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1. Resumen 

La producción de proteínas recombinantes (PR) es uno de los procesos 

biotecnológicos más importantes que existen en el mundo. La búsqueda de cepas con 

capacidad mejorada para la producción de PR ha permitido la disminución de costos y el 

aumento de productividad de diversos procesos de producción útiles para el humano y, 

por lo tanto, que ofrecen un beneficio a la sociedad. Para generar cepas de producción 

es, en la mayoría de los casos, necesario intervenir en la expresión de genes en 

específico lo cual puede resultar un proceso tardado si involucra diversos genes. Este 

proceso puede acelerarse gracias a las estrategias que modifican los factores de 

transcripción globales, que permite alterar la expresión de muchos genes modificando 

solo algunos reguladores. Sin embargo, en la bibliografía científica actual no existe una 

revisión que explore a profundidad el potencial de aplicar estas estrategias en factores 

globales de transcripción tales como los factores sigma de Escherichia coli.  En el 

presente trabajo se elaboró una revisión bibliográfica de los fenotipos que surgen de la 

mutación, deleción o cambio en expresión de los factores sigma en E. coli y el potencial 

que representan para el mejoramiento de cepas para producción de proteína 

recombinante, junto con la propuesta para la evaluación experimental de este potencial. 

Para la revisión bibliográfica se utilizó la herramienta de Scopus realizando 

búsquedas individuales para cada uno de los 7 factores sigma. Cada búsqueda contenía 

como mínimo las variantes del nombre de E. coli, el factor sigma, el tipo de modificación 

al factor (deleción, sobreexpresión, mutación) y, opcionalmente, el fenotipo que se busca 

(resistencia a estrés, producción de metabolito). Todos estos elementos eran unidos a 

través de un operador booleano AND (Y). En el caso de la propuesta metodológica, se 

optó por plantear una evaluación del crecimiento y producción de GFP en cepas con 

deleción en los factores sigma no esenciales. 

Los resultados de la búsqueda bibliográfica arrojaron 3902 documentos los cuales 

fueron filtrados a través de seleccionar factores sigma, modificaciones y fenotipos 

específicos. A través de la información recabada se pudo observar que RpoD, RpoN y 

RpoS tienen un alto potencial de ser modificados para generar fenotipos útiles, RpoE y 

RpoH podrían ser dianas interesantes (si se evitan los efectos deletéreos de su mutación) 
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debido a su relación con las temperaturas de crecimiento y el correcto plegamiento de 

proteínas, y FliA y FecI mostraron un potencial menor a el resto de los factores sigma.  

La propuesta metodológica permitirá evaluar y comparar los efectos de la deleción de 

rpoN, rpoS, fliA, fecI y rpoH en el crecimiento, resistencia a distintos tipos de estrés y 

producción de GFP recombinante. Así mismo, podrá servir para corroborar 

aseveraciones encontradas en la búsqueda bibliográfica. La utilización de la información 

analizada junto con herramientas de control metabólico, biología sintética y de ingeniería 

genética, podrían brindarnos la capacidad de entender e influenciar de nuevas formas el 

complejo espacio metabólico, su relación con el transcriptoma y la producción de 

proteínas recombinantes tanto en E. coli como en otras bacterias. 
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2. Introducción  

La aplicación de ciencia y tecnología tiene un enorme impacto en la sociedad ya que 

permite satisfacer necesidades básicas y aumentar la calidad de vida de las personas 

(Rull, 2014). Un ejemplo de un avance científico-tecnológico en el área biológica que ha 

tenido un impacto pocas veces igualado es el desarrollo de la ingeniería genética y las 

tecnologías de ADN recombinante (rADN), pues ha jugado un papel inmenso en la 

mejora de la salud humana, revolucionado el desarrollo científico de muchas áreas 

biológicas y generado gran cantidad de cambios en las industrias biomédicas y 

biotecnológicas (Khan et al., 2016). Una importante aplicación de las tecnologías de 

rADN es  la producción de proteína recombinante. 

2.1. Proteínas recombinantes 

La producción de proteína recombinante (PR) consiste en la expresión de 

proteínas a partir de fragmentos de rADN (es decir, moléculas de ADN que han sido 

generadas artificialmente a través de la combinación de 2 o más moléculas de origen 

distinto) en un organismo hospedero, para la posterior purificación y utilización de la 

proteína (Langlais & Korn, 2006; Palomares et al., 2004; Schumann & Ferreira, 2004; 

Structural Genomics Consortium et al., 2008; Griffiths et al., 2000). La producción de PR 

es una tecnología ampliamente practicada para el desarrollo de ciencia biológica y 

biomédica, así como en la industria química, biotecnológica y farmacéutica. Las 

aplicaciones de las PR son tan diversas como las proteínas mismas; pueden ser 

utilizadas para la producción de vacunas, como parte de estudios bioquímicos, en la 

producción de fármacos u otros metabolitos útiles, en la realización de pruebas 

diagnósticas, como componentes de insecticidas y procesos de biorremediación, entre 

muchas otras (Palomares et al., 2004; Schumann & Ferreira, 2004; Structural Genomics 

Consortium et al., 2008). Para ilustrar y ejemplificar esta importancia se puede observar 

en la Figura 1 el valor del mercado global en proteínas recombinantes y sus 

proyecciones de crecimiento para 2026.  
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Figura 1. Valor estimado y proyectado del mercado de proteínas recombinantes a nivel global. 

Infografía tomada de MarketsandMarkets Research Private Ltd. En su reporte del mercado de proteínas 
recombinantes publicado en febrero de 2021. [Traducción libre] 

El uso de las PR ha implicado una mejora sustancial comparado a los métodos 

anteriores de obtención de proteína purificada, ya que el bajo rendimiento de éstos se 

requería la obtención de grandes volúmenes de biomasa para la extracción y purificación 

de una pequeña cantidad de las proteínas de interés. Gracias al desarrollo del rADN y 

sus aplicaciones, es posible alcanzar grandes rendimientos y, como consecuencia, 

necesitando sustancialmente menos biomasa. Además, las PR son producidas 

manejando organismos bien estudiados en condiciones controladas, lo que facilita la 

homogeneidad de los compuestos producidos y la optimización de los procesos (Rosano 

y Ceccarelli, 2014a). De todos los hospederos usados a través de la historia para la 

producción de PR, el más estudiado y frecuentemente seleccionado es la bacteria 

Escherichia coli (Rosano & Ceccarelli, 2014b) 

2.2. E. coli en la producción de proteína recombinante 

E. coli es una bacteria Gram-negativa perteneciente a la familia 

Enterobacteriaceae. Es el microorganismo que más ha sido investigado, el modelo 

experimental procariota más popular y el “caballo de batalla” para la producción de PR 

(Cronan, 2014; Kneifel & Forsythe, 2017).  Las ventajas que ofrece E. coli como 

productora de PR son variadas, entre ellas se puede resaltar su rápido crecimiento (con 
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un tiempo de duplicación en condiciones óptimas de 20 minutos), la facilidad de lograr 

cultivos de alta densidad, su bajo costo de cultivo y el amplio conocimiento tanto de su 

fisiología y de las técnicas efectivas para su modificación genética (Rosano & Ceccarelli, 

2014a). Aunque es cierto que E. coli es muy útil para la producción de PR, como cualquier 

modelo tiene sus limitantes y desventajas. 

Entre las desventajas de E. coli como un hospedero para la producción de PR 

encontramos que es difícil utilizarla para producir proteínas no solubles, tiene una 

preferencia de codones distinta a otros organismos, puede formar cuerpos de inclusión 

y no tiene la maquinaria celular necesaria para realizar modificaciones postraduccionales 

complejas como es el caso de muchos eucariontes (Duzenli & Okay, 2020; El-Baky & 

Redwan, 2015). Además de las limitantes intrínsecas de cada modelo, existen muchos 

otros factores propios de la técnica que se deben considerar cuando se busca producir 

PR. Afortunadamente, se han desarrollado variadas estrategias para solucionar los 

problemas y limitantes que pueden surgir, optimizando la producción de la proteína de 

interés (Duzenli & Okay, 2020; Gopal & Kumar, 2013).  

2.3. Estrategias para optimizar la producción de proteína recombinante 

 Para poder optimizar la producción de PR es necesario conocer los factores que 

afectan el proceso. Entre estos factores encontramos las características del organismo 

hospedero en cuanto a su maquinaria de síntesis de proteínas y uso preferencial de 

codones; los elementos genéticos como promotores, terminadores y el vector de 

expresión; el medio de crecimiento y condiciones de cultivo del organismo hospedero 

incluyendo temperatura, fuentes de nutrientes y tipo de cultivo; la compatibilidad entre la 

proteína de interés y la célula hospedera (como es el caso de proteínas que podrían ser 

toxicas para un hospedero); y los mecanismos de purificación (Duzenli y Okay, 2020; 

Gopal y Kumar, 2013). Debido a esto pueden surgir diversos problemas como la pérdida 

de la expresión de la proteína, errores en el procesamiento postraduccional, transporte 

y localización no deseada de la proteína y crecimiento inhibido en la célula huésped, 

entre otras (Gopal & Kumar, 2013; Li & Rinas, 2020; Palomares et al., 2004; Structural 

Genomics Consortium et al., 2008).  
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Para solucionar estos problemas existen diversas estrategias como lo son utilizar 

sistemas inducibles, manipulando las condiciones del cultivo, fusionar proteínas para 

mejorar su solubilidad realizando coexpresión de otras proteínas, cambiar el vector de 

expresión, modificar el promotor o utilizando un sistema de doble promotor, optimizar o 

armonizar el uso de codones, realizar una optimización metabólica, eliminar cuellos de 

botella traduccionales, aumentar la disponibilidad de energía, mejorar la regeneración de 

cofactores y muchas otras (Duzenli & Okay, 2020; Gopal & Kumar, 2013; Mahalik et al., 

2014; Palomares et al., 2004; Structural Genomics Consortium et al., 2008). Muchas, 

aunque no todas, de las estrategias disponibles para optimizar la producción de proteína 

recombinante requieren de la modificación, introducción o inactivación de genes 

específicos cuyos productos tienen un efecto directo o indirecto en el crecimiento del 

organismo, la síntesis de la proteína, su estabilidad o la facilidad con que pueda ser 

purificada. Utilizar este acercamiento para optimizar la producción de proteína puede ser 

muy útil, pero tiene la gran limitante de que las modificaciones normalmente se tienen 

que realizar de forma individual y secuencial, por lo que se vuelve un proceso muy 

tardado, aunque con las nuevas tecnologías de edición de genoma como CRISPR-CAS, 

el panorama está cambiando (Alper & Stephanopoulos, 2007; Mahalik et al., 2014). Por 

lo tanto, una metodología que permita realizar modificaciones en la expresión de 

múltiples genes de forma simultánea tiene el potencial de optimizar eficientemente, y en 

poco tiempo, el fenotipo de las cepas en cuestión. Esto se puede lograr a través de la 

modificación de los factores de transcripción globales, es decir, factores de transcripción 

que controlan la expresión de una parte significativa del genoma conformando sus 

regulones (Alper y Stephanopoulos, 2007).  

 Las técnicas de modificación de factores de transcripción globales buscan generar 

fenotipos complejos alterando la transcripción a nivel genómico. Es decir, se aprovecha 

la maquinaria intrínseca de las células para controlar un gran número de genes al mismo 

tiempo o en respuesta a un mismo estímulo (los factores globales de transcripción) y los 

modifica para permitir grandes cambios en la transcripción con la mínima inversión de 

tiempo. Esto puede implicar diversas modificaciones como mutaciones puntuales, 

deleciones completas o métodos más complejos que involucren una serie de procesos 

de selección como lo es la ingeniería de maquinaria global de transcripción, o gTME por 
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sus siglas en inglés (Alper y Stephanopoulos, 2007). Estas modificaciones en los factores 

de transcripción se pueden realizar de diversas formas y pueden tener efectos distintos 

en las cepas, como aumentar la resistencia a ciertos compuestos o mejorar la eficiencia 

de producción de algún producto celular (Zhang et al., 2015; Gao et al., 2018; Ke et al., 

2020). La aplicación de esta estrategia en E. coli considera a factores globales de 

transcripción como los factores sigma.  

2.4. Factores sigma 
Los factores sigma son subunidades disociables de la ARN polimerasa (ARNP) 

en bacterias. Esta subunidad multidominio permite reconocer los promotores en el ADN 

y que se dé la unión de alta afinidad entre la holoenzima ARNP y el sitio específico del 

ADN. Así mismo juega un papel esencial en la iniciación de la transcripción (Helmann, 

2005; Paget, 2015). Un diagrama general de la estructura de los factores sigma se 

muestra en la figura 2. 

Figura 2. Subunidades de la holoenzima de ARN polimerasa 

La figura 2 es una representación esquemática de la holoenzima ARN polimerasa bacteriana, la estructura 

del factor sigma y una estructura de un promotor. (a) Arquitectura de subunidades de la holoenzima (las 

subunidades del complejo central o core se muestran en diferentes tonos de gris); el factor sigma se 

representa como 4 dominios estructurales resaltados con colores representando su interacción con los 

elementos del (c) promotor con sus elementos clave (DISC, secuencia del discriminador UP, rio arriba. 

Ilustración tomada de Davis, M. C., Kesthely, C. A., Franklin, E. A., y MacLellan, S. R. (2017). The essential 

activities of the bacterial sigma factor. Canadian Journal of Microbiology, 63(2), 89–99. [Traducción libre] 
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 Las subunidades sigma son factores de transcripción generales que establecen 

uno de los primeros niveles de regulación global de la transcripción en bacterias, 

teniendo en conjunto miles de regiones de unión en el ADN (Cho et al., 2014; Tripathi 

et al., 2014; Davis et al., 2017). 

Estructuralmente las subunidades sigma se 

pueden clasificar en dos familias, la familia 

σ70 y la familia σ54, basándose en la 

homología que pueden tener con las 

correspondientes subunidades sigma de E. 

coli, las cuales son estructuralmente 

distintas entre ellas, pero su 

funcionamiento es esencialmente el mismo 

(Helmann, 2005; Paget, 2015).  

 La función de los factores sigma se 

pueden definir en 4 procesos: El 

reconocimiento e interacción con los 

promotores a través de los elementos -10 y 

-35 (para miembros de la familia σ70) y los 

elementos -12 y -24 (para miembros de la 

familia σ54);  la unión con la ARNP para la 

formación de la holoenzima; la formación de 

la burbuja de transcripción y permitir la 

asociación de la ARNP con el ADN de 

cadena sencilla; y la interacción con 

proteínas activadoras (Paget, 2015). Una secuencia simplificada de como ejecuta sus 

funciones se encuentra ilustrada en la figura 3. En E. coli se han descrito 7 factores 

sigma: σ70 (rpoD), σ54 (rpoN), σ38 (rpoS), σ32 (rpoH), σ28 (fliA), σ24 (rpoE), y σ19 (fecI), siendo 

rpoD el factor sigma principal o de “housekeeping” y el resto factores sigma alternativos 

(Cho et al., 2014; Treviño-Quintanilla et al., 2013).  

Figura 3. Diagrama simplificado del proceso de 
transcripción  

Esta figura muestra paso a paso el proceso de 
transcripción incluyendo la unión del factor sigma 
al complejo central (core) de la ARP. Ilustración 
tomada de Davis, M. C., Kesthely, C. A., Franklin, 
E. A., y MacLellan, S. R. (2017). The essential 
activities of the bacterial sigma factor. Canadian 
Journal of Microbiology, 63(2), 89–99. 
[Traducción libre] 
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Debido a la importancia de cada factor sigma en la regulación de distintos genes 

enfocados a una variedad de procesos celulares, éstos han sido estudiados de diversas 

formas para entender su función celular, las interacciones entre los factores sigma y los 

cambios fenotípicos que pueden ocurrir cuando se realizan modificaciones en dichos 

factores. Sin embargo, la gran cantidad de estudios dificulta entender las implicaciones 

de modificar cada factor de transcripción, por lo que una revisión concisa de esta 

información sería útil si se planea utilizar estrategias que modifiquen dichos genes con 

el objetivo de generar cepas de producción. En este trabajo, se busca explorar 

bibliográficamente las alteraciones fenotípicas que surgen al modificar la secuencia, los 

niveles de expresión o eliminar los factores sigma de E. coli, así como su utilidad para la 

producción de proteína recombinante.   

3. Justificación 
La búsqueda de cepas con capacidad mejorada para la producción de proteínas 

recombinantes ha sido una labor realizada en el campo de la biotecnología durante 

décadas. Éstas han permitido la disminución de costos y el aumento de eficiencia de 

diversos productos útiles para el humano y, por lo tanto, ofrecen un beneficio a la 

sociedad. Dentro de las estrategias para generar estas cepas de producción es muy 

común utilizar la modificación genética sobre los organismos alterando la expresión de 

ciertos genes, lo cual puede ser realizado en corto tiempo con estrategias que modifiquen 

los factores de transcripción globales. Sin embargo, en la bibliografía científica actual no 

existe una revisión que explore a profundidad el potencial de aplicar estas estrategias en 

los factores globales de transcripción en E. coli: los factores sigma.  En el presente 

trabajo se elaboróelaboró una revisión bibliográfica de los fenotipos que surgen de la 

modificación o deleción de los factores sigma en E. coli y el potencial que representan 

para el mejoramiento de cepas para producción de proteína recombinante, junto con la 

propuesta para la evaluación experimental de este potencial.   

4. Objetivos  

4.1. Generales 

- Recabar, analizar y sintetizar la información disponible sobre los factores sigma 

de E. coli en lo concerniente a su función y al potencial que tienen modificaciones 
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en su estructura o expresión para generar fenotipos útiles para la producción de 

PR.  

- Proponer un método experimental para evaluar la producción de PR en cepas 

carentes de los diferentes factores sigma.  

4.2. Específicos  

- Recabar la literatura científica disponible sobre la función de los factores sigma de 

E. coli así como los efectos fenotípicos de su modificación, deleción o cambios en 

expresión. 

- Analizar la información obtenida de la literatura en su relevancia para ser diana de 

modificaciones para generar cepas de producción de proteína.  

- Sintetizar la información seleccionada para cada factor sigma presentándola de 

forma detallada e individual.  

- Proponer un método experimental para evaluar la producción de PR en cepas de 

E. coli con deleción en los factores sigma no esenciales.  

5. Materiales y Métodos 

5.1. Revisión bibliográfica y análisis de información 

Para la búsqueda de fuentes bibliográfica se utilizó Scopus en idioma inglés. Scopus 

es una base de datos bibliográfica de resúmenes y citas de artículos de revistas 

científicas, la cual tiene una herramienta para la navegación de dicha base datos en su 

página web. Las búsquedas de información se realizaron para cada factor sigma de 

forma independiente y se aplicaron a través de la aparición de ciertas palabras en el 

título, resumen o palabras clave de los documentos en la base de datos (que se 

representa por TITLE-ABS-KEY en Scopus) sin limitaciones de año de publicación. En 

cada caso, se aplicó un filtro en la búsqueda inicial para cada factor sigma (filtro troncal) 

y esta se dividió en tres ramas a través de filtros anidados en el troncal (ramas A, B, y 

C). De obtener demasiados resultados en las búsquedas rama (más de 100), se utilizaron 

individualmente una serie de filtros de temas específicos llamados filtros terminales. En 

los casos que las búsquedas rama aun arrojaran más de 100 resultados, estas eran 

limitadas a solamente los 100 documentos de fecha de publicación más reciente. A 

continuación, se describe a detalle los parámetros para cada búsqueda. 
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- Filtro troncal: Las búsquedas troncales consistían en 2 variables el nombre del 

factor sigma y el nombre de la bacteria de interés: E. coli. Se aislaron los 

documentos que contuvieran cualquier variación del nombre del factor sigma 

unidas con el operador “OR”  y que además ( operador “AND” ) contuvieran el 

nombre científico abreviado o completo de Escherichia coli ( "E. coli"  OR  

"Escherichia coli" ). Las búsquedas con las variaciones específicas para factor 

sigma son:  

o RpoD: ( TITLE-ABS-KEY ( "rpoD"  OR  "σ70"  OR  "sigma 70" OR “σD” )  

o RpoN: ( TITLE-ABS-KEY ( "rpoN"  OR  "σ54"  OR  "sigma 54" OR “σN” ) 

o RpoS: ( TITLE-ABS-KEY ( "rpoS"  OR  "σ38"  OR  "sigma 38" OR “σS” ) 

o RpoH: ( TITLE-ABS-KEY ( "rpoH"  OR  "σ32"  OR  "sigma 32" OR “σH” ) 

o FliA: ( TITLE-ABS-KEY ( "fliA"  OR  "σ28"  OR  "sigma 28" OR “σF” ) 

o RpoE: ( TITLE-ABS-KEY ( "rpoE"  OR  "σ24"  OR  "sigma 24" OR “σE” ) 

o FecI: ( TITLE-ABS-KEY ( "fecI"  OR  "σ19"  OR  "sigma 19" OR “σfecI” OR  

"σ18"  OR  "sigma 18"  ) 

- Filtro rama: De forma separada, cada rama refinó la búsqueda uniéndose al filtro 

troncal con el operador “AND” seguido de las variaciones del nombre de 3 tipos 

de modificaciones a los genes: deleciones (Rama A), mutaciones o cambios en 

expresión (Rama B) y utilización de gTME (Rama C). Las búsquedas y sus 

operadores son:  

o Rama A: TITLE-ABS-KEY ( "deletion"  OR  "deficient"  OR  "absent"  OR  

"defective" )  

o Rama B: TITLE-ABS-KEY ( "mutant"  OR  "mutation"  OR  

"overexpression"  OR  "underexpression" )  

o Rama C: TITLE-ABS-KEY ( "gTME"  OR  "Global transcription machinery 

engineering" )  

- Filtros terminales: En caso de que la rama presentara más de 100 resultados, 

se agregaba de forma separada 6 grupos de palabras de los temas de mayor 

interés: Resistencia a estrés, cambios en crecimiento, utilización de fuentes de 

carbono o nitrógeno, estrés osmótico y producción de metabolitos o de proteínas. 

Aquí se muestran los operadores utilizados en Scopus: 
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o T1: AND TITLE-ABS-KEY ( “Resistance” OR ” Tolerance ” OR ”Resistant” 

OR ” Tolerant” ) 

o T2: AND TITLE-ABS-KEY ( “growth” OR ”growth rate” ) 

o T3: AND TITLE-ABS-KEY ( “nitrogen source” OR ”n source” OR 

“Nitrogen” ) 

o T4: AND TITLE-ABS-KEY ( “Carbon source” OR ”C source ” OR ”acetate” 

OR “Carbon” ) 

o T5: AND TITLE-ABS-KEY ( “high concentration” OR “osmotic pressure”  

OR “ high osmolarity ” OR “ high NaCl ” OR “high glucose” ) 

o T6: AND TITLE-ABS-KEY ( “Protein production” OR ”metabolite 

production” OR “polymer production” OR “antibody production” ) 

Por lo tanto, un ejemplo de una búsqueda con filtro terminal 2 de la rama A del factor 

sigma RpoD seríasería: 

 ( TITLE-ABS-KEY ( "rpoD"  OR  "σ70"  OR  "sigma 70" OR “σD” ) AND TITLE-ABS-KEY 

( "E. coli"  OR  "Escherichia coli" ) AND TITLE-ABS-KEY ( "deletion"  OR  "deficient"  OR  

"absent"  OR  "defective" ) AND TITLE-ABS-KEY ( “ growth ” OR ” growth rate ” ) ). 

A partir de los documentos resultantes de búsquedas rama que no excedieran los 

100 documentos, o en su defecto las búsquedas terminales, se realizó una lectura rápida 

del resumen para eliminar cualquier documento que no fuera pertinente al tema. Estos 

documentos no pertinentes surgen a raíz del uso de operadores OR en las búsquedas. 

Esto permite dar una cierta laxitud al algoritmo que evita que no se consideren artículos 

por no seguir estrictamente todos los parámetros, pero a su vez provoca que artículos 

que mencionan alguna de las palabras seleccionadas para dirigir la búsqueda pero no 

se adentran al tema que concierne a este trabajo  Finalmente, en caso de que surgieran 

dudas específicas a las funciones asociadas a cada factor sigma o cuestiones sobre la 

esencialidad de los genes, se realizaron búsquedas forma directa al tema utilizando las 

herramientas de biblioteca digital UNAM (bidiunam), Google Scholar o Scopus.  

5.2. Propuesta experimental 

Esta propuesta consiste en evaluar la producción de proteína recombinante en cepas 

con deleción en el factor sigma. Esto se planteó debido a que la deleción de los genes 
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es un proceso mucho más rápido que generar mutaciones puntuales por métodos 

azarosos, lo cual permitiría evaluar a más de un factor sigma a la vez. Además de esto, 

entender el efecto de la deleción en la producción de PR es un buen primer paso hacia 

entender el alcance del impacto que puede tener las modificaciones de dicho factor 

sigma, así como puede brindar información útil en temas de investigación como célula 

mínima y el entendimiento de las redes transcripcionales de E. coli. A partir de este 

planteamiento, se estableció un método dividido en 3 partes: La obtención, verificación y 

caracterización general de las cepas mutantes; la caracterización del crecimiento de las 

cepas en diversas condiciones de cultivo; y la evaluación de un sistema plasmídico para 

producción de PR y subsecuente evaluación de dicha producción en las cepas mutantes. 

 Cada sección del experimento fue respaldada con fuentes que avalen o justifiquen 

la selección de las cepas y protocolos a realizar. Para la primera sección esto consistió 

en respaldar bibliográficamente las cepas seleccionadas, los métodos para obtenerlas, 

los protocolos de verificación y caracterización general de crecimiento. En la segunda 

sección se establecieron las condiciones de cultivo que son importantes de evaluar en 

cepas de producción de PR, así como los rangos utilizados en el experimento. 

Finalmente, en la última sección, se propusieron los plásmidos a utilizar para evaluar la 

producción de proteína recombinante, así como los protocolos de transformación y el 

método para cuantificar esta producción en las diferentes cepas.  

6. Resultados  

Los resultados se dividen en dos grandes rubros: la revisión bibliográfica del tema y la 

propuesta experimental. 

6.1. Revisión bibliográfica y análisis de información 

Al realizar una búsqueda general que incluye todas las búsquedas troncales de cada 

factor sigma en E. coli unidas con el operador OR, se encuentran 3,902 documentos. 

Esto representa el acervo completo de donde se obtendrá la bibliografía para este 

trabajo. En la Tabla 1 se muestran el número de documentos para cada búsqueda troncal 

y rama. A continuación, se detallará la información más importante obtenida de cada 

factor sigma. 
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Tabla 1: Documentos encontrados en las búsquedas iniciales para cada factor sigma de 

E. coli. 

Factor sigma Búsqueda troncal Rama A Rama B Rama C 

FecI 58 10 28 0 

RpoE 337 77 169 0 

FliA 227 29 113 0 

RpoH 585 125 308 0 

RpoS 1,462 382 816 0 

RpoN 534 108 222 0 

RpoD 1,393 233 516 5 

 

6.1.1. Factor σ70 (rpoD) 

La proteína σ70 o RpoD es el principal factor sigma de E. coli y es responsable de 

la transcripción de la mayoría de los genes que son expresados cuando esta bacteria 

crece en fase exponencial (Shimada et al., 2014). En un estudio realizado por Cho et al. 

en 2014 se identificaron experimentalmente 1,643 sitios de unión por parte de RpoD en 

el ADN y se tiene registrado 1130 unidades de transcripción dentro de su regulón en E. 

coli convirtiéndolo en el factor sigma que controla la expresión del mayor número de 

genes en dicha bacteria (Keseler et al., 2021). Este factor sigma regula su propia 

expresión junto con la de los factores rpoE, fecI, rpoH, rpoS, rpoN. Además, todos los 

factores sigma regulan la expresión de rpoD a excepción de FecI. El gen que codifica a 

este este factor de transcripción ha sido identificado como esencial en diversas 

ocasiones tanto en medio complejo (LB) y medio mínimo, probablemente debido a que 

regula genes esenciales, por lo cual resulta imposible generar una cepa con una deleción 

total del gen (Cho et al., 2014; Goodall et al., 2018).  

Aun siendo esencial, se han podido estudiar las características de cepas con 

diversos tipos de mutaciones (sin contar inactivaciones totales) en el gen rpoD,  como es 

el caso de fenotipos de resistencia a diferentes tipos de estrés. En la literatura 

consultada, se encontraron reportes de cepas con cambios en la secuencia o expresión 

de rpoD que son resistentes a pH bajo, a antibióticos, a presiones hidrostáticas altas y a 
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algunos solventes orgánicos. Los fenotipos resistentes a pH ácido se encontraron en las 

cepas K-12 W3110 por evolución experimental en medio acido (pH=4.6) y DH5α por un 

método de mutación azarosa llamado RAISE (Mutagénesis azarosa por intercambio de 

inserción o deleción de hebra). La mejor mutante obtenida por RAISE (con 10 

sustituciones de aminoácido y 2 regiones de 4 aminoácidos delatadas) mostró una tasa 

de crecimiento mayor que la del control en pH =3.17. Este fenotipo se cree que surgió 

debido al aumento de expresión de genes estructurales y regulatorios (Gao et al., 2016; 

Harden et al., 2015). La resistencia a antibióticos se exploró en dos trabajos donde se 

seleccionó a cepas de E. coli K12 MG1655 y ATCC 25922 para fenotipos resistentes a 

kanamicina e imipenem, respectivamente. En ambos casos se encontraron cambios en 

la secuencia de rpoD y en la cepa ATCC25922 se observó una sustitución aminoacídica 

de A444V en una región de reconocimiento a promotor -10, dicha cepa tenía una 

resistencia de hasta 4 veces la concentración máxima para crecimiento del control (El 

Khoury et al., 2019; Mogre et al., 2017).  En MG1655, una cepa resistente a presiones 

hidrostáticas altas (de 500 a 800 MPa), se encontró una mutación por sustitución de 

aminoácido (G->A) en la región UTR 5’ de rpoD asociada a este fenotipo (Gayán et al., 

2020). Finalmente, a través de la aplicación de gTME se han obtenido cepas de E. coli 

resistentes a etanol, butanol, SDS y ciclohexano, entre otros solventes orgánicos. En la 

mayoría de los casos se ha logrado que cepas mutantes obtenidas por mutagénesis 

azarosa mediad por PCR propensa al error sobreviva y crezca a concentraciones más 

del doble que la silvestre: etanol de 20 g/L a 70 g/L, butanol de 1% a 2%, hasta 69% 

ciclohexano. Estas mutantes en muchos casos son por sustitución de aminoácidos, 

aunque interesantemente, se han encontrado también casos de  RpoD truncado dejando 

únicamente la región 4 y fragmentos de la región 3. Estas regiones están asociadas a la 

unión con la región promotora y a factores reguladores como los factores antisigma, sin 

embargo aún no se encuentra una explicación mecanística de los cambios fenotípicos 

que generan estos factores truncos (Alper & Stephanopoulos, 2007; Si et al., 2016; 

Zhang et al., 2015).  

Haciendo a un lado las posibles resistencias que se pueden obtener a través de 

los distintos tipos de modificaciones a rpoD, es claro existen ciertas alteraciones en la 

expresión o secuencia de este factor que pueden conllevar consecuencias negativas 
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para el crecimiento. Esto se observó en dos estudios donde mutaciones de sustitución 

de un solo aminoácido en la región 1.1 de RpoD (una región asociada a funciones de 

ensamble de holoenzima, formación del complejo con el promotor e interacción con 

proteínas regulatorias)  lograba reprimir genes asociados a la biosíntesis de nucleótidos 

y trehalosa, utilización de aminoácidos y metabolismo de carbono, así como inhibir el 

crecimiento por completo como se ha observado en las inactivaciones totales del gen. 

Además, se ha observado que cuando se reduce la expresión normal rpoD se simula el 

fenotipo de la respuesta estricta (Gao et al., 2016; Magnusson et al., 2003; Pletnev et al., 

2020; Singh et al., 2011). Mostrando la diversidad de efectos generados por alterar la 

secuencia de este factor de transcripción, algunos estudios han encontrado mejoras en 

la tasa de crecimiento de cepas con impedimentos en el crecimiento (específicamente 

cepas de genoma reducido y con ausencia del sistema de fosfotransferasa) que 

contienen factores RpoD con sustituciones de aminoácido (Aguilar et al., 2012; Choe 

et al., 2019).  

Para la producción de metabolitos, se han realizado experimentos demostrando 

que utilizar gTME puede obtener mejores resultados que ciertas modificaciones por 

método racional. Esto es el caso para el aumento en producción de metabolitos como el 

licopeno (7%), el ácido hialurónico (34%), y L-tirosina (114%), el estudio donde se 

identificó la mejora de producción de licopeno no se describió la mutante, pero en los 

otros dos casos ambas cepas mutantes surgieron de un factor RpoD truncado que 

conservaba únicamente las regiones 3 y 4  (Alper & Stephanopoulos, 2007; Santos et al., 

2012; Yu et al., 2008). En el caso específico de producción de PR, se han realizado dos 

estudios de gTME donde se han generado mutantes de rpoD con mejoras en la 

producción de proteína. El primer caso es en la producción de receptor de neurotensina 

1 en ratas (NTR1) que es una proteína integral de membrana en eucariontes. En este 

estudio se encontró que una mutación puntual (rpoD E575V) permitía un mejor 

crecimiento a 20 ºC y un rendimiento 4 veces mayor de NTR1 funcional que la cepa 

silvestre. Se cree que este efecto se obtuvo a partir de alentar y alargar temporalmente 

la biosíntesis y crecimiento del organismo a través de alterar la capacidad de RpoD de 

competir por la ARNP. En otro estudio, se sometió a E. coli 66C4 (derivada de la W3110) 

a procesos de gTME que resultaron en una mutante con sustituciones de aminoácido y 
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regiones truncadas que producía los anticuerpos IgG mAb1 y mAb2 a un título de 

130mg/L en cultivo de matraz agitado, el más alto reportado para producción de 

anticuerpos de este tipo de cultivos utilizando a E. coli como hospedero (McKenna et al., 

2019; Tomatis et al., 2019).   

Un resumen de los fenotipos y características importantes encontradas en la 

revisión bibliográfica para este factor sigma se encuentra en la tabla 2. De la revisión 

realizada fue evidente que se pueden obtener cepas con fenotipos útiles a través de 

modificaciones en secuencia o expresión del factor, pero en la bibliografía disponible 

ninguna de las modificaciones mejoro el crecimiento o utilización de nutrientes en 

condiciones sin un tipo especifico de estrés. Para fenotipos de resistencia a estrés o de 

producción de metabolitos o proteína recombinante, en cambio, se encontraron diversos 

ejemplos de cepas con rpoD mutado. Interesantemente, no parece existir una región que 

comúnmente es alterada y se han encontrado ejemplos con sustituciones de aminoácido 

individuales y múltiples, asi como deleción de pocos residuos hasta la deleción de 

regiones enteras. Cabe resaltar, que una alteración que sí se repitió en más de una 

ocasión fue el caso de tener al factor RpoD truncado con solo las regiones 3 y 4 

conservadas, aunque en ninguna investigación se ha encontrado una explicación 

mecanística que explique porque esta modificación estructural provoca el fenotipo 

resultante. 

Tabla 2: Fenotipos por modificaciones en expresión y/o secuencia de rpoD. 
Generalidades Resistencias Crecimiento Producción 

- Fase exponencial. 
- 1,643 sitios de 
unión. 
- Autorregulación. 
- Esencial. 

- pH (3.17) [SA y 
DA]. 
- Antibióticos 
(kanamicina e 
imipenem) [SA]. 
- Presiones 
hidrostáticas altas   
[SA]. 
- Solventes 
orgánicos  (etanol, 
butanol y 
ciclohexano) [SA y 
DA gTME]. 
 

- Efectos negativos en 
uso de aminoácidos, 
metabolismo de 
carbono, síntesis de 
trehalosa y nucleótidos. 
[SA puntual]. 
- Fenotipo de respuesta 
estricta [InEx]. 

- Licopeno (107% título) [M 
gTME]. 
- Ácido hialurónico (138% 
título) [DA gTME]. 
- L-tirosina (114% título) [DA 
gTME]. 
- Proteína membranal NTR1 
(400% productividad 
receptor/v cultivo) [SA] 
IgG mAb1 y mAb2 (260% 
título)  
[SA DA gTME]. 
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La tabla muestra las generalidades del factor sigma, y los fenotipos encontrados al realizar cambios en la 
secuencia o expresión del factor. Especificaciones del fenotipo se describen entre paréntesis y el tipo de 
alteración en la cea se abrevia entre corchetes. [SA] Sustitución de aminoácidos, [DA] Deleción de 
aminoácidos,  [gTME] se utilizó ingeniería de factores globales de transcripción, [InEx] Expresión reducida.  

6.1.2. Factor σ54 (rpoN) 

 RpoN de E. coli es considerada la proteína arquetipo de la familia σ54 y es 

estructural y funcionalmente diferente al resto de los factores sigma de la familia σ70. 

Entre las diferencias se puede encontrar que RpoN necesita la acción de proteínas 

activadoras para poder iniciar la transcripción (Merrick, 1993; Bonocora et al., 2015).  Se 

han identificado a través de análisis ChIP-chip 180 sitios de unión a ADN en E. coli por 

parte de RpoN, aunque hay estimaciones por medio de análisis ChIP-seq que sugieren 

que podrían existir más de 250 sitios de unión y los datos en Ecocyc detallan que 

contiene 55 unidades de transcripción en su regulón (Keseler et al., 2021). Entre estos 

sitios de unión, se sabe que RpoN regula la expresión de rpoD y rpoH, pero es regulado 

por RpoD, RpoS, RpoE y FliA (Bonocora et al., 2015; Cho et al., 2014). Originalmente se 

había establecido que la función de RpoN era dirigir la transcripción a genes relacionados 

con la asimilación y metabolismo de nitrógeno. Sin embargo, debido a la investigación 

realizada a lo largo de décadas sobre este factor de transcripción se ha encontrado que 

puede estar asociado también a otras funciones de regulación de metabolitos o de 

recursos energéticos para prevenir su agotamiento, catabolismo de formiato, virulencia 

y patogénesis, síntesis de flagelo y como respuesta a ciertas condiciones adversas 

(Bonocora et al., 2015; Reitzer & Schneider, 2001; Zhao et al., 2010). 

 El gen rpoN  no es esencial y se han observado distintos fenotipos interesantes en 

cepas de E. coli con deleción, sobreexpresión o mutaciones en este factor sigma. 

Primeramente, se han encontrado fenotipos resistentes a pH y a compuestos 

antimicrobianos. La resistencia a condiciones ácidas fue observada en cepas 

patogénicas de E. coli y el aumento de resistencia es notorio en cultivos con 2 horas de 

exposición a pH = 2, siendo 9.56X103 c.f.u. mL-1 en cepas con deleción total de rpoN 

comparado al 10 c.f.u. mL-1 en el control. Cabe resaltar que esta resistencia fue 

observada con crecimiento en fase exponencial, pero no en fase estacionaria (Mitra 

et al., 2012, 2014; Riordan et al., 2010). Así mismo, en experimentos de evolución 

dirigida, se ha identificado a un RpoN mutado (mutación no especificada en el estudio) 
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en fenotipos resistentes a pH altos, pero no ha sido estudiado a fondo (Hamdallah et al., 

2018). Otros fenotipos resistentes se han encontrado asociados a mutaciones en este 

factor sigma son la resistencia al antibiótico novobiocina (rpoN::Tn10) y al bromuro de 

cetiltrimetilamonio (deleción 36-ELQQ-39 ), sin embargo no se ha encontrado una 

explicación mecanística de estos fenotipos (Milija et al., 1999; Nakata et al., 2010). 

 Los diferentes cambios en estructura y expresión en rpoN también pueden tener 

impacto sobre la tasa de crecimiento y la utilización de recursos como fuente de carbono 

y nitrógeno. Esta relación ha sido encontrada, entre otras cosas, por una relación que 

tiene el operón del factor sigma con el sistema de fosfotransferasa, los cambios de 

expresión de rpoN en condiciones limitantes de nitrógeno y carbono (Kumar & Shimizu, 

2010; Löffler et al., 2017; B. S. Powell et al., 1995).  Así mismo, en el estudio de García 

en 2020, se encontró que la deleción total rpoN causaba una disminución de la velocidad 

de crecimiento en medio mínimo con respecto a la cepa silvestre (García, 2020). Esto 

resulta interesante dado que también se ha reportado que cepas con deleción o 

inactivación total del factor sigma son auxotróficas para glutamina, no crecen en medio 

M9 y que son incapaces de utilizar el acetoacetato como fuente de carbono (Milija et al., 

1999; Nakata et al., 2010; Reitzer & Schneider, 2001). Esta información y otros detalles 

sobre la asimilación, anabolismo y catabolismo de compuestos nitrogenados y su 

relación con rpoN se pueden consultar en las fuentes aquí citadas, especialmente las 

revisiones de Reitzer y Schneider en 2001 y Reitzer en 2003 (Carmona & de Lorenzo, 

1999; B. S. Powell & Court, 1998; Reitzer, 2003; Reitzer & Schneider, 2001; Schneider 

et al., 2013; Wong et al., 1994). Además de esto, la deleción total o inactivación de rpoN 

parece tener efectos negativos en la motilidad de E. coli y aumenta la capacidad de 

formación de biopelículas (Belik et al., 2008; Dong et al., 2011; Zhao et al., 2010).  

En cuanto a aspectos de producción, rpoN no ha sido explorado a la profundidad de 

rpoD para generar cepas de producción. Sin embargo, existen 3 ejemplos de cepas con 

mejoras en producción a través de modificaciones en la actividad de rpoN. En el primero 

se realizó la deleción del factor sigma, a través del cual se logró aumentar la producción 

de un copolímero de lactato y 3-hidroxibutirato (P(LA-co-3HB)), la cepa mutante aumento 

la concentración final del polímero (de 5.3 g/L a 6.2 g/L) y el % de lactato en él (de 18.6% 
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a 26.2%) (Kadoya et al., 2015). En el segundo caso se observó por primera vez la 

expresión de sintasas de policétidos tipo II funcionales en E. coli, lo cual se obtuvo 

después de inducir la sobreexpresión de rpoN (Stevens et al., 2013). En el tercer y último 

estudio se generaron mutantes al azar del activador de rpoN, denominado fhlA. A través 

de una de estas mutantes (específicamente FhlA133 con 5 sustituciones de 

aminoácidos) se logró aumentar la producción de hidrógeno hasta 9 veces comparado a 

la cepa silvestre JW2701-1 (Sanchez-Torres et al., 2009).  

Un resumen de los fenotipos y características importantes encontradas en la 

revisión bibliográfica para para rpoN se encuentra en la tabla 3. Al observar dicha tabla 

se puede notar algunas diferencias con respecto a el caso de rpoD y la tabla 2. Entre 

ellas es que la mayoría de los fenotipos útiles encontrados surgen a partir de deleciones 

totales del gen, lo cual no se observa en rpoD porque es esencial. Asi mismo, no se han 

encontrado fenotipos asociados a la modificación de expresión o deleción de rpoN con 

un aumento en la producción de proteína recombinante. Esto no significa que esto no 

sea posible, pues abre la posibilidad de utilizar otros mecanismos para obtener mutantes 

de rpoN y explorar su utilidad para la producción de PR.  

Tabla 3: Fenotipos por modificaciones en expresión y/o secuencia de rpoN. 
Generalidades Resistencias Crecimiento Producción 

- Necesita proteínas 
activadoras. 
-Asociado a 
asimilación de 
nitrógeno. 
- Mas de 250 sitios 
de unión. 
- No esencial. 

- pH fase exp (2) [DT]. 
- pH altos (10) [no 
especificada]. 
- Antibióticos 
(novobiocina y 
bromuro de 
cetiltrimetilamonio) 
[InT10 y DA]. 

- Auxotrofía para 
glutamina [DT]. 
- Incapacidad de 
procesar acetato*  [DT]. 
- Disminución de 
motilidad [DT]. 
- Aumento de capacidad 
de formar biopelículas 
[DT]. 
- Disminución de 
velocidad de 
crecimiento medio 
mínimo [DT]. 
 

- P(La-co-3HB) (116% g/L) 
[DT]. 
- Expresión de sintasas de 
policétidos tipo II 
funcionales [SbEx]. 
- Producción de hidrogeno 
(900% tasa nmol/min mg) 
[SA activador]. 

La tabla muestra las generalidades del factor sigma, y los fenotipos encontrados al realizar cambios en la 
secuencia o expresión del factor. Especificaciones del fenotipo se describen entre paréntesis y el tipo de 
alteración en la cea se abrevia entre corchetes. [DT] deleción total, [InT10] Inactivación por Tn10, [SbEx] 
Sobreexpresión, [SA] Sustitución de aminoácidos. 
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6.1.3. Factor σ38 (rpoS) 

 RpoS es el principal factor sigma involucrado en la expresión genética durante la 

fase estacionaria y la respuesta general a condiciones de estrés en E. coli, lo que permite 

que este organismo pueda resistir a condiciones adversas realizando cambios globales 

en el transcriptoma bajo ciertos estímulos (Battesti et al., 2011, 2015). Este factor de 

transcripción tiene el mayor número de sitios de unión, sin contar a RpoD, de todos los 

factores sigma de E. coli con 903 sitios de unión y 228 unidades de transcripción 

registradas en Ecocyc. Sin embargo, rpoS sólo parece estar regulado por un factor sigma 

(RpoD) pero intercede en la regulación todos los factores sigma a excepción de fliA (Cho 

et al., 2014; Keseler et al., 2021). La función de RpoS es la expresión de genes para la 

respuesta a distintos tipos de estrés, entre ellos podemos encontrar hiperosmolaridad, 

estrés oxidativo, bajas o altas temperaturas, inanición, disminuciones de pH, parece 

tener un papel en aspectos de virulencia en cepas patógenas (Weber et al., 2005; Mata 

et al., 2017; Guo et al., 2019). Este gen no es considerado esencial por lo que se han 

generado cepas que carecen del gen rpoS o este se encuentra mutado, mutaciones en 

este factor sigma puede generar cambios en la expresión de más de 1,000 genes (Dong 

& Schellhorn, 2009; Goodall et al., 2018). 

Como es de esperarse dado su papel en la expresión de genes asociados a estrés, 

se ha observado que se pueden obtener cepas resistentes a distintos tipos de estrés al 

alterar la secuencia y expresión a este factor sigma. La sobreexpresión de RpoS ha 

conferido resistencia a condiciones ácidas debajo de pH 4 causadas por ácido acético, 

ácido butírico, ácido láctico y ácido propiónico. Incluso se ha observado que aumentar la 

expresión de este factor sigma aumenta la sobrevivencia a desafíos de pH 2 (Bak et al., 

2014; Gaida et al., 2013; Jin et al., 2009; Run & Tian, 2018). En cambio, en estudios de 

pH alcalino (pH 9), se encontró que la expresión disminuida podía aumentar la resistencia 

al medio alcalino pero la deleción total del gen provocaba pérdida de esta resistencia, la 

explicación de este fenómeno es que una alta actividad de este factor sigma provoca una 

disminución de la adecuación, pero su ausencia provoca la incapacidad de sobrevivir al 

estrés (Hamdallah et al., 2018). Inserciones a través de transposón también han 

generado cepas con alteraciones en la secuencia de rpoS de E. coli con una mayor 

capacidad de sobrevivencia a largo plazo, generando una resistencia a la inanición hasta 
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9 días de cultivo, sin embargo, no se estudio el alelo de forma aislada para ofrecer una 

explicación mecanística (Conter et al., 2001). En otros experimentos se ha observado 

que inducir la sobreexpresión de rpoS también puede generar resistencia a n-butanol 

(1% v/v), presión hidrostática alta (800MPa), estrés oxidativo por H2O2, altas 

temperaturas (54 C), alta concentración de NaCl (2.5M) y estrés múltiple (Appukuttan 

et al., 2016; Gayán et al., 2020; Xu et al., 2021). Aunado a esto, se ha encontrado que la 

deleción total del gen tiene efectos negativos en la resistencia a antibióticos y a la presión 

osmótica alta (Cebrián et al., 2015; Padgen et al., 2020; Stasic et al., 2012; Tkachenko 

et al., 2017).  

Al igual que en cepas mutantes de rpoN y rpoD, existen cambios en la cinética de 

crecimiento de E. coli cuando se altera la estructura o expresión de rpoS. De forma 

general, se reporta que mutantes con deleción total en rpoS tienen una adecuación, tasa 

de crecimiento específico máximo y afinidad a la glucosa igual o mayor en condiciones 

limitantes de carbono con respecto a la silvestre tanto en medios complejos (LB) como 

mínimos minerales. Contrario a esto, en condiciones sin limitaciones de carbono, se ha 

observado que la eliminación de este factor sigma causó una caída en la densidad óptica 

de los cultivos en medio LB y M9 (Franchini et al., 2015; García, 2020). Además de esto, 

se ha observado que la deleción total de rpoS en la cepa JWK2711 reduce el tiempo 

para llegar a la fase estacionaria, disminuye el crecimiento máximo e inhabilita la 

utilización de acetato; contradictoriamente se ha reportado que la deleción de rpoS en 

JW5437 alivia el efecto de sobre flujo metabólico y suprimió la acumulación de acetato 

en condiciones de alta concentración de glucosa (Rahman et al., 2006; Suryadarma 

et al., 2012). Otros efectos encontrados han sido la mejora de biosíntesis de aminoácidos 

proteinogénicos a través de carbono derivado de metanol en cepas con sobreexpresión 

de rpoS y una disminución significativa de unidades formadoras de colonia en medios 

con inanición de nitrógeno para mutantes con rpoS inactivado (Bennett et al., 2020; Kabir 

et al., 2004).  

Las cepas con cambios en expresión y secuencia en rpoS con mejoras en la 

producción también han sido estudiadas en cierta medida. Para la producción de 

metabolitos se tienen varios ejemplos donde la deleción total de rpoS tienen efectos 
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positivos. Ejemplos de esto son la producción de 1-propanol, del polímero P(LA-co-3HB) 

y triptófano (Ding et al., 2021; Jun Choi et al., 2012; Kadoya & Kodama, 2015). En cuanto 

a la producción de proteínas, se ha encontrado cambios en la expresión de rpoS en 

cepas con mejoras en la expresión y proteína recombinante, en  la cepa CWML2 con un 

aumento de expresión y en una cepa con interferencia de biosíntesis a través de CRISPR 

con una reducción en la expresión del factor sigma (Landberg et al., 2020; Weikert et al., 

2000). Así mismo, se ha observado anteriormente la utilización de segmentos 5’ del 

promotor de rpoS o induciendo la expresión de RpoS en fase exponencial puede 

aumentar la expresión de proteína recombinante (Kang et al., 2008; Mulyanti et al., 2021) 

pero, solo se encontró en la bibliografía consultada un caso donde se exploró 

específicamente la modificación de rpoS  a través de su inactivación por inserción de 

transposón 10 para la producción de proteína recombinante (específicamente beta 

galactosidasa) y se logró un aumento del cuádruple de la actividad volumétrica de la 

enzima recombinante con respecto a la silvestre  (Chou et al., 1996).  

Un resumen de los fenotipos y características importantes encontradas en la 

revisión bibliográfica para para rpoS se encuentra en la tabla 4. Algo que resalta es la 

gran cantidad de fenotipos que se han encontrado para los 3 parámetros buscados 

(resistencias, crecimiento y producción) y que gran parte de ellas surgen por cambios en 

la expresión, ya sea un aumento, disminución o inactivación total.  Aunque es claro 

debido a su papel en la respuesta a estrés, estos resultados muestran que alterar la 

expresión de rpoS tiene un buen potencial de generar cepas con fenotipos interesantes, 

y que la alteración de su estructura no ha sido estudiada a fondo, lo cual abre una avenida 

interesante.  

Tabla 4: Fenotipos por modificaciones en expresión y/o secuencia de rpoS. 
Generalidades Resistencias Crecimiento Producción 

-Respuesta a 
estrés y fase 
estacionaria. 
- 903 sitios de 
unión. 
-No esencial. 
 

- pH (2) [SbEx]. 
- pH (9) [InEx]. 
- Inanición (9 días) 
[InT10]. 
- n-butanol, 
presión 
hidrostática alta, 
H2O2, altas 
temperaturas, alta 

- Adecuación, tasa de crecimiento 
específico máximo y afinidad a la 
glucosa mayor o igual (condiciones 
limitantes de carbono) [DT]. 
- Caída en densidad óptica 
(condiciones sin limitación de 
carbono) [DT]. 
- Reducción de tiempo a fase 
estacionaria, disminución de 

- 1-propanol (129% g/g 
glucosa) [DT]. 
-P(LA-co-3HB) (109% g/L) 
[DT]. 
-Triptófano (483% g/L) [M 
sin sentido]. 
-CWML2 (hallazgo) 
[SbEx]. 
-CRIPSRi (hallazgo) [InEx]. 
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concentración 
NaCl, estrés 
múltiple [SbEx]. 
-Efectos negativos 
resistencia 
antibióticos y 
presión osmótica 
alta [DT] 

crecimiento máximo, incapacidad 
de utilizar acetato [DT]. 
-Alivia efecto desbordamiento 
metabólico y suprime acumulación 
de acetato en condiciones de alta 
concentración de glucosa [DT]. 
-Aumento de biosíntesis de 
aminoácidos proteongénicos a 
través de carbono derivado de 
metanol [SbEx]. 
-Menor crecimiento (inanición N) 
[DT]. 
 

-Segmento 5’ inducción 
para cepa productora de 
PHB. 
- SOD (~150%) [expresión 
en fase exponencial]. 
-Beta galactosidasa (400% 
actividad volumétrica) 
[InTn10]. 
 

La tabla muestra las generalidades del factor sigma, y los fenotipos encontrados al realizar cambios en la 
secuencia o expresión del factor. Especificaciones del fenotipo se describen entre paréntesis y el tipo de 
alteración en la cea se abrevia entre corchetes. , [SbEx] Sobreexpresión, , [InEx] Expresión reducida [DT] 
deleción total, [InT10] Inactivación por Tn10. 

6.1.4. Factor σ32 (rpoH) 

  RpoH es el factor sigma encargado de regular los genes de respuesta a choque 

térmico por señales citoplasmáticas (a diferencia de RpoE). Entre los genes que se 

encuentran en su regulón con 99 unidades de transcripción (el cual incluye 312 sitios de 

unión a ADN en E coli) se han identificado distintas proteínas chaperonas y proteasas 

(Solís, 2001; Narberhaus & Balsiger, 2003; Nonaka et al., 2006; Cho et al., 2014; Keseler 

et al., 2021). Este factor sigma solo parece interceder en la regulación de un factor sigma 

(rpoD), pero RpoS, RpoN, RpoE y RpoD interceden en la regulación de rpoH (Cho et al., 

2014). Los niveles intracelulares de este factor de transcripción se mantienen muy bajos 

durante el crecimiento a 30º C y aumenta al aumentar la temperatura. A 42º C se acumula 

en grandes cantidades para dirigir la ARN polimerasa a los promotores de genes de 

choque térmico. 

 En su mayoría, las mutaciones de rpoH parecen tener efectos deletéreos en el 

crecimiento o aumentar la sensibilidad a distintos tipos de estrés. Solamente en 2 

estudios se encontró que en cepas con resistencia a presiones hidrostáticas elevadas de 

800 MPa (MG1655) y en cepas producto de evolución para resistencia a choque térmico 

(O157:H7 ATCC 43888), existía un aumento de expresión de rpoH comparada a la cepa 

silvestre (Gayán et al., 2016, 2020). Distintos estudios sobre genes esenciales (como los 

realizados para la biblioteca Keio, PEC o TraDIS) muestran que rpoH es un gen esencial 

(Goodall et al., 2018). Sin embargo, en la determinación de la esencialidad de los genes 
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en cada biblioteca se utilizan ciertas condiciones de crecimiento de las cepas mutantes 

como una temperatura de 37º C. En el caso de rpoH, se ha observado que una célula de 

E. coli sí puede ser viable con una deleción en este gen si esta crece en temperaturas 

iguales o menores a 20º C o con mutaciones de supresión de la letalidad (Zhou et al., 

1988). 

En algunos estudios se sugiere que mutantes con deleción total en rpoH si pueden 

crecer a temperaturas mayores a  20º C (Díaz-Acosta et al., 2006; Rowbury & Goodson, 

1993), pero sería importante evaluar si las cepas utilizadas no tuvieran alguna de estas 

mutaciones supresoras de esencialidad. De forma interesante, en uno de estos estudios 

se observa que las cepas con deleción en rpoH son sensibles a choque térmico y a estrés 

oxidativo, pero solo durante fase exponencial (Díaz-Acosta et al., 2006). Mutantes con 

deleción en rpoH se observaron con crecimiento más lento que una célula silvestre en 

cualquier temperatura, y la temperatura mínima rodeaba los 10 ºC. Además de lo 

mencionado, se ha descrito que cepas donde se alterar la secuencia de rpoH son 

hipersensibles a la presencia de antibióticos, luz UV, etanol, metales pesados, pH ácido,  

y estrés oxidativo (Zhou et al., 1988; Solís, 2001; Rowbury & Goodson, 1993; Kogoma & 

Yura, 1992; J. K. Powell & Young, 1991; LaRossa et al., 1995).   

Debido a los efectos deletéreos que existen en las mutantes de rpoH hay pocos 

estudios relacionados con cepas de producción. Sin embargo, existen algunos estudios 

donde se encontraron mejoras en producción a través de cambios en la actividad o 

estructura de este factor sigma. El primero fue un aumento en el título y rendimiento para 

la producción del policétido 6-deoxi-eritronolida B a través de la sobreproducción de 

RpoH (Yang et al., 2015). Así mismo, se logró suprimir la proteólisis de una proteína de 

fusión heteróloga con la mutación sin sentido rpoH165 (Goldberg et al., 1989). 

Finalmente, la producción de 5 proteínas heterólogas distintas fue mejorada hasta 8 

veces la concentración de la silvestre a través de la mutación de sustitución de 

aminoácido (Arg-268-Cis) denominada rpoH358 (Obukowicz et al., 1992). Cabe 

mencionar que estos estudios específicos sobre la relación entre proteína recombinante 

y mutaciones en rpoH tienen más de 25 años de ser publicados y no parece existir 

nuevas publicaciones en el tema. 



 

30 
 

Un resumen de los fenotipos y características importantes encontradas en la revisión 

bibliográfica para para rpoH se encuentra en la tabla 5. En contraste con los factores ya 

revisados, los fenotipos útiles encontrados para cambios en estructura y expresión de 

rpoH son pocos (5) y dos de ellos fueron hallazgos al estudiar cepas mutantes, y no 

estudios donde se exploraba la modificación de rpoH. Observando la tabla, se puede 

notar que se pueden lograr efectos positivos si se altera la expresión o secuencia del 

factor y estas se centran en aspectos de resistencia a estrés y producción, pero su 

deleción total parece provocar un fenotipo muy frágil.  

Tabla 5: Fenotipos por modificaciones en expresión y/o secuencia de rpoH. 
Generalidades Resistencias Crecimiento Producción 

- Respuesta a choque 
térmico señales 
citoplasmáticas. 
-Poca transcripción a 
temperaturas 
menores a 30º. 
-Esencial a 
temperaturas 
mayores a 20º. 
 
 

- Presiones 
hidrostáticas altas 
(hallazgo DVL1) 
[SbEx]. 
-Resistencia a 
choque térmico 
(hallazgo evolución 
dirigida 106 mayor 
resistencia a 60º) 
[SbEx]. 
 

- Crecimiento a 
temperaturas de 10º a 
20º [DT]. 
-Hipersensibilidad a 
antibióticos, UV etanol, 
metales pesados, pH 
ácido y estrés oxidativo 
[DT].  
 

- Policéditdo 6-deoxy 
eritronolida B (152% título) 
[SbEx]. 
- Supresión de proteólisis 
de una proteína fusión 
heteróloga [Mss]. 
- Aumento de acumulación 
5 proteínas heterólogas 
[SA]. 
 

La tabla muestra las generalidades del factor sigma, y los fenotipos encontrados al realizar cambios en la 
secuencia o expresión del factor. Especificaciones del fenotipo se describen entre paréntesis y el tipo de 
alteración en la cea se abrevia entre corchetes. , [SbEx] Sobreexpresión, [DT] deleción total, [Mss] 
Mutación sin sentido, [SA] Sustitución de aminoácido. 

6.1.5. Factor σ28 (fliA) 

FliA es conocido como el factor sigma de quimiotaxis y síntesis de flagelo (Kundu 

et al., 1997; Shimada et al., 2017).  Se han identificado 51 sitios de unión al ADN en el 

genoma de E coli con 34 unidades de transcripción registradas en Ecocyc. y FliA controla 

la trascripción de 6 operones de clase 3 para la síntesis de flagelo (entre ellos está el 

gen de las subunidades de flagelina), componentes del motor, y factores reguladores de 

la quimiotaxis (Cho et al., 2014; Fitzgerald et al., 2014; Keseler et al., 2021). De todos los 

factores sigma, este es el único donde no se ha identificado que es regulado 

directamente por otro factor sigma. Sin embargo, sí interviene en la regulación de rpoD 

y de rpoN. Este gen no es esencial y se han observado distintas características en cepas 

con ausencia del gen fliA como lo es la ausencia de flagelo, la falta de síntesis de pili tipo 
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1, la incapacidad de formación de biopelículas y una falta de motilidad (Wood et al., 2006; 

Claret et al., 2007; Zhao et al., 2007). 

Los cambios de fenotipo en las cepas con cambios en expresión y secuencia en 

fliA han sido menos exploradas que en los otros factores sigma ya mencionados, y en su 

mayoría estos estudios son específicamente sobre aspectos de motilidad. Sin embargo, 

estos cambios de motilidad pueden ser positivos, pues en un estudio de evolución 

dirigida donde se seleccionaba con base en tasa de crecimiento y quimiotaxis se aisló 

una cepa con una sustitución de aminoácido en FliA (R220W) que le provocaba una 

plasticidad notoria para aumentar la velocidad de nado y la tasa de crecimiento del cultivo 

(Yi & Dean, 2016). Además de esto, se ha observado que la deleción de fliA confiere 

ventajas en el crecimiento de E. coli y disminuye la muerte celular basal sin presencia de 

estrés exógeno. Esto último fue observado en medio LB pero no en medio mínimo, y 

además, la ventaja parece solo estar presente en medios líquidos con agitación, y 

eliminarse o revertirse en medios sólidos, semisólidos o donde la movilidad representa 

una ventaja (Fontaine et al., 2007). En temas de producción, a través del método utilizado 

solo se encontró un artículo donde mostraban que la cepa mutante CWML2 derivada de 

MG1655 (la cual se reporta con características favorables para la producción de proteína 

recombinante, como lo es una tasa de crecimiento específico mayor, incrementos en los 

rendimientos de biomasa y mayor resistencia a distintos tipos de estrés) muestra un 

aumento en la expresión de FliA comparada a la silvestre, lo que confería cambios en la 

motilidad favorables (Weikert et al., 2000).  

Un resumen de los fenotipos y características importantes encontradas en la revisión 

bibliográfica para para fliA se encuentra en la tabla 6. Para el caso de este factor sigma, 

no se encontró ningún fenotipo asociado a la resistencia de algún tipo de estrés y los 

fenotipos útiles para producción de PR encontrados a partir de la modificación en la 

expresión o secuencia de este gen han sido limitados. En todo caso, parece ser que su 

potencial es mayor si se busca características que modifiquen motilidad, crecimiento y 

formación de biopelículas.  

Tabla 6: Fenotipos por modificaciones en expresión y/o secuencia de fliA. 
Generalidades Resistencias Crecimiento Producción 
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- Quimiotaxis y 
síntesis del flagelo. 
-51 sitios de unión. 
 
 

NA. - Ausencia de flagelo, pili tipo 1, 
formación de biopelículas y 
motilidad [DT]. 
-Aumento de plasticidad en 
velocidad de nado y tasa de 
crecimiento [SA] 
-Disminución de muerte basal sin 
presencia de estrés exógeno 
(medios líquidos con agitación) 
[DT]. 

- Hallazgo en cepa 
CWML2 con aumento de 
expresión de FliA. [SbEx] 
 

La tabla muestra las generalidades del factor sigma, y los fenotipos encontrados al realizar cambios en la 
secuencia o expresión del factor. Especificaciones del fenotipo se describen entre paréntesis y el tipo de 
alteración en la cea se abrevia entre corchetes. [SbEx] Sobreexpresión, [DT] deleción total, [SA] Sustitución 
de aminoácido. 

6.1.6. Factor σ24 (rpoE) 

 RpoE es uno de los factores sigma de función extracitoplasmática, es decir, que 

se encuentra en el citoplasma unido a la membrana interna acoplado a un sistema 

transmembranal que responde a estímulos del ambiente. Este factor de transcripción 

responde a señales de estrés en el periplasma que interfieren con el plegamiento de 

proteínas de membrana como el choque térmico, la sobreexpresión de proteínas de 

membrana o mutaciones en chaperonas. Los productos de los genes controlados por 

RpoE se requieren para el correcto plegamiento de proteínas de membrana externa, 

biosíntesis de fosfolípidos y lipopolisacáridos, transducción de señales, y la expresión de 

proteínas de membrana interna y externa (Solís, 2001; Egler et al., 2005; Hayden & Ades, 

2008). Se han identificado 65 regiones promotoras para RpoE y 82 unidades de 

transcripción en su regulón, entre ellas para su autoregulación y la regulación de rpoD, 

rpoH y rpoN, Solamente los factores RpoD y RpoS actúan sobre la regulación de RpoE 

(Cho et al., 2014; Keseler et al., 2021). 

En células sin estrés la actividad de RpoE es baja debido a regulación negativa del 

factor, pero es probable que su actividad no sea completamente inhibida ya que este 

factor de transcripción regula la expresión de diversos genes esenciales y se cree que 

esta es la principal razón por la que este gen es considerado como esencial en estudios 

como la biblioteca Keio o TraDIS debido a que al eliminar este gen cesa la transcripción 

de genes esenciales para el crecimiento celular y estabilidad de la membrana. Sin 

embargo, se ha observado que se puede realizar la deleción total de este gen y obtener 

una cepa viable utilizando modificaciones que suprimen la esencialidad del gen rpoE 
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como lo es la sobreexpresión de ptsN y yhbW, los cuales codifican para una proteína 

reguladora de la actividad y/o expresión de transportadores de potasio en el sistema PTS 

y una monooxigenasa sin función definida, respectivamente (Hayden & Ades, 2008; 

Goodall et al., 2018). 

Existe poca evidencia de cepas con cambios en la secuencia en rpoE con mejoras 

en resistencia a estrés, pues en su mayoría las mutantes en este factor sigma son más 

sensibles a él. Cuando esto se ha reportado resulta por una sobreexpresión de RpoE 

que elimina algún fenotipo sensible a temperatura o estrés en la membrana causada por 

mutaciones en otro genes (Egler et al., 2005; Hart et al., 2019; Ono et al., 2009; Vidovic 

et al., 2018; Warr et al., 2021). Solamente en un caso se menciona una mutación de 

sustitución de aminoácido llamada rpoE_S2R la cual parece permitir una respuesta más 

rápida al estrés periplásmico, pero en el estudio se sugiere que esta mutación disminuye 

la aptitud de E. coli (Konovalova et al., 2016). También se estableció una participación 

del factor en la regulación de condiciones limitantes de nitrógeno y carbono al mismo 

tiempo midiendo la transcripción de genes en su regulón (Löffler et al., 2017). Estos son 

los principales puntos relevantes que fueron encontrados en la bibliografía disponible y 

existe una ausencia de estudios que evalúen la producción de proteína u otros 

metabolitos.  

Un resumen de los fenotipos y características importantes encontradas en la revisión 

bibliográfica para para rpoE se encuentra en la tabla 7. De los factores sigma estudiados, 

este es el único donde no se encontró ninguna cepa con modificaciones en su expresión 

o estructura que tuviera alguna ventaja en la producción de PR o algún metabolito. Asi 

mismo, en cuanto al crecimiento solo se ha establecido una relación en las condiciones 

limitantes de carbono y nitrógeno, pero no se ha explorado las modificaciones de 

estructura o expresión. A falta de mas estudios donde se explore la mutación azarosa 

del factor y la utilización de mutaciones supresoras de su esencialidad, el potencial que 

se observa en este factor como diana de modificaciones para producción de PR es 

reducido. 

Tabla 7: Fenotipos por modificaciones en expresión y/o secuencia de rpoE. 

Generalidades Resistencias Crecimiento Producción 
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-Factor sigma 
extracitoplasmático. 
-Señales de estrés del 
periplasma. 
-65 regiones promotoras. 
-Autorregula 
-Esencial. 
-Sobreexpresar ptsN y yhbW 
suprime esencialidad. 
 
 

- Supresión de fenotipos 
sensibles a temperatura 
o estrés por otras 
mutaciones [SbEx]. 
- Aumento de la rapidez 
de respuesta a estrés 
periplásmico, pero 
disminución de aptitud 
[SA]. 

- Se ha establecido 
que existe una 
participación del 
factor sigma en la 
regulación de 
condiciones limitantes 
de nitrógeno y 
carbono. 
 

-NA. 

La tabla muestra las generalidades del factor sigma, y los fenotipos encontrados al realizar cambios en la 
secuencia o expresión del factor. Especificaciones del fenotipo se describen entre paréntesis y el tipo de 
alteración en la cea se abrevia entre corchetes. [SbEx] Sobreexpresión, [SA] Sustitución de aminoácido. 

6.1.7. Factor σ19 (fecI) 

El factor sigma es el segundo factor sigma extracitoplasmático de E. coli. FecI 

tiene la función de dirigir la transcripción de los operones fecABCDE y fecIR que son 

necesarios para el transporte de citrato férrico. El factor de transcripción es activado por 

la presencia de citrato férrico en el medio y su actividad es permitida en condiciones de 

inanición por hierro (Braun et al., 2003; Moraleda‐Muñoz et al., 2019). Solo se han 

identificado 7 sitios de unión de este factor sigma en el genoma de E. coli y una sola 

unidad de transcripción, y su expresión solo es regulada por RpoD y RpoS mientras que 

no regula a ningún factor sigma (Cho et al., 2014; Keseler et al., 2021). En algunos 

estudios donde se han generado cepas con deleción en fecI, se muestra una ausencia 

de FecA (la proteína transmembranal receptora de citrato férrico que induce la actividad 

de FecR y FecI) y no se lograba inducir la expresión de genes fec de transporte, aun en 

condiciones de inanición de hierro (Ochs, Angerer, et al., 1995; Ochs, Veitinger, et al., 

1995).  

En cuanto a condiciones de crecimiento sin limitaciones de hierro, mutantes con 

ausencia de este factor sigma parecen crecer de la misma forma que una cepa silvestre 

(García, 2020). Además de esta alteración fenotípica esperada, se ha encontrado que 

cepas con deleción en fecI tienen una mayor producción del polímero P(LA-co-3HB) que 

la cepa silvestre (5.7 g/L y 5.3 g/L respectivamente) aunque muestran una disminución 

en la proporción de unidades de lactato (medido como el porcentaje del peso total) en el 

polímero con peso molecular variable (Kadoya & Kodama, 2015). Así mismo, 
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sobreexpresar FecI ha mostrado un aumento en la transcripción de genes heterólogos 

como oxyB lo que sugiere que puede regular positivamente la transcripción de otros 

clústeres de genes biosintéticos (Stevens et al., 2013).  

Un resumen de los fenotipos y características importantes encontradas en la 

revisión bibliográfica para para fecI se encuentra en la tabla 8. Aun siendo el factor sigma 

con regulón más pequeño, se lograron encontrar algunas características interesantes al 

eliminar y sobre expresar este factor sigma. Entre ellas encontramos que la deleción 

tanto aumenta la producción del polímero P(LA-co-3HB) y que no se encuentran efectos 

negativos en el crecimiento. Esto señala que, aunque el tamaño de su regulón limita el 

impacto que tienen las alteraciones en secuencia y expresión del gen, aún se pueden 

obtener fenotipos útiles. 

Tabla 8: Fenotipos por modificaciones en expresión y/o secuencia de fecI. 

Generalidades Resistencias Crecimiento Producción 

- Factor sigma 
extracitoplasmático. 
- Controla sistema de 
transporte de citrato 
férrico. 
-Operón fecABCDE y fecIR. 
-7 sitios de unión. 
-Activado por presencia de 
citrato férrico y se permite 
su actividad en condiciones 
de inanición de hierro. 
 
 

-Incapacidad de 
transportar citrato 
férrico en 
condiciones de 
inanición de hierro 
[DT]. 

- Sin efectos 
negativos en el 
crecimiento [DT]. 

- Mayor producción de 
P(LA-co-3HB) que la cepa 
silvestre con una 
disminución en la 
proporción de unidades de 
lactato (107% g/L) [DT]. 
-Aumento de transcripción 
de genes heterólogos como 
oxyB lo cual sugiere que se 
podría promover la 
transcripción de proteínas 
heterólogas [SbEx]. 
 

La tabla muestra las generalidades del factor sigma, y los fenotipos encontrados al realizar cambios en la 
secuencia o expresión del factor. Especificaciones del fenotipo se describen entre paréntesis y el tipo de 
alteración en la cea se abrevia entre corchetes. [DT] Deleción total, [SbEx] Sobreexpresión. 

6.1.8. Interacción entre factores sigma y sus regulónes  

Al entender las generalidades de cada factor sigma resulta obvia su importancia en 

la regulación de los genes en el genoma de E. coli y el gran número de genes regulados 

por estos factores de transcripción. Sin embargo, la actividad regulatoria de los factores 

sigma no es simple y está influenciada por una gran cantidad de proteínas regulatorias. 

Uno de los puntos más importantes de entender es que los regulones de los factores 

sigma forman una red compleja. Esto se da debido a que existen muchos promotores 
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para diferentes genes que pueden ser reconocidos por más de un factor sigma. Esto 

genera una superposición extensa entre los regulones de los factores sigma que afectan 

la dinámica de expresión de los genes (Wade et al., 2006). En un estudio de Cho y 

colaboradores se encontraron más de 1000 sitios donde se unen más de un factor sigma 

en E. coli (Cho et al., 2014).  La relevancia de esto va más allá de esta superposición, 

pues implica que las alteraciones en la expresión y actividad de un factor sigma puede 

alterar la expresión de genes fuera de su propio regulón.  

La principal forma en que un factor sigma altera la expresión de genes bajo el control 

de otro factor sigma es a través de la unión competitiva a la ARNP. Esto ocurre debido a 

que la cantidad de ARNP disponible en la célula es limitada y a que la cantidad de 

factores sigma supera la cantidad de ARNP (como se ha determinado por diversos 

experimentos de cuantificación de proteínas a través de western blot cuantitativo), por lo 

que los factores sigma compiten por unirse a las moléculas de ARNP y transcribir los 

genes que cada factor regula (Grigorova et al., 2006). Por lo tanto, si se altera la cantidad 

de un factor sigma y/o la afinidad de este factor sigma a la ARNP (lo cual puede ocurrir 

debido a cambios en la temperatura o en la osmolaridad) se puede alterar la expresión 

de genes de otros factores sigma (Mauri y Klumpp, 2014; Ramnaresh Gupta & Chatterji, 

2016). Esto se ha observado por alteración en cambios en los niveles de transcripción 

positivos y negativos cuando ocurren modificaciones en RpoD y RpoS y entre los genes 

regulados por RpoS, RpoN y FliA cuando se altera la concentración de alguno de estos 

tres factores sigma (Cho et al., 2014; Dong et al., 2011). Estas redes complejas a su vez 

son las que permiten los fuertes cambios fenotípicos que permiten que las bacterias se 

adapten a las condiciones cambiantes de su entorno como es el caso de la respuesta 

estricta mediada por alarmona que altera los niveles de expresión de los factores sigma 

modificando así la capacidad de ellos por competir por la RNAP (Jishage et al., 2002). 

Teniendo en cuenta la red regulatoria de los factores sigma de E. coli y la evidencia 

existente (ya mencionada en esta revisión) del potencial que tienen los factores sigma 

como dianas de modificación genética para generar fenotipos útiles para la producción 

de PR como lo es la resistencia a estrés o la captación de nutrientes, resulta muy 

interesante estudiar experimentalmente y de forma conjunta como su alteración puede 

impactar en la producción de proteínas recombinantes.  
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6.2. Propuesta experimental 
En la presente propuesta se busca sugerir una estrategia experimental para evaluar 

los cambios en la producción de proteína recombinante por parte de cepas mutantes con 

deleción en los distintos factores sigma de E. coli. Esta propuesta se construyó utilizando 

como base las observaciones y el trabajo realizado por García en el 2020 y la bibliografía 

disponible sobre el tema. La serie de experimentos pretende evaluar la producción de 

proteína recombinante a través de la expresión de la proteína verde fluorescente (GFP) 

por medio de un vector de expresión ya diseñado. La expresión de GFP será evaluada 

en distintas condiciones de temperatura, pH y de disponibilidad de nutrientes para poder 

caracterizar y entender los cambios fenotípicos que pueden existir al cambiar la red 

regulatoria de transcripción de E. coli y observar si alguno de estos fenotipos favorece la 

producción de proteína recombinante.  

Se propone evaluar estas variables en cepas con deleción en rpoN, rpoS, rpoH, fliA 

y fecI. La deleción se limita a estos 5 factores sigma ya que son estos los que, de acuerdo 

con la revisión bibliográfica realizada, pueden ser eliminados del genoma de E. coli sin 

perder viabilidad en ausencia de mutaciones supresoras de esencialidad. La secuencia 

general del método propuesto se divide en 3 bloques principales: la obtención de las 5 

cepas mutantes en subunidades sigma a utilizar; la caracterización del crecimiento de 

cada cepa en condiciones de estrés generales y específicas a las funciones asociadas 

al factor sigma eliminado; y, por último, los experimentos necesarios para medir y 

comparar la eficiencia de producción de proteína recombinante en las cepas.  

6.2.1. Obtención, identificación, y caracterización de cepas mutantes  

La obtención de las cepas BW25113 ΔrpoN, BW25113 ΔrpoS, BW25113 ΔfliA, y 

BW25113 ΔfecI resulta más sencilla debido a que corresponden a las cepas de la 

biblioteca Keio (Baba et al., 2006), y ya han sido caracterizadas en el trabajo de García 

en el 2020, por lo que solo será necesario comprobar por PCR la ausencia de los genes 

correspondientes (García, 2020). En cuanto a la cepa ΔrpoH, la cual no se encuentra en 

la colección Keio debido a que se consideró esencial en el experimento de Baba y sus 

colaboradores (2006), se generará a través de la deleción del gen. Esto se realizará 

utilizando la cepa BW25113 y la técnica de sustitución por recombinación con casete de 

kanamicina para tener consistencia con lo realizado por Baba y sus colaboradores en la 
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construcción de la biblioteca Keio (Baba et al., 2006). Todas las cepas de E. coli que 

serán utilizadas y generadas se pueden observar en el Anexo 1. 

Obtención de cepa BW25113 ΔrpoH 

La elaboración de la cepa BW25113 ΔrpoH  se realizará través de la integración de 

un fragmento de ADN (producto de PCR) obtenido a partir del plásmido pKD13. Este 

fragmento contiene el casete de resistencia a kanamicina flanqueado por las secuencias 

FRT (sitio de reconocimiento para la recombinasa FLP) y por secuencias de 50 pares de 

bases homólogas a la secuencia cromosoma del gen rpoH. Los procedimientos 

generales de cultivo, generación de fragmentos de PCR, y electroporación se detallan 

en el método utilizado por Baba y sus colaboradores (Baba et al., 2006). Sin embargo, 

se realizará una modificación en la temperatura de incubación y cultivo posterior a la 

electroporación que será de 15º C para evitar la muerte de las mutantes por efecto de la 

pérdida de rpoH  (Zhou et al., 1988).  

Verificación de mutaciones por PCR 

Para verificar la deleción en la cepa BW25113 ΔrpoH  generada, se realizará el 

método por PCR propuesto por Datsenko y Wanner en el 2000 y utilizado por Baba y sus 

colaboradores (Baba et al., 2006; Datsenko & Wanner, 2000) y puede ser observada de 

forma gráfica en la figura 4. Esta verificación requiere la realización de 2 PCR distintas  

utilizando los oligonucleótidos k1 y k2 (internos a la secuencia de kanamicina) junto con 

dos oligonucleótidos flanqueantes del locus del gen objetivo, lo que comprueba la 

inserción del gen de kanamicina en el locus esperado. Por lo tanto, se utilizarán los 

oligonucleótidos k1 y k2, y se diseñarán 2 oligonucleótidos flanqueantes de locus 

llamados f1 y f2 de cada subunidad sigma.  Estos oligos serán diseñados siguiendo el 

método descrito por García en el 2020 para la verificación por PCR del resto de las 

mutantes de la biblioteca Keio utilizadas.  Los plásmidos que se utilizarán se pueden 

observar en el Anexo 2. Así mismo, dependiendo de los recursos disponibles, podría 

llegar a ser más simple realizar un PCR convencional y secuenciar el fragmento 

amplificado. 
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Figura 4. Diagrama de confirmación por PCR de deleción de gen por casete de kanamicina. 

 
En la figura 4 se muestra el gen B (en un locus entre el gen A y gen C) que fue eliminado por un casete de 
kanamicina. Para confirmar la deleción del gen se utilizan dos PCR: una utiliza los oligos k1 y f2 (A), y otra 
utiliza f1 y k2 (B). Estas dos PCR permiten confirmar que el casete de kanamicina fue insertado en el locus 
correcto del genoma. Si el gen no fue eliminado, no existirán productos de la PCR por ausencia de 
kanamicina o por su ubicación incorrecta. Así mismo, si la longitud del segmento de ADN es notoriamente 
distinta antes y después de la inserción del casete de resistencia, se podría utilizar únicamente los oligos 
f1 y f2 (C).  
 

Caracterización el crecimiento de cepa ΔrpoH 

Para la caracterización del crecimiento de la cepa BW25113 ΔrpoH  y su comparación 

con el de las otras cepas se realizarán cultivos en microplaca por triplicado en 2 distintos 

medios de cultivo (LB y M9) y la lectura de densidad óptica (OD) con el equipo BioTek 

Synergy ™ H1 durante 24h. La utilización de ambos medios se realiza para poder 

observar si existen diferencias de los efectos si se utiliza un medio complejo o un medio 

mínimo. Esto se realizará a 15 ºC  (lo que implica la utilización de equipos de 

refrigeración) utilizando la cepa silvestre y las mutantes en el resto de los pozos de la 

microplaca. Previo a este cultivo en microplaca se preparará un preinóculo e inóculo 

siguiendo las especificaciones detalladas por García en el 2020, con la excepción de 

adaptar las temperaturas previas al cultivo en microplaca a 15º C, para evitar la muerte 

de la cepa ΔrpoH.  

6.2.2. Caracterización de crecimiento en condiciones de estrés  

Teniendo una caracterización general del crecimiento de cada cepa, resulta 

importante conocer las limitaciones de cada cepa, especialmente si pueden ser 

potenciales productores de proteína recombinante pues en el proceso de producción las 

bacterias suelen ser sujetas a distintas condiciones de estrés. Es de especial interés 

conocer las condiciones que pueden afectar severamente a la cepa. Estas condiciones 
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son probablemente aquellas que en una cepa silvestre induzcan la actividad del factor 

sigma e interactúen con las funciones asociados a estos: asimilación de nitrógeno para 

RpoN, respuesta al estrés para RpoS y respuesta a choque térmico para RpoH. Teniendo 

en mente esta información se elaborarán los medios de cultivo y las condiciones para 

caracterizar el crecimiento en las respectivas condiciones de estrés. 

Cultivo en microplaca 

El crecimiento de cada una de las cepas mutantes y la cepa silvestre serán contrastadas 

a través del cultivo en microplaca. Este cultivo seguirá el siguiente procedimiento (con 

las respectivas variaciones según las condiciones de estrés): 

• Preinóculo: Se tomará un asa de gliceroles de cada una de las cepas y se 

inoculará en 4mL de medio LB con kanamicina (50mg/ml) para las mutantes y sin 

antibiótico para la cepa silvestre a 37°C (15°C para la mutante ΔrpoH), 300 

revoluciones por minuto (rpm) durante 12 h para reactivar su crecimiento tras el 

periodo de crio-preservación. 

• Inóculo: Tras el periodo de incubación del preinóculo, se medirá la densidad óptica 

a 600nm (OD600) y se realizará el inóculo a una nueva serie de tubos con medio 

LB y M9 frescos a 0.1 UDO. De nuevo se agregará el marcador de selección. Este 

nuevo cultivo se dejará incubar 16 horas.  

• Preparar el cultivo en microplaca: En un microtubo de 1.5 mL se preparará la 

totalidad del nuevo inóculo que se usará para el cultivo en microplaca tomando en 

cuenta todas las repeticiones requeridas. Se preparará un nuevo inóculo con 1.5 

ml de medio LB o M9 según el caso y con la respectiva adición de compuestos 

según la condición de estrés, al que se le agregará kanamicina (50mg/ml) y la 

cantidad de inóculo necesaria para que el cultivo estuviera a 0.05 UDO. Se agitará 

con vórtex y de inmediato se procederá con la inoculación en la microplaca. 

• Adición a la microplaca: Antes de comenzar este protocolo, se establecerá un 

mapa de los pozos de la microplaca en los que se agregarán los cultivos para 

tener un punto de referencia, este mapa es distinto para cada condición de estrés 

por lo que se muestra un ejemplo en la figura 5 y 6. Se tomará una alícuota de 

150 µL del nuevo cultivo en microtubo y se agregará en cada uno de los pozos 



 

41 
 

destinados a los seis cultivos. Finalmente se añadirá medio sin inóculo en los 

espacios restantes para tomar esas medidas de referencia como blanco.  Se 

cubrirá con una película especial estéril para evitar la evaporación y se iniciará la 

lectura de las densidades ópticas en el equipo BioTek Synergy™ H1. Cada cultivo 

de cepa se realizará por triplicado y siempre se incluirá la cepa silvestre como 

control y un blanco donde no se cultiva ninguna cepa.  

• Lectura de DO: La lectura se tomará durante un periodo de 24 horas y los 

resultados se procesarán y graficarán en R.  

Condiciones de crecimiento 

Las condiciones de crecimiento involucrarán: temperatura, fuente de nitrógeno, 

fuente de carbono, pH, y presión osmótica. En todos los casos se podrán agregar 

condiciones en rangos intermedios a los aquí propuestos o extender a límites más 

extremos de cada condición. Esta propuesta permite un sondeo inicial en estas 

condiciones para realizar las comparaciones deseadas, pero según los resultados se 

podrá profundizar en diferentes condiciones y resistencias.  

a) Temperatura 

El control de la temperatura es un factor de suma importancia para el crecimiento de 

una cepa bacteriana y para su utilización como productor de PR. Esto se debe a que la 

temperatura de crecimiento afecta todas las reacciones e interacciones químicas que 

suceden en la célula. Específicamente en cuanto a la síntesis de proteína, se sabe que 

en E. coli  la producción de proteína aumenta de la misma forma que la tasa de 

crecimiento de 25º C  a 37º C. A temperaturas menores ocurren problemas en la 

iniciación de la traducción y en temperaturas mayores problemas en la estabilidad de las 

proteínas (Farewell & Neidhardt, 1998).   Debido a ésto, el intervalo de temperatura en 

el que E. coli puede crecer está bien estudiado y es de 10º C a 42º C, pero estos pueden 

variar dependiendo de distintas condiciones de cultivo, cepas  y la incidencia de diversos 

tipos de estrés (Buchanan & Klawitter, 1992; Cebrián et al., 2008).    

Teniendo esto en mente, los experimentos para observar los cambios de crecimiento 

según la temperatura seguirán el método explicado en la sección “cultivo en microplaca” 

de este trabajo, realizando el único cambio de la temperatura del cultivo. Primero se 
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realizarán cultivos de todas las cepas en medio M9 y medio LB en los rangos de 

temperatura de 20º, 25º, 30º, 35º, y 40º C. A partir de los datos resultantes de esos 

experimentos se realizará una segunda serie de cultivos variando grado a grado el 

intervalo de 5 grados de cultivo de mayor crecimiento obtenido en el experimento 

anterior, además de disminuir o aumentar, grado a grado, el límite inferior y superior de 

temperatura donde se observó crecimiento para cada cepa. Esto requerirá un uso de 5 

microplacas de 96 pozos  donde se pueden asignar 4 zonas de temperatura distintas, 

utilizando de 24 a 48 horas para cada cultivo, por lo que esta sección experimental 

tomaría de una a dos semanas.  Un ejemplo del arreglo en microplaca se muestra en la 

figura 5. 

Figura 5. Diagrama de disposición de cultivos en arreglo de 96 pozos para la condición de 
temperatura.  

 
Ejemplo de microplaca de cultivos con temperatura como estrés. Este patrón se repetirá a distintas 

temperaturas descritas en el método, El color rojo representa medio LB y el azul medio M9. Wt, cepa 

silvestre; S, cepa ΔrpoS; N, ΔrpoN; A, cepa ΔfliA; H, ΔrpoH; I, ΔfecI; bln, blanco.  

 

b) Fuente de nitrógeno 

En el caso del cultivo en distintas fuentes de nitrógeno, es claro que, debido a que los 

aminoácidos que componen a las proteínas necesitan nitrógeno en su composición, las 

fuentes de nitrógeno tienen un impacto en la producción de proteína recombinante y en 
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el crecimiento de las bacterias (Bren et al., 2016; Lozano Terol et al., 2019). E. coli puede 

utilizar una gran cantidad de compuestos como fuentes de nitrógeno, pero el amonio 

inorgánico es la fuente que promueve la mayor tasa de crecimiento. Los mecanismos de 

asimilación de nitrógeno convergen en la formación de glutamato, la cual se puede 

obtener de diferentes procesos de transaminación con otros aminoácidos, de la ruta de 

la glutamato deshidrogenasa, o de la ruta de la glutamina sintasa-glutamato sintasa. 

Debido a las características del metabolismo y asimilación de nitrógeno de E. coli, así 

como el papel de rpoN en ésta, se escogieron 5 fuentes distintas de nitrógeno para el 

experimento: amonio, glutamato, glutamina, arginina y adenosina (Reitzer, 2003; Reitzer 

& Schneider, 2001; van Heeswijk et al., 2013).  

En este caso, los experimentos se dividirán en los cultivos de la cepa ΔrpoH 

realizados a 15º C y los del resto de las cepas a 37º C. Todos los cultivos serán en medio 

mínimo M9 donde se sustituirá la fuente de nitrógeno por cloruro de amonio, glutamina, 

arginina, y adenosina en una concentración de 9.35 mM cada una (Kiupakis & Reitzer, 

2002).  

c) Fuente de carbono 

La fuente de carbono es también sumamente importante en el crecimiento y tiene un 

fuerte impacto en la producción de proteínas. E. coli es capaz de crecer en diferentes 

fuentes de carbón, creciendo de forma más rápida utilizando glucosa, pero esto puede 

variar dependiendo de las condiciones ambientales, como la fuente de nitrógeno. Esta 

bacteria consume glucosa de forma preferencial utilizando el sistema de regulación 

conocido como represión catabólica de carbono (CCR). Esta regulación se realiza 

principalmente en fuentes de carbono que utilizan el sistema de fosfotransferasa (PTS) 

para ingresar a la célula (Aidelberg et al., 2014; Bren et al., 2016; Lozano Terol et al., 

2019).  

De los azúcares que no necesitan el sistema PTS más utilizados está el glicerol, 

debido a su conveniencia y eficiencia. Aunque el uso de glicerol o glucosa puede tener 

diversas ventajas, un gran problema que surge al utilizar estas fuentes de carbono, 

especialmente durante la producción de proteína recombinante, es la producción 

excesiva de acetato. El acetato es conocido por inhibir la producción de proteína 
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recombinante y el crecimiento de biomasa. Sin embargo, el acetato puede ser usado 

como fuente de carbono y en 2015 Serena Leone y sus colaboradores reportaron un uso 

de acetato como fuente de carbono aunado a modificaciones de pH para la producción 

de la proteína recombinante MNEI (Leone et al., 2015). Con esta información en mente, 

se decidió utilizar la glucosa, glicerol y acetato a una concentración de 1 g/L como fuentes 

de carbono en medio mínimo para evaluar el efecto de las mutaciones sobre el 

crecimiento. Todas las cepas serán cultivadas a 37º C a excepción de ΔrpoH las cuales 

se cultivarán a 15º C. 

d) pH 

E. coli se ha observado creciendo a un amplio intervalo de pH y este puede variar 

según otros parámetros como la temperatura o la actividad acuosa (Presser et al., 1997, 

1998). Normalmente el pH al que es estudiado esta bacteria se limita a rangos cercanos 

a pH neutro o dentro del rango relevante en la fisiología humana (4.5-8.5), pero el 

intervalo general de pH al que crece E. coli se encuentra entre 4 y 10. El pH, al igual que 

la temperatura, es una condición del medio que afecta todos los procesos de la célula en 

alguna medida, y especialmente puede afectar el plegado de las proteínas y su 

precipitación. Teniendo esto en mente, se decidió proponer cultivos donde se estudiará 

el efecto del pH inicial, desde pH 4 hasta pH 10 en incrementos de 0.5 obtenidos 

utilizando HCl y NaOH (ácidos y bases fuertes) para poder obtener los pH buscados 

modificando lo menos posible la presión osmótica. 

e) Presión osmótica 

E. coli es capaz de crecer en una gran variedad de presiones osmóticas desde 

soluciones muy diluidas hasta medios de cultivo con altas concentraciones molares de 

solutos electrolíticos y no electrolíticos (Record Jr et al., 1998). Esto resulta muy útil para 

la producción de proteína recombinante puesto que altas concentraciones de ciertos 

nutrientes, como las fuentes de C y N, en los cultivos facilitan bioprocesos en producción 

industrial. Sin embargo, E. coli tiene sus límites y la presión osmótica puede volverse un 

problema que inhiba el crecimiento y la actividad metabólica (Xiao et al., 2017). Las altas 

presiones osmóticas se pueden generar a través de compuestos iónicos (como lo serian 

ciertas fuentes de nitrógeno) o no iónicos (como la glucosa). Debido a que utilizar 

compuestos metabolizables dificulta la evaluación del efecto de la presión osmótica alta, 
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ya que pueden surgir nuevas variables como cambios en la demanda de oxígeno o la 

acumulación de compuestos metabólicos, utilizar compuestos no metabolizables resulta 

útil.  Es por esto por lo que para evaluar la resistencia a presiones osmóticas altas se 

propone realizar el experimento utilizando NaCl y sacarosa debido a que E. coli no puede 

metabolizarlos. De acuerdo con los experimentos realizados por otros autores(Cheng 

et al., 2011; Cheung et al., 2009; Kazan et al., 1995), se propone incubar un inóculo en 

medio LB líquido con agitación a 37º C durante 2 horas. En este cultivo líquido se ejercerá 

el estrés osmótico para cada compuesto con concentraciones de 0M, 0.125M, 0.25M, 

0.5M y 0.75M para NaCl y 0M, 0.25M, 0.5M, 1M y 1.5M para sacarosa (se utilizan estas 

concentraciones debido a que por cada mol de NaCl se generan 2 osmoles). Posterior al 

estrés ejercido por 2 horas se diluirán las células con PBS y serán cultivadas en la 

microplaca para evaluar la viabilidad de las células después de la inducción del estrés.  

Esta y otras condiciones de múltiples niveles podrán tomar una disposición en un cultivo 

de microplaca como lo muestra la figura 6.  

Figura 6. Diagrama de disposición de cultivos en arreglo de 96 pozos para las condiciones de 
múltiples niveles.  

 
Ejemplo de microplaca de cultivos con múltiples niveles de estrés. Los diferentes colores representarían 

los niveles de una condición, en una misma placa se podría agregar hasta 5 niveles de una condición de 

estrés o cultivo Wt, cepa silvestre; S, cepa ΔrpoS; N, ΔrpoN; A, cepa ΔfliA; H, ΔrpoH; I, ΔfecI; bln, blanco.  
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6.2.3. Medición y comparación de producción de proteína recombinante 

Por último, después de entender a mayor profundidad las limitantes de crecimiento 

de cada cepa mutante es necesario realizar los experimentos para medir la eficiencia de 

cada cepa como productora de proteína recombinante. Para llevar a cabo esto es 

necesario: realizar pruebas con el sistema de dos plásmidos para la producción de 

proteína recombinante bajo el control transcripcional de la ARN polimerasa del fago T7; 

insertar el sistema de dos plásmidos en las cepas mutantes; y medir la producción de 

proteína recombinante en cada cepa.  

Evaluación del sistema de dos plásmidos 

En primer lugar, se realizarán pruebas del plásmido pGFPT7 en una cepa que ya 

produce la polimerasa T7 (la cepa BL21DE3). Se cultivará la cepa BL21DE3 en medio 

mínimo M9 en distintas concentraciones del inductor IPTG (0.1, 0.2, 0.5, 1.0, y 1.5 mM). 

En cada caso, se monitoreará durante 24 horas la DO y la fluorescencia emitida a 503nm 

a través de una excitación a 475nm (Himmah et al., 2017; Ribeiro et al., 2019). Debido a 

que las cepas mutantes no producen la polimerasa T7 como lo hace la cepa BL21DE3, 

se probarán 2 plásmidos que producen esta polimerasa para evaluar cual sería mejor 

para expresar la polimerasa en conjunto con el plásmido pGFPT7 para la evaluación de 

las cepas. Esta evaluación se realizará con los plásmidos pN565 o pAR1219, y el 

plásmido pGFPT7 en la cepa silvestre BW25113. Habiendo transformado con el sistema 

de dos plásmidos pN565/pGFPT7 o pAR1219/pGFPT7, se realizarán las mismas 

pruebas con el inductor IPTG en las 5 concentraciones, por triplicado, monitoreando DO 

y fluorescencia durante 24 horas.  

 Por último, antes de evaluar la producción de GFP en las cepas mutantes, es 

necesario evaluar que no existan cambios en la producción de la polimerasa T7 en cada 

una de las cepas transformadas por el plásmido productor de T7 seleccionado. Esto 

puede llegar a ocurrir debido a que el promotor utilizado en los plásmidos es reconocido 

por el factor rpoD, y como ya fue explicado con anterioridad, modificaciones en la 

concentración intracelular de un factor sigma puede alterar la actividad de otros factores. 

Debido a esto, se evaluará si existen diferencias en la producción de T7 en cada cepa 

para confirmar si las diferencias de producción de GFP se deban a esto o a otros cambios 

en la economía celular. Esta evaluación se realizará insertando el gen de GFP en el 
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plásmido seleccionado, dentro del ORF de la polimerasa T7 y rio abajo de dicho gen. De 

esta manera, se realiza la transformación de cada una de las cepas mutantes y la 

silvestre y se evalúa la DO y fluorescencia durante 24 horas en un cultivo por triplicado.  

Transformación de cepas mutantes 

Para prevenir problemas con cepas termosensibles como las mutantes de rpoH 

se optará por utilizar un protocolo de electroporación para la transformación de las 

bacterias con los sistemas de plásmidos. Utilizando bacterias electrocompetentes 

previamente preparadas, se agregó 1ug de ADN plasmídico a 40 uL de suspensión 

bacteriana y se transferirá la mezcla a un pozo previamente enfriado. Se colocará el pozo 

a la cámara de electroporación, electroporando a 1.8 kV, 25uF, con una constante de 

tiempo de 5 milisegundos. Rápidamente se recuperará la suspensión celular 

resuspendiendo en 1 mL de medio LB y transfiriéndolo a un tubo de vidrio previamente 

esterilizado. Las células serán posteriormente incubadas por 30 minutos a 37 ºC (15 ºC 

para mutantes de rpoH). Seguido de esta incubación se cultivará en medio selectivo para 

identificar las bacterias efectivamente transformadas. Este procedimiento se obtuvo del 

protocolo planteado por Gonzales y colaboradores en 2013 (Gonzales et al., 2013). 

Evaluación en la producción de proteína recombinante 

Para evaluar la producción de proteína recombinante en cada cepa transformada se 

cultivarán por triplicado en medio LB y medio M9. Las condiciones de cultivo serán 4  

para cada cepa: condiciones fisiológicas estándar 37º C y pH 7 (con la excepción de 15º 

C para ΔrpoH) en medio LB y medio M9, así como condiciones óptimas de temperatura 

y pH en medio LB y medio M9 de cada cepa mutante que fue determinada en los 

experimentos anteriores. Se monitoreará durante 24 horas la DO y la fluorescencia 

emitida a 503nm a través de una excitación a 475nm aprovechando la característica de 

bioluminiscencia que ofrece GFP (Himmah et al., 2017; Ribeiro et al., 2019) 

6.2.4. Análisis estadístico 

Teniendo en cuenta un total de 3 repeticiones independientes de cada experimento 

se puede analizar los datos obtenidos a través de una prueba de ANOVA o Kruskal-

Wallis en caso de que no se cumplan los supuestos de normalidad. Las variables 

dependientes por comparar serán la DO máxima a la que se llega, el tiempo necesario 

para llegar a la DO máxima, y la fluorescencia en los experimentos de producción de 
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GFP, mientras que las variables independientes serian la mutante utilizada y la condición 

de cultivo. Este análisis estadístico aunado a una prueba post hoc permitirá identificar si 

existen diferencias significativas entre las variables dependientes de cada mutante entre 

ellas y con respecto a la silvestre. Igualmente, las pruebas permitirán encontrar si existen 

diferencias significativas entre los distintos niveles de las condiciones de cultivo. Este 

análisis se puede realizar a través de paquetería estadística utilizando R. 

7. Discusión  

7.1. Potencial de los factores sigma como dianas para el mejoramiento 

de cepas de producción 

En primer lugar, RpoD muestra tener un alto potencial como diana de modificaciones 

para la formación de cepas de producción. Esto se demuestra ya que existen ejemplos 

donde su modificación, mediante cambios a la secuencia del gen, mejora las 

concentraciones de proteína producida. Además de esto, también puede generar cepas 

con cambios en la resistencia a distintas formas de estrés que pueden llegar darse 

durante un proceso de producción. Cabe resaltar que la mayoría de estas cepas han sido 

obtenidas a través de gTME, lo cual tiene la gran ventaja de poder ser aplicada a las 

cepas de producción ya existentes, mejorando el rendimiento en la producción de 

muchos productos biotecnológicos. Sin embargo, esta técnica es no racional, por lo que 

sería importante la exploración de las mutaciones específicas del gen que provocan los 

fenotipos deseados. Potencialmente, se podría explorar a mayor profundidad 

alteraciones en estructura y expresión que no sigan los métodos de gTME (que utiliza 

mutación azarosa por medio de PCR propensa a errores). Así mismo, se podría llevar 

las aplicaciones de gTME y otros fenotipos aún más lejos: Ya se sabe que se puede 

generar un fenotipo de resistencia múltiple utilizando dos factores sigma distintos en la 

misma bacteria, pero agregar la utilización de circuitos genéticos sintéticos para activar 

la expresión de un alelo de rpoD bajo ciertas condiciones y la de un rpoD distinto con un 

estímulo específico, se podría controlar el cambio fenotípico global.  Una limitante de la 

exploración de mutantes de rpoD es que su deleción resulta complicada ya que controla 

funciones esenciales, por lo que no se han reportado casos de fenotipos a través de la 

ausencia de este factor. Entre todos los factores sigma, este es el más estudiado en la 
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aplicación de su modificación y con un mayor potencial, pero no es el único que debería 

ser explorado. 

 En segundo lugar, mutaciones y la deleción de los fatores RpoS y RpoN ya han 

sido exploradas. Su deleción, sobreexpresión, o mutación genera fenotipos que tienen 

mayor resistencia a ciertas condiciones o una mayor producción de ciertos metabolitos. 

En el caso específico de la proteína recombinante, no existe información específica sobre 

los efectos que podría provocar modificaciones en RpoN o su expresión, aunque las 

mejoras en producción de otros metabolitos y su influencia en la utilización de fuentes de 

nitrógeno abre la puerta a las posibilidades. Para RpoS, en cambio, sí existen ejemplos 

donde modificado el gen se obtienen cepas con fenotipo favorable para la producción de 

PR, sin embargo, la mayoría de estas modificaciones en el factor sigma no han sido el 

objetivo del estudio sino, más bien, un hallazgo en estas cepas, a excepción del estudio 

de Chou y colaboradores en 1996.  Un caso especialmente llamativo es el de Mulyanti 

et al, donde el cambio favorable para producción de PR se obtuvo al unir el gen de rpoS, 

bajo un promotor de rpoD, con esto induciendo su expresión en fase exponencial 

(Mulyanti et al., 2021). Esto amplia las posibles aplicaciones de estos factores sigma. 

Dadas las interacciones que se ha encontrado entre estos dos factores sería importante 

que los estudios en  producción de PR que modifiquen la expresión de uno de ellos 

tengan en cuenta la actividad de ambos. Además de eso, no se ha explorado el potencial 

de aplicar gTME y otras herramientas de evolución dirigida aplicada a estos factores 

sigma. Dada la evidencia ya existente de los fenotipos que puede generar cada factor 

sigma, y en especial la predominancia que muestra RpoS en fase estacionaria, existe un 

alto potencial en ser explorados como posibles dianas en la formación de cepas de 

producción.  

 A diferencia de los otros factores sigma ya mencionados, RpoE y RpoH han sido 

muy poco explorados en lo concerniente a cepas de producción debido a los efectos 

deletéreos de su alteración y a que estos genes son esenciales en condiciones de 

crecimiento a 37 °C. Específicamente en el caso de rpoH, la búsqueda bibliográfica logró 

encontrar ejemplos de experimentos, aunque realizados hace ya varias décadas, donde 

rpoH podía ser eliminado y E. coli era viable en temperaturas menores a 20ºC. Aunado 
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a dicho hallazgo, se localizaron dos ejemplos donde mutantes de rpoH tenían fenotipos 

que aumentaban la producción de metabolitos y proteína recombinante, pero estos 

estudios se realizaron hace más de 25 años y no se encontró algún seguimiento 

experimental más actualizado (Goldberg et al., 1989; Obukowicz et al., 1992). A su vez, 

para rpoE se encontró que ciertas cepas de E. coli el gen no es esencial, y puede ser 

eliminado. Ambos casos abren la posibilidad de investigar a mayor profundidad las 

mutantes de estos genes. Además de esto, la fuerte relación que se ha observado entre 

los regulones de estos factores sigma y la expresión de proteínas chaperonas, la 

regulación de otros procesos metabólicos como la glucosilación de lípidos, el desarrollo 

de mutaciones puntuales, y la temperatura de crecimiento, continúan resaltando a estos 

dos genes como buenos puntos de exploración para cepas de producción. Sin embargo, 

las dificultades presentes debido a los efectos deletéreos de sus mutantes son un 

obstáculo que aún deben de ser abordados a mayor profundidad. 

Por último, los factores de regulón más pequeño, FecI y FliA, mostraron 

repercusiones menores en sus mutantes comparadas a los demás factores sigma.  

Aunque los cambios generados por la eliminación de estos genes pueden ser menor en 

comparación, sí podrían llegar a ser importantes, especialmente en el caso de fliA debido 

a su papel en la motilidad y su relación con el regulón de RpoS. Por lo tanto, su potencial 

como diana de mutaciones para la generación de cepas de producción es menor a 

cualquier otro factor sigma, pero el reducido efecto que tienen sobre la viabilidad celular 

y el crecimiento los vuelven un interesante objetivo de estudio, pues tienen el potencial 

de liberar especio metabólico que buena beneficiar la producción de PR.  

7.2. Información que se obtendrá del protocolo experimental 
La propuesta experimental de este trabajo tiene el potencial de explorar 2 temas 

importantes: la comprobación de afirmaciones realizadas en la literatura referente a 

fenotipos observados en deleciones de rpoH, rpoS y rpoN; y la exploración  de 

resistencias a distintos tipos de estrés en mutantes sin estos factores sigma, así como la  

producción de proteína recombinante. Los fenotipos que se buscarán replicar de 

experimentos pasados son la viabilidad y crecimiento de la mutante ΔrpoH a 

temperaturas menores a 20 ºC realizada por Zhou y colaboradores en 1988, la 

contradicción encontrada en los estudios de Rahman y sus colaboradores en 2006 y de 
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Suryadarma y colaboradores en 2012 donde en el primero se sugiere que la deleción 

total de rpoS la inhabilita a utilizar el acetato provocando su acumulación y en otro se 

menciona que se observó lo contrario (Rahman et al., 2006; Suryadarma et al., 2012) y, 

por último, la incapacidad de procesar acetato por la mutante ΔrpoN que fue reportada 

en una revisión de Reitzer y Schneider en 2001. Esta característica de la cepa ΔrpoN se 

citó como parte de los resultados de un experimento aun no publicado por Pybus y 

Reitzer; sin embargo, en dicho trabajo no se logró encontrar a través de las herramientas 

bibliográficas utilizadas. El resto de los experimentos permitirá evaluar muchas de las 

características de cada mutante descritas en la revisión bibliográfica y compararlas en el 

mismo contexto experimental de la producción de PR.  

7.3. Perspectivas y futuros experimentos 
La bibliografía revisada muestra que existen muchos otros temas y experimentos por 

explorar. Dentro de éstos sugeriré tres perspectivas interesantes que podrían ser 

investigadas en el futuro. En primer lugar, tememos la aplicación de gTME en otros 

factores sigma diferentes a RpoD. Esto surge de observar la utilidad que ha mostrado 

esta técnica en la generación de fenotipos útiles; sin embargo, para E. coli solo ha sido 

aplicada a RpoD como se muestra en la tabla 1. A futuro, incluso se podría buscar aplicar 

gTME en más de un factor sigma a la vez, permitiendo alteraciones que potencialmente 

afecten todo el transcriptoma de E. coli. Además de esto, se pueden aprovechar los 

hallazgos en algunos factores sigma y observar si estos pueden aplicar a los demás. 

Como ejemplo seria explorar si generar factores sigma truncados que conserven solo las 

regiones 3 y 4, como se ha observado repetidamente para RpoD, puede ser útil para 

otros factores sigma de la misma familia estructural.     

Otra avenida interesante es la profundización en cepas con deleciones en estos 

factores sigma. Por un lado, realizar múltiples deleciones para encontrar cuál es el 

mínimo de factores sigma necesarios para la sobrevivencia de E. coli, podría ser una 

estrategia rápida para generar un sistema de célula mínima no basado en un genoma 

mínimo, sino en un transcriptoma mínimo, puesto que las alteraciones de gran magnitud 

serán sobre la transcripción de los genes. Por otro lado, la dinámica de interacción a 

través de competición por la ARNP que caracteriza a los factores sigma podría ser 

explotada a través de la deleción de estos factores o el control de su expresión y 
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actividad. Esto se podría utilizar para potenciar los efectos de factores sigma mutantes, 

ya que el traslape de los regulones llega a tener un cierto efecto amortiguante. Por 

ejemplo, si se reduce fuertemente la expresión de RpoS, la fuerte competencia que este 

factor puede generar con los más de 800 genes que comparte con RpoD se vería 

reducida, por lo tanto, podríamos esperar que las mutaciones en el gen rpoD tendrían 

efectos más drásticos.  

Por último, en combinación con herramientas de biología sintética, la alta pleiotropía 

que generan las mutantes de factores sigma generando fuertes alteraciones fenotípicas 

a través de la mutación de un solo gen, abre la posibilidad de controlar el fenotipo de una 

sola cepa a través de la expresión de distintas mutantes en distintos tiempos de 

crecimiento. De ser posible, esta herramienta nos daría la capacidad de controlar la 

inducción de genes para la producción de ciertos metabolitos o proteínas en una cepa 

de producción, sino también de inducir junto con ellos el fenotipo que genere las 

condiciones celulares óptimas para dicha producción. Adjuntando ingeniería de factores 

sigma con herramientas de control dinámico de metabolismo podría potenciar el control 

que se ejerce sobre el estado metabólico de la célula. Ejemplos de esto podría ser la 

utilización de ARN de interferencia, o proteínas conocidas como antisigmas para suprimir 

transitoriamente la actividad de ciertos factores sigma, o acoplar la activación de sigmas 

mutados con circuitos de biología sintética que reaccionen a señales ambientales o 

metabólicas.  

8. Conclusiones  
La producción de proteína recombinante es y seguramente continuará siendo uno de 

los procesos biotecnológicos de mayor importancia a nivel mundial. Esto provoca que 

exista una acelerada producción de literatura científica en el tema, lo cual es 

especialmente el caso en cepas tan utilizadas como E. coli y en genes con impacto tan 

amplio en el fenotipo como los factores sigma. En el presente trabajo se realizó una 

revisión sistemática de la bibliografía disponible sobre los fenotipos útiles para la 

producción de proteína recombinante que se han observado en E. coli por la modificación 

en estructura o expresión de sus siete factores sigma. Además, se propuso una 
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estrategia experimental para evaluar el potencial de cada factor sigma en la producción 

de PR.  

Se encontró que RpoD presenta un alto potencial que ha sido explorado y demostrado 

en diversos experimentos, y puede continuar siendo utilizado para generar cepas de 

producción. RpoS y RpoN muestran un alto potencial explorado en menor medida, lo 

cual abre una interesante avenida de investigación. Por otro lado, aunque el potencial de 

RpoE y RpoH se muestra menor que los casos anteriores, ha sido apenas abordado 

debido a restricciones que sus mutantes pueden generar en el crecimiento. Sin embargo, 

existen indicios que estos obstáculos podrían ser superados. Finalmente, los factores 

FecI y FliA mostraron el menor potencial, probablemente debido al tamaño de se regulón 

en comparación al resto, pero su facilidad de ser eliminado sin causar problemas en el 

crecimiento también tiene interesantes aplicaciones.  

La estrategia experimental propuesta permitirá evaluar muchas, aunque no todas, de 

las características descritas en la revisión y poder comparar el efecto de la deleción de 

cada factor sigma en un mismo contexto de la producción de proteína recombinante. Esto 

pone en evidencia que la investigación de las aplicaciones de los factores sigma y sus 

mutantes para distintos procesos biotecnológicos, tiene un gran número de vertientes 

para futuros experimentos. La utilización de herramientas biosintéticas y de ingeniería 

genética acopladas a estos conocimientos podrían brindarnos la capacidad de entender 

e influenciar de nuevas formas el complejo espacio metabólico y su relación con el 

transcriptoma, tanto en E. coli como en otras bacterias. Esto tiene el potencial de ser 

sumamente útil y, sobre todo, muy interesante.   
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10. Anexos 
 

Anexo 1. Cepas para utilizar en la propuesta metodológica  

Cepa Genotipo Fuente 

BW25113 
lacIq rrnBT14 ΔlacZWJ16 hsdR514 Δara
BADAH33 ΔrhaBADLD78 

(Baba et al., 2006) 

ΔfliA BW25113 ΔfliA (Baba et al., 2006) 
ΔfecI BW25113 ΔfecI (Baba et al., 2006) 
ΔrpoN BW25113 ΔrpoN (Baba et al., 2006) 
ΔrpoS BW25113 ΔrpoS (Baba et al., 2006) 
ΔrpoH BW25113 ΔrpoH Este estudio 

BL21(DE3)Gold 
B F- dcm+ Hte ompT hsdS(rB- mB-) 
gal λ (DE3) endA Tetr 

(Studier & Moffatt, 
1986) 

 

Anexo 2. Plásmidos para utilizar en la propuesta metodológica  

Plásmido  Descripción Fuente 

pGFPT7 CmR, ori p15A, lacI PT7, GFP 
superGlo 

(García, 2020) 

pKD13 KmR, FRT-kan-FRT (Datsenko & Wanner, 2000) 
pN565 SmR, ori pSa, LacI, PT7 (Rhodius et al., 2013) 
pAR1219 CmR, ori pBAD33, araC, PT7 (Wycuff & Matthews, 2000) 
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