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l. RESUMEN 

Azotobacter vinelandii es una bacteria gram-negativa del suelo, 
que fija nitrógeno atmosférico y forma quistes resistentes a la 
desecación, para ello produce dos polímeros el ácido polif'­
hidrixibutirato (PHB) y el alginato. Estos polímeros son de interés 
comercial. El PHB puede utilizarse para fabricar plásticos 
biodegradables. mientras que el alginato tiene una amplia aplicación en 
ta industria alimentaria y farmaceutica, como gelificante y 
viscosificante. Hasta ahora la única fuente de obtención de alginato lo 
const.it.uyen las algas marinas cafés, pero pudiera obtenerse uno de 
mejor calidad por vía fermentativa. A. vinelandii es un buen candidato 
para obtener el alginato por este proceso. pero para ello se requiere 
conocer entre otras cosas la genética de b1osíntesis de este 
biopolímero. 

El objetivo de este trabajo fue el de caracterizar algunos de los 
genes biosintéticos de alginato (genes a/g} que se encuentran agrupados 
en una region (región a/g) del genoma de A. vine/andú. Los genes que se 
caracterizaron fueron algJ y algG. localizados entre los genes alg44 y 
a/gL, por medio de técnicas de hibridación de ADN-ADN. 

Utilizando pruebas de hibridación de ARN-AON, se identificaron 
tres promotores que inician la transcripción de estos genes. Los 
resultados obtenidos mues'tran que uno de los promotores se encuentra 
hacia arnba del gen algD y para el 1nic10 de su transcripción depende 
del factor n AlgU. Otro se encuentra arriba del gen a/gJ y el tercero 
hacia arriba del gen algL. Estos dos últimos promotores (algJ, a/gL), no 
dependen de la actividad del factor o AlgU. 

¡¡¡ 



11. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LA BIOSINTESIS DEL ALGINATO 

EN A. vlnllandll. 

El alg1nato es un potimero que empieza a tener gran demanda, su 

consumo anual a nivel mundial. por diversas industrias es de 

aproximadamente 33 millones de toneladas y su precio oscila entre los 5 y 

12 dolares por Kg. El consumo aparente en México en el periodo de 1981-

1982 fue superior a las 350 toneladas. 

Para obtener este polfmero se recurre a la extracción de algas, sin 

embargo. la explotación de estas corno en el caso de la mayoría de los 

recursos naturales renovables. no siguen un programa de manejo racional. 

dando tiempo a que se regeneren. Esta sobreexplotación podria llegar hasta 

su exterminio, provocando de esta manera graves perturbaciones 

ambientales, del lugar de obtención de las algas. Por otra par1e. la 

cantidad y calidad del alginato obtenido de algas. es muy heterogénea. ya 

que su desarrollo está suieto a las condiciones ambientales. 

Lo anterior ha provocado que se busquen 1uentes alternativas para la 

obtención del alginato, siendo la fermentación bacteriana la más factible. 

De esta manera, la composición del alginato producido, por esta vía sera 

más homogéneo y disminuiría la explotación de algas. Para este fin existen 

dos géneros de bacterias que producen alginato Azotobacter y 

Pseudomonas. sin embargo, el género Pseudomonas queda descartado como 

fuente de obtención del alginato, por tener especies patógenas como P. 

aeruginosa, un patógeno opor1unista del hombre. que invade los pulmones y 

vias respiratorias de pacientes con fibrosis quística, ademas no presenta 

los bloques contínuos de ácido gulurónico que le proporciona la propiedad 

geHficante. Por otra parte A. vinelandii es una bacteria inocua y ta 



distribución de los bloques de residuos de ácido manurónlco y ácido 

gulurónlco constituyentes del alglnato es similar a la encontrada en el 

alglnato de algas. De esta manera A. vlnelandíi. constituye la mejor 

alternativa para la obtención de alginato por fermentación. Para producir 

grandes cantidades de algin;;ito a partir de A. vlnelandii. se deben conocer 

todos los factores involucrados en la producción del polímero, entre ellos 

está conocer la genética de la biosintesis. 

Actualmente el proyecto general del laboratorio propone estudiar la 

genética. regulación y los factores externos involucrados en la biosintesis 

del alglnato en A. vinelandi. Este trabajo pretende los dos siguientes 

objetivos principales: 

1.-Construir cepas hiperproductoras y con capacidades mejoradas en 

la producción de este polisacárido. 

2.- Observar el papel que tiene este polímero en el proceso de 

diferenciación celular (enquistamiento). 



111. INTRODUCCION 

3.1.1 Posición 111xonómlca: 

Familia 

Género 

Es pe el&-

Azotobacteraceae 

Azotobacter 

Azotobacter vinelandii 

TOflladO de Krieg y Holt. 1984. Borgey·s Monual ol systematic bacteriology. 

La familia Azotobacteraceae. comprende 4 géneros de bacterias 

gram-negativas: 

Azotobacter 

Azornonas 

CARACTERISTICAS 

Bacilo grande; forma quistes: habita 

principalmente suelos neutrales o 

salinos. 

Bacilo grande; no forma quistes; habitát 

acuático. 

AON(mol%G+C) 

63-66 

53.59 

Beijerlnckia Bacilo con fonna de pera. en los extremos 54-60 

Derxia 

tiene grandes zonas de lípidos; produce 

grandes limos; habita suelos ácidos 

Bacilo: comúnmente forma colonias 

arrugadas. 

Tomado de Bruck, 1984. biology of microorganims. 

3.1.2 Caraclerlsllcas de A. vlnelandll. 

70 

El género Azotobacter. se distingue de los otros géneros de esta 

familia por la capacidad que tienen las especies que la conforman, de 



formar quistes. A. vlnelandil al igual que todos los miembros de la 

familia Azotobacteraceae. es capaz de fijar nitrógeno atmosférico bajo 

condiciones aeróbicas [Kcnnedy y Toukdurian. 1967]. En A. vinelandil se 

han identificado tres nitrogenasas que funcionan en diferentes 

condiciones de oxigenación [Kennedy y Toukdurian, 1967]. Tiene una 

actividad respiratoria alta, generada por el alto contenido de proteínas 

oxido-reductoras y citocromos. 

Esta bacteria posee múltiples copias de su genoma. al crecerla en 

medio rico durante la fase estacionaria llega a tener 80 o más 

[Maldonado, et al .. 1994; Manna y Das, 1993; Nagpal, et al., 1969]. 

Contiene más ADN (ácido desoxirribonucleico) que la mayoría de las 

bacterias. sin embargo, el tamaño de su genoma es típico de 

procariontes, calculándose en 4.5 de megapares de bases 

aproximadamente [Manna y Das, 1993). Este organismo es un buen 

receptor de ADN foráneo, se le puede introducir de forma lineal o 

circular (plásmido) por transformación o por conjugación, además tiene 

la capacidad de incorporar el ADN a su genoma por recombinación 

[Kennedy y Toukdarian, 1967]. 

A. vinelandii. sintetiza una gran variedad de productos como: 

sideróforos; hormonas vegetales reguladoras del crecimiento (p. e. 

auxinas. giberelinas y citocininas) (González-López, et al., 1965]; 

además dos polímeros de gran importancia económica el ácido poli­

P-hidroxibulirato (PHB) y el alginato [Sadofl, 1975]. 

3.1.3 CICLO DE VIDA DE A. vlnelandll. 

El ciclo de vida de este organismo presenta una fase vegetativa y 

una fase latente en forma de quiste (Fig. 1 ). Las células vegetativas son 

bacilos de 2 x 5 µm, son móviles (locomoción), por la presencia de 
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flagelos peritrlcos. Cuando son crecidas en medio Burl< con glucosa al 

10/o, libre de nitrógeno. las células tienen un tiempo de generación de 2.5 

a 3 horas [Wilson y Knight, 1952]. 

En condiciones de laboratorio después del crecimiento 

exponencial, o por inducción con agentes qulmicos como el butanol. las 

células vegetativas forman quistes latentes. En su medio natural los 

forman cuando las condiciones son adversas: permaneciendo de esta 

manera en estado de latencia por largos períodos de tiempo en el suelo. 

hasta que se vuelven a dar tas condiciones para su propagación [Lin y 

Sadoff, 1968]. En el laboratorio es cultivada en medios de cultivo con 

manitol, ramnosa y otros carbohidratos como fuente de carbono, así 

como una gran variedad de ácidos orgánicos y ciertos alcoholes. pero la 

producción de quistes es generalmente menor al 0.1°/o de la población de 

células [Lln y Sadolt, 1968]. 

En el proceso de diferenciación las células pierden la locomoción 

y tienen una última división, adquiriendo una forma esférica. Las 

paredes sufren un engrosamiento. Los procesos mor1ogenéticos someten 

a un pausamiento a la célula. hay una acumulación de reservas en forma 

de PHB que se usará en la germinación como fuente de carbono y energía 

de reserva [Lemoigne y Girard. 1943]. El cuerpo central, es encapsulado 

por una capa interna (intina) y una capa externa (exina), estas capas 

están conformadas por alginato y proteínas [Winogradski, 1938). Cuando 

se lleva acabo la germinación de los quistes. se pierde gradualmente la 

cápsula por el hinchamiento del cuerpo central, ocupando el volumen de 

la intína [Loperfido y Sadoff, 1973), después sufre una división, cuando 

empieza a crecer se fractura la capa externa de la cápsula y emergen 

dos células por quiste, estas son inmóviles (no tienen locomoción). Las 

células recobran su locomoción, en la primera división después de la 

3 



germinación. 

Crecimiento ~ 

V-'•llvo -----~~ ~ 1 Enqulaa.mlenlo 

1 2 ~ 
8 3 J' ~- E•INI ·-- \ 

4 (Dou1ste 
&o ,7 

a 6 
5 / 

Emergencia ------ ------ 1 Gennlrw:lón 

o 
H1nchamtento y 01V1s1on 

Figura 1. Cedo de Vida de Azotobacter vrnllandti. 1 Fase de crectrneento Vegetativo. 2 Ultima 
diV1sión vegetativa, engrosamiento de sus paredes y acumulaeton de PHB. 3 Formación de la 
extna e mtma. 4 Quiste maduro. 5 lmclO del proceso de germmac.on (degradac10n de PHB). 6 
Sintes1s de AON (d1vis10n celular). 7 Emergencia de dos células vegetauvas por cada qurste. 
B Pnmera división celular después de la gennmactOn (recupcrac10n de la k>cornoctón). 
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3.2 COMPOSICION Y PROPIEDADES DEL ALGINATO. 

El alglnato es un copollmero llneal comprendido de 13-D ácido 

manurónlco (M) y su C-5 eplmero a·L ácido gulurónico (G), unidos por 

enlaces 1.4. (Fig. 2) [May. et al .. 1991). Estos ácidos urónlcos se 

encuentran arreglados en cadenas de tres formas distintas, formando 

los bloques estructurales del alginato, estos son: homopolJméricos, 

consliluidos por poli p-D ácido manurónfco (Bloques MM), poli a·L ácido 

gulurónlco (Bloques GG) y heteropolimérico comprendido por un arreglo 

alterno entre los dos monómeros dando bloques GM o MG (Fig. 3). 

Los bloques comprendidos de M y MG. forman cadenas 

relativamente flexibles, mientras que las formadas por bloques G son, 

rígidas [Atkins, et al., 1971]. El afginato con bloques G en presencia de 

cationes divalentes como el Ca2•. B a 2 • y Sr2• forma geles 

termorresistentes. por fa unión de estos iones al residuo G [Stokke, et 

al., 1991]. El alginato producido por especies de el género Pseudomonas 

no contiene bloques continuos de ácido gulurónfco, siendo Incapaces de 

formar geles. 

El alginato producido por bacterias posee residuos de manurónico 

con grupos 0-acetilados, mientras que en el alginato algal no existe 

acelilación (Fig. 4) [Annison y Couperwhite, 1986]. El arreglo de la 

estructura del bloque y el tamaño molecular del alginato afecta la 

geliflcación y viscocidad del polisacárido. 

3.3 APLICACIONES DEL ALGINATO. 

Las aplicaciones industriales del alginato están determinadas por 

su peso molecular y composición química. Soluciones acuosas de este 

polímero pueden ser usadas como agentes espesantes, estabilfzantes de 

espumas y emulsiones, así como en suspensiones de partículas sólidas. 

5 
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También se adiciona en alimentos para mejorar la retención de agua, y 

para Inhibir la congelación del agua en alimentos congelados con la cual 

se proporciona estabilidad en su proceso de congelación­

descongelaclón. Se ha sugerido que el éster formado entre el alglnato 

con el propllenglicol funciona como un emulsificante auténtico siendo 

el alglnato uno de los pocos polisacáridos que tiene esta propiedad 

[Morris, 1987). Otras aplicaciones se muestran en la tabla l. 

Tabla l. ALGUNAS APLICACIONES DE LOS ALGINATOS 

APLICACIONES EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA 
Agentes gelif"tcantea 

Rellenos da pastelerfa 
P08traa de leche 
Pee.tres de gelatma 
Alimento para animales 

A"9fl .. • e11P9aant- y estabilizantaa 
Estabilización da emulsione• en aalsaa. cremas y aderezos 
Eatabilización de espumas en cervezas 
Espesantes de salsas y rellenos 
Suspensión de partículas en jugos y bebidas 

Agentes de retenckY\ do agua 
Estabihdad de alimentos congelados 
Mejoramiento de la solubilidad de mezclas secas 

APLICACIONES DE ALGINA TOS EN OTRAS INDUSTRIAS: 
Agentes gehficantes 

Golea refrescantes de aire 
Impresiones usadas por los dentistas 
Preparaciones farmacéuticas 

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

Tomado de Tinoco, 1993. Tesis de maestria. 
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Además de estas aplicaciones biotecnológicas el alginato ha 

comenzado a utilizarse con fines médicos. Se ha observado que el 

alginato rico en bloques M puede evadir la respuesta del sistema Inmune 

[Otterlel, et al.. 1991 ]. Tiene actividad de agente antitumoral en 

tumores de •merina" [Fujihara y Nagumo, 1992]. En transplantes de 

islotes de Langerhans. realizado a pacientes de diabetes, los islotes 

son encapsulados con alglnato rico en ácido gulurónico, éstas cubiertas 

protegen las células transplantadas del sistema inmune y permiten la 

difusión de la insulina producida por éstas [Soom-Shiong, et al., 1994]. 

La encapsulación de otros tipos celulares están siendo estudiadas en 

animales, como son hepatocitos, hibridomas, células transtectadas con 

genes de citoquinas y fibrob1astos recombinantes secretando el factor 

IX de humano (hormona de crecimiento) [Dixit, et al., 1993; Savelkoul et 

al., 1994; Liu, et al., 1993; Tai y Sun. 1993]. También se está estudiando 

su aplicación en el recubrimiento de tabletas, para que la liberación de 

los fármacos pueda ser regulada en un amplio rango [Sirkiae, et al., 

1994]. 

3.4 FISIOLOGIA DEL ALGINATO. 

El alginato es el polisacárido más abundante en las algas marinas 

cafés, el cual forma un gel en la matriz celular conteniendo iones de 

Na•, Mg2+, Ca2+, Sr2• y Ba2+. Esta matriz probablemente funcione como un 

esqueleto proporcionando tuerza y elasticidad al tejido algal [Haug et 

al., 1974]. 

En P. aeruginosa el alginato tiene un papel muy importante, pues 

lo utiliza para protegerse del ambiente y como medio de adhesión a 

superficies .sólidas formando "biolilms" [Boyd y Chakrabarty, 1995]. 

Cuando invade a pacientes de fibrosis quistica forma estos .. biofilms" 
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permitiendo asl la colonización del pulmón y vías respiratorias (y otros 

órganos de los pacientes), además se ha observado que les confiere 

resistencia contra los antibióticos y le ayuda a evadir la respuesta 

Inmunológica [Chakrabany, 1991: Otterlei er al., 1991 ]. 

En A. vinelandii se ha observado que el alglnato es esencial para 

la formación de quistes ya que mutantes en la biosfntesis de este 

exopolisacárido, son incapaces de formar quistes maduros [Campos et 

al .. 1996]. 

3.5 FUENTES DE OBTENCION DE ALGINATO. 

Se han reportado varios organismos que tiene la capacidad de 

producir alginato (Tabla 11), a pesar de ello actualmente la única fuente 

de obtención para uso comercial lo constituyen las algas marinas cafés, 

principalmente los géneros Fucus, Laminar/a, Macrocystis y 

Ascophil/um. En México se extrae de la especie Macrocystis pyrifera, 

distribuida en las costas de Baja California. 

TABLA 11. ORGANISMOS REPORTADOS QUE PRODUCEN ALGINATO 

ALGAS MARINAS CAFES 

BACTERIAS 

Ascophyllum nodosum 
Laminaria dig1tata 
Laminaria hyperborea 
Macrocystis pyrifera 
Dictyosiphon loenicu/ares 
Durvi//aea sp. 
Eisenia bicy/is 

Azotobacter vinelandii 
Azotobacter chroocorum 
Azotobacter be1j'erinckii 
Psoudornonas aeruginosa 
Pseudornonas cepacia 
Pseudomonas fluorecens 
Pseudornonas menclocina 

Tomado de Tinoco. 1993. Tesis de Maostria. 
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3.6 BIOQUIMICA DE LA BIOSINTESIS DEL ALGINATO 

Existen algunas diferencias en la biosintesis del a\g1nat.o entre 

las bacterias y aagas. En algas el sustrato 1n1c1al es 0-manosa~ 

mien1:<as que en bac1:e<ias es D-fruc1:osa [Pinda< y Bucke, 1975}. Oua 

diferencia muy importante. es que el alg1nata de bacterias posee 

residuos de ácido manurón1co con grupos o-acetilados mientras que en 

algas no existe acet.ilación (fig 4). 

M-M-M-M-G-G-G-M-G-M-G 

M-M-M-M-G-G-G-M-G-M-G 
' '' ' OAc OAc OAc OAc 

M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-G 

' ' ' ' ' OAc OAc OAc OAc OAc 

M-M-M-M-M-M-G-M-G-M-G 

' O A e 

Algal 

A. vinelandii 

P. aeruginosa 

P. pútida 
P. fluorescens 

Figura 4. D1stribuciOn de 'ºs bloques de residuos de ::iic1do manurOmco {M) y ac1do 
gulurónico (G) en el alginato producido por diferentes organismos. El alginato producido por 
A. vineland1i y el de algas es muy similar en la formación de bloques gulurónicos, la 
diferencia es que los residuos M. de A. v1neland1i estan acetilados (0Ac) al igual que en 
Pseudornonas, mientras que en algas no eJ11;1ste acet1lac10n. Tomado de Nút\ez. tesis de 
Maestna. 1 99 ~. 

La vía de b1osínt.esis, se descnb16 por pnmera vez en el alga café 

Fucus gardneri [Lin y Hassid, l 966], después en A. vinelandii [Pinda< y 
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Bucke, 1975], sin embargo, donde ha sido esludiada más detalla<Jamcnte 

la genét:ica de la biosint:esis, es en p_ aeruginosa, [Chakrabarty, 1991; 

Deretic ec al., 1994; May y Chakrabarty, 1994]. El interés de estudiar 

más en este organismo la b1osíntes1s del alg1nato es por el problema 

que presenta en tos hospitales en la infección a pacientes con fibros1s 

quística. pacientes con quemaduras y personas inmunodepnm1das. 

donde se ha observado que el alg1nato t.1ene un papel importante en la 

virulencia Junto con otros elementos como: piocian1na, fosfolipasa c. 
elastasa etc. 

La ruta de biosintes1s de alginato en P. aeruginosa (F19 5). 1n1cia 

con la fructosa 6-fosfat:o (F6P), proveniente de la ruta de Entner­

Doudoroff•• para convertirla a GDP-ác1do manurónico a través de las 

siguientes reacciones: 

1.- La fructosa-6-fosfato es <::onvertida a manosa 6 fosfato (M6P), por 

la intervención de la enzima fosfomanosa isomerasa (PMl-GMP"'; 

codificada por el gen algA) [Darzins et al., 1986: Gill ec al., 1986]. 

2.- El grupo fosfat:o de la M6P es transferido del carbono 6 al carbono 1, 

generando manosa 1 fosfato {M 1 P). reaccjón catalizada por la enzima 

fosfomanomutasa (PMM; codificada por el gen algC). 

3.- En la tercera reacción interviene la enzima GDP-Manosa 

pirofosforilasa (PMl-GMP*; codificada por el gen algA) que en presencia 

de GTP, convierte la Ml P a GDP-manosa [Darzins et al., 1986: G1ll et al., 

1986]. 

4.- La GDP-manosa es oxidada por la GDP-manosa deshidrogenasa (GMD; 

codificada por el gen algD) dependiente de NAO•, para formar GDP-acido 

manurónico. precursor directo del algina~o + 2 (NADH ... ) [Deretic et. al. 

1987L para posteriormente ser polimerizado. epimerizado. modificado 

•• Enzima b1func1onal (PMl-GMP) cod1f1cada en el gen aJgA. 
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y exportado. 

El ácido GDP-manurónico, es polimerizado y exportado a través de 

la membrana interna. En el proceso de potimerizaci6n se postula la 

participación de los productos de los genes algB y alg44, probables 

proteínas de membrana [Maharaj et al., 1 993]. El corte realizado al 

polímero inicial, es hecho por la algmato liasa (codificada por el gen 

algL) [Boyd et al., 1993; Shiller et al., 1993]. La epimerización de kido 

manurónico a ~cido gufurónico es realizado por la epimerasa (enzima 

codificada por el gen algG) [Chitnis y Ohman, 1 990], mientras que la 

acetilación de los residuos de ácido manurónico. es realizado por la 

acetilasa (enzima codificada por el gen algF) [Shinaberger et al., 1993; 

Franklin y Ohman 1 993]. Estas proteínas se localizan en el espacio 

periplásmico [Franklin et al., 1994; Boyd y Chakrabarty, 1 995]. La 

secuencia de la proteína alg60, muestra similitud con proteínas acil­

acarreadoras [Boyd y Chakrabarty, 1995], por lo cual es postulada en la 

participación de la síntesis del alginato en la etapa de acetilación en 

conjunto con la acetilasa. La secreción extracelular del alginato, es 

realizada por la proteina codificada por el gen algE, ésta es una 

proteína de membrana que funciona como canal iónico [Chu et al., 1991; 

Rehm et al., 1 994]. Algunas características de estas enzimas se 

muestran en la tabla 111. 

La enzima determinante en esta vía es la GDP-manosa 

deshidrogenasa codificada por el gen algD, que cataliza una reacción 

irreversible (Fig. 5), convirtiendo la GDP-manosa, a GDP-ácido 

manurónico, precursor directo del alginato. El producto de algC también 

participa en la biosíntesis de lipopolisacáridos [Goldberg et al., 1 993; 

Ye et al., 1994]. 

En P. aerugínosa y en A. vinelandii, la formación de unidades de 
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Acido gulur6nico ocurre a nivel de polímero por acción de la enzima 

epimerasa (AlgG) sobre residuos de manur6nico que no han sido 

acetilados por la acetilasa (AlgF) [Pindar y Bucke, 1 975; Franklin et al., 

1994). En P. aeruginosa la actividad de la epimerasa se localiza en el 

espacio peripl6smico [Franklin et al., 1 994). Mientras que en A. 

vinelandii. también existe actividad de epimerasa en el medio 

extracelular [Haug et al., 1974). En A. vinelandii se han reportado 

varios genes que codifican para epimerasas extracelulares diferentes a 

AlgG [Ertesvag et a/., 1995), sin embargo, no se sabe si se expresan 

todos al mismo tiempo. 
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~------------------------ -------------

Membrana 
Interna 

Espacio 
per1plésmlco 

Membrana 
externa 

(Alginato) 

Figur-a 5. Ruta de btosíntesrs del alg1nato en P . .ilerug,nos;i. La b1osintes1s m1c1a con la 
convers10n dela tructosa-6-fosfato (F6F) a GOP-~c1do manuronico (GOP-Aman.) 
precursor directo del algmato. Esta convers16n es realizada en 4 reacciones: el producto del 
gen ag..\ interviene en la pnmera y tercera reacctOn. en la segunda reacclOn 1nterv1ene el 
producto de algC, pal"a la cuarta se requiere el producto de algD. Posteriormente es 
polimenzado, rnochf1cado y excretado el algmato. Tomado de Nút'\ez. 1996. Tesis de M01estna. 
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TABLA 
BIO 

111. CARACTERISTICAS DE LAS PROTEINAS INVOLUCRADAS EN LA 

•s1. 
-NO. 

SINTESIS DEL ALGINATO (Modificado de May v Chakrabarty. 1994 
GEN SECUENCIADO PROTEINA f"UNCION DE LA. PFSO 

PURIFICADA PROTEINA MOLECULAR KOa 

.-.lgA . PMl-GMP 53.4 

algC . - PMM (PGM) 50.2 

algD . . ~MO 47.6 

algE . TRANSPORTE 54.4 

algF . - ACETILASA 22.8 

a~ . . EPIMERASA 59.8 

algL . . ALG9\IATO 40.9 
LIASA 

algB . - POLIMERIZACION 56.9 

alg44 . - POLIMERIZACION 34.3 

algX - - ? 

iflgB . - REGULACION 9.3 

•lgR7 . .. REGULACION 27.6 

algR2 . .. 
REGULACION 18.0 

algR3 . - REGULACION 39 o 
algZ . . REGULACION 35 

algU . - INTERRUPTOR 27.S 
GENETICO 

mucA . - INTERRUPTOR 20.0 
GENETICO 

mues . - INTERRUPTOR 33.Z 
GENETICO 

muc:C . - ? 

rnucD . - ? 
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3.7 GENETICA Y REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE ALGINATO 

3.7.1 Organización y localización física de los genes 

involucrados en la biosínt.esis de alginato en P. aeruginosa. 

Todos los genes, excepto algC, que codifican para las enzimas que 

participan en la ruta de biosintesis de los monómeros de ac1do 

manurónico" así como los genes que codifican para las proteínas 

involucradas en la polimerización, acetilación. ep1merizac1ón y 

secreción de estos monómeros (alginato). se encuentran agrupados en 

una sola región, formando un operan (operón a/g), localizado en el min 

34, sobre el genoma de P. aerugmosa lChotrns y Ohman, 1993]. El primer 

gen del operón es a/gD y aproximadamente a 18 kilobases (kb) hacia 

abajo de est.e gen se encuentra algA. el último gen de este operón, en 

medio de estos genes se encuentra algB. alg44, algE. algG. algX. algL, 

algJ algl y algF en ese orden (Fig 6,A) [May y Chakrabarty, 1994]. 

El gen a/gC, se encuentra cercano a los genes reguladores algZ, 

algR, algRZ y algP.3, ubicados en el minuto 1 O del genoma de P. 

aeruginosa, pero la transcripción de a/gC es a part.1r de un promot.or 

diferente, del que se transcriben los genes reguladores (Fig 6,8). En 

est.a región también se encuentran otros genes que no están 

involucrados en la biosíntesis de alginato, estos genes son: argH 

involucrado en la biosintesis de arginina; heme y hemD involucrados en 

la bioslntesis de precursores de grupos hemo y el gen fk I que codifica 

para un homólogo de la proteína de unión a FK506 de la superfamolia 

inmunofilina [Yu et al., 1997]. 

El gen que codifica para el factor sigma (n) AlgU, se encuentra 

junto con los genes mucA, mucB y los recientemente encontrados mucC 

y muco [Boucher et al., 1996]. mucA y rnucB codifican para los 
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C) 

8) 

A) 
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~~~~ 

m1nu10ee 
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mlnuttr13 

f&i'ífl!'áWJ f¡!jjjí1J IJ1Wi"J5ii3fkiiíd:'$Jre:J!atfiit1f!!í@ j -34 
• Genes involucrados en la b1osintes1s de alginato. 

O Genes no involucrados en la b1osíntes1s de algmato. 

L-~-·---'G~e~n~e~'~"~u~c~tu~t~'"~'~~~~~~~~~~~--~~~~~~~~~~~~~~~~· 

Figura 6. Organización y locahzación f1stea de IO!. gt-nes 1n .... olucrados en la bt0Smtes1s de 
algmato sobre el genoma de P ae>rug1nos.J. encontrandose agrupados en cua?.•o reg,ones. A) 
Genes estructurales. Pxcepto algC. formando una estructura operónica ub•Caoos en el m1n 
34. 8) Gene:<> reguladores, locahzados en el m1n 1 O y ~ 3. C) Genes Que regulan la muco1dra. 
organ12·ados en un operón, localizados el el min. GR {rnod1t1cado de May y Chakrabarty, 
1994) 
Des1gnac1ones alt~r n.atrvas para .tlgunos genes son· algU - .JlgT, 1nucA .. algS. mucB ... illgN. 
algR .. .JlgR 1. algR2 - .o1.gQ, illgR.3 ... algp. algx-a~q60. 
LAS FLECHAS MUE5TRAN El SENTIDO 0[ LA TRANSCRIPCION 

, 7 



productos que regulan negativamente la actividad del factor a AlgU y 

forman un operón localizado en el min 68 sobre el genoma (Flg 6,C). 

3.7.2 Regulación de 111 mucoldí11 en P. ••,ufllna••· 

La regulación de la mucoldfa está dada por los productos del 

operón algU mucABCD. El gen algU codifica para el lactar sigma (a) 

alternativo AlgU, éste tiene una alta actividad en cepas mucoldes 

(Iniciando la transcripción de los genes involucrados en la blosrntesls 

de alginato figura 8); el fenotipo mucoide se debe a una sobreproducción 

de alginato. Los productos de los genes mu e A y rnucB regulan 

negativamente la actividad de AlgU (Fig. B) [Deretic et al., 1990; 

Deretic et al., 1993; Goldberg et al., 1993; Martin et al., 1994; Schurr et 

a/., 1993). Estos genes están involucrados en la conversión espontánea 

entre el fenotipo rnucoide y no mucoide. En cepas aisladas de pacientes 

con fibrosis qufstica, los genes mucA y mucB se encuentran mutados, 

por lo cual no producen el elemento que inhibe la actividad de AlgU, 

generando así cepas mucoides. 

El factor a AlgU es similar a la proteína d=. de Escherichia coli. 

Salmonel/a typhimurlum y Photobacterium sp. En P. aeruginosa además 

de tener actividad en cepas mucoides, también está involucrada en la 

expresión de sistemas para incrementar la resistencia a medios 

estresantes como: altas temperaturas, altas concentraciones de 

agentes oxidativos. esta función también se ha observado en el factor 

oE de E. coli y S. typhlmurlum, en el caso de Photobacteriurn se requiere 

para vivir a altas presiones y bajas temperaturas. condiciones que se 

dan en su habitát (tondo marino). 

Como estos factores (aE y a AlgU) son muy similares pueden ser 
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Intercambiables [Schurr et al., 1996], éstos reconocen secuencias 

similares de ADN (promotores). La secuencia de -35 y -10 de los 

promotores activados por a E muestra una reglón conservada, 

particularmente en la reglón -35 (Flg. 7) y puede ser comparado con los 

promotores dependientes de AlgU, Incluyendo algD, algR y algU (Flg. 7). 

oE consenso 
Pa algU P1 
Pa algU P3 
Pa algR 
Pa algD 
Ec rpoH P3 
Ec htrA 

EcrpoE 
St rpoE 
St htrA 
Pa rpoH 

-35 -10 +1 
GAACTT 16/17pb TCTGA 5/6 pb 

GAGAACTTTTGCAAGAAGCCCGAGTCTATCTTGGCA 
TGGAACTTTCTTAGACGCATCGGTTCCAAAGCAGGA 
GGGCACTTTTCGGGCCTAAAGCGAGTCTCAGCGTCG 
CGGAACTTCCCTCGCAGAGAAAACATCCTATCACCG 
TTGAACTTGTGGATAAAATCACGGTCTGATAAAACA 
CGGAACTTCAGGCTATAAAACGAATCTGAAGAACA 

CGGAACTTTACAAAAACGAGACACTCTAACCCTTTG 
CGGAACTTTACGAAACATAGACACTCTAACCTGTTG 
CGGAACTTCGCGTTATAAAATGAATCTGACGTACAC 
AGGAACTTATACACCCGCTTGCAGTCAGATATCCGA 

Figura 7. Secuencias de promotores que dependen de la actividad a E y a AlgU. Estos 
promotores tienen secuencias canónicas, principalmente la región ·35 es la más 
conservada, estos factores puedan ser intercambiados. Pa, P. aeruginosa: Ec, E. coli; St, S. 
typhimurium; [Schurr et al.. 1996; Deretic et al., 1994). 

3. 7 .3 Regulación de la transcripción del operón alg en P. 

aeruginosa. 

En P. aeruginosa el operón a/g es controlado apartir del promotor 

algD; como se mencionó anterior-mente. est:e promotor tiene una fuerte 

activación transcripcional en cepas mucoides [Deretic et al., 1987). El 

promotor algD posee una estruct:ura compleja, ya que se han descrito 
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varios elementos reguladores que peniclpen en su activación (Flg. B): El 

factor a AlgU es el responsable del inicio de la transcripción de este 

oper6n [Martin et al., 1994: Hershberger et al., 1995]. AlgU además de 

iniciar la transcripción de a I g O, es requerido para iniciar la 

transcripción de algC, algB, algR y su propio promotor. 

Además de AlgU. existen dos reguladores positivos de respuesta 

AlgR y AlgB, que pertenecen al grupo de proteínas de transducción de 

señales de dos componentes, estas incrementan la transcripción de algD 

[Oeretlc et al., 1969; Goldberg y Dahnke. 1992]. 

AlgR se une a tres sitios en el promotor algD (lig. B). que 

contienen las secuencias ACCGTTGTC, pero sólo su forma fosforilada 

activa la transcripción de este gen [Kato y Chakrabarty, 1991; Mohr et 

al., 1991: Mohr y Deretic, 1992; Deretic et al., 1992). La proteína 

sensora histidín-cinasa responsable de la fosforilación de AlgA se 

sugiere que es AlgZ y suponen que uno de los factores que sensa AlgZ es 

la osmolaridad. Se propone que en condiciones de alta osmolaridad, AlgZ 

fosforila a AlgR, que a su vez activa la transcripción del operón a/g [Yu 

et al., 1997]. Como dos de los tres sitios de reconocimiento de AlgR. en 

el promotor a/gD. se encuentran lejos del inicio de la transcripción (a -

500 pb), se postula que se requiere del doblamiento del ADN para que 

ésta se inicie [Oeretic et al., 1994]. Para que ocurra el doblamiento de 

ADN se propone la participación de las proteínas AlgR3 [Kato et al., 

1990] e IHF [Mohr y Deretic. 1992). Inserciones en algR bloquean la 

expresión de algD. Existen sitios similares en el promotor algC y hay 

evidencias de que AlgA también activa la transcripción de algC; 

[Fujiwara et al .. 1993). 

El otro regulador de respuesta AlgB. también aumenta la 

transcripción de algD. sin embargo, hasta el momento no se conoce de 
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qué manera lo hace. Se sabe que AlgB se requiere para aumentar la 

producción de alginato, pero no es esencial para la activación 

transcripcional de algD, ya que se ha observado que mutantes en algB no 

disminuye significativamente la transcripción de a/gD. Para el caso de 

AlgB, la protefna que la fosforila (protefna sensora), asf como los 

factores ambientales que ésta sensa aún no han sido identificados. 

Otro elemento regulador positivo que aumenta el inicio de la 

transcripción de algD es el producto del gen algR2 (lig 8). AlgR2 se 

requiere para la síntesis de alginato a 37ºC, hasta el momento, tampoco 

se conoce la manera en que regula la transcripción de algD. Se ha 

reportado, que AlgR2, también participa en la regulación de las enzimas 

nucleótido difosfato cinasa (Ndk) y succinil coenzlma A sintasa (Ses), 

esta última del ciclo de los ácidos tricarboxilicos, (Schilctman et al •• 

1994]. 
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Figura B. C1rr:u1to r~ulaoor ou~ controla la tf.tn·.cr1pc-1ón del <.>~ron Jo/O y la e:1<ph:·~•ón 
de muco1d1"' en P. aeruorn.::is..a ln IJ p..trte supr.11or de la r.:a•,,..;;arl.1 r~Qul.""tdc:u>t '>e •'n<'."'<.Jentran 
agrupados en un operan 1cr,. gene: • .;ilgU mucAACCI, ..t/9U c.1.od1f1ca i>ar.t el fac.. tor !>1qma A.1gU {•• 
AlgU). mucA y nuKB, <"LI)IO~· prooucto-:. reyul."1<' neqat1 .... an1ente 1.:1 ~ct1J1da,1 de AIQU. 
controlando la conversión del fenotipo muco1de. lK:l· ... promotore~ ""I d•~tal (Ud) y proiumal 
(Up), controlan la e:icpr(.'"<:.•01• de .1lc;U. 1_a tfan":>rn1x:•ón de al<JR tan1b1en se reah.:-a por un 
promotor distal y pro'll1n1JI [1 operón ~IQD se transcrob•~ a panir de un solo pro1notor. e: 
distal. La ei<pre-:;16n del operón J/gO. acpende del ~actor ,, ,,: .. 1gU. 1unt0 con el requ~Oor 
pos1t1vo A&gR. El factor,, AlgU. tambtCn es reQuendo pard tr..tn-:.Cnb1r su propio pu.motor, 
añemas de a19R, alt;;B y algC. La 1ntervenc1ón o~ AlgB en la tranS>Crip..;u'm del operón JIC)D no 
está claro PQ$tulándosc tamb1Cn la pdrt1c1pac16n d~ AllJR [Mod1t1cado de Mart1n er ·"''. 
1994]. 
Genes en rec.tanguk:I. 
Proteínas en ovalas. 
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IV. ANTECEDENTES. 

Le ruta de blos(ntesls de alginato en P. aeruglnosa y A. vlnelandil 

son muy similares. A. vinelandii contiene secuencias de ADN homólogas 

a algunos genes de P. aeruginosa involucrados en la blosíntests y 

regulación de alginato como algD. algB, alg44, algL algA y algR [Campos 

et al., 1996; Lloret et al .. 1996; Martlnez-Salazar et al., 1996; Me]fa et 

al., en revisión ]. 

Algunos de los genes homólogos secuenciados de A. vinelandil y P. 

aeruginosa Involucrados en la biosintesis de alginato muestran gran 

porcentaje de identidad y similitud, tanto en genes estructurales como 

genes reguladores (p. e. algO. mucABCD [Campos et al., 1996; Martlnez-

Salazar et al., 1996]). Ambas bacterias, se encuentran 

filogenéticamente muy cercanas. ambas especies pertenecen al linaje 

Azomonas-azotobacteriaceae. Por lo que no es de extrañarse que la ruta 

de blosíntesis de alginato sea muy similar en estos organismos, que 

tengan secuencias homólogas e incluso guarden un arreglo similar en la 

organización de los genes que hasta el momento se han encontrado. 

Los genes estructurales que se han encontrado hasta el momento 

(algD, algB. alg44, algL algA), están en un solo cósmido, denominado 

pMSD 675 [Campos er al., 1996; Lloret et al., 1996; Mejla er al.. en 

revisión]. Esto se ha realizadó por tecnicas de hibridación de ADN-ADN. 

utilizando como sondas los genes algD. algB, alg44, algL algA y algR de 

P. aeruglnosa, para buscar sus homólogos en un banco genómico de A. 

vinelandii. El banco genómico de A. vinelandii ATCC 9046 está 

construido en el cósmido pCP13. 
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Los genes estructurales de la blos(ntesis de afginato en P 

aeruglnosa están agrupados en forma de un operón. transcrtblendose a 

través del promotor a/gD, mientras que en A. vinelandli. no parecen 

estar agrupadas en un solo operón, por la existencia de cepas que tienen 

mutaciones en genes que están hacia arriba de algL y algA, sin embargo. 

estos genes se expresan. de esta manera no se tiene un efecto polar en 

los genes que están hacia abajo de el gen mutado como en el caso de P. 

a eruginosa. 

Con base en que no existe un efecto polar sobre algLA. cuando se 

hacen mutaciones sobre algunos genes que están hacia arriba de estos, 

se pensó que en A. vinetandii existía cuando menos un promotor más que 

transcribiera tos genes estructurales de la biosintesis de alginato. Sin 

embargo. se publicó la secuencia del gen algJ de A. vinelandii; [Rehm, 

1996] y en el análisis de dicha secuencia se encontró una región que 

tenia similitud con secuencias de reconociemto para un factor sigma 

(promotor). 

Con lo anterior se planteo ver si los genes algJ y algG se 

encuentran en la región donde ya se han localizado los otros genes 

estructurales y determinar si el promotor de algJ también transcribe al 

operón algLA. 
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V. OBJETIVOS 

Determinar si los genes a/gJ y a/gG se localizan en la región a/g del 
genoma de A. vlnelandii. 

Comprobar que el operón algLA inicia su transcripción a partir de un 
promotor diferente al promotor a/gD. 

Determinar si los genes algJ y algG se transcriben a partir del promotor 
que se encuentra hacia arriba de algJ. 
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VI. MATERIALES Y METODOS. 

En el desarrollo de la biología. 
como en el desarrollo de varias ciencias. 

el concepto es más importante que el metodo. 
Las tccnlcas son unicamcnte las sirvientas 

de las ideas. Ellas no tienen gran poder en estas. 

Alexis Carrel (Modificado). 
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6. 1 CEPAS Y PLASMIDOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO 

CEPA 

ATCC9046 

RSOl 

UW136 

LA21 

PLAMIOOS 

pMS0675 

pMSAS-5 

pMSOX7 

pBHR541 

pBRGO 

pOA4033 

pKK3535 

CARACTERISTICAS REFERENCIA 

Cepa silvestre de A. vmeland11. Nalr. Mucotcte. colcccton 

Mutante derivada de la ATCC9046, tiene mtegrado en su Ca~ 
croO"lOsoma al p13sm1do pMSDX7. interrumpiendo el gen et al., 1 996 
algD. Arr1>'. Nalr No mucoK1e. 

inserción de una secuencia. intenump1do el gen algU. Martinez-Salazar 
Ri~.Nomuco1de et;d., 1996 

lnsers10n del Mini_ TnS_lac Zl sobre la región 5 • del Me11a et al., 
gen algJ. Krnt. Nal'. No mucolde. en rev1s16n. 

Cosmtdo conteniendo un tragrnento de 2 S Kb del crofTIOSoma Campos et al .• 
de A. vmelandu. incluyendo kJs genes algD, algL y algA. Te'. l 9 9 6 

Cosm1do conteniendo un tragrnento de 20 Kb del cromosoma Lloret et al. 1996 
de A. vinelambt, incluyendo los genes afgL y algA. Te~. Nalr. 

Plásmtdo que conttene 594 pb de el gen afgDque codifica Campos et al., 
del ammot!c1do 137 a 337 de la enzuna GDP-manosa desh1- 1996 
drogenasa. derivado del pSK •. Ampr. 

Conttene una c'°"ª de 1.5 Kb de ADN de A. vmelandu. con- Rehm, 1 996. 
teniendo al gen algJ. Ampr. 

Contiene un fragmento de 1. B Kb. de ADN de A. vinelandii, Rehm et al .• 
conteniendo el gen algG. Ampr. 1 996. 

Contiene un tragrnento de ADN de P. aerugmosa el cual in Oarzins et al., 
cluye el gen algA. 1 986 

Contiene los genes que codifican para los ARN nbosomales Wheaton 
de E. coli. Ampr, Tets, Thr. 
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6.2 ENZIMAS DE RESTRICCION UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO 

ENZIMA SECUENCIA SOLl.X:tCJN TEMPERATURA LABORATORIO 
OUE AMORT10l.JADOAA 
RECONOCE 

Banl-i 1 GU:....T= Tris-HCI pH B.5 200 mM 30 .. C Amersham 
MgCl2 100 mM 
Ditiotreitol 10mM 
KCI 1000 mM 
BSA 100 µg/ml 

EcoAI G.IAATTC Tris-HCI pH 7.5 500 mM 37ºC Amarsham 
MgCl2 100 mM 
Ditlotreltol 10mM 
NaCI 1000 mM 
BSA 100 µg/ml 

HincJM 111 AlAGCTT Tris-HCI pH 7.5 100 mM 37ºC Amersham 
MgCl2 100 mM 
Ditiotreitol 10mM 
NaCI 500 mM 
BSA 100 µg/ml 

Ndel CA.f.TATG Tris-acetato pH 7.9 330 mM 37ºC Amersham 
Mg-acotato 100 mM 
Ditiotreltol 5mM 
K-acetato 660 mM 

Sall GlTCGOC Trls-HCI pH 7.5 500 mM 37ºC Amersham 
MgCl2 100 mM 
Ditiotreitol 10mM 
NaCI 1000 mM 
BSA 100 µgfml 

Sphl GCATG.!.C Tris-HCI pH 7.5 500 mM 37ºC Amersham 
MgCl2 100 mM 

Ditiotreitol 10mM 
NaCI 1000 mM 
BSA 100 µg/ml 

Xhol C.J.TCGOC Tris-HCI pH 7.5 sao mM 37ºC Amersham 
MgCl2 100 mM 
Ditiotreitol 10mM 
NaCI 1000 mM 
BSA 100 µg/ml 
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Los medios y soluciones utilizados en este trabajo se encuentran en el 
apendlce. 

6.3 PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO POR LISIS ALCALINA. 

En 5 mi de medio (LB más el antibiótico de selección 
correspondiente para cada plásmido) se inoculó una colonia de t=. coli, 
que porta el plásmido de interés y se incubó a 37ºC en agitación (200 
rpm) toda Ja noche. Las células se obtuvieron al centrifugar en un tubo 
eppendorf de 1.5 mi. a 10,000 rpm. por 2 min, con el uso de una 
microcentrifuga eppendorf modelo 5415 C. Se resuspendió la pastilla de 
células en 1 mi. de solución l. Se hizó otra centrifugación. La pastilla 
se resuspendió en 150 J.-tl de solución r con lisozima (4 mg/ml) se dejo a 
temperatura ambiente por 10 min. Después se adicionaron 350 µI de 
solución 11, se puso en hielo por 1 O min. A continuación se agregaron 
250 µI de solución 111. dejándolo en el hielo por 20 min. Posteriormente 
se centrifugó a 14.000 rpm por 10 min. Se obtuvó el sobrenadante y se 
le adicionó un volumen de cloroformo, se mezcló manualmente por 
inversión. Enseguida se centrifugó a 14,000 rpm. por 2 min. Se tomó la 
fase acuosa (fase superior), y se le agregó un volumen de cloroformo, se 
centrifugó a 14,000 rpm por 2 min. repitiendose dos veces. Para 
precipitar el ADN se tomó la fase acuosa de la última extracción y se 
agregaron 0.6 volúmenes de isopropanol, dejándolo de 7 a 1 O minutos a 
temperatura ambiente. Después se centrifugó durante 15 min. a 12,000 
rpm. La pastilla se lavó 3 veces con 1 mi. de etanol al 70°/o. 
Posteriormente la pastilla se secó y resuspendió en 30 µI de solución 
amortiguadora TE 10/1 más 5 µI de ARNasa y se incubo a 37ºC por 1 hr. 
Se tomaron 3 µI para verificar la purificación del ADN y la digestión 
del ARN, por electroforesis en un gel de agarosa. 

6.4 PURIFICACION DE ARN TOTAL DE A. v/nefandll. 

Se inocularon 50 mi. de medio SS-modificado y el antibiótico 
correspondiente para cada cepa y se incubó a 29ºC en agitación (150 
rpm) por 24. 36 y 48 hrs. Se recuperan Jas células por centrifugación. 
En un tubo ependorf de 1 .5 mi se centrifugaron 2 mi del subcultivo a 
10,000 rpm por 2 min. Se desechó el sobrenadante para lavar la pastilla 
celular resuspendiéndola en 1 mi. de MgS04 10mM, se volvió a 
centrifugar. Se repitieron los lavados hasta que fa pastilla celular ya no 
se observó ·mucoide. Para realizar la lisis celular. se resuspendió fa 
pastilla en 40 µI de DEPC* al 0.1%, en seguida se agregaron 3 µI de 
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DEPC• al 0.5%, 200 µI de acetona helada, se mezcló manualmente por 
Inversión y se centrifugó a 10.000 rpm. por 2 mln. Se desechó el 
sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 30 µI DEPC al 0.1 %, luego 
se adicionó 10 µI de DEPC al 0.5% con lisozima (10mg/mi), se incubó a 
37ºC por 1 O min. En seguida se ngregaron 2 µI DEPC al O.So/o con 
protelnasa K (100r¡g/ml), se dejó en hielo durante 10 mln. La extracción 
del ARN se hizo añadiendo 3.5 µI de DEPC al 0.5%, 200 µI de fenol 
(precalentado a 70ºC). 150 µI de cloroformo. se mezcló manualmente 
por inversión y se agregaron 120 ~ti de OEPC al 0.1°/o. Se centrifugó a 
12,000 rpm por 5 minutos. Después se tomo la fase acuosa y se le 

_agregó 1 mi de etanol absoluto. se dejó a -20ºC por 1 hr. Después se 
centrifugó a 12.000 rpm por 15 min. se desecho el sobrenadante. La 
pastilla secó y resuspendió en 50-100 µI de DEPC al 0.1%. Para 
verificar la extracción de ARN se hizó por electroforesis en un gel de 
agarosa en condiciones desnaturalizantes y se almacenó a -20ºC. 

6.5 ELECTROFORESIS. 

6.5.1 ELECTROFORESIS DE ADN 

Para la realización de electroforesis se hacieron geles de agarosa 
al 1°/o con solución amortiduadora de acetatos 1 X. Los pozos del gel 
fueron cargados con 3 µI de muestra más 1 µI de colorante. En cada gel, 
se utilizó un pozo para poner 1 µI ( 1 OOr¡ g/µI) de marcador de peso 
molecular (ADN del fago A. digerido con Hind 111), que sirvió para 
calcular el tamaño de las bandas de ADN y su concentración. La 
electroforesis se corrió a 75 volts por 3hrs. en solución amortiguadora 
de acetatos a 1X. Después el gel fue teñido con bromuro de etidio (0.5 
µg/ml) durante 30 min, enseguidn se enjuago con agua por 5 min y se 
observó en el transiluminador de luz UV Sigma modelo T 1202. 

6.5.2 ELECTROFORESIS DE ARN. 

La electroforesis de ARN se hizo en condiciones 
desnaturalizantes. Se preparó un gel desnaturalizante de la siguiente 
manera: en un matraz erlenmeyer estéril, se colocaron 0.5 g de agarosa, 
10 mi de solución amortiguadora MAE SX y 30.5 mi de agua. se fundió la 
agarosa en el horno de microondas. Cuando tuvo una temperatura de 
60ºC. aprox, se agregaron 9 mi. de formaldehfdo al 37%, se mezcló y 
vertía al molde para su gelificación a temperatura ambiente por 1 hr. 
Las muestras se trataron de la siguiente manera: en un tubo eppendorf 
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de 0.5 mi se depositaron 1.5 ~ti de DEPC al 0.1 %, 3 µI de ARN de la 
extracción, 2 µI de solución amortiguadora MAE 5X, 3.5 µI de 
formaldehído al 37 °/o, 10 µI de formamlda, se Incubaron a 55ºC por 15 
mln. Después se pasaron al hielo 5 min. posteriormente se adicionaron 2 
µI de colorante y se colocaron en el gel. La Unción se hizo como se 
describió anteriormente. 

6.6 DIGESTION DE ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION 

Para la digestión de 1 µg de ADN se requirió de dos unidades de 
enzima, donde una unidad de enzima se define como. la cantidad de 
enzima necesaria para digerir 1 µg de ADN a la temperatura adecuada y 
con la solución amortiguadora de reacción correspondiente. Para 
calcular la concentración aprox.imada de ADN que se obtuvó en cada 
purificación se realizaron eletftroforesis (como se describe en la 
sección 6.5.2), para hacer los cálculos correspondientes y tomar la 
cantidad necesaria, para tener la concentración que se necesitó digerir. 
En un tubo eppendor1 de 0.5 mi. se colocó la muestra de ADN a digerir, 
después se agrego agua estéril (la cantidad necesaria para tener un 
volumen final de 25µ1. enseguida se adicionaron 2.5 µI de solución 
amortiguadora de reacción, concentrada diez veces ( 1 OX) y la enzima 
correspondiente. se incubó a la temperatura indicada. Para parar la 
reacción se hizo con un impulso térmico a 65ºC por 5 mfn Se revisó la 
digestión en un gel de agarosa por electroforesis. 

6.7 PURIFICACION DE BANDAS DE ADN. 

Para la obtención de las bandas de ADN de nuestro Interés. 
primero se hizo la purificación del plásmido, después se hicieron 
digestiones con enzimas de restricción. Después las bandas fueron 
separadas en un gel de agarosa al 1°/o con amortiguador de acetatos 1 X, 
por electroforesis. Se tiñó el gel y en el transiluminador de luz UV se 
visualizaron las bandas de ADN, ahí mismo se obtuvo la banda de 
Interés. se colocaron en un tubo eppendor1 de 1 .5 mi. Se centrifugó por 
30 segundos. Para limpiar la banda se hizo lo siguiente: se maceró con 
una espátula la agarosa que contenía el ADN, se pasó por jeringa 
insuHnica. Después se le agregaron 50 µI de solución amortiguadora TE 
10/1, 5 µI de NaCI 5M y 200 µI de fenol. Se agitó con vortex, se pasó 
inmediatamente en hielo seco durante 20 min. En seguida se centrifugó 
a 14.000 rpm por 15 min. Se tomó la fase acuosa y se coloco en un tubo 
nuevo, se le adicionó un volumen de fenal-cloroformo 25:24. Después se 
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centrifugó a 14,000 rpm por 3 min. Se tomó la fase acuosa y se colocó 
en un tubo nuevo. se adicionó un décimo de NaCI 3M y 2.5 volumenes de 
etanol absoluto. Posteriormente se centrifugó a 14 .000 rpm por 15 mln. 
Por último se secó y resuspendló la pastilla en 25µ1 de agua destilada 
estéril. 

6.8 MARCAJE RADIACTIVO DE SONDAS. 

Se marco con el •kit Rediprime" {Amersham). esto se realizó 
conforme a las instrucciones del fabricante con nucleótido radiactivo 
[a l2P]dCTP. 

Para separar el nucleótido radiactivo que no se incorporó en la 
reaccion de marcado, se realizó por cromatografía en columna. la resina 
que se utilizó para preparar la columna fue sephadex G-75. La columna 
se hizo con una jeringa insulín1ca (1 mi.). en la parte de abajo se colocó 
pelo de ángel o fibra de vidrio para evitar que se saliera la resina. 
Enseguida se procedió a llenar la jeringa con la resina que previamente 
fue hidratada con un mínimo de 24 horas. Con una pipeta pasteur se 
llenó hasta 95 U o 950 µI aproximadamente, evitando dejar burbujas de 
aire. Después se equilibro la columna con solución amortiguadora de 
columna. se le adicionó esta solución hasta que la que salió por debajo 
de la colunma tuvo un pH de B.O. Una vez equilibrada, se dejo salir toda 
la solución amortiguadora. La mezcla donde se llevó a cabo la reacción 
de marcado se llevo a un volumen de 300 µl con solución amortiguadora 
de columna y se puso en la columna, en un primer tubo eppendor1 de 1.5 
mi se colectaron los 300 ~d de solución, se agregaron otros 600 µI de 
solución amortiguadora a la columna. se colectaron en un segundo tubo, 
en este tubo sale el ADN marcado, finalmente se agregaron 300 µ 1 de 
solución amortiguadora que son colectados en un tercer tubo, aqui salió 
el nucleótido radioactivo que no se incorporó en el ADN. 

6.9 HIBRIDACION DE ADN-ADN (Tipo "Southern Blot"). 

TRANSFERENCIA DEL ADN A LA MEMBRANA DE NITROCELULOSA (Hybond C 
extra Amersham) 

Para transferir el AON a la membrana de nitrocelulosa, se hizo 
una electroforesis en un gel de agarosa al 1 o/o. Después el gel fue 
tratado para desnaturalizar el ADN, primero se incubó el gel en 200 mi. 
de solución 1, se puso en agitación suave por 1 5 mln. se desechó la 
solución y se repitió el tratamiento con la misma solución. Después fue 
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tratado dos veces con 200 ml. de solución ll, dejándolo en agitación por 
20 min en cada tratamiento. Posteriormente se incubó dos veces con 
solución 111 por 30 mln en agitación. Luego se enjuago el gel con 200 mi 
de solución amortiguadora SSC 6X por 1min. Después se formó el 
sistema de transferencia de la siguiente manera: En un recipiente se 
colocó solución amortiguadora SSC 6X. encima del refractario se puso 
un vidrio atravesado, enseguida del vidro se puso papel 3M humedecido 
en SSC 6X. quedando los bordes. en contacto con la solución 
amortiguadora. después se colocó el gel, se le puso parafilm en las 
orillas del gel para evitar que se mueva y que la solución pase 
unicamente através del gel. a continuación se coloco la membrana que 
previamente fue hervida en agua destilada por i O min y enjuagada en 
SSC 6X. posteriormente se colocaron dos pedazos de papel 3M. cortados 
a la medida del gel, finalmente se pusieron servitoallas y un objeto de 
i/2 kg. de peso. Se dejo el sistema de transferencia de 12 a 14 hrs. 
Para fijar el AON a la membrana. se desmontó el sistema, se marcó la 
entrada de los pozos y la ubicación de la membrana con respecto al gel. 
Después se colocó la membrana en el hamo Vacum oven modelo 5831. 
se dejó de 2 a 3 hrs. a eo•c. con vacio a 5 mm deHg. Se almacenó a -
20ºC hasta su utilización. 

HIBRIDIZACION. 

Para realizar la hibridizaciOn. primero se requiere hacer una 
prehibridización. En un tubo de hibridización, se cotocó \a membrana con 
5 ml. de solución amortiguadora de hibridización. se incubó en el horno 
de hibridización Robbins Scientitic modelo 1000 a 42ºC de B a 12 hrs. 
Después se desechó la solución. se le puso nuevamente 5 mi. de la 
solución amortiguadora y la sonda marcada, se dejó hibridando de 12 a 
14 hrs. a la misma temperatura. Después se lavó la membrana, para 
retirar la marca inespecífica. de la siguiente manera: se retiró la sonda 
del tubo de hibridización, se añadieron 50 m1. de solución 1 previamente 
calentada a 42ºC, se incubó en el horno por 15 min, se desechó la 
solución y se repitió el lavado con la solución 1. duplicando el tiempo 
de incubación. Después se pasó la membrana a una charola de plástico. 
se agregaron 500 mi. de solución 2 precalentada a 42°C, se Incubó por 
30 min. a ta misma temperatura. Finalmente se lavó con 500 ml. de 
solución 3. se incubó por 30 min. Se escu1Tió el filtro y se acomodó en 
un cassette de exposición (Okamoto). con una placa fotográfica (Kodak 
X-OMAT-ARS). se expuso en un ultracongelador a -70ºC. El tiempo de 
exposición dependió de de la intensidad de hibridización. 
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Posteriormente se revelo la placa, dejándola un minuto en el revelador 
y un minuto en el fijador, después se enjuago con agua. 

6.10 HIBRIDIZACION DE ARN-ADN. (Tipo "dot blot") 

TRANSFERENCIA DEL ARN A LA MEMBRANA DE NYLON (Hybond N+ 
Amersham) 

La transferencia se hizo con un aparato (Slott blot). éste tiene 
una serie de pozos. para colocar las muestras. Este aparato se conectó a 
un sistema de vac(o para absorber la solución amortiguadora 
desnaturalizante en la que se encontraba el ARN. 

Procedimiento: Se purificó el ARN y se calculó su concentración 
en el espectrofotómetro Milton Roy Spectronic modelo 601. a 260 nm. 
Se hicieron los cálculos. para tener 40 µg de ARN por cepa. Los 40 µg de 
ARN fueron colocados en un tubo eppendorf de 1.5 mi y se llevo a un 
volumen de 80 µl con solución amortiguadora desnaturalizante, se 
homogenizó la solución. se centrifugó brevemente e incubó a 65°C por 
15 min, enseguida se pasó a hielo, dejándolo 5 min, después se 
centrifugó brevemente. Posteriormente, la membrana se corto a la 
medida del aparato y se humedeció durante 15 min. con SSC 1 OX, se 
colocó en el dispositivo. Después los 40 µg de AAN de cada cepa fueron 
depositados en cuatro pozos del aparato. de la siguiente manera: se 
colocaron 40 µI de la solución en el primer pozo. 20 µI en el segundo, y 
10 µI en el tercero, para tener 20, 10, 5. de ARN respectivamente en 
los pozos. Cuando se terminó de absorber el amortiguador 
desnaturalizante, se desmontó el dispositivo, para marcar la membrana 
ubicando los pozos de cada cepa. La fijación del ARN a la membrana se 
hizo con NaOH 0.4 N, se colocaron 10 mi. aprox. de NaOH sobre un vidrio. 
a continuación se colocó la membrana (la parte donde quedo depositado 
el ARN quedó hacia arriba, para evitar el contacto directo con el NaOH). 
se dejó durante 10 min, después se enjuagó en SSC 2X por un minuto. 
Finalmente se secó la membrana y se almacenó a -20ºC hasta que se 
ocupó. La hibridización se hizo según el protocolo de hibridización tipo 
·southern". 
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IDENTIFICACION DE ALGUNOS PROMOTORES QUE INICIAN LA 
TRANSCRIPCION DE LOS GENES ESTRUCTURALES PARA LA 
BIOSINTESIS DEL EXOPOLISACARIDO ALGINATO EN Azotobacter 
vlne/andl/. 

7.1 OBTENCION DE LOS FRAGMENTOS DE ADN QUE SE UTILIZARON 

COMO SONDAS EN LAS HIBRIDACIONES. 

En la figura 9 se muestra la electroforesis de la purificación y 

digestión con endonucleasas de restricción de los pJásmidos de donde 

se obtuvieron las sondas utifilizadas en fa realización de las 

hibridaciones (tipo "Southern" y "dot blor). Las enzimas de 

restricción, que se utilizaron en la digestión de los plásmldos, para 

obtener los fragmentos deseados se muestran en la tabla IV. 

. 

TABLA IV. Fragmentos de Jos genes utilizados como sondas en las 

hibridaciones. 

SONDA TAMAÑO(pb) SITIOS DE ORIGEN 

RESTRICCION (PLASMIDO) 

algD 594 Hind 111-Hind "1 pMSDX7 

algJ 1500 BamH 1-Nde 1 pBHR541 

algG 1200 Hind 111-Hind '" pBR60 

algA" 496 Sst 1-Sal 1 pDA4033 

a/gA de P. aerugmosa. 
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9.4 

G.G 

23.1 

9.4 
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4.3 
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Figura 9. Electroforesis de las digestiones de los plésmldos de donde 
se obtuvieron los fragmentos para utizarlos como sondas (A). Carril 1) 
pBR60 digerido con Hínd 111; carril 2) ).. digerido con Hínd 111; (B). Carril 
1) pBHR 541 digerido con Nde l/Bam HI; cariil 2) pMSDX9; 3) carril ).. 
digerido con Hínd 111; carril 4) pDA4043. 
•Marcador de peso molecular. 
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7.2 Locallzaclón de los genes algJ y a/gG en la reglón a/g del 

genoma de A. vlnelandll. 

Para determinar que los genes algJ y algG forman parte del grupo de 

genes blosintéticos del alginato ubicados en ta región alg del genoma de 

A. vlnelandii. se usaron fragmentos Internos de ambos genes 

(provenientes de los ptásmidos pBHR 541 y pBA 60) [Rehm, 1996; Valla. 

1996]. marcados radloactlvamente con [a l2P]dCTP y utilizados como 

sondas en la hibridación contra el ADN de los plásmidos pMSD675, 

pMSA55 (Flgl O). 

El plásmido pMSD675 contiene un fragmento de 25 kb (kilopares de 

bases) del genoma de A. vinelandil, el cual incluye la región donde se 

encuentran agrupados los genes estructurales requeridos en la 

biosfntesls del atglnato (región algDA) [Campos et al.. 1996; Llore! et 

al .. 1996]. en medio de estos genes (algD y algA) se han localizado los 

genes algB, alg44, algL, algF (Fig. 12,A) [Campos et al.. 1996; Llore! et 

al., 1996; Mejfa et al .. en revisión]. El plásmido pMSA55 contiene un 

fragmento de ADN genómico de A. vinelandii el cual Incluye el operón 

algLA y carece de la región de donde se encuentra el gen algD (Fig. 

12,B) (Llore! et al., 1996], la ausencia del gen algD fué demostrada por 

análisis de "Southern blot" [Campos et al.. 1996]. Ambos plásmidos 

(pMSD675 y pMSA55) se originaron en la elaboración del banco genómico 

de la cepa ATCC 9046 (cepa silvestre de A. vinelandi1). basado en el 

cósmido pCP13. 

Los resultados obtenidos, como se puede observar en Ja figura 11, 

ambos genes hibridaron con el plásmldo pMSD675 que tiene la región 

a/gDA, esto demuestra que estos genes se encuentran dentro de Ja 

región a/g del genoma de A. vinelandii, región donde se encuentran 

agrupados los genes biosintélicos del alginato. Con los resultados de la 
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hibridación del gen afgG con los plásmldos pMSD675 y pMSA55 nos 

sugiere lo siguiente: 

1) El gen algJ no se encuentra formando pane del operón algLA. 

Esto se determino por no detectar señal de hibridación en el plásmldo 

pMSA55 cuando se híbrido con este gen (Fig. 11,A), como se menciona 

antes, ya se habla observado que el plásmido pMSA55 expresa el operón 

a/gLA [Lloret et al., 1996). 2). El gen algG se encuentra hacia abalo de 

a/gJ, debido a que, afgJ unlcamente hibridó con el plásmido pMSD675 

(Flg. 11,A). mientras que el gen algG hibridó con ambos plásmldos. Como 

se menciono antes el plásmido pMSD675 tiene la región desde algD 

hasta algA (Fig. 12,A), mientras que el plásmido pMSA55 carece de la 

reglón donde se encuentra el gen afgD. 
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Figura 1 O. Electroforesis de las digestiones de los plásmidos pMSASS 
y pMSD 675, digestiones realizadas con enzimas de restrición. (A) 
plásmidos sin digerir: carril 1 pMSA55; carril 2) pCC 27 (Plásmido no 
utilizado en este trabajo); carril 3) pMSD 675; carril 4) pBHR 541: 
carril 5) marcador de peso molecular ( ">.-Hind 111). (B) carril 1) pMSA55 
digerido con Eco RI; carril 2) pCC 27 digerido con Eco RI (Plásmido no 
utilizado en este trabajo): 3) pMSD 675 digerido con Eco RI; carril 4) 
pMSD 675 digerido con Xho 1: carril 5) marcador de peso molecular ( A.­
Hind 111). 
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2 3 4 5 2 3 4 5 

4.0 -
2.75 - 2.75 - -~ 

2.0 -1.6 - • 1 1.7 - -1.5 
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Figura 11. Detección de los genes algJ y a/gG. Hibridación tipo 

"Southem" de los plásmidos pMSA55 y pMSD 675 con: (A) el gen a/gJ; 

(B) el gen algG, los plásmidos fueron digeridos previamente con 

endonucleasas de restricción. Carril 1) controles positivos; carril 2) A 

(Hind 111); carril 3) pMSA55 digerido con Eco RI; carril 4) pMSD 675 

digerido con EEco Al: carril 5) pMSD 675 digerido con Xho l. 

42 



A) 

B) 

• Genes cornpn>~dos en este trabaJo. 

Figura 12. Fragmento del genoma de A. vmelandli que portan los pltlsmidos: 
A) pMSD 675, B) pMSASS. 

7.3 IDENTIFICACION DE TRES PROMOTRES QUE INICIAN LA 

TRANSCRIPCION DE LOS GENES ESTRUCTURALES DE LA 

BIOSINTESIS DEL ALGINATO. 

7 .3.1 Localización de los promotores a/gD y algA. 

Para determinar la ex1stenc1a de los promotores que transcriben a 

los genes algD y algA se hicieron h1bndac1ones •tipo dot blot .. de ARN 

total de las cepas ATCC 9046. RSDl y la UW 136 de A. vinelandi1 (Fig. 

14), usando como sondas los genes algD de A .... ·ineland1i y algA de P. 

aerugínosa previamente marcados con [u ''.'P)dCTP. 

La cepa ATCC 9046 es la cepa silvestre de A. vinelandii. La cepa 

RSDl es una mutante en el gen algD en la que el vector que codiflca 
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para la resistencia a amplclllna, interrumpe el gen [Campos et al., 

19g6], La cepa UW 136 es una mutante en el gen algU (gen que codifica 

para el factor a AlgU). esta mutación se originó por la inserción de una 

secuencia que interrumpe al gen [Martinez-Saiazar et al .. 1996]. Los 

probables ARNm de estas cepas se muestran en la figura 14. 

Los resultados que se obtuvieron, como se puede observar en la 

figura 15,A presenta señal de hibridación en el ARN de la cepa ATCC 

9046 y RSD1 con el gen algD, mientras que en la cepa UW 136 no se 

observó ninguna señal de hibridación. En lo que se refiere a los 

resultados obtenidos en la hibridación contra el gen atgA se tiene una 

señal similar en las tres cepas (ATCC 9046, RSD1 y UW 136). figura 

15,B. 

En la hibridación con el gen algD se esperaba que hubiera 

hibridación en la cepa ATCC 9046 por ser la cepa silvestre, por lo tanto 

produce el ARNm especifico del gen algD (Fig. 14.A). En la cepa RSD1 se 

desconocia si hibridaria porque tiene interrumpido el gen algD, como no 

se conocía en que parte del gen estaba la inserción, se ignoraba si el 

ARNm de algD interrumpido podria ser detectado. Nuestros resultados 

sugieren que el ARNm del gen algD interrumpido si puede ser detectado 

por experimentos tipo Northern en la cepa RSD1 (Fig. 15,A). En la cepa 

UW 136 se esperaba que no hubiera hibridación, porque el gen algU que 

codifica para el factor o AlgU, se encuentra mutado por ta inserción de 

una secuencia [Martfnez-Salazar et al., 1996]. El factor a AlgU se 

requiere para el inicio de la transcripción de algD, apartir del promotor 

que se encuentra hacia arriba de este gen, promotor determinado en la 

secuencia del gen algD [Campos et al .. 1996]. Los resultados de la figura 

15.A confirma esto por la ausencia de hibridación en la cepa UW 136. 

En lo que se refiere a la hibridación contra el gen a/gA, 
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nuevamente se esperaba que hibrldara con la cepa silvestre (ATCC 

9046) y con la cepa RSD1 en caso de existir otro promotor dilerenta a 

algD. En lo que se refiere a la cepa UW 136 no se sabia si hibridarla, 

porque se desconocía si se requeria del mismo factor (a AlgU) para el 

Inicio de la transcripción del promotor que transcribe a este gen, sin 

embargo, en nuestros resultados se detecto una señal de hibridación 

(Flg 15,B). La hibridación fué posible por la existencis del ARNm 

especifico de algA, este ARNm fué sintetizado a partir de un promotor 

diferente al de algD. confirmado en la cepa UW 136. El promotor que 

esta arriba de algD no es funcional en la cepa UW 136 por la ausencia 

del factor a AlgU. Con los resultados obtenidos con las cepas UW 136 y 

RSD1 cuando se hibridó con el gen algA se demostro lo siguiente: 

La transcripción de el gen algA y posiblemente otros genes 

blosintétlcos del alginato en esta región no dependen del promotor algD, 

si no que la transcripción de éstos es realizada a partir de un promotor 

diferente y que además no depende de la actividad del !actor a AlgU. 
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Figura 13. (A) Electroforesis de la purificación del ARN total de A. 

vinelandil. Carril 1) HB 101 (E. coli); carril 2) ATCC 9046; carril 3) 

RSD1; carril 4) LA 21; carril 5) UW 136; (B) después de realizarse los 

calculas correspondientes para tratar de Igualar las concentraciones de 

cada una de las cepas para su fijación en la membrana. Carril 1) ATCC 

9046; carril 2) RSD1; carril 3) LA 21; carril 4) UW 136; 5) HB 101 (.E 

co/1). 
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Figura 14. Caracterist1cas de los ARNm producidos en las diferentes cepas de A. vinelandiiutilizadas en 
las hibridaciones tipo "dot blot". A) ATCC9046, cepa silvestre; B) RSDl, algD interrumpido; C) LA21, algJ 
interrumpido; D) UW 136, algU interrumpido. 
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ATCC9046 RSD1 UW136 

A 

• 1 t 

ATCC 9046 RSDI UW136 

e 

• 1 ' . .. ... 
Figura 15. Hibridación del ARN total de A. vinelandii de las cepas ATCC 

9046, RSD1 y UW 136 con: (A) el gen algD; (B) el gen algA. 
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7.3.2 Identificación del promotor algJ. 

Para determinar si los genes algJ y algG son transcritos a partir 

del promotor a/gD se llevaron acabo experimentos de hibridación tipo 

"dot blot", usando el ARN total de las cepas ATCC 9046 mucoíde 

(sllvestre); RSD1 no mucoide por la interrupción del gen algD [Campos 

et al., 1996), LA 21 no mucoide por la inserción de un transposón por 

arriba del gen algJ [Mejía et al., sometido) y la UW 136 que tampoco 

produce alginato por la interrupción del gen algU [Mattinez-Salazar et 

al., 1996). 

En los resultados de la hibridación con los genes algJ y a/gG, se 

obtuvo lo siguiente: 

Cuando se hibridó con el gen atgJ hubo una señal luene en la cepa 

UW 136, mientras que en la cepa silvestre se presentó una señal de 

hibridación muy tenue (Fig. 16). En la hibridación contra el gen a/gG, 

también se tiene una señal luene en la cepa UW 136 y muy tenue en las 

cepas ATCC 9046 mientras que en la LA21 no hubó señal de hibridación 

con ningun gen, (Fig.16). Estos resultados confirman qua, estos genes no 

son transcritos a partir del promotor algD si no que el inicio de su 

transcripción es apartir de otro promotor. Este promotor al igual que el 

promotor que transcribe al operón atgLA no dependen de la actividad del 

factor a AlgU, como es el caso del promotor algD. 

Los resultados de la hibridación tipo "Southern" con el plásmido 

pMSASS. también sugieren fuertemente que el promotor que transcribe 

algJG es distinto al que transcribe algD ya que el operón algLA se 

expresa en este plásmido y el gen algJ no está contenido en este 

plásmido (Fig. 12,B). 

La comprobación de este promotor y el que Inicia la transcripción 

del operón a/gLA, con estas tecnicas de hibridación ADN-ARN se basa en 
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la expresión de los genes algD. algJ, algG y algA. 

La forma de producir el alglnato, es muy similar en la vía 

blosintética entre P.aeruginosa y A. vlnelandl/ e Incluso hasta en el 

arreglo lisico de los genes (genes que se han identificado hasta el 

momento, Flg. 6 y Flg. 12). De los genes homólogos que se han 

secuenciado en ambos microorganismos muestran un alto porcentaje de 

Identidad (Tabla V) observando que la vla bloslntetica, el arreglo físico 

y la secuencia de nucleotidos de estos genes está conservada en estos 

microorganismos. Donde se empiezan a descubrir diferencias es en el 

arreglo transcripcional de estos genes cuyos productos son requeridos 

en la vía de blosintesis de alginato, donde en A. vinelandli estos genes 

están constituidos por más de un operón, estos promotores dependen de 

diferentes factores a alternativos para el inicio de su transcrtpción. 

Por lo tanto parece ser más compleja la regulación genética de la 

biosfntesis de alginato en A. vinelandii que en P. aeruginosa. 

Tabla V. Porcentaje de Identidad de los productos de los genes 
homólogos entre A. vínelandii-P. aeruginosa; [Campos et al., 1996; 
Lloret et al., 1996; Martínez-Salazar et al., 1996; Rehm, 1996; Valla et 
al., 1996). 

Genes homólogos Porcentaje ('%11) 

algD·algD 73 

algJ-algE 52 

algG-algG 66 

algU·algU 93 

mucA-mucA 64.4 

mucB·mucB 63.9 
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FIGURA 16. Hibridación del ARN total de A. vlnelandii de las cepas 
ATCC 9046, RSD1, LA 21, UW 136 contra los genes (A)a/gG; (B) algJ. 
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VIII. CONCLUSIONES 

Los genes a/gJ y algG forman parte del grupo de genes bioslntétlcos en 

la reglón alg del genoma de A. vinelandii. 

El patrón de hlbrldlzaclón de ADN de los genes algJ y a/gG con el 

plásmldo pMSD 675 que contiene el grupo de genes del alglnato y con el 

que carece del gen algD (pMSA55), nos muestra semejanzas en el 

arreglo de estos genes en el genoma de A. vlne/andii (Flg. 17) con los de 

P. aeruginosa, algD, algJ, algG, algL y algA. 

En A. vlnelandii la transcripción de los genes estructurales no dependen 

de un solo promotor. como en P. aeruginosa, sino que éstos son 

transcritos al menos por tres promotores. donde para su transcripción. 

unlcamente el promotor que se encuentra en algD depende del factor a 

AlgU. 

Los promotores que se encuentran arriba de a/gJ y algL. no dependen del 

factor a AlgU para el Inicio de su transcripción. 
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Figura 17. Mapa físico y organización transcripcional de los genes que codifican 

para las enzimas de la vía de biosíntesis de alginato en A. vinefandii. 
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APENDICE (medios de cultivo y aoluclones) 

MEDIOS DE CULTIVO 

LURIA BROTH (LB). 
Agua cJciotilada 900 mi. 
Peptona de casclna (Uiuxun) 10 g. 
Eatracto de levadura (Olfco) S g. 
Ck>ruro de soclio (Baker) 10 g. 
Se ajustó ol pH a 7.0 con NaOH SN. so atoró a 1 Lt. y se esterilizó en autoclave. Cuando se 
utilizó como medio sólido so agregaron 15 g/1 de agar bacterk>lógico (Olfco). 

PEPTONA-LEVADURA (PY). 
Peptona do caserna (Oinxon) 5 g. 
Extracto de levadura (O i feo) 3 g. 
Se disolvieron en un litro de agua destilada y se esterilizó en autoclave. Cuando - utilizó 
como medio -.ólido se agregaron 15 gJ1 de agar bacteriológico (Oilco). 

BURK-SACAROSA (BS) 
Aguados- 777 mi. 
Sacaroea al 20'Yo 1 00 mi. 
Solución arnortiguadofa de fosfatos 100 mi. 
Se esterilizó en autoclave. después ae le agrego tas salea. con las siguiente• cantidadea de 
soluciones madre: 
CaCl, . .2H,0 1 o mi. 
Nai290• 1 o mi. 
NaMo04.2H,,O 1 mi. 
MgCl2.6H20 1 mi. 
~ 1ml. 
No esterilizar todo junto por que se precipitan laa salea. 

Soluciones madre: 
Reactivo 
CaCl2.2H20 
FeS04.7H20 
MgCl2.6H20 
NaMo04.2H20 
NllS()4 

s.c-a.. 

(Baker) 
(Baker) 
(Baker) 
(Baker) 
(Baker) 

Solución amortiguadora de fosfatos pH 7.0: 
K2HP04 (Bakor) 
KH2P04 (Baker) 

Cantidad 
7.3 gil. 
5.0 g/I 

160.0 gil 
0.2 gil 
18.3 gil 

250.0 gll 

6.0 gil 
2.0 gil 

8.3 PURIFICACION DE ADN PLASlllDICO POR LISIS ALCALINA. 

Solución 1 

Solución 11 

(Sigma) 
(Baker) 
(Sigma) 

(810-rad) 

60 

pH7.6 

20 o/o 
50 mM 
50 mM 

1% 



(Baker) 0.2 M 

Solución 111 Acetato de potasio (Sigma) 60 mi. 
Acldo acético glacial (Merck) 11.5 mi. 
Agua destilada 28.5 mi. 

La concentración final es de 3 M con respecto al potaak> y 5 M para el acetato. 
·Solución amortiguadora TE (Tris EOTA) : 10/1 (Tris·HCI pH7.5 10 mMIEOTA 1 mM). 

·ARNaso (Sigma). Se disolvio ARNasa pancreática (ARNasa A) a una concentración de 
10mglml. en Tris-HCI pH7.5 10mM. NaCI 15mM. Dospuéa se incubó a 100ºC por 15 min. 
Se dejo enfriar a temperatura ambionte. so alk:uotó y almacenó a ·20ºC. 
Cloroformo (Baker) 
Etanol (Merck) 
lsopropanol {Baker) 
Llsozima (Sigma) 

8.4 PURIFICACION DE ARN TOTAL DE A. vln•l•ndll. 

Protainasa K 
t.10 so.. 7H20 
• Dietil pirocarboneto (DEPC) 

e.5.1 ELECTROFORESIS DE ADN 

(Sigma) 
(Baker) 
(Sigma) 

Solución amortiguadora de acetatos coocontrada 1 O veces (1 OX). 
para 1 lt. 
Reactivo 
Tris Base (Sigma) 
Ackio acético glacial (Merck) 
EDTA dihidratado {Boker) 
se disolvieron en agua destilada y se esterilizó por filtración. 

Cantidad 
48.4 g. 
22.48 mi. 
37.22 g. 

Marcador de peso molecular. se utilizó ADN del fago A (Boehringer). digerido con la enzima 
de restricción Hmd 111. 

oa..oRANTES. 
Reactivo Cantidad 
Soludón amortiguadora 6X 
Azul de bromofenol (Blo-rad) 0.25'Yo 
Xilen cianol FF (Bio-rad) 0.25% 
Ficoll tipo 400; farmacia (Sigma) 15'Yo. 
Se preparo con agua destilada y fué almacenada a temperatura ambiente 

Bromuro de etidio ( Bio-rad). Se preparo una solución madre (10 mg/ml). con agua 
destilada y se puso en un frasco color ámbar. se almacenó a temperatura ambiente. Para 
tenir los geles se usó a una concentración de Sµg/ml. 
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11.5.2 ELECTROFORESIS DE ARN. 

Solución omortiguadora MAE (MOPS, acetato de soclio y EOTA). Concentrado 5 veces (5)(). 
100 mi. 
Reactivo pH Cantidad (gr.) Concentracion tlnal 
MOPS• (Slgmn) 7.0 4.18 0.2 M 
AcetatoOOaodio (Sigma) 0.41 50 mM 
EDTA (Baker) B.O 0.18 5 mM 
Se preparo con agua destilada, se esterilizó por tiltración. Fue almacenada a 4•c. 
•(3-ln-Mortollno} ácido propaneaulfanico) 

Colorante: 
Glícerol 
EDTA 
Azul de bromotenol 
xnen cianol 

(Bakor) 
(Baker) 
(Blo-rad) 
(Bio-rad) 

50°/o 
1 mM 
0.4o/o 
0.4% 

••• MARCAJE RADIOACTIVO DE SONDAS. 

Solución amortiguadora dQ columna: 
Concentración Reactivo 

Tri•-Hct 
N8C1 
EDTA 
sos 
NaN:. 

(Sigma) 
(Bake .. ) 
(Baker) 
(Bio-rad) 
(Sigma) 

1.0 M pH e.o 
5.0 M 
o.2s M 
10 °lo 
1.0 M 

Se llevó a 1 lt. con agua destilada. 
Sephadex G-75 (Pharmacia) 

11.9 HIBRIDACION DE ADN-ADN (Tipo Southern). 

Solución 1 

Soluc'6n 11 

Reactivo 
HCI concentrado 
Agua destilada 

(Baker) 

....:>-! 
NaCl 

pH=1.0 

pH=13 

(Baker) 
(Baker) 

Cantidad 
21.55 mi. 

978.44 mi. 

20.00 gllt. 
87.66 g/11. 

Solución 111 NaCI (Baker) 87 .66 gnL 
Tris Base (Sigma) 60.55 onL 

pH=7 .5-8.0 con HCl. 

Solución amortiguadora SSC concentrada 20 veces (20 X). 
NaCI (Baker) 175.3g/ll. 0.15 M 
Citrato de sodto (Merck) 88.2 g/lt. 0.15 M 
Se aiusto el pH a 7 .O con NaOH y esterilizó por filtración. 
Papel 3M (tiltro watmamn #1) (Sigma) 
Paratilm (Sigma) 

62 

Cantidad 
10 mi. 
20 mi. 
10 mi •• 

1 mi. 
1 mi. 

Concentración 
0.25 N 

o.5 M 
1.5 M 

1.5 M 
o.s M 



HIBRIDIZACION. 

Solución amortiguadora de hlbrldlzación: 
Reactivo Concentración Volumen 
Formamida (Sigma) 2.5 mi. 
Denhardt So X 0.25 mi. 
~ 20 X 1.25 mi. 
svs 10 % 50 µl. 
EDTA (Baker) o.s M pH e.o 10 µl. 
Tris-HCI (Sigma) 1 M pH 7.4 50 µl. 
·ADNu (Sigma) 10 mg/ml. 50 µl. 
Agua destiloda 840 µl. 

Concentración fin•• 
50 "/ .. 

5 X 
6 X 

0.1 .,,_ 
1 mM. 

0.01 mM. 
0.1 mgfml. 

•e1 ADN da timo de ternar• (n), •• c::leenaturalizó con c•kw. coloc6ndok> •n un tubo 
eppendorf de 1.5 mi. con ol agua y se incubó a 95ºC por 10 min. 

Reactivo Donhardt concentrado So voces (50 X). 500 mi. 
Ficoll Upo 400 (Sigma) 5 g. 
Polivinilplrrolidona (Sigma) 5 g. 
Albúmina de suero de bovino Fracción V (Sigma) 5 g. 
So disolvieron estos compuestos en agua destilada, esterilizó por filtración y •• almaceno a -
20ºC. 

SOLUOOtES DE LAVAO::>. 
Solución 1. SSC 2X, SOS 0.1o/ ... Paro 500 mi: 

SSC 20 X 50 mi. 
sos 10% 

Se aforó con agua destilada. 
s mi. 

Solución 2. SSC o. 1 X, SOS o. 1 o/o. Para 1000 mi: 
SSC20X 5 mi. 
SOS 10 o/a 10 mi. 

Se atoró con agua destilada. 
Solución 3. SSC 0.1 X. Para 100 mi: 

SSC 20X 5 mi. 
Se aforó con agua destilada. 

Revelador 
Fijador 

(Kodak) 
(Kodak) 

&.10 HIBRIDIZACION DE ARN·ADN. 

TRANSFERENCIA DEL ARN A LA MEMBRANA DE NYLCIN (Hybon N+ Ameraham) 
Solución amortiguadora dosnaturalizante: 
Sol. amortiguadora MAE 5X 
Formaldohido al 37 % 
Formamida 

(Baker) 
(Sigma) 

100 µI 
162 µI 
500 µl. 
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