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Resumen 
 

Azotobacter vinelandii es una bacteria Gram negativa de vida libre perteneciente a 

la familia Pseudomonadaceae. Bajo condiciones desfavorables sufre una serie de 

cambios morfo-fisiológicos que dan lugar a la formación de quistes resistentes a la 

desecación. Los tres compuestos con mayor importancia debido a su abundancia 

y papel estructural en el quiste son: alginato, polihidroxibutirato (PHB) y 

alquilresorcinoles (ARs), siendo los dos primeros productos de interés a nivel 

industrial. La biosíntesis de PHB y ARs se da a partir de los operones phbBAC y 

arsABCD, respectivamente. Además participan los activadores de estos operones, 

PhbR y ArpR, así como los sistemas de regulación global GacS/GacA y 

RsmA/RsmZ. En este estudio se caracterizó el gen Avin08930 ya que una mutación 

en este gen redujo de manera significativa la síntesis de PHB y ARs. Nuestros 

resultados in silico indican que Avin08930 codifica para una proteína de 52 

aminoácidos que presenta homología con la proteína ArfA (alternative  ribosome-

rescue  factor A) de E. coli, participa en el sistema alternativo de rescate de 

ribosomas que se encuentran estancados en complejos non-stop a través del 

reclutamiento de RF2 (factor de liberación-2). Por esta razón fue renombrado como 

arfA1. Por análisis bioinformático se observó que A. vinelandii cuenta con los tres 

sistemas de rescate de ribosomas: el sistema de trans-traducción, el factor de 

rescate alternativo A y el factor de rescate alternativo B. El sitio de inicio de la 

transcripción de arfA1 se identificó por primer extension, y se localiza a 142 bases 

río arriba del inicio del gen, adicionalmente, se comprobó que no forma operón con 

rsmZ7. A través de ensayos de expresión del gen reportero β-glucuronidasa se 

estudió la transcripción y traducción de los genes reguladores y biosintéticos de la 

síntesis de PHB y ARs y se comprobó que la disminución de su síntesis se debía a 

una menor expresión de los genes estructurales phbB y arsA. 
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1 Introducción 

1.1 Características generales de Azotobacter vinelandii 

 

Azotobacter vinelandii es una bacteria Gram negativa de vida libre, perteneciente a 

la familia Pseudomonadaceae. Se calcula que alcanza a tener hasta 80 copias del 

cromosoma, característica que se conoce cómo poliploidía. Además A. vinelandii es 

aerobia estricta, quimioorganotrófica y fijadora de nitrógeno. Las células son 

perítricas con forma ovalada y un diámetro de 2x5 µm (Sadoff, 1975; Segura et al., 

2014). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Quiste maduro de Azotobacter vinelandii. Se muestra la organización de los 
componentes del quiste: polihidroxibutirato, alquilresorcinoles y alginato. Así como las 
estructuras que lo componen: cuerpo central, capa interna (intina) y capa externa (exina) 
(Modificado de Espín, 2016). 

 

En su ciclo de vida, bajo condiciones desfavorables de nutrientes, sufre un proceso 

de diferenciación a través de cambios morfo-fisiológicos que resultan en la 

formación de quistes resistentes a la desecación, a la desintegración mecánica y a 

la radiación ultravioleta (Sadoff, 1975). 

La morfología del quiste consiste en una célula ovalada llamada cuerpo central, la 

cual está rodeada por una capsula compuesta por una capa interna llamada intina 

y una capa externa llamada exina (Fig. 1). Los tres compuestos con mayor 
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importancia debido a su abundancia y papel estructural en el quiste son: alginato, 

polihidroxibutirato (PHB) y alquilresorcinoles (ARs), siendo los dos primeros 

productos de interés a nivel industrial (Segura et al., 2014). 

 

1.2  Características  generales  e  importancia  del  Polihidroxibutirato 
(PHB) 

 

El poli-β-hidroxibutirato (PHB) se clasifica dentro de la familia de los 

polihidroxialcanoatos, un grupo de biopolímeros sintetizados por una amplia gama 

de géneros bacterianos, tales como, Bacillus, Pseudomonas, Ralstonia, 

Caulobacter, Rhodobacter, Azotobacter, Alcaligenes, entre otros. Su estructura se 

compone de monómeros repetidos de β-hidroxibutirato (CH-(CH3)-CH2-CO-O); y 

su composición monomérica define las propiedades físicas del polímero, por 

ejemplo, temperatura de fusión, fuerza tensil, elongación, peso molecular, entre 

otros (Espín, 2001; González  et al., 2013). 

En bacterias productoras de PHB, su acumulación se presenta en respuesta a una 

limitación del crecimiento, principalmente por la falta de algún nutriente, como 

nitrógeno, fósforo, magnesio u oxígeno, y en presencia de un exceso de la fuente 

de carbono y energía (Espín 2001; Jendrossek et al., 2002). 

El metabolismo del PHB está relacionado con el proceso de diferenciación celular 

que  resulta  en  la formación  de  quistes.  En  A.  vinelandii  el  PHB  se  deposita 

intracelularmente en forma de cuerpos de inclusión (gránulos) y es el componente 

principal del cuerpo central de los quistes. Sin embargo, mutaciones en los genes 

de síntesis del PHB no dañan la capacidad de resistencia a la desecación de los 

quistes, por lo que este polímero no es esencial para su formación y sobrevivencia 

(Segura et al., 2003). 

El PHB tiene características similares a plásticos convencionales como el 

polipropileno y el polietileno, pero además, el PHB es un termoplástico 
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biodegradable, biocompatible y no toxico. Gracias a estas propiedades es utilizado 

a nivel industrial en la elaboración de envases, plásticos para la envoltura de 

alimentos, utensilios domésticos, etc. (Segura et al., 2008). 

 
1.2.1 Biosíntesis de PHB y su regulación genética 

 

La biosíntesis de PHB (Fig. 2) se lleva a cabo durante la fase estacionaria como una 

desviación del metabolismo central, unido a la acetil-CoA, que en lugar de 

metabolizarse en el ciclo de Krebs se utiliza en la síntesis de PHB en tres etapas 

enzimáticas. La primera reacción se da por la condensación de dos moléculas de 

acetil-CoA por la enzima β-cetotiolasa (phbA) para generar acetoacetil-CoA. El 

acetocetil-CoA se reduce  por una  acetoacetil-CoA  reductasa  (phbB) utilizando 

NADPH y produciendo D(-)-B-hidroxibutiril-CoA que finalmente se polimeriza por la 

actividad de la PHB sintasa (phbC) (Espín, 2001). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Biosíntesis de polihidroxibutirato. 

 

En A. vinelandii los genes phbA, phbB y phbC codifican para β-cetotiolasa, 

acetoacetil-CoA reductasa y PHB sintasa respectivamente, y se encuentran 

agrupados formando el operón phbBAC (Fig 3). Corriente arriba de este operón y 

de manera divergente se encuentra el gen phbR que codifica para la proteína PhbR, 
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la  cual  pertenece a la  familia de  los activadores transcripcionales AraC/XylS 

(Peralta-Gil et al., 2002). 

El operón phbBAC se transcribe a partir de dos promotores sobrelapados, pB1 y 

pB2. La proteína PhbR activa de manera directa la transcripción del operón 

biosintético a partir del promotor pB1, mientras que el factor σs de fase estacionaria 

(RpoS) activa la transcripción del promotor pB2 (Peralta-Gil et al., 2002; Segura et 

al., 2003; Hernández-Eligio et al., 2011). 

La transcripción del gen phbR está controlada a partir de dos promotores: pR1 y 

pR2. La proteína PhbR activa la expresión de su propio gen a partir del promotor 

pR1, por otra parte, el promotor pR2 es inducido por RpoS. (Peralta-Gil, et al., 2002; 

Hernández-Eligio et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Modelo de regulación genética del operón phbBAC. 

 

1.3 Características generales de alquilresorcinoles (ARs) 
 

Los alquilresorcinoles (ARs) o lípidos resorcinólicos, son un grupo de metabolitos 

secundarios no isoprenoides ubicados dentro de la familia de lípidos fenólicos. Los 

principales ARs sintetizados son: 5-heneicosylresorcinol y 5-n-tricosylresorcinol 

(Reusch et al., 1979; Funa et al., 2006). 
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Su estructura química está definida por una molécula anfipática, la cual se compone 

de una cadena alquilo hidrofóbica, derivada de la biosíntesis de los ácidos  grasos 

y un anillo resorcinol hidrofílico proveniente de la vía biosintética de los 

policétidos; tal estructura le proporciona la capacidad de arreglarse en forma de 

membrana. 

Se les confieren propiedades biológicamente importantes tales como: antifúngica, 

antibacterial, citotóxica, antitumoral y antioxidante (Suaza- García et al., 2014). 

En A. vinelandii los ARs sustituyen casi en su totalidad a los fosfolípidos de la 

membrana durante el proceso de diferenciación a quiste. Además, constituyen el 

32% de los lípidos presentes en la exina, el 9% en la intina y el 59% en el cuerpo 

central del quiste (Reusch et al., 1981). 

Estudios previos en A. vinelandii, demostraron que mutantes en la producción de 

ARs son incapaces de formar una cápsula bien estructurada en el quiste, 

observándose una alteración en la capa de exina y aglutinamiento de células que 

forman agregados por uniones entre las capsulas (Segura et al., 2003). Sin 

embargo, estas mutantes aún tienen la capacidad de enquistar, demostrando que 

si bien los ARs son necesarios para la estructura del quiste, no lo son para la 

resistencia a la desecación (Segura et al., 2009). 

 

1.3.1 Regulación genética y biosíntesis de alquilresorcinoles 

 

Los genes involucrados en la síntesis de alquilresorcinoles en A. vinelandii se 

expresan específicamente durante el proceso de enquistamiento y están 

organizados en el operón arsABCD (Fig. 4).  

Este operón es activado por la proteína ArpR, codificada en el gen arpR. Actúa como 

un regulador transcripcional de tipo LysR y se une directamente a la región 

promotora de arsABCD. Esta activación es dependiente de una señal metabólica en 

la que el acetil-CoA actúa como un coinductor (Romero et al., 2013).  
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Fig. 4. Modelo de regulación genética del operon arsABCD. 

 

El factor sigma RpoS también está implicado en el control de la síntesis de ARs, ya 

que una mutante sin RpoS es incapaz de sintetizar estos lípidos debido a una 

afectación en la transcripción del gen arpR (Cocotl-Yáñez et al., 2011). 

 

Fig. 5. Biosíntesis de alquilresorcinoles y alquilpironas. 

 

Las proteínas codificadas por los genes arsA, arsB, arsC y arsD intervienen en la 

síntesis de alquilresorcinoles y alquilpironas. La cual inicia (Fig. 5) cuando ArsD 

une de manera covalente un brazo de 4-fosfopanteteína proveniente de coenzima 

A al dominio ACP (proteína acarreadora de acilos) de ArsA. Posteriormente, ArsA 

cataliza la síntesis de una molécula de 22 carbonos a partir de una unidad de acetil-
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CoA y la condensación de varias moléculas de malonil-CoA, formando n-behenil-

CoA. ArsB utiliza el n-behenil-CoA y 3 moléculas de malonil-CoA para la síntesis de 

alquilresorcinoles, por otro lado, ArsC usa el n-behenil-CoA y 2 moleculas de malonil-

CoA para la producción de alquilpironas. (Funa et al., 2006; Miyanaga et al., 2008). 

 

1.4 Sistemas de dos componentes 

 

La mayoría de los procesos celulares requieren la modulación de la expresión de 

genes en respuesta a señales ambientales. Esta modulación requiere sensores que 

detecten las señales químicas o físicas, y un regulador que promueva o inhiba la 

expresión de un producto genético determinado para responder a la señal; este 

mecanismo se conoce como, transducción de señales. 

En bacterias, los sistemas de dos componentes son los mecanismos predominantes 

de transducción de señales extracelulares. Están presentes en bacterias Gram- 

positivas y Gram-negativas y son críticos para una variedad de funciones 

fisiológicas donde se incluyen: la esporulación, la competencia, la resistencia a 

antibióticos y la transición a fase estacionaria (Mitrophanov et al., 2008). La mayoría 

de los sistemas de dos componentes están formados por dos elementos: 

 

1) Una proteína detectora, que pertenece a la familia de histidín-cinasas. En el 

extremo amino terminal presenta dos dominios transmembranales que flanquean 

una porción de la proteína que se sitúa en el periplasma; esta región se conoce 

como dominio de entrada y se le atribuye la detección de señales ambientales. Por 

otra parte, la región citoplasmática se conoce como módulo transmisor, la cual se 

autofosforila a partir de ATP en un residuo de histidina conservado y luego transfiere 

el grupo fosforilo a un aspartato conservado en el regulador de respuesta 

(Mitrophanov et al., 2008). 
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2) Un regulador de respuesta citoplasmático, que por lo general es un regulador 

transcripcional, el cual se constituye por dos dominios: el de fosforilación que se 

encuentra en el extremo amino terminal y se conoce como módulo receptor (que 

sufre una fosforilación en el residuo Asp), y el de salida  que generalmente es un 

motivo de unión a DNA (Parkinson et al., 1992; Mitrophanov et al., 2008). 

 

1.4.1 Sistema de dos componentes GacS/GacA 

 

El sistema de dos componentes GacS/GacA es un mecanismo de transducción de 

señales extracelulares presente en A. vinelandii y otras γ-proteobacterias. Está 

conformado por la proteína detectora transmembranal GacS y la proteína 

reguladora de respuesta GacA. Este sistema controla sus blancos a través de 

sistemas de regulación postranscripcional como Rsm, con el fin de poder contender 

con las condiciones del ambiente. El sistema de dos componentes GacS/GacA 

actúa como regulador global del metabolismo secundario y está involucrado en la 

síntesis de alginato, PHB y ARs. 

 

1.5 El sistema Csr  

 

El sistema de regulación Csr (Carbon Storage Regulatory) controla la expresión de 

genes bacterianos post-transcripcionalmente. Está formado por la proteína de unión 

a RNA conocida como CsrA, cuya actividad es unirse a RNAm blanco por 

reconocimiento de secuencias GGA cercanas y/o dentro del Shine Delgarno (SD), 

de manera que impide el reconocimiento por parte del ribosoma, provocando así la 

degradación del RNAm. 

En E. coli la actividad de CsrA es antagonizada por dos RNAs pequeños no 

traducidos conocidos como CsrB y CsrC, cuya estructura secundaria presenta 

varias estructuras de tallo que contienen en las asas secuencias repetidas GGA que 
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son reconocidas por CsrA. De esta forma, CsrB y CsrC secuestran a CsrA dejando 

libre el RNAm para ser traducido (Romeo, 1998). 

Se ha reportado la existencia de sistemas homólogos de Csr en otras bacterias 

como Erwinia,  Pseudomonas,  Azotobacter  y Salmonella  (Susuki  et  al.,  2002). 

Además, se ha demostrado que la expresión de los RNA no traducidos del sistema 

Csr dependen del regulador de respuesta GacA (Lapouge et al., 2008). 

 

1.5.1 Sistema RsmA/RsmZ 

 

Otro sistema de regulación global presente en A. vinelandii, es el sistema Rsm, 

homólogo del sistema Csr. Consiste en la proteína RsmA y 9 genes que codifican 

para RNAs pequeños no codificantes, 8 del tipo RsmZ y uno del tipo RsmY 

(Castañeda et al., 2016). 

RsmA es una proteína pequeña que actúa como represor de la traducción al unirse 

a los RNAm de sus genes blancos, en A. vinelandii son los RNAm phbR, phbB y 

arpR. Sin embargo, este efecto negativo es bloqueado por la participación de los 

RsmZ que se unen a la proteína RsmA, provocando la liberación y correcta 

traducción de los RNAs secuestrados (Hernández-Eligio et al., 2012; Romero et al., 

2016). 

El sistema GacS/GacA activa la transcripción de los RNAs pequeños regulatorios 

ya que estos presentan en su región reguladora un sitio de unión a GacA, conocido 

como caja GacA (TGTAAG N6 CCTACA) (Castañeda et al., 2000; Manzo et al., 

2011; Hernandez-Eligio, 2012). 
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1.6 Rescate de Ribosomas 
 

La traducción es el proceso por el cual se da la síntesis de proteínas a partir de un 

RNAm. Se divide en cuatro etapas: iniciación, elongación, terminación y reciclado 

de ribosomas. 

Muchos ribosomas realizan exitosamente el proceso de traducción y producen una 

proteína completa y funcional. Sin embargo, durante este proceso el RNAm puede 

sufrir algún deterioro, dando lugar a la formación de un complejo conocido como 

non-stop, el cual surge cuando el ribosoma está estancado en el extremo 3’ del 

RNAm debido a la ausencia de un codón en el sitio-A del ribosoma, el cual es crucial 

para que la elongación o terminación continúen (Keiler, 2015).  

Algunas de las causas que conducen a la formación de un complejo non-stop son: 

la terminación prematura de la transcripción, daño al RNAm, un corrimiento en el 

marco de lectura, falta de reconocimiento del codón de paro y/o la actividad de 

enzimas que degradan RNA (RNAsas) (Keiler, 2015). 

En la mayoría de los casos, los ribosomas no pueden disociarse fácilmente cuando 

forman parte de un complejo de traducción non-stop, ya que las interacciones entre 

el peptidil-tRNA, el ribosoma y el RNAm mantienen el complejo firmemente unido. 

La acumulación de complejos non-stop es tóxica para la célula y puede llevarla a la 

muerte debido a una reducción en la síntesis de proteínas. En las bacterias se 

desarrolló un mecanismo que es capaz de disociar a los complejos non-stop, 

conocido como el sistema de trans-traducción (Keiler, 2015). 

Además de este sistema existen dos mecanismos alternativos que rescatan 

ribosomas conocidos como  ArfA  (alternative  ribosome-rescue  factor A) y ArfB 

(alternative ribosome-rescue factor B) (Chadani et al., 2010; Chadani et al., 2011). 
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1.6.1 Rescate de ribosomas por trans-traducción 

 

El sistema de trans-traducción está formado por el RNA especializado tmRNA y 

SmpB (Small Protein Binding), los cuales son codificados por los genes ssrA y smpB 

respectivamente, ambos genes han sido identificados en el 99% de los genomas 

bacterianos secuenciados. 

La molécula de tmRNA está constituida por un dominio similar a un tRNA, el cual se 

asemeja al tallo aceptor de un alanil-tRNA y por lo tanto, es cargado con una alanina 

por la alanina tRNA-sintetasa (Ala-RS), y por un dominio similar a un RNAm que 

codifica para un péptido corto de 8-35 aminoácidos (aa) de longitud. Ambos 

dominios están unidos por una serie de 2-4 pseudoknots, estructura secundaria de 

RNA formada por dos horquillas (stem-loop), en la que el asa de una horquilla forma 

la mitad del asa de la otra horquilla (Keiler, 2015).  

Por otra parte, la proteína SmpB estabiliza la estructura del tmRNA, aumenta su 

interacción con Ala-RS y es requerida para la interacción entre tmRNA y el complejo 

non-stop. 

El proceso de trans-traducción (Fig. 6) inicia con la formación del complejo tmRNA-

SmpB- Ef-Tu (Elongation factor-Tu)+GTP, este reconoce al complejo ribosoma-non-

stop cuando el extremo carboxilo terminal de SmpB se une en el sitio-A vacante. El 

complejo tmRNA-SmpB-Ef-Tu+GTP,  se acomoda de manera que el dominio similar 

a tRNA se coloque en el centro peptidil transferasa y se libere EF-Tu. La reacción 

de transferencia de peptidil da lugar a la transferencia de la alanina unida al tmRNA 

al polipéptido naciente, y el peptidil-tmRNA-SmpB se trasloca al sitio de unión 

peptidil- tRNA (sitio P), que se cataliza por el factor de elongación G (Ef-G). Este 

movimiento posiciona el marco de lectura marcado del tmRNA en el canal de mRNA. 

El mRNA original se elimina del ribosoma y se degrada. La traducción se reanuda 

utilizando el marco de lectura marcado y debido a que contiene un codón de parada, 

puede continuar la terminación, por lo que se liberan el ribosoma y la proteína 
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marcada. La proteína marcada se degrada rápidamente por proteasas, tales como 

ClpXP, ClpAP, Lon, HflB y Tsp (Keiler, 2015). 

 

Fig. 6. Rescate de ribosomas por trans-traducción (Modificado de Keiler, 2015). 

 

1.6.2 Rescate de ribosomas por ArfA y ArfB 

 

Existen dos sistemas alternativos de rescate de ribosomas conocidos como ArfA y 

ArfB. Son considerados como sistemas de respaldo debido a que se activan cuando 

existe una falla en el sistema de trans-traducción. El sistema ArfA se ha localizado 

en un subconjunto de β y γ-proteobacterias. Por otro lado, el sistema ArfB se 

encuentra presente en el 34% de los genomas bacterianos (Keiler, 2015; Huter et 

al., 2017). 

El rescate de ribosomas a través de ArfA fue identificado y descrito en Escherichia 

coli (Chadani et al., 2010, Keiler, 2015; Huter et al., 2017). Recientemente fueron 

reportadas  5  estructuras  de  microscopía  crioelectrónica  (cryo-EM)  de  ArfA 

interactuando con RF2 (factor de liberación 2) y un complejo ribosómico non-stop 

(Huter et al., 2017). 

Estos estudios permitieron  dar una descripción más detallada del proceso  de 

rescate de ribosomas por ArfA. Los resultados demostraron (Fig. 7-A) que ArfA 

censa el ribosoma estancado por unión de su extremo carboxilo en el sitio-A vacante 

del ribosoma reclutando a RF2 en su estado inactivo. 
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Fig. 7. Rescate alternativo de ribosomas estancados en complejos non-stop por A) ArfA y 

B) ArfB (Modificado de Keiler, 2015). 

 

El centro de decodificación ribosomal del sitio-A estabiliza a ArfA, de manera que 

su extremo amino interactúa con RF2 induciendo su estado activo, es decir, una 

conformación abierta que permite la interacción entre el motivo GGQ de RF2 y el 

centro peptidil-transferasa, y por lo tanto la hidrólisis del peptidil-tRNA que provoca 

la liberación del ribosoma (Demo et al., 2017; Huter et al., 2017). 

Adicionalmente, en E. coli, el RNAm de arfA adopta una estructura de horquilla en 

su extremo 3’, que es reconocida y escindida por la RNAsa III, la cual remueve los 

últimos 18 codones del marco de lectura. Cabe resaltar que, experimentos 

anteriores demostraron que esta proteína es funcional con tan solo 53 aminoácidos 

y es capaz de sostener la viabilidad celular en las mutantes ssrA (Garza-Sánchez 

et al., 2011). 

El RNAm de arfA puede formar un complejo non-stop por la terminación prematura 

de su transcripción o por la ausencia de un codón stop (debido a la actividad de la 

RNAsa III), lo cual resulta en el etiquetado de la proteína codificada por el sistema 

de trans-traducción y su rápida proteólisis. Sin embargo, si la actividad del sistema 

de trans-traducción es limitada, ya sea por una falla en tmRNA o SmpB, las cadenas 
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peptídicas de ArfA que no han sido marcadas son liberadas y aumentan la 

capacidad de rescate de ribosomas (Chadani et al., 2011; Garza-Sánchez et al., 

2011). Esta vía de regulación probablemente sirve para mantener bajos los niveles 

de ArfA cuando hay suficiente actividad de tmRNA, lo que impide la competencia 

entre los sistemas de rescate de ribosomas.  

ArfB se identificó en una cepa de E. coli que carecía de ssrA y arfA, y se demostró 

que su sobreexpresión restaura la viabilidad de la cepa doble mutante ssrA-arfA 

(Chadani et al., 2011). 

El dominio amino terminal de ArfB tiene homología con el dominio catalítico de RF2, 

el cual contiene a los aminoácidos GGQ, esenciales para la actividad hidrolítica 

sobre el peptidil-tRNA y un extremo carboxilo que adopta la conformación de una α- 

hélice  extendida, ambos  dominios  están  conectados por aproximadamente 12 

aminoácidos que adopta una forma extendida en el ribosoma (Keiler, 2015; Huter et 

al., 2017). 

El rescate de ribosomas por ArfB (Fig. 7-B) se lleva a cabo cuando el dominio 

carboxilo censa y se une al complejo non-stop, de manera que, el dominio amino 

que contiene el motivo GGQ se establece cerca del sitio de hidrólisis peptidil-tRNA, 

de esta manera, se realiza la hidrólisis del polipéptido naciente y se libera el 

ribosoma atrapado (Keiler, 2015; Huter et al., 2017). 

De manera similar al sistema de trans-traducción, ArfA y ArfB liberan a los 

ribosomas que se encuentran atrapados en complejos non-stop, pero no producen 

un péptido o un RNAm marcado para su degradación. 
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2 Antecedentes 

2.1 La vía GacA-Rsm y su efecto en la producción de PHB y 
alquilresorcinoles 

 

Una mutación en el gen gacA afecta drásticamente la producción de PHB debido a 

la regulación negativa que ejerce RsmA sobre sus genes blancos, los RNAm phbR 

y phbB. Esto se debe a que no está presente GacA, el activador transcripcional de 

los genes rsmZ1-8 y rsmY, y por lo tanto, la actividad de RsmA no puede ser 

antagonizada. En contraste, existe una sobreproducción de PHB en la cepa mutante 

rsmA- y una reducción en una mutante rsmZ1- (Fig. 8-B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8. Prueba de opacidad para cuantificación cualitativa de distintas cepas de Azotobacter 
vinelandii. A) Se presentan las cepas UW136, rsmA-, gacA-, rsmA- gacA-. B-C) Fenotipo de 
opacidad y cuantificación de PHB de las cepas UW136, rsmA-, gacA-, y rsmZ1-. (Hernández- 
Eligio, 2012). 

 

Se generó la cepa doble mutante rsmA- gacA-, demostrando que la mutación gacA- 

es epistatica sobre la mutación rsmA- (Fig. 8), ya que el fenotipo es similar al de la 

mutante sencilla gacA-, sugiriendo la existencia de una vía alterna dependiente de 

GacA e independiente del sistema Rsm que controla la síntesis de ese polímero 

(Hernández-Eligio, 2012). Por otra parte, Romero et al., 2016, demostraron que la 

vía GacA-Rsm también se encuentra involucrada en la síntesis de ARs (Fig. 9). Los 
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fenotipos obtenidos para las cepas gacA- y rsmA- fueron los esperados de acuerdo 

al modelo de regulación GacA-RsmA/RsmZ, es decir, una disminución y un aumento 

en la producción de ARs, respectivamente. 

Sin embargo, al igual que la síntesis de PHB, la síntesis de ARs no se recuperó en 

la cepa rsmA- gacA-, incluso con la adición de acetoacetil-CoA (co-inductor de 

activación transcripcional). Tras la cuantificación de transcrito de arpR y arsA en 

esta cepa, se llegó a la conclusión de que GacA ejerce una regulación adicional 

sobre la expresión del operón arsABCD a través de una ruta independiente de ArpR. 

 

Fig. 9. Fenotipo de ARs en distintas cepas de Azotobacter vinelandii. A) Prueba cualitativa 
de ARs con tinción Fast Blue. B) Cuantificación de ARs. Se muestran las cepas UW136, 
rsmA-, gacA-, rsmA- gacA- y rsmZ1- (Romero et al., 2016). 

 

Cabe mencionar que las vías mencionadas anteriormente, son independientes del 

factor σs, puesto que en la mutante gacA, se detectó solo una reducción del 20% de 

la proteína RpoS (Trejo et al., 2017; Romero et al., 2016). 
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2.2 Identificación de otros genes regulados por GacA 

 

Con la finalidad de buscar una vía alterna a Rsm que regule la biosíntesis de  PHB 

a través de GacA, Hernández-Eligio, 2012, diseñó un algoritmo en lenguaje Perl 

para la búsqueda de posibles blancos de GacA en las regiones intergénicas del 

genoma de A. vinelandii considerando el sitio de unión del regulador de respuesta 

de GacA conocido como caja GacA que presenta la secuencia TGTAAG N6 

CCTACA (Hernández-Eligio, 2012). 

Los posibles blancos correspondieron a los genes rsmZ y al gen Avin08930. Cabe 

mencionar que corriente arriba de Avin08930 está presente Avin08960 un parálogo 

de Avin08930. Avin08930 solo se encuentra en cepas de Azotobacter vinelandii, 

mientras que Avin08960 se encuentra presente en Azotobacter chroococcum, 

Azotobacter beijerinckii y distintas especies del genero Pseudomonas (Fig. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10. Organización génica de Avin08930 y Avin08960 y su presencia en otras especies 
bacterianas. 
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Para conocer si el gen Avin08930 al igual que GacA, participa en la regulación de 

la síntesis de PHB y ARs, Hernández-Eligio, 2012, generó cepas con mutación en 

los genes Avin08930 y Avin08960 por deleción parcial de los genes e inserción de 

cassetes de resistencia a Tetraciclina y Gentamicina, respectivamente (Fig. 11B-C) 

La doble mutante Avin08930/Avin08960 se generó por transformación con DNA 

cromosomal de la mutante Avin08960 sobre la mutante Avin08930. 

Fig. 11. Mapa físico de la región cromosomal Avin 08960-rsmZ7-Avin08930 de Azotobacter 
vinelandii. A) UW136. B) Mutación por deleción parcial del gen Avin08960. C) Mutación por 
deleción parcial del gen Avin08930. 

 

Posteriormente, Bedoya, 2016 (Datos no publicados), realizó la cuantificación de 

PHB y ARs en las cepas Avin08930 y Avin08960. Como se muestra en la figura 12, 

la cepa mutante Avin08930-  presenta una disminución en la producción de PHB al 

observar el fenotipo de opacidad, lo cual se corrobora con la cuantificación del 

polímero cuya producción se ve reducida un 68%. Por otro lado, la cepa mutante 
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Avin08960- tiene una disminución del 67.5%. La cepa doble mutante también 

muestra un efecto negativo del 68% en la síntesis de PHB (Fig. 12-B) (Bedoya, 

2015. Datos no publicados). 

Fig. 12. A) Fenotipo de opacidad en cultivo en placa PY sacarosa 2%. B) Cuantificación de 
PHB por el método espectrofotométrico Law y Splecky. Se presentan las cepas UW136, 
gacA-, Avin08930-, Avin08960-, Avin08930- Avin08960- (Hernández-Eligio, 2012; Bedoya, 
2015 Datos no publicados). 

 

En cuanto a la producción de alquilresorcinoles (Fig. 13) podemos notar que no se 

observa un efecto de reducción en la cepa Avin08960- ya que presenta un fenotipo 

de producción de ARs similar a la cepa silvestre. Por otro lado, la cepa mutante 

Avin08930 presenta una disminución de 61% en la producción de ARs. La cepa 

doble mutante tuvo un fenotipo similar al de la cepa Avin08930- con una disminución 

de 56%, por lo que podemos atribuir el resultado obtenido a la ausencia del gen 

Avin08930 (Bedoya, 2016. Datos no publicados). 
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Fig. 13. A) Análisis de Fast-Blue para la determinación cualitativa de ARs. B) Cuantificación 

de ARs. Se presentan las cepas UW136, gacA-, Avin08930-, Avin08960-, Avin08930-

Avin08960- (Bedoya, 2016, Datos no publicados). 
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3 Hipótesis 

 

Con base en lo anterior, se propone que el gen Avin08930 participa en una vía de 

regulación a nivel transcripcional y/o traduccional que controla la síntesis de 

polihidroxibutirato y alquilresocinoles en Azotobacter vinelandii. 

 

4 Objetivos 

4.1 Objetivo general 

Investigar la función del gen Avin08930 en la regulación y síntesis de 

polihidroxibutirato y alquilresocinoles. 

 

4.2 Objetivos particulares 

I. Análisis bioinformático del gen Avin08930. 
II. Identificar  los  promotores  del  gen  Avin08930  así como  el  inicio  de  la 

transcripción. 

III. Determinar si el gen Avin08930 forma parte de un transcrito liderado por 

rsmZ7. 

IV. Determinar el efecto de la inactivación del gen Avin08930 en la transcripción 

y traducción de los genes biosintéticos  arpR, phbR, arsA y phbB. 
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5 Métodos 

5.1 Cepas bacterianas, plásmidos y oligonucleótidos utilizados 

 

Las cepas de A. vinelandii y E. coli, así como los plásmidos y oligonucleótidos 

utilizados en este trabajo se describen en la tabla 1, 2 y 3, respectivamente. 

 

Cepa Descripción Referencia  
UW 136 Mutación en AlgU derivada de 

WT, Rifr 

Colección del laboratorio 

ssrA UW136 con mutación en ssrA-

Kmr 

Muriel-2012. 

arfA1 UW136 con mutación en 

Avin08930-Tcr 

Hernández-Eligio; 2012. 

arfA2 UW136 con mutación en 

Avin08960-Gmr 

Hernández-Eligio; 2012. 

arfB UW 136 con mutación en arfB-

Kmr 

Rodríguez-Martínez, 2017. 

UW136:phbR:gusA 

Tp 

UW136 con fusión 

transcripcional phbR-gusA Tc 

Bedoya; Datos no 

publicados. 

UW136:phbR:gusA 

Td 

UW136 con fusión traduccional 

phbR-gusA Tc 

Bedoya; Datos no 

publicados. 

UW136:phbB:gusA 

Tp 

UW136 con fusión 

transcripcional phbB-gusA Tc 

Bedoya; Datos no 

publicados. 

UW136:phbB:gusA 

Td 

UW136 con fusión traduccional 

phbB-gusA Tc 

Bedoya; Datos no 

publicados. 

UW136:arfA1-: 

phbR:gusA Tp 

UW136 con mutación en arfA1- y 

fusión transcripcional phbR-gusA 

Tc/Km 

Bedoya; Datos no 

publicados. 
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UW136: arfA1-: 

phbR:gusA Td 

UW136 con mutación en arfA1- y 

fusión traduccional phbR-gusA  

Tc/Sp 

Bedoya; Datos no 

publicados. 

UW136: arfA1-: 

phbB:gusA Tp 

UW136 con mutación en arfA1- y 

fusión transcripcional phbB-gusA 

Tc/Sp 

Bedoya; Datos no 

publicados. 

UW136:arfa1-: 

phbB:gus Td 

UW136 con mutación en arfA1- y 

fusión traduccional phbB-gusA 

Tc/Km 

Bedoya; Datos no 

publicados. 

UW136: arfA1-: 

pumA arpR Tp 

UW136 con mutación en arfA1- y 

fusión transcripcional arpR-gusA 

Tc/Gm 

Bedoya; Datos no 

publicados. 

UW136: arfA1 -: 

pumA arpR Td 

UW136 con mutación en arfA1- y 

fusión traduccional arpR-

gusATc/Gm 

Bedoya; Datos no 

publicados. 

UW136: arfA1-: pumA 

arsA Tp   

UW136  con mutación en arfA1- 

y fusión transcripcional arsA-

gusATc/Gm 

Bedoya; Datos no 

publicados. 

UW136: arfA1- : 

pumA arsA Td 

UW136 con mutación en arfA1-  

y fusión traduccional arsA-gusA 

Tc/Gm 

Bedoya; Datos no 

publicados. 

UW136:arpR:gusA 

Tp 

UW136 con fusión 

transcripcional arpR-gusA Gm 

Bedoya; Datos no 

publicados. 

UW136:arpR:gusA 

Td 

UW136 con fusión traduccional 

arpR-gusA Gm 

Bedoya; Datos no 

publicados. 

UW136:arsA:gusA Tp UW136 con fusión 

transcripcional arsA-gusA Gm 

Bedoya; Datos no 

publicados. 

UW136:arsA:gusA Td UW136 con fusión traduccional 

arsA-gusA Gm 

Bedoya; Datos no 

publicados. 



 

25 
 

E. coli DH5α endA1 hsdR17 supE44 thi-1λ-

recA1 gyrA96 relAΔlacU169φ80 

(ΔlacZ ΔM15) 

Hannahan, 1983. 

Tabla 1. Cepas de A. vinelandii y E. coli utilizadas en el presente trabajo. 

 

Plásmidos  Descripción Referencia 

pJET 1.2  Vector de clonación  Fermentas 

pJET 1.2-8930 

pJET con un fragmento que incluye 

el gen Avin08930 y su región 

reguladora Hernández-Eligio 2012. 

pJET 1.2-rsmZ7-

ArfA1 

pJET con un fragmento que incluye 

el gen rsmz7 y arfA1 Este trabajo. 

Tabla 2. Plásmidos utilizados en el presente trabajo.  

 

Oligonucleótidos Secuencia 5’-3’ Referencia 

8930-708 Fw TCA GGC ACC GCA GGA G Hernández-Eligio; 2012. 

8930-1300 Rv TCG ATT CCC TGC TGC TGT AT Hernández-Eligio; 2012.  

08960-Fw GTC GAT GCC GTT GTC GAT G Este trabajo. 

08960-Rv TGC CTA CCT GTG GAT GAC Este trabajo. 

P-extension1 GGG ATC TGG CCT TGT TGG Este trabajo. 

rsmZ7-Fw ACC AAG ACG TCG AAG G Este trabajo. 

rsmZ7-Rv GTT GCC CTC GCC GTT C Este trabajo. 

arfA1-Fw GTC GCT TCC GGC CCA AC Este trabajo. 

arfA1-Rv TCA GGC GGC CAG AAA GAC Este trabajo. 

Tc-Rv CTC ATC GTC ATC CTC GGC AC Este trabajo. 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados en el presente trabajo. 
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5.2 Medios y Condiciones de Cultivo 

Las cepas de A. vinelandii se crecieron en los siguientes medios: 

Medio mínimo Burk-Sacarosa (BS), cuya composición es la siguiente (g/L): MgCl2·6 

H2O, 160; NaMoO4·2 H2O, 0.2; FeSO4·7 H2O, 5; CaCl2·2 H2O, 7.3; Na2SO4·18.3; 

K2HPO4, 8; KH2PO4, 2; Sacarosa, 200. El pH se ajustó a un valor de 7.2. Se agregó 

agar bacteriológico 15 (g/L) para solidificar el medio. En medio liquido A. vinelandii 

fue crecido a 30°C con una velocidad de agitación de 200 rpm en matraces de 125 

ml con un volumen de medio correspondiente a la quinta parte del volumen total del 

matraz (25ml).  

Las cepas con fusiones génicas en phbR y phbB se crecieron en medio BS líquido 

a 30°C con una velocidad de agitación de 200 rpm con un preinóculo de 24 h, 

posteriormente, se inocularon 250 µl del cultivo problema durante 48 h en 25 ml de 

medio PY líquido. En cuanto a las cepas con fusiones génicas en arpR y arsA, se 

crecieron en medio BS líquido a 30°C con una velocidad de agitación de 200 rpm 

con un preinóculo de 24 h, y se inocularon 250 µl del cultivo problema durante 48 h 

en 25 ml de medio BS líquido. Posteriormente, el cultivo se centrifugo a 4, 500 r.p.m. 

y se lavó con 25 ml de MgSO4 10mM, este proceso se realizó 4 veces para eliminar 

el exceso de sacarosa. A continuación, se resuspendió la pastilla obtenida de la 

última centrifugación con 25 ml de medio Burk-butanol y se creció durante 72 h. 

Los cultivos de E. coli se crecieron 24 h a 37°C en medio Luria-Bertani (LB) cuya 

composición es la siguiente (g/L): peptona de caseína, 10; extracto de levadura, 5; 

NaCl, 5. En medio liquido se creció a 37°C con una velocidad de agitación de 200 

rpm. 

Los antibióticos usados fueron: tetraciclina 30 y 150 µg/ml (Tc); gentamicina 0.5 y 

10 µg/ml (Gm); kanamicina 1 y 10 µg/ml (Km); espectomicina 100 µg/ml (Sp); 

ampicilina 100 µg/ml (Amp); rifampicina 100 µg/ml (Rif). 
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5.3 Procedimiento con ácidos nucleicos  

La extracción de DNA de plásmido se realizó con el kit de purificación GeneJET 

Plasmid Miniprep, mientras que la purificación de productos de PCR se llevó a cabo 

con el  kit GeneJET Gel Extraction Kit, ambos de fermentas. 

Para las amplificaciones de los genes de interés por PCR, se utilizó cDNA y DNA 

cromosomal de A. vinelandii, y DNA de plásmido de E. coli. Las enzimas utilizadas 

fueron Taq DNA Polimerasa y DNA Polimerasa Phusion High-Fidelity de Fermentas. 

 

5.4 Purificación de DNA cromosomal 

Se creció a A. vinelandii en 100ml de medio Burk-sacarosa durante 48 hr a 200 rpm 

y 30°C. Se separaron las células por centrifugación y se lavaron con buffer TE 20/50 

(50 mM de Tris-Cl, 20mMd de EDTA pH 8). La pastilla celular se resuspendió en 

450 µl de buffer TE 50/20. Posteriormente, se agregó 50 µl de lisozima (10 mg/ml) 

y se incubó 30 min a 37°C. Se agregó 50 µl de proteasa (10 mg/ml) y se incubó 30 

min a 37°C. Después se añadió 50 µl de SDS 10% y se incubo 15 min a 37°C. Se 

agregó 100 µl de NaCl 5M, se mezcló y se incubó durante 10 min a 65°C. Se 

adicionó 80 µl de solución CTAB 10% NaCl 0.7 M y se incubo durante 15 min a 

65°C. Se realizó una extracción con 500 µl de solución de Fenol-Cloroformo-Alcohol 

isoamílico 24:1. Se centrifugó durante 5 min a 13, 000 r.p.m., recuperando el 

sobrenadante. Se extrajó con 1 volumen de una solución de Cloroformo-Alcohol 

isoamílico 24:1. Se extrajó con 1 volumen de una solución de Cloroformo-Alcohol 

isoamílico 24:1. Se añadieron 0.6 volúmenes de isopropanol. Se recuperaron las 

hebras de DNA por centrifugación. Se añadió 1 ml de etanol al 70%, se centrifugó y 

se decantó, esto punto se llevó a cabo dos veces más. Se secó y se resuspendió la 

pastilla en 30 µl de RNAasa (20µg/ml). Se incubó 1 hr a 37°C para que actuara la 

RNAasa. 
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5.5 Purificación de RNA total 

Se creció a A. vinelandii en 25 ml de medio Burk-sacarosa durante 24 h (precultivo). 

Posteriormente se inoculo 25 ml de medio BS con precultivo al 1% y se creció 

durante 48 h. Se recuperaron las células por centrifugación, se resuspendió la 

pastilla en 60 µl de H20 con DEPC al 0.1% y se añadieron 5 µl de DEPC al 0.5%. 

Se adicionó 200 µl de acetona helada, se mezcló y se centrifugó a 10, 000 r.p.m. 

durante 2 minutos. Se desechó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 50 

µl de DEPC al 0.1%, se añadieron 10 µl de lisozima (10mg/ml) preparada con DEPC 

al 5% y se incubó durante 10 minutos a 37°C. Se agregó 1 µl de proteinasa K 

(100µl/ml) y se incubó en hielo durante 10 minutos. Se añadieron 3.5 µl de DEPC al 

5%, 200 µl de Fenol (precalentado a 70°C) y 150 µl de cloroformo, se mezcló 

manualmente y se adicionaron 120 µl de DEPC al 0.1% y se centrifugó a 12, 000 

r.p.m. durante 5 minutos. Se removió la fase acuosa y se adicionó 1 ml de etanol 

absoluto. Se dejó precipitando durante una noche y se centrifugó a 12, 000 r.p.m. 

durante 5. Por último, se resuspendió la pastilla en 50 µl de DEPC al 0.1%. 

 

5.6 Extracción de DNA de plásmido (Técnica del Perclorato) 

Se creció a E. coli en 10 ml de medio LB durante 24 hrs. Se centrifugó 1.5 ml de 

cultivo y se recuperaron las células. Se resuspendió la pastilla en 175 µl de TES 

(15% Sacarosa, 50mM TROS pH 8.5, 50mM EDTA pH 8.0), se añadieron 25 µl de 

lisozima (10mg/ml) y se incubó en hielo durante 20 minutos. Se añadieron 400 µl de 

agua helada y se incubó durante 15 minutos a 73°C. Se centrifugó y se descartó el 

pellet con un palillo. Se añadieron 60 µl de NaClO4 5M y 600 µl de isopropanol, se 

mezcló y se centrifugó durante 15 minutos. Se lavó el pellet con 1ml de etanol al 

70% y se centrifugó a 12, 000 r.p.m. Se secó en savant durante 15 minutos a 60°C. 

La pastilla se resuspendió en 50 µl de RNAsa (20 µg/ml). 
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5.7 Transformación de E. coli 

Se utilizaron 200 µl de células competentes de E. coli DH5α y se incubaron en hielo 

durante 30 minutos. Se dio un shock de calor durante 2 minutos a 42°C. Se agregó 

1 ml de medio LB líquido sin antibiótico y se incubo durante una hora a 37°C con 

agitación. Se platearon 100 µl y 200 µl en medio LB con Amp. 

 

5.8 Ensayo de extensión del iniciador (Primer extension) 

El ensayo de extensión del iniciador se realizó usando 50 µg de RNA total purificado 

a partir de células de las cepas UW136 y arfA1 cultivadas durante 48 hr en medio 

BS. La reacción de extensión se realizó marcando el oligonucleótido con gamma 

ATP32 (30 µCi) utilizando 2µl de la enzima polinucleótido cinasa de Roche y 20  pmol  

del  oligonucleótido P-extension1, para posteriormente incubar durante 1 hr a 37ºC. 

Para obtener el cDNA se utilizó 2µl de la enzima AMV (Roche) a una temperatura  

de  extensión  de  42ºC, este se precipitó usando acetato de amonio  10M  más 100 

μL de etanol absoluto, se centrifugó a 13,000 rpm por 10 minutos, se lavó con etanol 

al 70% al menos en tres ocasiones y finalmente el pellet resultante fue resuspendido 

en 8 μL de agua, y al que además se le agregaron 4 μL de colorante.  

Para realizar la reacción de secuencia se utilizó el kit Termo SequenaseTM Cycle 

Sequencing Kit de USB. El DNA templado (pJET 1.2-8930) se obtuvo por 

purificación de columna a una concentración de 200 ng/µl, se añadieron 2 µl de 

Buffer 10x, 2 µl de la enzima Thermosequence, 1.5 µl del oligo kinado y 18 µl de 

H2O. Se añadieron 4 µl de la mezcla más 4 µl de cada base (G,A,T,C). La reacción 

se llevó a cabo con las siguientes indicaciones: 95°C durante 2 minutos por 1 ciclo; 

95°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante dos minutos 

por 50 ciclos; 72°C durante 10 minutos por 1 ciclo. La reacción se detuvo con 4 µl 

de stop mix.  

Para el gel de secuencia se utilizó urea 8 M (240 g), acrilamida 40% (Acrilamida 38 

g + Bis-acrilamida 2 g + H20 100 ml) 87.5 ml, TBE 10x 50 ml y 120 ml de H2O. 
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5.9 Determinación de operón liderado por rsmZ7 

Para determinar la presencia de un operón formado por rsmz7 y arfA1 se sintetizó 

cDNA a partir de RNA de A. vinelandii utilizando el Kit RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis de Fermentas y se siguieron las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 

los oligonucleótidos reversos rsmz7-Rv y arfA1-Rv. Posteriormente, se llevaron a 

cabo una serie de RT-PCR para verificar la síntesis correcta de cDNA y la presencia 

del operón. La combinación de oligos fue la siguiente: rsmZ7-Fw + rsmZ7-Rv; arfA1-

Fw + arfA1-Rv; rsmZ7-Fw + arfA1-Rv. Los controles positivos se obtuvieron a partir 

de una PCR utilizando DNA cromosomal de A. vinelandii UW136. Los controles 

negativos se hicieron a partir de una PCR utilizando únicamente los oligonucleótidos 

sin DNA para amplificar. 

 

5.10 Cuantificación de proteína  

La cuantificación de proteína de las cepas utilizadas para la determinación de la 

actividad de β-glucuronidasa se realizó por el método de Lowry et al., (1951). Los 

ensayos se realizaron por triplicado. El procedimiento fue el siguiente: se tomó 1ml 

de medio de cultivo y se centrifugo a 13, 000 r.p.m. durante 5 min para obtener el 

paquete celular, el cual se resuspendió en 1 ml de MgSO4 10mM. Se tomaron 20 µl 

de células resuspendidas y se llevó a 200 µl con H20. Se añadió 1 ml de solución 

reactiva, se agitó y se dejó reposar 10 min. Se añadió 0.1 ml de reactivo de Folin 

diluido con 1 vol. de H20 y se dejó reposar 30 min. Por último, se leyó absorbancia 

a 625 nm en el espectrofotómetro. Simultáneamente se corrió una curva patrón con 

las siguientes concentraciones en µg/ml de albumina: 12.5, 25, 50, 100, 200, 400, 

600. 

Solución reactiva: 

Solución A: Na2CO3 2% en NaOH 0.1 N   

Solución B: Tartrato de Na y K 2% 

Solución C: CuSO4 1% 
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Se mezcló 0.5 ml de solución C + 0.5 ml de solución B + 49 ml de solución C. 

 

5.11 Determinación de actividad β-Glucuronidasa  

La determinación de actividad de β-Glucuronidasa se realizó por el método de 

Wilson et al., (1996). Los ensayos se realizaron por triplicado. El procedimiento fue 

el siguiente: se tomó 1ml de cultivo y se centrifugo a 13, 000 r.p.m. durante 5 min 

para obtener el paquete celular, el cual se resuspendió en 500 µl  y 200 µl de MgSO4 

10mM para las cepas con fusiones transcripcionales y traduccionales 

respectivamente. Se tomaron 20 µl (fusiones transcripcionales) y 50 µl (fusiones 

traduccionales) de muestra (Vol Rx) y se agregaron 710 µl de Buffer Z. Al mismo 

tiempo se preparó un blanco con 730 µl de Buffer Z y se procesó junto con las 

muestras. Se agregó 10 µl de solución de lisozima 10mg/ml y se incubaron a 37°C 

durante 5 min. Se agregó 10 µl de solución Tritón al 10% y se agitó. Se agregó 100 

µl de solución PNPG 12.5 mM, se incubaron a 37°C los muestras con fusiones 

traduccionales y a temperatura ambiente las muestras con fusiones 

transcripcionales, se cronometró el tiempo de inicio de la reacción (t Rx). Se añadió 

150 µl de solución Na2CO3 1.2 M para detener la reacción. Se centrifugaron las 

muestras durante 5 min a 13, 000 r.p.m. Por último, se leyó absorbancia a 405 nm 

en el espectrofotómetro. 

Buffer Z: 3 ml K2HPO4 0.5M + 2 ml KH2PO4 0.5M + 0.2 ml EDTA 0.25M + 0.1 ml DTT 

0.25M. 

Para calcular la actividad de β-Glucuronidasa usamos la siguiente formula: 
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Cabe mencionar que las fusiones génicas traduccionales y transcripcionales 

utilizadas para los genes phbB y phbR fueron diseñadas por Hernandez-Eligio et 

al., 2012 y por Gallegos, 2013. Todas las fusiones génicas se encuentran 

flanqueadas por regiones de aproximadamente 460 pb que corresponden a la región 

reguladora y parte de la codificante del gen Avin12230, que codifica para una 

proteína hipotética que presenta homología con transposasas y fue elegido como 

sitio neutro de cointegración para las fusiones génicas. Por otra parte, las fusiones 

génicas traduccionales y transcripcionales utilizadas para los genes arsA y arpR 

fueron diseñadas por Muriel-Millán, 2015, el sitio neutro utilizado para introducir las 

fusiones fue el gen melA. Las fusiones génicas se integran al cromosoma en un 

evento de doble recombinación. 

 

5. 12 Construcción del plásmido pJETrsmZ7-ArfA1 

Se utilizaron los oligos 8930-1300 Rv y Tc-Rv para levantar un fragmento que 

incluyera el gen rsmZ7 usando como templado DNA cromosomal de la mutante 

arfA1. Posteriormente, el fragmento se ligó en el vector pJET 1.2 siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El plásmido construido se nombró pJETrsmZ7-ArfA1. 

Se transformó a E. coli DH5α con el plásmido, se seleccionaron colonias por 

resistencia a Amp y las candidatas fueron cultivadas en medio LB para extracción 

de plásmido por técnica de perclorato. Se llevó a cabo una digestión con Bgl II, se 

obtuvo una banda de 2.9 kb correspondiente al vector pJET 1.2 y una banda de 

1.300 kb aproximadamente correspondiente al fragmento clonado. Posteriormente 

se purifico el plásmido por GeneJET Plasmid Miniprep y fue secuenciado en la 

Unidad de Síntesis y Secuenciación de ADN del Instituto de Biotecnología de la 

UNAM.  
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6 Resultados 

6.1 Análisis bioinformático del gen Avin08930 

6.1.1 Predicción funcional del gen Avin08930 

 

Como se mencionó anteriormente, el gen Avin08930 se identificó como resultado 

de una búsqueda de genes blancos de GacA, a través de un algoritmo en lenguaje 

Perl, en el cual se consideró el sitio de unión del regulador de respuesta GacA 

conocido como caja GacA. 

Sin embargo, el análisis reciente llevado a cabo en este estudio, reveló que la caja- 

GacA identificada como parte del contexto genético de Avin08930 en realidad forma 

parte de la región reguladora del gen rsmZ7 (Fig.14), el cual codifica para uno de 

los RNA pequeños activados por GacA que hace parte del sistema de regulación 

Rsm. Este error de localización de la caja GacA se debió a una falta de actualización 

en las bases de datos, ya que cuando se realizó la búsqueda de cajas GacA, el gen 

rsmZ7 no se encontraba anotado. Sin embargo, debido a que la inactivación de 

Avin08930 causó un fenotipo de disminución de PHB y ARs (Fig. 12; Fig. 13), se 

decidió trabajar en su caracterización en este estudio. 

El gen Avin08930 codifica para una proteína de 52 aminoácidos y su parálogo 

Avin08960 localizado río arriba, codifica para una proteína de 53 aminoácidos, que 

presentan una identidad entre sí del 83%, ambos genes se encuentran flanqueando 

al gen rsmZ7 (Fig. 14). 

La secuencia consenso de los genes Avin08930 y Avin08960 se comparó con las 

depositadas en GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI), 

empleando la herramienta BLASTN 2.2.19 (Zhang et al., 2000). Se determinó que 

Avin08930 y Avin08960 posiblemente son homólogos del factor alternativo de 

rescate de ribosoma A (ArfA) ya que tienen un porcentaje de identidad de secuencia 

de 44% y 50% respectivamente con la proteína ArfA de Escherichia coli.  
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A partir de esta información y para fines prácticos, se decidió renombrar al gen 

Avin08930 como arfA1 y al gen Avin08960 como arfA2. Cabe resaltar que el fenotipo 

presente en las cepas mutantes arfA1 y arfA2 para ARs y PHB (Fig. 12; Fig. 13), es 

interesante, ya que se no han sido reportados fenotipos para mutaciones 

individuales en los genes arfA y arfB (Keiler, 2015). Las mutaciones en ambos genes 

fueron confirmadas por PCR (Datos no mostrados). 

Fig. 14. Contexto genético de Avin08930 (arfA1). 

 

6.1.2 Estructura del RNAm de arfA1  

 

Como se describió anteriormente, en E. coli, el RNAm de arfA adopta una estructura 

de horquilla en su extremo 3’, que es reconocida y escindida por la RNAsa III, para 

regular los niveles de ArfA cuando hay suficiente actividad de tmRNA, y de esta 

manera, evitar la competencia entre los sistemas de rescate de ribosomas. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15. Estructura secundaria del RNAm de arfA1 formada en el extremo 3’ obtenida con 
el software MFOLD (http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold/rna-folding-form), se presenta 
la estructura con una mayor estabilidad. 
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En A. vinelandii la secuencia del RNAm de arfA1 forma una estructura de horquilla 

en su extremo 3’ por los nucleótidos 107-144, con un tallo formado por 16 pb y un 

bucle de 4 nucleótidos (Fig. 15). 

 

6.2 El fenotipo en la mutante arfA1 no se debe a una mutación en el gen 
rsmZ7 

 

Estudios anteriores demostraron que una mutación en el gen rsmZ1 disminuye la 

producción de PHB y ARs (Fig. 12; Fig. 13) (Hernández-Eligio, 2012; Romero et al., 

2016). Este resultado sugiere que en ausencia del gen rsmZ1 (RNA regulatorio del 

sistema Rsm), la concentración de la proteína RsmA es mayor que en la cepa 

silvestre y ejerce un efecto negativo sobre los RNAm phbR, phbB y arpR, 

involucrados en la síntesis de PHB y ARs. Considerando lo anterior, surgió la 

hipótesis de que la ausencia de rsmZ7 pudiera tener el mismo efecto que la 

ausencia del rsmZ1. Por lo tanto, existía la posibilidad de que el fenotipo mostrado 

por la mutante arfA1 fuese resultado de una mutación en el gen rsmZ7. 

Para descartar la hipótesis anterior, se construyó un plásmido con un fragmento 

amplificado del gen rsmZ7 usando como templado DNA cromosomal de la mutante 

arfA1. El plásmido construido se nombró pJETrsmZ7-ArfA1 y fue secuenciado en la 

Unidad de Síntesis y Secuenciación de ADN del Instituto de Biotecnología de la 

UNAM. 

La figura 16 muestra una comparación entre la secuencia obtenida a partir del 

plásmido pJET rsmZ7-ArfA1 y la secuencia del gen cromosomal rsmZ7 de A. 

vinelandii, demostrando que no existe una mutación en el gen rsmZ7, y por lo tanto, 

el fenotipo observado en la cepa mutante arfA1 no es causado por una mutación en 

rsmZ7. 
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Fig. 16. Alineamiento de secuencia del plasmido pJET rsmZ7-ArfA1 y la secuencia genética 
de rsmZ7 de Azotobacter vinelandii obtenida con el programa ClustalW de BioEdit. Un 
asterisco (*) indica los nucleótidos que coinciden en ambas secuencias. 

 

6.3 Identificación del inicio de la transcripción de arfA1 

 

Uno de los objetivos de este proyecto fue identificar el inicio de la transcripción del 

gen arfA1. El cual se determinó por el ensayo de extensión del iniciador utilizando 

RNA de la cepa silvestre UW136 y de la mutante arfA1 obtenido a partir de un cultivo 

de 48 h en medio líquido Burk-Sacarosa.  Como se observa en la Fig. 17 se detectó 

un probable inicio de transcripción a 142 nt río arriba del codón de inicio ATG en 

ambas cepas. 

Cabe mencionar que el oligonucleótido que se utilizó para realizar este experimento 

se ubica antes de los nucleótidos eliminados para la construcción de la mutante (Fig. 

17-B), de manera que, es posible observar el sitio de inicio de transcripción en la 

mutante arfA1. 
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Fig. 17. A) Autorradiografía del ensayo de extensión del iniciador para identificar el sitio de 
inicio de la transcripción del gen arfA1 en las cepas UW136 y arfA1-. B) Secuencia genética 
de la región reguladora del gen arfA1. La flecha indica el sitio de inicio de la transcripción. 
arfA1 se muestra en color turquesa y rsmZ7 en color rosa. Los oligonucleótidos utilizados 
para la construcción de la mutante arfA1 se muestran en color gris. La secuencia consenso 
para el promotor σD   (en negritas y subrayado para arfA1; en negritas para rsmZ7) y la 
secuencia consenso para FNR (verde) se encuentran indicados. La secuencia 
complementaria del oligonucleótido utilizado se muestra en color café. 

 

Con la finalidad de identificar posibles promotores (secuencias reconocidas por σD, 

σs, etc.) del gen arfA1, se realizó un análisis in silico mediante los programas 

Softberry (http://www.softberry.com/berry.phtml) y VirtualFootprint 
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http://www.prodoric.de/vfp/vfp_promoter.php) de la región reguladora de arfA1 a 

85b río arriba del inicio del gen rsmZ7. 

Se identificó un posible promotor σD para rsmZ7 y un posible sitio de unión para la 

proteína Fnr (CydR) sensible a cambios en los niveles de oxígeno (Fig. 17-B). No 

se identificaron promotores σD o de otro tipo que correspondan con el sitio de inicio 

de transcripción detectado para arfA1. Sin embargo, de manera visual, se identificó 

la zona en donde se podría encontrar un posible promotor para σD cerca del sitio de 

inicio de la transcripción y una posible secuencia fue indicada (Fig.17-B). 

 

6.4 arfA1 se transcribe de manera independiente de rsmZ7 

 

En Pseudomonas putida, las proteínas Hfq y Crc regulan la expresión de muchos 

genes en respuesta a señales nutricionales o ambientales, al unirse a RNAm que 

tienen motivos específicos e inhiben su traducción. 

El efecto de estas dos proteínas se antagoniza por los RNA pequeños no 

codificantes CrcZ y CrcY, los cuales se transcriben a partir de los promotores PcrcZ 

y PcrcY, respectivamente. La expresión de ambos genes es dependiente del 

activador transcripcional CbrB y el factor σN. 

Se reportó que crcZ también se puede transcribir desde el promotor del gen 

inmediato corriente arriba, cbrB, un promotor constitutivo débil (Hernández-Arranz 

et al., 2016). 

Tomando en cuenta el antecedente anterior y dado que no se identificaron posibles 

promotores para el sitio de inicio de la transcripción de arfA1 a través del análisis in 

silico realizado, se consideró la posibilidad de que rsmZ7 y arfA1 podrían estar 

organizados en un operón. 

Para comprobar esta hipótesis se determinó si existía la presencia de un transcrito 

rsmZ7-arfA1. Para lograr este objetivo se sintetizo cDNA a partir de RNA de la cepa 

silvestre de A. vinelandii obtenido de un cultivo de 48 h en medio BS-líquido tal como 
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se describe en la sección de métodos. Se realizaron una serie de RT-PCRs para 

verificar la presencia de transcritos correspondientes a los genes rsmZ7, arfA1 y 

rsmZ7-arfA1. La organización de los oligonucleótidos utilizados se muestra en la 

figura 18. 

 

 

Fig. 18. Representación gráfica que muestra la organización de los oligonucleótidos 
utilizados para determinar la presencia de un operón formado por rsmz7 y arfA1. Los 
oligonucleótidos fueron: rsmz7Fw+rsmz7Rv que amplifican un fragmento de 0.127 kb;  
arfA1Fw+arfA1Rv que amplifican un fragmento de 0.146 kb; rsmz7Fw+arfA1Rv que 
amplifican un fragmento de 0.479 kb. 

 

Como se muestra en la figura 19-A, se amplificó correctamente el producto del gen 

rsmZ7 así como el de arfA1 (Fig. 19-B), los controles positivos y negativos se 

obtuvieron correctamente. En contraste, no se obtuvo un producto de amplificación 

a partir de los oligonucleótidos rsmz7Fw+arfA1Rv (Fig. 19-C), por lo que podemos 

concluir que no existe la presencia de un transcrito rsmZ7-arfA1 por lo que estos 

genes no están organizados en un operón. 
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Fig. 19. Electroforesis en gel de 
agarosa 2% de producto de PCR 
sobre los genes rsmZ7, arfA1 y un 
fragmento que amplifica ambos 
genes. A) Amplificación del gen rsmZ7 
(cDNAz-7). B) Amplificación del gen 
arfA1 (cDNA-arfA1). C) Amplificación 
de un fragmento que incluye los genes 
rsmZ7 y arfA1 (cDNAz-arfA1). El 
control positivo se representa con (+). 
El control negativo se representa con 
(-). 
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6.5 Inactivación del gen arfA1 y su efecto en la transcripción y 
traducción de los genes involucrados en la síntesis ARs y PHB 

6.5.1 Expresión de los genes arpR y arsA en la mutante arfA1 

 

La mutante arfA1 presenta un fenotipo claro en la reducción de la síntesis de PHB 

y ARs, por lo que se decidió determinar si la inactivación del gen arfA1 tenía un 

efecto sobre la transcripción y/ó traducción de los genes reguladores y biosintéticos 

de la síntesis de estos polímeros. 

Se realizaron ensayos de determinación de la actividad de β-glucuronidasa en 

derivadas de la cepa silvestre UW136 y de la mutante arfA1 con fusiones 

transcripcionales y traduccionales en los genes arpR y phbR, así como de los genes 

biosintéticos arsA y phbB. 

El ensayo de determinación de la actividad de β-glucuronidasa para los genes arpR 

y arsA se realizó en células incubadas en medio líquido Burk-Butanol con un 

crecimiento de 72 h. Como muestra la figura 20, no se observan cambios 

significativos en la transcripción y traducción del gen arpR. Por otro lado, existe una 

reducción significativa en la transcripción del gen arsA, lo cual se ve reflejado en su 

expresión traduccional. Por lo que, podemos concluir que bajo estas condiciones la 

mutación en el gen arfA1 afecta de manera negativa la transcripción del gen arsA. 

 
6.5.2 Expresión de los genes phbR y phbB en la mutante arfA1 

 

El ensayo de determinación de la actividad de β-glucuronidasa para los genes phbR 

y phbB se realizó en medio líquido PY suplementado con sacarosa al 2% con un 

crecimiento de 48 h.  

Como se muestra en la figura 21, existe un leve aumento en la expresión 

transcripcional del gen phbR en la cepa arfA1-, y por lo tanto, en su expresión 

traduccional. Sin embargo, de acuerdo con el análisis estadístico las diferencias que 
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se observan no son relevantes debido a un cruce de la desviación estándar de cada 

una de las cepas. 

A pesar de que no se observa un aumento considerable en la expresión 

transcripcional del gen phbB en la cepa arfA1- y en la cepa WT, existe una diferencia 

significativa entre los resultados obtenidos de acuerdo con el análisis estadístico, 

contrario a esto, la expresión a nivel traduccional se ve reducida significativamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20. Actividad de β-glucuronidasa de las fusiones transcripcionales y traduccionales de 
los genes arpR y arsA en las cepas UW136 y arfA1-. Los datos corresponden al análisis de 
tres experimentos independientes. La diferencia significativa fue analizada mediante t- test 
y se encuentra indicada (***p<.001; ND-No diferencias significativas.) 
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Fig. 21. Actividad de β-glucuronidasa de las fusiones transcripcionales y traduccionales de 
los genes phbR y phbB en las cepas UW136 y arfA1-. Los datos corresponden al análisis 
de tres experimentos independientes. La diferencia significativa fue analizada mediante t- 
test y se encuentra indicada (***p<.001) 

 

6.6 Genes involucrados en el rescate de ribosomas presentes en A. 
vinelandii 
 

Dado que el producto del gen arfA1 presentó homología con ArfA cuya función es 

rescatar ribosomas estancados en complejos non-stop, surgió la pregunta si 

mutaciones en otros genes cuyos productos participan en el rescate de ribosomas 

también afectan de manera negativa la síntesis de PHB y ARs. 
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Se realizó una búsqueda bioinformática en el genoma de A. vinelandii para 

identificar a los genes que participan en los otros sistemas de rescate de ribosomas 

por trans-traduccion (ssrA-smpB) y por el rescate alternativo de ribosomas B (arfB) 

(Tabla 4). 

 

Gen                      Fenotipo Mutante         Localización (Avin) 

ssrA (tmRNA) Ligero aumento en 
 

producción de PHB y 
 

ARs 

55180 

smpB ---- 43050 

arfA1 Disminuye producción 

de PHB  

Disminuye producción 

de ARs 

08930 

arfA2 Disminuye producción 

de PHB 

Producción de ARs 
similar a WT 

08960 

arfB Producción de PHB y 
 

ARs similar a WT 

34690 

Tabla  4.  Genes  involucrados  en  el  rescate  de  ribosomas  presentes  en  Azotobacter 

vinelandii. 

 

En el laboratorio se construyó la mutante ssrA (Muriel, 2012. Datos no publicados) 

que codifica para el RNA especializado conocido como tmRNA y participa en el 

sistema de trans-traducción. Esta cepa presentó un ligero aumento en la producción 

de PHB y ARs en comparación con la cepa silvestre de acuerdo al fenotipo 
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observado (Fig. 22). Por otro lado, las cepas mutantes arfA1- y arfA1- arfA2- 

presentan una reducción más evidente en la producción de PHB y ARs comparada 

con la cepa silvestre. En cuanto a la cepa arfA2, se presenta un fenotipo de 

producción de PHB y ARs similar al descrito anteriormente. Adicionalmente, una 

mutante en arfB presentó un fenotipo de producción de PHB y ARs similar al de la 

cepa silvestre. 

 

 

Fig. 22. A) Fenotipo de opacidad en cultivo en placa PY sacarosa 2%. B) Análisis de Fast- 
Blue para la determinación cualitativa de ARs. Se muestran las cepas UW136, ssrA-, arfA1, 
arfA2-, arfA1-arfA2- y arfB-. 
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7 Discusión 

 

En el presente trabajo se determinó que el gen Avin08930 codifica para una proteína 

de 53 aminoácidos que presenta un porcentaje de identidad de secuencia del 44% 

con la proteína ArfA de E. coli, la cual se conforma de 72 aminoácidos y participa 

en un sistema alternativo de rescate de ribosomas que se encuentran estancados 

en complejos non-stop a través del reclutamiento de RF2 (factor de liberación-2) 

(Keiler, 2015). 

Cabe mencionar que en A. vinelandii existen dos copias del gen arfA, las cuales son 

codificadas por los genes Avin08930 renombrado como arfA1, y Avin08960 

renombrado como arfA2, por lo tanto, ambos genes son parálogos.  

La retención de dos copias de un gen, producto de una duplicación génica, depende 

de su función, el evento por el que se duplicó, la especie en la que ocurre y su 

velocidad de expresión (Magadum et al., 2013). No es común para las especies 

tener dos genes idénticos, si el producto del gen forma parte de una vía de 

regulación, debido al desequilibrio que se puede producir por el aumento en la dosis 

génica (Pierce, 2009). Sin embargo, existe la posibilidad de que se conserve la 

misma función en genes duplicados. Esto ocurre cuando a) el segundo gen 

proporciona una función de apoyo cuando el locus original se desactiva por 

mutación; b) existe una ventaja selectiva ocasionada por el aumento en la expresión 

del producto del gen duplicado; c) existe una subfuncionalización del gen duplicado, 

es decir que, ambos genes permanecen en el genoma un período de tiempo, 

durante el cual se diferencian en algunos aspectos de sus funciones (Magadum et 

al., 2013). Es probable que la duplicación del gen arfA en A. vinelandii se presente 

como una ventaja selectiva debido a su función, sin embargo, son necesarios 

experimentos bioquímicos y/o genéticos que demuestren esta hipótesis. 

Como se había mencionado anteriormente, en E. coli, el RNAm de arfA adopta una 

estructura de horquilla en su extremo 3’, que es reconocida y escindida por la 

RNAsa III, para regular los niveles de ArfA cuando hay suficiente actividad de 
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tmRNA, y de esta manera, evitar la competencia entre los sistemas de rescate de 

ribosomas. En A. vinelandii, el RNAm de arfA1 también adopta una estructura de 

horquilla en su extremo 3’ (Fig. 15). Sin embargo, la secuencia de esta estructura 

secundaria no está conservada en los homólogos de arfA, por lo que no ha sido 

posible determinar una secuencia consenso reconocida por la RNAsa III (Garza-

Sánchez et al., 2011), y por lo tanto, se requerirán de experimentos adicionales para 

comprobar y determinar los sitios de escisión en arfA1 por la RNAsaIII (Avin13780). 

De acuerdo al contexto cromosómico en el que se encuentra arfA1, existía la 

posibilidad de que el fenotipo observado fuera producto de una alteración en el gen 

rsmZ7. Sin embargo, la hipótesis anterior se descartó al existir una correlación 

completa entre la secuencia del gen rsmZ7 de A. vinelandii y la secuencia obtenida 

del plásmido pJET rsmZ7-ArfA1 (Fig.16), de manera que podemos concluir que el 

fenotipo observado en la cepa arfA1- no es producto de una mutación en rsmZ7. 

En este proyecto se determinó el sitio de inicio de la transcripción del gen arfA1 por 

primer extension (Fig. 17), el cual se localiza a 142 nucleótidos río arriba del ATG 

(inicio del gen) en la cepa UW136 y en la mutante arfA1. Sin embargo, el resultado 

obtenido se debe corroborar utilizando otro método, como por ejemplo, 5’ Race 

(Carey et al., 2013; Schauster et al., 2014). 

Para complementar la información obtenida del experimento anterior, se realizó un 

análisis in silico a través de los programas SoftBerry y VirtualFootprint de la región 

reguladora de arfA1 a 85 b río arriba del inicio del gen rsmZ7 con el fin de identificar 

posibles promotores del gen arfA1. Se identificó un posible promotor σD y una 

secuencia de reconocimiento de Fnr dentro de la región reguladora del gen rsmZ7, 

por el contrario, no se obtuvieron resultados para la región reguladora de arfA1. Sin 

embargo, de manera manual se identificó el sitio de una posible secuencia 

reconocida por el factor σD, aunque son necesarios experimentos que comprueben 

esta hipótesis. Cabe mencionar que este factor sigma interviene en la expresión 

transcripcional de arfA en E. coli (Chadani et al., 2011). Fnr es un factor de 

transcripción que regula la transcripción de distintos genes en respuesta a la 

anaerobiosis (privación de oxigeno), el cual reconoce la secuencia consenso 
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TTGATN4ATCAA donde N representa un nucleótido (Barnard, 2003). En A. 

vinelandii el regulador Fnr es codificado por el gen Avin19910 y la posible secuencia 

consenso que reconoce se encuentra marcada en la Fig. 17. 

A pesar de los datos obtenidos, son necesarios experimentos que nos permitan 

aclarar estos resultados, por ejemplo, se podrían diseñar fusiones transcripcionales 

con diferentes longitudes que abarquen la región reguladora de arfA1, de manera 

que su actividad nos permita identificar el sitio de su promotor. 

Aunque lo consideramos poco probable, se consideró que rsmZ7 y arfA1 podrían 

estar organizados en un operón, dado que existe un ejemplo de un transcrito 

formado por un RNAm que codifica para una proteína y un RNA pequeño no 

codificante, es decir, el transcrito formado por cbrB-crcZ (Hernández-Arranz et al., 

2016). En este trabajo se demostró que arfA1 se transcribe de manera 

independiente de rsmZ7 en A. vinelandii (Fig. 19). A diferencia del caso anterior, en 

donde CrbB y CrcZ participan en un sistema de regulación post-transcripcional, aún 

no sabemos si existe una  relación directa  entre  el  sistema  Rsm  y el  sistema de  

rescate  de ribosomas.  Otra diferencia es que en A. vinelandii el transcrito estaría 

liderado por el RNA pequeño no codificante y no por un RNAm que codifica para 

una proteína, además el espacio intergénico entre ambos genes es de 177 

nucleótidos, por lo que es muy probable que se encuentre un promotor en esa 

región. No han sido reportados casos en donde se encuentre a arfA formando parte 

de un operón. 

Los resultados obtenidos en los ensayos de determinación de la actividad de β- 

glucuronidasa para conocer el efecto de la inactivación del gen arfA1 sobre la 

trascripción y traducción de los genes arpR y arsA, así como de phbR y phbB se 

muestran en las figuras 20 y 21, respectivamente. Debido a que el descubrimiento 

de ArfA es reciente, son pocos los estudios que han sido reportados sobre su 

estructura, función, organización y regulación genética. Es por esta razón que no 

podemos explicar con detalle los resultados obtenidos. En este caso se esperaba 

una reducción en la traducción de los genes estudiados de acuerdo a la función que 

realiza ArfA, sin embargo, no observamos un efecto en los genes reguladores, arpR 
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y phbR, pero si en los genes estructurales, arsA y phbB, aunque el efecto fue sobre 

transcripción y traducción, respectivamente. 

Considerando la inconsistencia de los resultados obtenidos, es probable que los 

efectos observados en la mutante arfA1 sean un resultado de pleiotropía, el 

fenómeno por el cual un gen es responsable de múltiples efectos fenotípicos (Paaby 

& Rockman, 2013). 

Dado que existen diferentes eventos por los que se genera un complejo non-stop, 

tales como, la terminación prematura de la transcripción, daño al RNAm, un 

corrimiento en el marco de lectura, falta de reconocimiento del codón de paro y/o la 

actividad de enzimas que degradan RNA (RNAsas) (Keiler, 2015), es difícil 

identificar y categorizar los blancos sobre los que actúa ArfA, sin embargo, no 

descartamos la posibilidad de que exista una alta probabilidad que RNAm grandes 

sean más propensos a generar complejos non-stop. En este caso los genes 

estructurales involucrados en la síntesis de PHB y ARS se transcriben como un solo 

transcrito de una longitud aproximada de 12 kb y 4 kb, respectivamente. 

Una mutación en alguno de los elementos del sistema de trans-traducción, por lo 

general, conduce a una disminución en la viabilidad celular, particularmente, bajo 

varias condiciones de estrés, tales como, fluctuaciones en la temperatura, privación 

de nutrientes o presencia de antibióticos (Keiler, 2015; Huter et al., 2017). En A. 

vinelandii, la mutante ssrA presentó un ligero aumento en la producción de PHB y 

ARs (Fig. 22), sin embargo, es necesario realizar una cuantificación más exhaustiva. 

Además, se podría crecer a la cepa ssrA- bajo distintas condiciones de estrés para 

determinar el efecto de esta mutación en la viabilidad celular, tal como, el 

crecimiento, la producción de ARs, su capacidad de enquistamiento, entre otros. 

No han sido reportados fenotipos para mutaciones individuales en los genes arfA y 

arfB en la presencia de un sistema de trans-traducción funcional, lo cual es 

consistente con la función de soporte que proveen estos sistemas alternativos 

(Keiler,  2015).  Sin  embargo,  en  A.  vinelandii  la  mutante  arfA1 presentó una 

reducción en la producción de PHB y alquilresorcinoles (Fig. 22). Por otro lado, la 

mutante arfA2 presentó una disminución en la producción de PHB, y la mutante 
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arfB, un fenotipo similar a la cepa UW136. Es interesante el fenotipo observado en 

la cepa arfA1- ya que es probable que este sistema tenga una función más 

significativa en A. vinelandii que el sistema de trans-traducción, ya que en este 

último, no observamos un fenotipo de reducción en la síntesis de PHB y ARs.  

 

8 Conclusiones 

 

 El producto del gen arfA1 presenta identidad con la proteína ArfA de E. coli. 

 El gen arfA1 se transcribe de manera monocistrónica y su sitio de inicio de 

transcripción se localiza a 147 nucleótidos del inicio ATG.  

 Una mutación en el gen arfA1 disminuye la producción de PHB y ARs, ya que 

la expresión de los genes biosintéticos phbB y arsA disminuye a nivel 

traduccional y transcripcional, respectivamente. Sin embargo, la expresión 

de los genes reguladores phbR y arpR no se ve afectada. 

 En A. vinelandii están presentes los genes que codifican para los tres 

sistemas de rescate de ribosomas, los cuales son: el sistema de trans- 

traducción, el factor de rescate alternativo A y el factor de rescate alternativo 

B. 
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9 Perspectivas 

 

 Caracterizar la expresión del gen arfA1, así como la de su parálogo arfA2, en 

distintas condiciones de crecimiento en la cepa silvestre y en una mutante 

ssrA. 

 

 Determinar la actividad de la RNAsa III sobre el RNAm de arfA1. 

 
 Identificar el sitio del promotor del gen arfA1. 

 
 Caracterizar una mutante en el gen arfB (Avin 34690). 
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