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RESUMEN 

 
Azotobacter vinelandii es una bacteria capaz de sintetizar distintos polímeros, principalmente 

al llevar a cabo un proceso de diferenciación celular conocido como enquistamiento. Uno de 

estos polímeros es el poli(3-hidroxibutirato) (PHB), un poliéster biodegradable y resistente 

al agua que presenta características similares al polipropileno. La síntesis de PHB en A. 

vinelandii se encuentra regulada por una gran variedad de mecanismos y sistemas a distintos 

niveles de la expresión génica. Uno de los mecanismos principales que intervienen en la 

regulación de síntesis de PHB es el sistema Gac/Rsm, que consiste en el sistema de dos 

componentes GacS/GacA, la proteína RsmA y los RNAs pequeños rsmZ1-7, y  rsmY. En A. 

vinelandii, se ha reportado que RsmA inhibe la traducción de genes de la ruta biosintética de 

PHB al tener afinidad sobre distintos RNAs mensajeros, mientras que los RNAs pequeños 

antagonizan a RsmA. Por otro lado, se ha reportado en otros modelos de estudio que el factor 

de integración al hospedero (IHF), una proteína heterodimérica asociada a nucleoide (NAP) 

capaz de modificar la estructura del DNA, regula la expresión de RNAs pequeños del sistema 

Rsm. En este trabajo se estudió la regulación de IHF sobre la síntesis de PHB en A. vinelandii 

mediante la elaboración y caracterización de cepas mutantes en los genes ihfA e ihfB. Se 

observó que las cepas mutantes en cualquiera de los monómeros de IHF presentan un mayor 

tiempo de duplicación en una curva de crecimiento comparadas con una cepa silvestre en la 

transición de la fase exponencial a la fase estacionaria, que es donde se ha reportado que 

ocurre una mayor expresión de ihf en otros modelos de estudio. En las mismas cepas 

mutantes, se observó una disminución en la producción de PHB comparadas con la cepa 

silvestre tanto en ensayos cualitativos como cuantitativos, lo que indica que IHF es un 

regulador positivo de la síntesis de PHB. Adicionalmente, se encontró que las mutantes en 

ihf exhiben una disminución en la expresión de los RNAs pequeños rsmZ1 y rsmZ2 y en la 

traducción de phbR, por lo que se puede concluir que IHF controla la síntesis de PHB al 

actuar como un regulador positivo de la expresión de rsmZ1 y rsmZ2. Para reforzar esta idea, 

se evaluó otro fenotipo regulado por la vía Rsm, la producción de alquilresorcinoles (ARs), 

en donde se observó una disminución en las mutantes en ihf, lo que concuerda con su papel 

propuesto en la regulación del sistema Rsm. Cabe destacar que las mutantes individuales en 

ihfA e ihfB mostraron un comportamiento similar a la doble mutante ihfA/ihfB en los 

fenotipos evaluados, por lo que se concluye que la ausencia de uno solo de los monómeros 

tiene como consecuencia una versión no funcional de IHF en A. vinelandii. 
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ABSTRACT 

 
Azotobacter vinelandii is a bacterium that synthesizes a variety of polymers, mainly by 

undergoing a cell differentiation process known as encystment. One of these polymers is 

poly(3-hydroxybutyrate) (PHB), a biodegradable and water-resistant polyester that shows 

similar characteristics to polypropylene. PHB synthesis in A. vinelandii is regulated by 

diverse mechanisms and systems that act upon different levels of gene expression. One of 

the main mechanisms that intervene in PHB synthesis regulation is the Gac/Rsm system, 

which consists of the two component system GacS/GacA,  RsmA and the small RNAs rsmZ1-

7, and rsmY. It has been reported that RsmA inhibits translation of genes belonging to the 

PHB biosynthetic pathway in A. vinelandii, while the small RNAs titrate RsmA. On the other 

hand, in other bacteria it has been reported that the integration host factor (IHF), a 

heterodimeric nucleoid-associated protein (NAP) capable of modifying DNA structure, 

regulates the expression of small RNAs from the Rsm system. In this work, IHF regulation 

over PHB production was studied through the construction and characterization of ihfA and 

ihfB mutants in A. vinelandii. It was observed that mutant strains in any of the two IHF 

monomers had higher duplication times in a growth curve tan those of the wild-type strain in 

the transition from exponential to stationary growth, which is the point of most ihf expression 

in other bacteria. In the same mutant strains, a reduction in PHB production was observed in 

comparison to the wild-type strain in both qualitative and quantitative assays. This result 

indicates that IHF is a positive regulator of PHB synthesis. Additionally, it was found that 

ihf mutants exhibit a decrease in rsmZ1 and rsmZ2 transcription and in phbR translation. This 

results, in conjunction, demonstrate that IHF controls PHB synthesis by its role as a positive 

regulator of rsmZ1 and rsmZ2 expression. To strengthen this idea, alkylresorcinols (ARs) 

production, another phenotype regulated by the Rsm system, was evaluated in the ihf 

mutants, where it was diminished compared to the wild-type strain.This result matches with 

the proposed regulatory role of IHF over the Rsm system. It is important to note that single 

ihfA and ihfB mutants exhibited a similar behavior to the double mutant ihfA/ihfB in the 

evaluated phenotypes, wich means that the absence of even a single ihf monomer results in a 

non-functional versión of IHF in A. vinelandii. 
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1. Introducción 

 

1.1. Generalidades de Azotobacter vinelandii 
 

A. vinelandii es una bacteria Gram negativa que pertenece a la familia Pseudomonadaceae. 

Su morfología es predominantemente ovoide, sin embargo, presentan un amplio rango de 

formas, desde bacilos hasta células cocoides (Fig. 1). Son bacterias aerobias y organotróficas 

(Espín, 2001). Una de las características más importantes de esta bacteria, es su capacidad de 

fijar nitrógeno de manera no simbiótica (Becking, 1981). Sin embargo, posee otras 

características destacables, como, la formación de quistes bajo condiciones adversas o durante 

la fase estacionaria de crecimiento , así como la producción de compuestos de interés en 

distintas áreas como la agronomía y la medicina (Salmeron et al., 1990; Segura et al., 2020). 

 

Dado que A. vinelandii es una bacteria Gram negativa, morfológicamente posee una pared 

celular compuesta principalmente por la membrana externa y una capa delgada de 

peptidoglicano. La membrana externa actúa como una segunda bicapa lipídica, la cual, además 

de fosfolípidos, tiene una gran cantidad de polisacáridos y lípidos unidos formando una 

estructura denominada capa de lipopolisacárido. Entre la membrana interna y la externa existe 

un espacio denominado periplasma, en donde existe una gran concentración de proteínas 

(Madigan & Martinko, 2001).  Es interesante destacar que las células de A. vinelandii son 

relativamente grandes, puesto que el tamaño de las células vegetativas es 16 veces mayor que 

el de células de E. coli (Efuet et al., 1996).   
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El tamaño de A. vinelandii se debe, en parte, a que este microorganismo presenta poliploidía, 

es decir, múltiples copias de su cromosoma. En el 2001, Maldonado, et al., reportaron, 

mediante el uso de endonucleasas y análisis de fragmentos por electroforesis en gel de campo 

pulsado que el cromosoma de A. vinelandii tiene un tamaño de 4,700 kb aproximadamente, 

mientras que, en el 2009, Setubal, et al., reportaron la secuencia completa del genoma de A. 

vinelandii, de 5,365,318 pb de tamaño. En el genoma se encontraron genes que correlacionan 

con un estilo de vida estrictamente aerobio, además de que esta especie no presenta plásmidos 

(Maldonado et al., 1994; Setubal et al., 2009).  

 

1.2. Enquistamiento 
 

Las células de A. vinelandii son capaces de llevar a cabo un proceso de diferenciación celular 

llamado enquistamiento, donde la bacteria sufre cambios morfológicos, metabólicos y 

fisiológicos. El enquistamiento es una transformación que se lleva a cabo entre 3 y 5 días, y su 

inducción depende de factores tales como el tipo de nutrientes que se encuentren en el medio. 

En presencia de carbohidratos como glucosa, los quistes corresponden únicamente al 0.1% de 

la población celular, sin embargo, en medios con n-butanol o β-hidroxibutirato (BHB) como 

fuentes únicas de carbono, ocurre enquistamiento completo en 120 horas (Sadoff, 1975; Segura 

et al., 2020). 

 

Al inducirse el enquistamiento, las células vegetativas pierden su motilidad y adoptan una 

forma esférica (Fig. 1). Adicionalmente, la pared celular se engrosa y la célula en estado latente 

se denomina cuerpo central, la cual se encuentra rodeada por dos capas compuestas 

principalmente de alginato, denominadas intina y exina. Por otro lado, metabólicamente, 
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también ocurren cambios durante la transición del estado vegetativo al de enquistamiento, 

como lo es la reducción en la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la inducción 

de enzimas que participan en el metabolismo de PHB. La síntesis de RNA se mantiene hasta 

por 12 horas después de la inducción del enquistamiento y la síntesis de proteínas se mantiene 

durante este proceso (Hitchins & Sadoff, 1973; Martínez-Ortiz et al., 2020; Sadoff, 1975). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los quistes poseen la capacidad de resistir condiciones deletéreas como la desecación. 

Además del alginato que compone a la intina y a la exina, en los quistes se encuentran otros 

polímeros como los alquilresorcinoles, que son lípidos fenólicos que reemplazan a los 

fosfolípidos en la membrana del quiste y forman parte de la exina (Cocotl-Yañez et al., 2014). 

Por otro lado, el poli-β-hidroxibutirato (PHB), otro componente del quiste, es un poliéster que 

posee propiedades similares al polipropileno con potencial de ser empleado como un plástico 

natural biodegradable. El PHB pertenece a la familia de los polihidroxialcanoatos (PHAs), 

que están compuestos de monómeros de ácidos grasos con grupos 3-hidroxilo. Estos 

compuestos son sintetizados por una gran variedad de bacterias y son acumulados en forma 

Figura 1. Quiste de A. vinelandii. Presenta gránulos de PHB en el cuerpo central (CB) y se 

encuentra rodeado por capas de intina (IN) y exina (EX). Modificado de Martínez, 2020  
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de gránulos intracelulares que funcionan como una reserva de nutrientes que no alteran el 

estado osmótico de la célula (Madison & Huisman, 1999). 

 

1.3. Síntesis de PHB 
 

El PHB es un termoplástico biodegradable y biocompatible, compuesto por monómeros de 3-

hidroxibutirato. A. vinelandii se encuentra entre las pocas especies de bacterias junto con 

Cupriavidus necator y Azohydromonas lata capaces de producir el polímero en grandes 

concentraciones. Sin embargo, existen más de 300 especies distintas de microorganismos 

capaces de sintetizar PHAs (Choi & Lee, 1999).   

 

En A. vinelandii, la síntesis de PHB  se favorece principalmente en condiciones de limitación 

de oxígeno y preferencialmente durante la fase estacionaria. Esto ocurre debido a que, en 

condiciones de bajas concentraciones de oxígeno, los agentes reductores como el NADH no 

pueden ser oxidados, entonces, al no disponer de NAD+ libre, las reacciones oxidantes del 

ciclo de Krebs son inhibidas, lo que tiene como consecuencia la acumulación de acetil-CoA 

(Oeding & Schlegel, 1973). La acumulación de acetil-CoA favorece la producción de PHB, 

debido a que esta molécula es precursora en la síntesis de PHB. La primera reacción es la 

condensación de dos moléculas de acetil-CoA (Senior & Dawes, 1973). Esta reacción se 

encuentra catalizada por la enzima β-cetotiolasa, y tiene como producto una molécula de 

acetoacetil-CoA. El segundo paso es una reacción de reducción del acetoacetil-CoA a D-β-

hidroxibutiril-CoA, catalizada por la enzima acetoacetil-CoA reductasa, y donde se emplea 

NADPH como agente reductor. Por último, la enzima PHB sintasa se encarga de catalizar la 
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reacción de polimerización de las unidades de D-β-hidroxibuturil-CoA para formar el PHB 

(Segura et al., 2000). 

 

Los genes que codifican para las tres enzimas involucradas en la síntesis de PHB, es decir, la 

β-cetotiolasa, la acetoacetil-CoA reductasa y la PHB sintasa, se encuentran organizados en el 

genoma de A. vinelandii en un operón, denominado phbBAC (Fig. 2). Este operón se encuentra 

conformado por los genes phbB, que codifica para la acetoacetil-CoA reductasa; phbA, que 

codifica para la β-cetotiolasa; y phbC, que codifica para la PHB sintasa (Segura et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Río arriba del operón biosintético phbBAC, se encuentra el gen phbR, que codifica para un 

activador transcripcional de la familia AraC y que, en A. vinelandii, promueve la transcripción 

del operón biosintético, principalmente en fase estacionaria. Por otro lado, el factor sigma de 

Figura 2. Representación del operón biosintético phbBAC donde se 

muestran los genes phbB, phbA y phbC, así como su respectivo producto 

proteico.  
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fase estacionaria RpoS, reconoce el promotor del operón biosintético phbBAC y promueve su 

transcripción. Por lo tanto, tanto RpoS como PhbR son factores positivos que participan en la 

regulación de la síntesis de PHB a nivel transcripcional. La inducción de la transcripción de 

genes como phbB ocurre durante la transición de fase exponencial a fase estacionaria 

(Hernandez-Eligio et al., 2011; Peralta-Gil et al., 2002).  

 

1.4. Sistemas de regulación involucrados en la síntesis de PHB 
 

1.4.1. Sistema Gac-Rsm 

 

Los sistemas de dos componentes (TCS) son uno de los mecanismos de regulación de la 

expresión génica más comunes en bacterias. Generalmente, estos sistemas responden a 

cambios en las condiciones del medio, alterando el metabolismo y fisiología de los 

microorganismos. Estos suelen estar compuestos de una proteína cinasa sensora y su 

respectivo regulador de respuesta, donde la primera, en respuesta a alguna señal en particular, 

se autofosforila y, posteriormente, transfiere el grupo fosforilo al regulador de respuesta. Una 

vez activado el regulador de respuesta, este puede tener distintas actividades regulatorias que 

le permiten al microorganismo en cuestión sobrevivir a cambios en las condiciones 

ambientales (Heeb & Haas, 2001; Hoch, 2000).  

 

El sistema de dos componentes GacS/GacA es uno de los más estudiados en la familia 

Pseudomonadaceae. A pesar de que aún no se conoce la señal externa que estimula a este 

sistema, se sabe que GacS/GacA controlan una gran variedad de procesos, principalmente a 

nivel post-transcripcional por medio de la inducción de distintos factores de regulación como 
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los son los RNAs pequeños RsmX, RsmY y RsmZ. GacS es la histidín cinasa, y GacA es el 

regulador de respuesta. GacS/GacA  se encuentra involucrado en la regulación de genes de 

virulencia, percepción de quórum y formación de biopelículas en especies del género 

Pseudomonas (Haas & Défago, 2005; Workentine et al., 2009). 

 

En A. vinelandii, el sistema GacS/GacA regula, entre otros procesos, la producción de 

alginato, PHB y alquilresorcinoles. Lo anterior, lo realiza mediante el control del sistema Rsm, 

el cual, está compuesto por una proteína de unión a RNA denominada RsmA, y un conjunto 

de RNAs pequeños (Fig. 3). RsmA, al unirse a secuencias consenso del RNA, cerca o 

sobrelapando la región Shine-Dalgarno, es capaz de regular la estabilidad y traducción de los 

mRNA al bloquear la interacción de éstos con el ribosoma. La interacción de RsmA con sus 

mRNA blanco, aumenta la susceptibilidad de los RNAs a ser degradados. Por otro lado, los 

pequeños RNA, que en A. vinelandii son ocho (rsmZ1-7 y rsmY), y cuya expresión está 

controlada por GacA, poseen una función antagonista a RsmA. Los RNAs pequeños, 

presentan alta afinidad por RsmA, compitiendo con los mRNA blanco e impidiendo la unión 

de RsmA a la secuencia Shine-Dalgarno del RNA (Manzo et al., 2012a; Trejo et al., 2017a). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Sistema Gac-Rsm en A. vinelandii. Tras la activación orquestada por un 

estímulo externo aún no reportado, la cinasa sensora GacS fosforila al regulador de 

respuesta GacA, el cual, entre otras funciones, promueve la transcripción de los 

pequeños RNA rsmZ1-7 y rsmY. Estos pequeños RNA, al presentar una alta afinidad 

por RsmA, inhiben su actividad de regulador negativo post-transcripcional que ejerce 

sobre el transcrito de genes como phbR y algD. 
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1.5. Factor de integración al hospedero (IHF) 
 

A pesar de no poseen un núcleo como en el caso de las células eucariotas, las bacterias han 

desarrollado mecanismos que le permiten compactar y moldear su cromosoma o regiones de 

éste con el fin de contender con distintos tipos de estrés de manera adaptativa, así como para 

mantener una estructura organizada de DNA, RNA y proteínas (Morikawa et al., 2006; 

Murphy & Zimmerman, 1995). Además de fenómenos como el superenrollamiento de DNA, 

el nucleoide de las bacterias depende para su organización y compactación de distintos 

factores como las proteínas asociadas a nucleoide (NAPs, por sus siglas en inglés). Las NAPs, 

anteriormente denominadas “proteínas parecidas a histonas”, son proteínas abundantes, 

básicas y generalmente de bajo peso molecular que son capaces de unirse al DNA y, 

generalmente, alterar o modificar su arquitectura, compactando distintas regiones del 

cromosoma. Su actividad determina las regiones compactas del nucleoide y aquellas que se 

encuentran disponibles en respuesta a distintos estímulos con el fin de activar una respuesta 

apropiada (Dillon & Dorman, 2010; Krogh et al., 2018). 

 

Una de las características más importantes de las NAPs es su capacidad de intervenir en 

diversos procesos como la transcripción y la recombinación gracias a su afinidad por el DNA 

e incluso, algunas de ellas son capaces de influenciar la expresión génica a nivel post-

transcripcional gracias a que pueden unirse a moléculas de RNA (Dorman, 2014). Las NAPs 

principales que se han descrito son HU, IHF, HNS, Fis, entre otras, y una gran cantidad de 

ellas presentan baja especificidad para la secuencia que reconocen, aunque la mayoría se unen 

a secuencias ricas en AT (Luijsterburg et al., 2006; Prieto et al., 2012).  
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El factor de integración al hospedero (IHF) es una proteína heterodimérica formada por IHFA 

e IHFB y se ha reportado que posee especificidad para secuencias que poseen el motivo 

TCAANNNNTTR. IHF es capaz de regular la transcripción a nivel global, generalmente, 

mediante la inducción de dobleces en el DNA, lo que tiene como consecuencia que la RNA 

polimerasa establezca interacciones con activadores transcripcionales, formando el complejo 

abierto de la transcripción. A pesar de que la forma heterodimérica αβ es predominante, se ha 

reportado en Salmonella enterica subespecie serovar, que las formas homodiméricas αα y ββ 

también son biológicamente activas. Es importante destacar que esta proteína no modifica la 

expresión de sus blancos por sí sola in vivo, ya que su actividad principal es la de alterar la 

arquitectura del nucleoide, modificando las posibles interacciones entre factores de 

transcripción y sus secuencias blanco. Adicionalmente, se ha reportado que IHF es capaz de 

inducir dobleces drásticos en la estructura del DNA de hasta 180° (Dillon & Dorman, 2010; 

Freundlich et al., 1992; Prieto et al., 2012; Yoshua et al., 2021).  

 

Es importante destacar que A. vinelandii posee en su genoma una copia de cada uno de los 

genes que codifican para cada uno de los monómeros de IHF, denominados ihfA e ihfB. 

Además, estos genes no se encuentran formando un operón, por lo que la transcripción de uno 

es independiente del otro (Figs. 4 y 5).  
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Figura 4. Contexto genómico de ihfA en A. vinelandii. Las cajas representan la región 

codificante de cada uno de los genes marcados con flechas negras. A su vez se indica la 

proteína para la cual codifican. Las flechas negras dentro de las cajas indican la dirección 

de la transcripción de cada gen. Arriba de cada gen se encuentra escrito su respectivo 

identificador (Avin) de la base de datos KEGG. Los colores de cada caja representan 

categorías funcionales a las que pertenecen los distintos genes. En este caso, los marcados 

en color rosa pertenecen a la categoría de Procesamiento de información genética mientras 

que los grises no se encuentran clasificados. Obtenido de la base de datos KEGG. 

Treonil-tRNA sintetasa 

IHFA 

Figura 5. Contexto genómico de ihfB en A. vinelandii. Las cajas representan la región 

codificante de cada uno de los genes marcados con flechas negras. A su vez, se indica la 

proteína para la cual codifican. . Las flechas negras dentro de las cajas indican la dirección 

de la transcripción de cada gen. Arriba de cada gen se encuentra escrito su respectivo 

identificador (Avin) de la base de datos KEGG. Los colores de cada caja representan 

categorías funcionales a las que pertenecen los distintos genes. En este caso, los marcados 

en color rosa pertenecen a la categoría de Procesamiento de información genética, los 

marcados en color naranja pertenecen a Metabolismo de aminoácidos, el color rojo indica 

la categoría Metabolismo de nucleótidos y los grises no se encuentran clasificados. Obtenido 

de la base de datos KEGG. 

IHFB 

Prefenato deshidratasa 



 

13 

2. Antecedentes 

1.1. RsmA controla la expresión de genes involucrados en la síntesis de PHB 

a nivel post-transcripcional 
 

En A. vinelandii, el sistema Gac-Rsm es un regulador de la síntesis de polímeros. La mutación 

en la cinasa censora gacS presenta una disminución en la producción de alginato y en la 

transcripción de algD, además de una reducción en la acumulación de PHB y deficiencia de 

enquistamiento, en comparación con la cepa silvestre (Castañeda et al., 2000).  

 

El sistema Rsm controla la síntesis de PHB en A. vinelandii por medio de la interacción de la 

proteína RsmA con la secuencia Shine-Dalgarno de los transcritos de genes que participan en 

la regulación (phbR) y ruta biosintética del polímero (phbB). Dicha interacción provoca una 

disminución en la estabilidad y así en los niveles de los RNAs mensajeros, ocasionando una 

disminución de la traducción al bloquearse la secuencia Shine-Dalgarno y, por ende, la entrada 

del ribosoma al complejo traduccional (Hernández-Eligio, et al., 2012).  

 

Se ha reportado que RsmA se une a las moléculas de mRNA de phbR y phbB in vitro, y que 

las cepas mutantes en rsmA presentan un incremento en el nivel de transcrito de dichos genes, 

lo que indica que RsmA promueve su degradación e inhibe su traducción. Por otro lado, se ha 

observado que en A. vinelandii la mutación en el gen gacA, presenta un fenotipo opuesto a la 

mutante rsmA, es decir, existe una reducción en los niveles de los transcritos de phbR y phbB. 

Esto se debe a que GacA activa la transcripción de los RNAs pequeños del sistema Rsm 

(rsmZ1-7 y rsmY), los cuales antagonizan a RsmA e impiden su interacción con los transcritos 
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de phbR y phbB. Es por esto por lo que los pequeños RNA actúan como factores de regulación 

positiva de la expresión de genes involucrados en la ruta biosintética de PHB. Cabe destacar 

que hasta ahora, únicamente se ha reportado la interacción in vitro de dos de los ocho pequeños 

RNA (rsmZ1 y rsmZ2) con RsmA (Hernandez-Eligio et al., 2012; Manzo et al., 2012). 

 

1.2. La proteína EIIANtr, en su estado no fosforilado, promueve la degradación 

del factor sigma RpoS por medio del complejo chaperona-proteasa ClpAP 
 

Las bacterias poseen un mecanismo de expresión génica diferencial cuando se encuentran en 

condiciones adversas, lo que les permite contender con los cambios fisiológicos y metabólicos 

que son causados por cambios en las condiciones del medio. Un conjunto de proteínas que 

participan en el proceso de contender contra condiciones deletéreas, son las proteínas de 

choque térmico, las que incluyen a chaperonas y proteasas que promueven el correcto 

plegamiento o la degradación de una gran diversidad de polipéptidos. Dentro de este conjunto 

de proteínas se encuentra la familia de HSP100/Clp ATPasas que realizan las funciones 

anteriormente mencionadas. Estas proteínas son clasificadas de acuerdo con la presencia de 

distintos dominios de unión a ATP, aunque existen excepciones, como el caso de ClpP, que 

no posee dominios de unión a ATP y únicamente tiene actividad de peptidasa. Sin embargo, 

estas peptidasas son capaces de asociarse a proteínas adaptadoras que regulan la afinidad de 

la proteasa por los distintos tipos de sustratos (Battesti & Gottesman, 2013; Lemos & Burne, 

2002). 

 

En A. vinelandii, se ha reportado que la proteasa ClpP, en conjunto con factores de 

especificidad dependientes de ATP como ClpX y ClpX2, está involucrada en la regulación 
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del metabolismo del nitrógeno, al promover la degradación de proteínas como NifB y NifEN, 

que participan en la biosíntesis de cofactores en el complejo de nitrogenasa (Martínez-Noël et 

al., n.d.).  

 

Por otro lado, se ha reportado que la proteasa ClpP también participa en la regulación de la 

síntesis de PHB en A. vinelandii. De acuerdo con Muriel-Millán, et al., 2017, la proteasa ClpP, 

junto con la chaperona ClpA, participan en la degradación del factor sigma de fase estacionaria 

RpoS. RpoS es un factor de regulación positivo de la transcripción de genes involucrados en 

la síntesis de PHB tales como phbR y phbB, por lo que, su degradación tiene como 

consecuencia una disminución en la síntesis de PHB. La degradación de RpoS por el complejo 

ClpAP ocurre en la fase estacionaria únicamente cuando la proteína EIIANtr del sistema de 

fosfotransferencia asociado a nitrógeno (PTSNtr) se encuentra en su estado no fosforilado. El 

sistema PTSNtr consiste en un conjunto de tres proteínas (EINtr, NPr y EIIANtr) que participan 

en  una cascada de fosforilación, donde el último aceptor del grupo fosforilo es EIIANtr. En 

cepas mutantes de A. vinelandii donde EIIANtr se encuentra no fosforilada, se observa una 

disminución en la síntesis de PHB debido a la reducción de la expresión de phbR y phbBAC  

(Muriel-Millán et al., 2017ª; Noguez et al., 2008). 

 

Cabe destacar que, Muriel-Millán, et al., 2017, reportó que al cuantificar la actividad 

transcripcional de phbB en cepas mutantes en ptsP, es decir, donde EIIANtr se encuentra no 

fosforilada, se determinó una disminución en la expresión del gen phbB en comparación con 

la cepa silvestre, ocasionado por la degradación del factor sigma RpoS por el complejo 

chaperona-proteasa ClpAP. Además, en una doble mutante ptsP-clpP, se observó un 
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incremento de la expresión transcripcional de phbB con respecto de la cepa silvestre. Sin 

embargo, al realizar la cuantificación de la actividad traduccional de phbB en la cepa doble 

mutante ptsP-clpP, no se observó un incremento en la actividad (Fig. 6). Adicionalmente, la 

producción de PHB en la cepa mutante ptsP-clpP se encuentra reducida con respecto a la cepa 

silvestre. Este resultado sugiere que existe un mecanismo de regulación post-transcripcional 

en el que, la ausencia de ClpP y la condición no fosforilada de EIIANtr, provoca la disminución 

en la traducción de phbB (Muriel-Millán et al., 2017b). Estos datos permiten proponer la 

hipótesis de que el efecto negativo sobre la traducción de phbB podría estar causado por un 

regulador negativo post-transcripcional como RsmA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B A 

Figura 6. A) Actividad transcripcional de phbB en distintas cepas de A. 

vinelandii. B) Actividad traduccional de phbB en distintas cepas de A. 

vinelandii. Se encuentran marcadas con flechas rojas las barras que 

corresponden a las cepas mutantes ptsP-clpP, en donde no se observó la 

recuperación esperada en la actividad traduccional con respecto de la cepa 

silvestre. Modificado de Muriel-Millán, et al., 2017). 
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1.3.   La expresión de csrA (rsmA) está regulada por IHF y ClpP en 

Legionella pneumophila 
 

L. pneumophila es una bacteria Gram negativa que se suele encontrar en ambientes de agua 

dulce y cuya forma de vida es parasítica, ya que habitan dentro de protozoarios. Estas bacterias 

son capaces de provocar enfermedades respiratorias en humanos que inhalan o aspiran agua 

contaminada por Legionella. La enfermedad que provocan es una forma severa de neumonía 

(Fields et al., 2002). Esta bacteria es capaz de llevar a cabo un proceso de diferenciación 

celular donde se producen cambios fisiológicos, morfológicos y metabólicos que depende 

principalmente de la disponibilidad de nutrientes (Byrne & Swanson, 1998). Estas distintas 

fases celulares que puede adoptar L. pneumophila se denominan replicativa y transmisiva, las 

cuales son similares a las fases de crecimiento exponencial y post-exponencial, 

respectivamente, en cuanto a los programas de expresión génica que determinan el estado 

metabólico de la célula (Oliva et al., 2018). 

 

Se ha reportado que uno de los componentes principales que determinan el estado metabólico 

y la transición entre fases celulares en L. pneumophila es la proteína CsrA, un homólogo a 

RsmA en A. vinelandii (Molofsky & Swanson, 2003).  

 

En el 2019, Ge et al., reportaron que, en L. pneumophila, la expresión de csrA se encuentra 

regulada de manera temporal por ClpP, lo cual ocurre en la fase post-exponencial in vitro. En 

esta fase, la transcripción de csrA se encuentra regulada de manera negativa por el factor de 

integración al hospedero (IHF). Sin embargo, durante la fase exponencial (replicativa), ClpP 

degrada a IHF, lo que promueve la expresión de csrA. De esta forma, tanto la expresión como 
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la acumulación de CsrA se presenta en la fase exponencial debido a la degradación de IHF 

mediada por ClpP, mientras que, en la fase post-exponencial, la proteasa no degrada a IHF, lo 

que disminuye la expresión de csrA y, adicionalmente, degrada a la proteína CsrA que se 

encontraba acumulada (Ge et al., 2019). 

 

El modelo propuesto por Ge et al., 2019, podría explicar los resultados de Muriel-Millán, 

2017, en donde, en una mutante ptsP (donde EIIANtr se encuentra en su estado no fosforilado) 

de A. vinelandii, la transcripción, pero no la traducción, del gen phbB, se recupera al inactivar 

a clpP. Uno de los reguladores negativos de la traducción de phbB en A. vinelandii es RsmA. 

Si en A. vinelandii se presentase un mecanismo de regulación similar al reportado por Ge et 

al., 2019, entonces, la inactivación de clpP podría promover un aumento en la acumulación 

de RsmA, lo que explicaría el fenómeno de no recuperación de la traducción de phbB en la 

doble mutante ptsP-/clpP-. 

 

Es importante mencionar que, con respecto a la regulación de la expresión de rsmA en A. 

vinelandii, se ha reportado que este gen se transcribe a partir de al menos dos promotores, uno 

de los cuales es dependiente del factor sigma RpoS (Quiroz-Rocha et al., 2017a). 

Adicionalmente, el transcrito de rsmA es degradado por una vía en la que participa la 

pirofosfohidrolasa RppH tanto en A. vinelandii como en E. coli (Bedoya-Pérez et al., 2018).  
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1.4. IHF regula la expresión de RNAs pequeños del sistema Csr/Rsm 
 

Entre la diversidad de blancos de IHF en los genomas bacteriano se encuentran RNAs 

pequeños pertenecientes al sistema Csr/Rsm. Se ha reportado que en Salmonella enterica 

serovar Typhimurium, IHF es un regulador positivo de la expresión de csrB, un pequeño RNA 

de la familia Csr que inhibe la actividad de CsrA/RsmA, por lo que participa en la regulación 

de la expresión génica. Además, se demostró que IHF se une directa y específicamente a la 

región reguladora de csrB (Martínez et al., 2014). 

 

Adicionalmente, tanto en Erwinia amylovora como en Salmonella typhimurium, IHF regula 

de manera positiva la expresión de rsmB, lo cual tiene efectos sobre distintos fenotipos, como 

la hipermotilidad en mutantes ihfA- e ihfB-. Mientras que, en Pseudomonas protegens, se ha 

reportado que IHF induce la expresión de rsmZ en fase estacionaria, además que presenta una 

alta afinidad por su región promotora (Ferreiro & Gallegos, 2021; Lee & Zhao, 2016).  

 

Se ha reportado que existen secuencias putativas de unión a IHF y H-NS en A. vinelandii en 

las regiones promotoras de rsmZ2 y rsmZ1 (Figs. 7 y 8) (López-Pliego, 2018). Sin embargo, 

no se han reportado trabajos experimentales que confirmen la regulación de estos RNAs 

pequeños por IHF en A. vinelandii. No obstante, la existencia de secuencias putativas de unión 

a proteínas nucleoides en la región promotora de rsmZ1 y rsmZ2, sugiere que su expresión 

podría estar regulada por estos factores. 
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Figura 7. Representación de rsmZ1 y su región promotora. Se señalan la secuencia codificante para 

el pequeño RNA rsmZ1 con un sombreado negro y letras en color blanco, el sitio -10, el sitio de unión 

a IHF y la caja de unión a GacA. 

Figura 8. Representación de rsmZ2 y su región promotora. Se señalan la secuencia codificante para 

el pequeño RNA rsmZ2 con un sombreado negro y letras en color blanco, el sitio -10, el sitio de unión 

a H-NS y la caja de unión a GacA. 
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3. Hipótesis 

 

En A. vinelandii, RsmA se encuentra regulada a nivel postraduccional por la proteasa ClpP y 

a nivel transcripcional por IHF de manera directa, o bien indirecta a través de la regulación de 

la expresión de los RNAs pequeños rsmZ1 y rsmZ2. 

 

4. Objetivo general 

 

Determinar si la proteasa ClpP regula la estabilidad de RsmA y, si IHF tiene un efecto sobre 

la expresión de rsmA, rsmZ1 y rsmZ2. 

 

5. Objetivos particulares 

 

-Determinar el efecto de la inactivación de IHF sobre la transcripción de rsmA. 

-Determinar si ClpP tiene como blanco a RsmA. 

-Determinar si IHF tiene un efecto sobre la actividad de RsmA mediante la regulación de la       

expresión de rsmZ1 y rsmZ2 

 

6. Materiales y métodos 

 

1.1. Medios y condiciones de cultivo 
 

Las cepas de A. vinelandii fueron incubadas en medio mínimo Burks-Sacarosa (BS), cuya 

composición, en g/L, es de: K2HPO4, 8; KH2PO4, 8; CaCl2
.2H2O, 7.3; NaMoO4

.2H2O, 0.2; 
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MgCl2
.6H2O, 160; FeSO4

.7H2O, 5; NaSO4, 18.3; Sacarosa, 200. Adicionalmente, se empleó 

medio PY (por sus siglas en inglés Peptone-Yeast) cuya composición, en g/L, es de: Peptona, 

5; Levadura, 3. A este medio se le adicionó sacarosa 2%. Los cultivos líquidos se incubaron 

con una agitación de 200 rpm, a 30 °C. 

 

Las cepas de E. coli empleadas en este trabajo fueron incubadas a 37 °C, en medio Luria-

Bertani (LB), que contiene, en g/L: peptona de caseína, 10; extracto de levadura, 5; NaCl, 5. 

 

1.2. Extracción de plásmido por el método del perclorato 
 

Se incubaron las cepas de E. coli en medio LB líquido durante la noche. Se realizó la 

centrifugación de las muestras y su posterior recuperación en 175 µL de buffer TES (Tris 

50mM pH 8.5, EDTA 50 mM pH 8.0, Sacarosa 15%) y se le añadieron 30 µL de lisozima (10 

mg/mL), tras lo cual, se dejaron incubando en hielo durante 20 minutos. Posteriormente, se 

añadieron 400 µL de agua helada, se mezclaron en vórtex y se incubaron a 73 °C durante 15 

minutos. Pasado dicho tiempo, se centrifugaron y se les removió el pellet utilizando un palillo 

estéril. Se añadieron 60 µL de NaClO4 5 M y 600 µL de isopropanol, tras lo cual, se mezclaron 

y se centrifugaron por 15 minutos. Después de dicho lapso, se le realizaron 3 lavados a la 

pastilla celular utilizando 1 mL de etanol 70% y centrifugando durante 10 minutos cada vez. 

Por último, cada muestra fue secada mediante un equipo Savant™ durante 15 minutos a 60 

°C, para, posteriormente, resuspender en 40 µL de RNAsa (20 µg/mL). 
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1.3. Preparación de células competentes de E. coli 
 

Se tomó una colonia de E. coli y se inoculó medio LB a 200 revoluciones por minuto (rpm) 

toda la noche. Al día siguiente, se añadió 1 mL del preinóculo a 99 mL de medio LB sin 

antibiótico y se volvió a incubar a 37 °C hasta que la D.O. (600 nm) estuviese en un valor 

entre 0.4-0.5. Una vez alcanzada la D.O. deseada, se transfirieron las células a tubos cónicos 

de 50 mL y se mantuvieron en hielo durante 20 minutos, tras lo cual, se centrifugaron a 4 °C 

a 3600 rpm durante 10 minutos. Se descartó el sobrenadante y se resuspendieron los pellets 

con 20 mL de CaCl2 0.1 M frío, para después incubar en hielo durante 30 minutos. Pasado ese 

tiempo, se centrifugaron las células a 4°C a 3600 rpm durante 10 minutos. Luego, se 

resuspendieron las pastillas celulares en 5 mL de CaCl2 con glicerol 15% frío. Por último, se 

realizaron alícuotas en tubos de 1.5 mL y se almacenaron a -72 °C. 

 

1.4. Transformación de E. coli 
 

Se emplearon 200 µL de las células quimiocompetentes preparadas mediante el método 

descrito en la sección anterior. Primero, se les agregaron 10 µL del plásmido correspondiente. 

Se incubaron en hielo por 30 minutos y, posteriormente, se les aplicó un choque térmico a 42 

°C durante 2 minutos. Después, se les agregó 1 mL de medio LB líquido sin antibiótico y se 

incubaron durante una hora a 37 °C y 200 rpm. Para finalizar, se plaquearon distintos 

volúmenes de este cultivo en medio LB sólido con el antibiótico correspondiente y se 

incubaron toda la noche junto con un control negativo al que no se le añadió ningún plásmido. 
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1.5. Extracción de DNA cromosomal de A. vinelandii 
 

Se incubaron las cepas de A. vinelandii en 100 mL de medio BS durante 36 horas a 30 °C. 

Pasado el tiempo de incubación, se centrifugaron las células y se les realizó un lavado con 1 

mL de solución amortiguadora TE 50/20 (Tris-Cl 50 mM, EDTA pH 8.0 20 mM). Se realizó 

una segunda centrifugación y la pastilla celular resultante fue resuspendido en 450 µL de 

aolución amortiguadora TE 50/20. A estas soluciones se le agregaron 50 µL de lisozima (10 

mg/mL) y se incubaron por 30 minutos a 37 °C. Después, se les agregaron 50 µL de proteasa 

(10 mg/mL) y se incubaron por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente se les agregaron 50 µL 

de SDS 10% y se incubaron por 15 minutos a 37 °C. Tras esto, se añadieron 100 µL de NaCl 

5 M, se mezcló y se incubaron durante 10 minutos a 65 °C. Se adicionaron 80 µL de solución 

CTAB 10% NaCl 0.7 M previamente calentada y se incubaron por 15 minutos a 65 °C. Se 

procedió a realizar una serie de extracciones: la primera, con 500 µL de solución fenol-

cloroformo-alcohol isoamílico 24:1 y se centrifugó durante 5 minutos a 13,000 rpm, 

recuperando el sobrenadante; la segunda, con 1 volumen de una solución cloroformo-alcohol 

isoamílico 24:1; y la tercera, con 1 volumen de la solución cloroformo-fenol-alcohol 

isoamílico, centrifugando cada vez a 13,000 rpm durante 5 minutos. Luego, se añadieron 0.6 

volumen de isopropanol y se recuperaron las hebras de DNA por centrifugación. 

Posteriormente, se realizaron 3 lavados consecutivos con 1 mL de etanol 70%, centrifugando 

y descartando el sobrenadante cada vez. Tras los lavados, las muestras se secaron por medio 

del equipo Savant™ durante 15 minutos a 65 °C y se resuspendieron en 30 µL de RNAsa (20 

µg/mL). Por último, fueron incubadas a 37 °C durante una hora para eliminar el RNA 

contaminante. 
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1.6. Preparación de células competentes de A. vinelandii 

Se subcultivaron las cepas de A vinelandii a partir de placas frescas en medio CM (medio de 

competencia) a 30 °C de 24 a 48 horas. Posteriormente, a partir de esos cultivos, se sembraron 

las células en cajas de CM en toda su superficie y se incubaron a 30 °C de 12 a 15 horas. 

Pasado ese lapso, se recolectaron las células con MgSO4 10 mM y se centrifugaron durante 

10 minutos a 4,000 rpm. Por último, se descartaron los sobrenadantes y se resuspendieron las 

células en 1 mL de MgSO4 10 mM. 

 

1.7. Transformación de células competentes de A. vinelandii con DNA de 

plásmido o DNA cromosomal 
 

A 200 µL de células competentes se les agregaron 5µg de plásmido linearizado o 5 µg de 

DNA cromosomal en un tubo de 1.5 mL. Una vez mezclados ambos componentes, se 

colocaron sobre medio CM sólido, extendiendo la solución con ayuda de la punta de la 

micropipeta de 1 mL en una superficie aproximada de 2 cm2. Esta mezcla se dejó incubando 

por 24 horas a 30°C. Posteriormente, pasado ese lapso, se recolectó el tapete con 1 mL de 

MgSO4 10 mM, lo cual fue utilizado para plaquear en medio de selección. Las incubaciones 

se mantuvieron de 2 a 4 días a 30 °C. 

 

1.8. Cuantificación de proteína por el método de Lowry 
 

Con el fin de determinar las unidades de nmoles de PNP u ONP producidos/min/µg de 

proteína en los ensayos de actividad de β-galactosidasa y β-glucuronidasa, se realizaron 

ensayos de cuantificación de proteína por el método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Para 
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esto, pasado el tiempo de incubación pertinente, se colectó 1 mL del medio de cultivo para 

luego centrifugarlo y resuspenderlo en 1 mL de MgSO4 10 mM. De esta solución, se tomaron 

20 µL y se le añadieron 180 µL de H2O Milli-Q. Luego, se le añadió 1 mL de solución reactiva 

(Solución A: Na2CO3 2% en NaOH 0.1 N; Solución B: Tartrato de Na y K 2%; Solución C: 

CuSO4 1%) y se mantuvo en reposo durante 10 minutos. Tras dicho tiempo, se agregaron 0.1 

mL de reactivo Folin con 1 volumen de H2O y se dejaron en reposo por 30 minutos en 

oscuridad. La lectura de absorbancia se realizó a 625 nm. Al mismo tiempo, se corrió una 

curva patrón con las concentraciones de albúmina descritas a continuación en µg/mL: 25, 50, 

100, 200, 400 y 600. Todos los ensayos de cuantificación de proteína se realizaron por 

triplicado técnico. 

 

1.9. Determinación de la constante de crecimiento (µ) y del tiempo de 

duplicación (g) a partir de una curva de crecimiento 
 

Con la finalidad de comparar el comportamiento de crecimiento de las cepas mutantes UW 

ihfA-, UW ihfB- y UW ihfA-/ihfB- con el de la cepa control UW136 de una manera cuantitativa, 

se determinó la constante de crecimiento (µ) (Ecuación 1) de cada una de las cepas, así como 

su respectivo tiempo de duplicación (g) (Ecuación 2 y 3) empleando las siguientes ecuaciones: 

𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 1.    𝜇 =
((log10 𝑁𝑡 − log10 𝑁0)2.303)

(𝑡 − 𝑡0)
 

Donde: 

Nt= Concentración de proteína en mg/mL en un tiempo t 

N0= Concentración de proteína en mg/mL en el tiempo cero (t0) 
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𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 2.      𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑔𝑒𝑛𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 𝑒𝑛 𝑡 − 𝑡0 =
(log10 𝑁𝑡 − log10 𝑁0)

log10 2
 

 

𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 3.           𝑔 =
𝑡 − 𝑡0

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑔𝑒𝑛𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 𝑒𝑛 𝑡 − 𝑡0
 

 

 

Donde: 

Nt= Concentración de proteína en mg/mL en un tiempo t 

N0= Concentración de proteína en mg/mL en el tiempo cero (t0) 

 

1.10. Medición cuantitativa de actividad de β-glucuronidasa 
 

Con el fin de realizar la cuantificación de actividad de β-glucuronidasa, se llevó a cabo una 

medición espectrofotométrica de la absorbancia a 405 nm de las distintas cepas empleadas 

para el ensayo de cuantificación de actividad transcripcional, utilizando el sustrato 

cromogénico p-nitrofenil-β-D-glucupiranósido (PNPG).  

 

Para la realización de este ensayo, se incubaron las cepas empleadas, en medio PY líquido 

adicionado con sacarosa 2% y los antibióticos correspondientes, a 30 °C durante 72 horas. 

Para cada una de las cepas se tomaron muestras a las 8, 12, 24, 36, 48 y 72 horas, las cuales 

fueron centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos, para luego ser resuspendidas en 730 µL de 

buffer Z (Na2HPO4
.7H2O 0.06 M, NaH2PO4

.H2O 0.04 M, KCl 0.01 M, MgSO4 0.001 M, β-

mercaptoetanol 0.05 M), y adicionalmente, se les agregaron 10 µL de lisozima y 10 µL de 

Tritón X-100. Por último, se le adicionó a cada una de las muestras 100 µL de sustrato PNPG, 

e inmediatamente se colocaron en una incubadora a 37 °C con agitación. Una vez colocadas 
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las muestras en la incubadora, se tomó el tiempo de reacción, marcado por un cambio de 

tonalidad en la muestra de transparente a amarillo, en cuanto cada tubo se tornó amarillo, se 

le agregó 150 µL de Na2CO3 1 M para detener la reacción.  

 

Tras finalizar el procedimiento, se procedió a realizar la medición de absorbancia de cada una 

de las muestras a 405 nm contra un blanco al que se le realizó el mismo procedimiento. 

Adicionalmente se realizó la cuantificación de proteína en µg/mL de cada muestra mediante 

el método de Lowry. La actividad obtenida, en unidades de β-glucuronidasa (nmoles de PNP 

producidos/min/µg de proteína), se obtiene mediante la siguiente ecuación: 

U β-Gluc = DO405 (1000) / [(0,018) (t Rx minutos) (Vol Rx μl) (proteína μg /ml)] 

 

 

1.11. Corte de extremos 3’ en el vector pJETihfARc digerido con la enzima 

BstXI  
 

Con el fin de construir la cepa mutante UWihfA-, se buscó un sitio único de corte dentro de la 

secuencia codificante de ihfA en A. vinelandii y se encontró un sitio BstXI. El gen ihfA se 

amplificó por medio de una PCR a partir de DNA cromosomal de la cepa UW136 de A. 

vinelandii empleando los oligonucleótidos ihfAFwRc e ihfARvRc descritos en la tabla 1 en 

la sección de Anexos en este trabajo. Posteriormente, el amplicón obtenido fue clonado en el 

vector pJET1.2 Blunt, el cual fue utilizado para transformar células competentes de E. coli 

Top10. Posteriormente se realizó la purificación del plásmido obtenido por el método del 

perclorato y, una vez purificado, se llevó a cabo una digestión con BstXI de ihfA dentro del 

vector pJET 1.2Blunt. Luego, se procedió a realizar un corte de extremos 3’ de la digestión 
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resultante debido a que dicho extremo no es compatible con los extremos romos que genera 

la digestión con SmaI que se empleó para liberar el casete de resistencia de gentamicina. Para 

ello, se incubaron 2 µL del vector digerido con BstXI junto con 1 µL de DNA Blunting 

Enzyme que forma parte del kit CloneJET PCR Cloning de ThermoScientific™ y 10 µL de la 

solución tampón del mismo kit mencionado. La mezcla fue incubada a 70 °C por 10 minutos 

y, posteriormente, se añadió 1 µL de ligasa y se llevó el volumen de reacción a 20 µL con el 

fragmento correspondiente al casete de gentamicina. 

 

1.12. Construcción de mutantes de la cepa UW136 de A. vinelandii 
 

Se construyeron cepas mutantes de la variante silvestre UW136 de A. vinelandii, en donde se 

realizaron mutaciones por inserción de los genes ihfA (Avin_20480), ihfB (Avin_15880), así 

como la doble mutante ihfA-/ihfB- mediante el método de recombinación homóloga. Para ello, 

se emplearon los oligonucleótidos ihfARcFw, ihfARcRv, ihfBRcFw e ihfBRcRv descritos en 

la tabla 1 con el fin de amplificar los genes ihfA e ihfB empleando como templado DNA 

cromosomal de la cepa UW136. Una vez realizada la reacción de PCR con dichos 

oligonucleótidos, se comprobó la banda esperada de 509 pb en un gel de agarosa (Fig. 9) y se 

procedió a utilizar el producto de amplificación para realizar una reacción de ligación con el 

vector pJET Blunt 1.2. La reacción de ligación se mantuvo durante toda la noche a 22 °C.  
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Posteriormente, se empleó el producto de ligación para transformar células competentes de E. 

coli de la cepa Top10, las cuales fueron sembradas en medio LB complementado con 

ampicilina y se mantuvieron en incubación durante toda la noche a 37 °C. Pasado el tiempo 

de incubación, se seleccionaron y posteriormente se sembraron distintas candidatas en medio 

LB líquido durante toda la noche con el fin de realizar la extracción de plásmido con el método 

del perclorato. Una vez purificado el plásmido, se procedió a comprobar que los genes ihfA e 

ihfB se ligaron correctamente en el vector (Fig. 10) mediante una reacción de digestión con la 

enzima BglII, obteniendo una banda de 2928 pb y otra de 555 pb para ambos plásmidos. De 

esta manera, se obtuvieron los vectores pJETihfARc (Fig. 11) y pJETihfBRc (Fig. 12). 

 

 

 

Figura 9. PCR de DNA cromosomal de la cepa UW136 de A. vinelandii 

empelando los oligonucleótidos ihfAFwRc, ihfARvRc, ihfBFwRc e ihfBRvRc, 

obteniendo la banda esperada de 509 pb para ambos casos. 

500 pb 

500 pb 
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Figura 10. Digestión de plásmidos pJETihfARc (Carriles 1-8) y de 

pJETihfBRc (Carriles 10-16) con BglII. Se obtuvo el patrón esperado de 

2928 pb y 555 pb. 

  1      2     3      4      5      6      7     8     9     10    11    12    13   14    15    16 

500 pb 

3000 pb 

Figura 11. Mapa del vector pJETihfARc, se marcaron los sitios de 

restricción BglII. Se muestra el sitio único de restricción BstXI dentro de 

la secuencia codificante de ihfA. 
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Empleando el software SnapGeneTM 1.1.3, se buscaron sitios únicos de restricción dentro de 

los genes ihfA e ihfB, con el fin de realizar la reacción de digestión para linearizar los vectores 

pJETihfARc y pJETihfBRc, e insertar un casete de resistencia. En el caso de pJETihfARc, se 

seleccionó un sitio de restricción BstXI mostrado en la figura 7, mientras que para pJETihfBRc 

se seleccionó un sitio MluI mostrado en la figura 8.  

 

Los casetes de resistencia fueron obtenidos a partir de los vectores pBSL141-Gentamicina y 

pBSL99-Kanamicina. El casete de gentamicina fue liberado del vector mediante una reacción 

de digestión con la enzima SmaI. Lo mismo se realizó para liberar el casete de kanamicina 

con la enzima MluI. Ambas reacciones fueron cargadas en un gel de agarosa y se purificó la 

banda correspondiente a cada uno de los casetes mediante el GeneJET Gel Extraction Kit de 

ThermoScientificTM.    

Figura 12. Mapa del vector pJETihfBRc, se marcaron los sitios de 

restricción BglII. Se muestra el sitio único de restricción MluI dentro de 

la secuencia codificante dentro de ihfB. 
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Una vez obtenidos los casetes de resistencia de kanamicina y gentamicina, se procedió a 

linearizar los vectores pJETihfARc y pJETihfBRc con las enzimas BstXI y MluI, 

respectivamente. Luego se realizaron las reacciones de ligación correspondientes, el casete de 

kanamicina se ligó al vector pJETihfBRc linearizado, mientras que el casete de gentamicina 

se ligó al vector pJETihfARc. Las reacciones de ligación se mantuvieron a 22 °C durante toda 

la noche. Una vez completada la reacción de ligación, se obtuvieron los vectores denominados 

pJETihfA::Gm y pJETihfB::Km. Se procedió a transformar células competentes Top10 con 

las reacciones de ligación, las células se dejaron incubando en medio LB sólido adicionado 

con gentamicina en el caso de las células transformadas con el vector pJETihfA::Gm y con 

kanamicina para las células transformadas con el plásmido pJETihfB::Km. Posteriormente se 

seleccionaron distintas candidatas para inocular medio LB líquido, los cultivos se mantuvieron 

a 37 °C toda la noche. Luego se llevó a cabo el protocolo de extracción de plásmido de las 

distintas candidatas seleccionadas. 

 

Con el fin de comprobar la orientación de los casetes de resistencia dentro de la secuencia 

codificante de los genes ihfA e ihfB en los vectores pJETihfA::Gm y pJETihfB::Km, 

respectivamente, se realizaron reacciones de digestión de los plásmidos extraídos con enzimas 

que resultasen en un patrón de digestión distinto dependiendo de la orientación del casete. En 

el caso de ihfA, se realizó una digestión con la enzima EcoRI, la cual, generó un patrón de 

3163 y 1241 pb para la orientación no polar, y otro de 4064 y 340 pb para la polar (Fig. 13).  

Por otro lado, para ihfB, se llevó a cabo una digestión con la enzima NcoI, que generó un 
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patrón de 4162 y 523 pb para la orientación no polar y otro de 3492 y 1193 pb para la polar 

(Fig. 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Patrón de digestión del vector pJETihfB::Km 

con la enzima NcoI. Se observa la orientación no polar 

del casete en los carriles 1, 2, 4 y 9. La orientación polar 

se observa en los carriles 5, 7, 8, 10 y 11. 

  1        2      3     4      5      6      7      8      9     10    11     

  1         2        3         4       5        6          7        8         9     

Figura 13. Patrón de digestión del vector pJETihfA::Gm 

con la enzima EcoRI. Se observa la orientación no polar 

del casete en los carriles 1, 3, 4, 6 y 7. La orientación polar 

se observa en los carriles 2, 8 y 9. 
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Tras comprobar que se habían obtenido tanto la orientación no polar como la polar para ambos 

vectores (pJETihfA::Gm y pJETihfB::Km), se procedió a realizar la transformación de la cepa 

silvestre UW136 con los vectores linearizados correspondientes a la orientación no polar, 

mediante una reacción de digestión con la enzima ScaI. Una vez obtenidas colonias candidatas 

para las cepas UWihfA::Gm y UWifhB::Km, se procedió a realizar un PCR de colonia con los 

oligonucleótidos ihfARcFw, ihfARcRv, ihfBRcFw e ihfBRcRv, y empleando DNA 

cromosomal de la cepa UW136 como control negativo, con el fin de comprobar que las células 

tuviesen una copia mutante de ambos genes (Figs. 15 y 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. PCR de colonia de candidatas UWihfB::Km con los 

oligonucleótidos ihfBRcFw e ihfBRcRv. En los carriles 3 a 16 se 

cargaron las muestras de DNA correspondientes a las colonias 

candidatas de tener la versión mutante de ihfB que posee un tamaño 

de 1712 pb. 

1    2     3      4     5     6     7      8     9    10   11    12   13   14   15    16     

1000 pb 
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Para la construcción de la cepa doble mutante UWihfA-/ihfB-, se prepararon células 

competentes de la cepa UWihfA-, las cuales fueron transformadas con DNA cromosomal 

obtenido de la cepa UWihfB-. Las colonias candidatas obtenidas se seleccionaron y se 

sembraron en cajas de medio BS sólido adicionado con los dos marcadores de resistencia 

correspondientes, kanamicina y gentamicina. 

 

1.13. Cuantificación de la transcripción de rsmA, rsmZ1, rsmZ2 y phbR 
 

Con la finalidad de determinar si IHF regula la transcripción de rsmA, se realizó la 

determinación del perfil de expresión de rsmA en las cepas mutantes UW ihfA-, UW ihfB-, UW 

Figura 16. PCR de colonia de candidatas 

UWihfA::Gm con los oligonucleótidos ihfARcFw e 

ihfARcRv. En los carriles 6 a 8 se cargaron las 

muestras de DNA correspondientes a las colonias 

candidatas de tener la versión mutante de ihfB que 

posee un tamaño de 1430 pb. 

 1         2          3         4       5        6         7         8      

9    10   11    12   13   14   15    16     

1000 pb 
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ihfA-/ihfB- y UW clpP-. Para ello, se empleó la cepa UWrsmA-T, la cual posee una fusión 

transcripcional de rsmA con el reportero gusA integrada en el cromosoma de la cepa UW136 

de A. vinelandii.  Esta fusión contiene un fragmento de 274 pb que corresponden al promotor 

de rsmA fusionado a la secuencia de gusA de acuerdo con lo reportado por Bedoya-Pérez, et 

al., 2018. Se llevó a cabo la extracción de DNA cromosomal de las cepas mutantes UW ihfA-

, UW ihfB-, UW ihfA-/ihfB- y UW clpP- con el fin de utilizar dicho DNA para transformar 

células competentes de A. vinelandii de la cepa UWrsmA-T. De esta forma se obtuvo cada 

una de las cepas mutantes con la construcción de la fusión transcripcional de rsmA con la 

finalidad de cuantificar su expresión. 

 

Se cultivaron las cinco cepas mutantes mencionadas, junto con la cepa silvestre UW136 como 

control, en medio BS líquido adicionado con rifampicina y los marcadores de selección 

correspondientes a cada cepa durante 18 horas a 30 °C, a manera de preinóculo. 

Posteriormente, se realizó la medición de la D.O. a 600 nm de cada uno de los preinóculos 

con el fin de normalizar todos los inóculos a una D.O. de 0.1. La inoculación se llevó a cabo 

en medio PY sacarosa 2% por triplicado biológico para cada cepa. 

 

Todos los cultivos fueron incubados durante 72 horas a 30 °C con agitación de 200 rpm. Para 

la muestra que correspondió a las 8 horas, se empleó el volumen total de 25 mL de cultivo, 

mientras que para los demás tiempos se tomó 1 mL de cada cultivo.  

 



 

38 

Una vez tomadas las muestras correspondientes a las 8, 12, 24, 36, 48 y 72 horas para cada 

una de las cepas, se procedió a realizar el ensayo de cuantificación de proteína por el método 

de Lowry; así como el de cuantificación de actividad transcripcional con el gen gusA como 

reportero por el método de β-glucuronidasa, empleando el sustrato cromogénico 4-nitrofenil-

β-D-glucopiranósido (PNPG). 

 

Para la cuantificación de la expresión de los RNAs pequeños rsmZ1 y rsmZ2, se siguió el 

mismo procedimiento que el descrito para la cuantificación de la transcripción de rsmA. En 

este caso se emplearon las cepas SAWZ1 y SAWZ2 que poseen fusiones transcripcionales de 

rsmZ1 y rsmZ2 con el gen reportero gusA (Hernandez-Eligio et al., 2012). Se prepararon 

células competentes de las cepas SAWZ1 y SAWZ2 y se realizó la transformación de dichas 

células con DNA cromosomal de las mutantes UWihfA-, UWihfB- y UWihfA-/UWihfB-.  

 

El mismo procedimiento fue realizado para cuantificar la transcripción y la traducción de 

phbR. En este caso se emplearon las cepas AHW5 (Hernandez-Eligio et al., 2011) y 

UWphbRgusTd (Este trabajo), que poseen fusiones transcripcional y traduccional, 

respectivamente, con el gen reportero gusA. Se prepararon células competentes de las cepas 

mencionadas y se realizó la transformación de dichas células con DNA cromosomal de las 

mutantes UWihfA-, UWihfB- y UWihfA-/UWihfB-. 
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1.14. Construcción de fusión traduccional phbR::gusA 
 

Se realizó la construcción de phbR::gusA traduccional con la finalidad de cuantificar la 

traducción de phbR en el cromosoma de A. vinelandii. Para ello, se realizó una PCR punto 

final de la región promotora de phbR y los primeros 16 codones de su secuencia codificante. 

El oligonucleótido forward empleado (FwphbRXbaI), posee una secuencia de XbaI, mientras 

que el oligonucleótido reverse (RvphbRgusA), posee los primeros 20 nucleótidos de la 

secuencia de gusA en su extremo 5’, con el fin de hibridar la secuencia de phbR con la de 

gusA.  Por otro lado, se amplificó por medio de una PCR punto final, la secuencia codificante 

de gusA. El oligonucleótido forward empleado (FwgusAphbR), posee los primeros 20 

nucleótidos de la secuencia codificante de phbR en su extremo 5’ con la finalidad de hibridad 

la secuencia de phbR con la de gusA. Mientras que, el oligonucleótido reverse 

(RvgusAPpuMI), posee en su extremo 5’ una secuencia de PpuMI. Los amplicones 

resultantes, tanto de phbR como de gusA, fueron purificados empleando el GeneJET Gel 

Extraction Kit de ThermoScientificTM.  

 

Posteriormente, los amplicones purificados fueron empleados como DNA templado en una 

reacción de PCR punto final, en la cual se dejaron correr 13 ciclos sin oligonucleótidos con el 

fin de que se realizara la hibridación entre ambos amplicones. Una vez pasados los 13 ciclos, 

se añadieron los oligonucleótidos FwphbRXbaI y RvgusAPpuMI y se dejaron correr 34 ciclos 

adicionales, con la finalidad de obtener el amplicón correspondiente a la fusión phbR::gusA 

traduccional, flanqueada con sitios de restricción XbaI-PpuMI. El amplicón resultante de 2182 

pb fue clonado en el vector pJET1.2-Blunt y se realizó la transformación de células 

quimiocompetentes E. coli Top10. Una vez obtenida la cepa Top10pJETphbRgusATd, se llevó 
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a cabo la extracción de plásmido por el método del perclorato y se realizaron reacciones de 

digestión, tanto del vector pJETphbRgusATd, como del pUMAgusA con las enzimas XbaI y 

PpuMI para ambos casos. Los fragmentos obtenidos se emplearon en una reacción de ligación 

que se mantuvo a 16 °C durante toda la noche y el vector obtenido, denominado 

pUMAphbRgusATd (Fig. 17), fue empleado para transformar celular quimicompetentes E. 

coli Top10. 

 

Posteriormente, el vector pUMAphbRgusATd fue purificado con el método de perclorato y se 

le realizó una reacción de digestión con la enzima ScaI con el fin de linearizar el plásmido. El 

vector linearizado fue utilizado para transformar células competentes de la cepa UW136 de A. 

vinelandii, aprovechando los sitios de recombinación de melA del plásmido 

pUMAphbRgusATd para insertar la construcción de la fusión traduccional de phbR en el 

cromosoma de A. vinelandii, obteniendo como resultado la cepa UWphbRgusATd. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Vector pUMAphbRgusATd construido para la 

cuantificación de la traducción de phbR. 
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La secuencia de los oligonucleótidos mencionados se encuentra en la tabla 1 en la sección de 

Anexos de este trabajo. 

 

1.15. Extracción y cuantificación de polihidroxibutirato (PHB) 
 

Para realizar la extracción y cuantificación de PHB de las cepas mutantes UW ihfA-, UW ihfB- 

y UW ihfA-/ihfB-, se siguió el método espectrofotométrico descrito por Law y Slepecky (LAW 

& SLEPECKY, 1961). Para ello, se realizaron preinóculos de cada una de las cepas 

empleadas: UW136, UW ihfA-, UW ihfB- y UW ihfA-/ihfB-, en medio BS líquido y se 

incubaron a 30 °C durante 18 horas. Posteriormente, se realizó la medición de la D.O. a 600 

nm de cada uno de los preinóculos con el fin de normalizar todos los inóculos a una D.O. de 

0.1. La inoculación se llevó a cabo en medio PY sacarosa 2% por triplicado biológico para 

cada cepa. 

 

Todos los cultivos fueron incubados durante 72 horas a 30 °C con agitación de 200 rpm. Se 

tomó una muestra de 1 mL de cada una de las cepas empleadas a las 18 y a las 72 horas. Una 

vez obtenidas todas las muestras, se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos y se les 

realizó un lavado con 1 mL de MgSO4 para después volver a centrifugar a 13000 rpm por 5 

minutos. Posteriormente, se le agregó al paquete celular 1 mL de hipoclorito de sodio al 30%, 

se resuspendió y se mantuvo en incubación durante 1 hora a 37 °C. Una vez pasado el tiempo 

de incubación, se centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 13000 rpm y se lavó el 

paquete celular con 1 mL de agua, para después realizar otra centrifugación. Después, se le 

agregó al paquete celular 1 mL de etanol absoluto, se resuspendió y se centrifugó por 20 
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minutos a 13000 rpm. Una vez descartado el sobrenadante con ayuda de una pipeta, se le 

agregó al paquete celular 1 mL de acetona fría y se resuspendió para después centrifugar a 

13000 rpm durante 20 minutos, tras lo cual, se descartó el sobrenadante y se dejaron secando 

las muestras durante toda la noche a temperatura ambiente. Al día siguiente, se resuspendió el 

PHB obtenido en 1 mL de ácido sulfúrico concentrado y se calentaron los tubos a 95 °C 

durante 10 minutos. Por último, se procedió a leer la absorbancia de las muestras en el 

espectrofotómetro a 235 nm utilizando celdas de cuarzo y ácido sulfúrico concentrado como 

blanco. 

 

1.16. Evaluación cualitativa de la producción de alquilresocinoles (ARs) 

 

Con el fin de evaluar el fenotipo de producción de alquilresorcinoles (ARs) en las cepas 

mutantes en IHF de A. vinelandii, y en la cepa silvestre como control, se empleó el método 

colorimétrico con sales de Azul Rápido B (Sampietro et al., 2021). Para ello, se pusieron a 

incubar preinóculos de cada una de las cepas mutantes UWihfA-, UWihfB- y UWihfA-/ihfB-, 

así como de la cepa silvestre UW136 a 30°C durante toda la noche. Posteriormente, se tomó 

1 mL de cada uno de los cultivos, se lavaron las células y se resuspendieron en 1 mL de MgSO4 

10 mM. Luego, se inocularon 20 µL en cajas de medio Burk-Butanol que se incubaron a 30 

°C para teñirse con la solución de Azul Rápido a las 120 horas. 

La solución de tinción de Azul Rápido se preparó en un volumen de 50 mL empleando 2.5 

mL de ácido acético, 250 mg de Azul B Rápido y 47.5 mL de agua. 
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7. Resultados y discusión 

 

1.1. Análisis de homología de IHFA e IHFB de A. vinelandii y otras especies 
 

 El genoma de A. vinelandii posee genes homólogos a ihfA e ihfB. El porcentaje de identidad 

de las proteínas codificadas en estos genes entre A. vinelandii y Pseudomonas aeruginosa, así 

como con sus homólogos en L. pneumophila y Escherichia coli fue analizada mediante un 

alineamiento realizado por medio del programa de alineamiento ClustalOmega (Madeira et 

al., 2022) (Figs. 18 y 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IHFA 

Figura 18. Alineamiento de secuencias de IHFA de A. vinelandii, P. aeruginosa, L. pneumophila 

y E. coli a nivel de aminoácidos. Los residuos de aminoácido similares entre las cuatro secuencias 

se encuentran delimitados por un borde negro. Las posiciones donde coincide el mismo aminoácido 

en las cuatro secuencias se encuentran sombreadas en negro con letras en blanco. Los números en 

la parte superior de la figura corresponden a la posición del correspondiente aminoácido en la 

secuencia de IHFA de A. vinelandii.  

IHFB 

Figura 19. Alineamiento de secuencias de IHFB de A. vinelandii, P. aeruginosa, L. pneumophila 

y E. coli a nivel de aminoácidos. Los residuos de aminoácido similares entre las cuatro secuencias 

se encuentran delimitados por un borde negro. Las posiciones donde coincide el mismo 

aminoácido en las cuatro secuencias se encuentran sombreadas en negro con letras en blanco. Los 

números en la parte superior de la figura corresponden a la posición del correspondiente 

aminoácido en la secuencia de IHFB de A. vinelandii.  



 

44 

De acuerdo con los alineamientos realizados, el monómero IHFA de A. vinelandii presenta 

una identidad del 97.83% con IHFA de P. aeruginosa, mientras que, con L. pneumophila y E. 

coli posee una identidad del 69.66% y del 78.26%, respectivamente. Por otro lado, en el caso 

de IHFB, la proteína de A. vinelandii presenta porcentajes de identidad de 96.74%, 60.87% y 

73.91% con las proteínas de P. aeruginosa, L. pneumophila y E. coli, respectivamente. Debido 

a los altos porcentajes de identidad a nivel de aminoácidos entre IHFA e IHFB de A. 

vinelandii, P. aeruginosa, E. coli y L. pneumophila; arriba del 50%, es probable que el 

heterodímero IHFAB presente similitudes en las secuencias blanco, entre las que se 

encuentran RNAs pequeños del sistema Rsm/Csr y RsmA en L. pneumophila (Ge et al., 2019; 

Vakulskas et al., 2015). Por lo tanto. se sugiere que IHF en A. vinelandii se encuentra 

regulando genes y sistemas de regulación similares a los descritos en las otras especies 

mencionadas. 

 

Este resultado concuerda con los datos reportados en la literatura, ya que las proteínas 

asociadas a nucleoide (NAPs), en general, se encuentran bien conservadas en bacterias. Es 

importante destacar que aunque IHF no presenta una distribución tan amplia como otras NAPs 

tales como HU, presenta un alto grado de conservación en bacterias Gram negativas, 

particularmente en aquellas que pertenecen al filo Proteobacteria, como es el caso de los 

géneros Azotobacter, Echerichia, Pseudomonas y Legionella (Goodman et al., 1999; Nash, 

1996; Oberto et al., 1994). 
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1.1. La mutación en ihfA y/o en ihfB tiene un efecto negativo sobre el 

crecimiento de A. vinelandii 
 

Con el fin de determinar si IHF juega un papel en la regulación de la síntesis de PHB a través 

de controlar la expresión de los reguladores RsmA y/o rsmZ1 y rsmZ2 se construyeron, como 

se describe en la sección de Materiales y Métodos, las cepas de A. vinelandii derivadas de la 

cepa UW136 con mutaciones en los genes ihfA, ihfB, así como la doble mutante ihfA-/ihfB-. 

En la figura 20 se muestra el fenotipo de crecimiento de las tres mutantes mencionadas 

comparadas con la cepa silvestre UW136 (Fig. 20). El ensayo de crecimiento se realizó en 

medio PY sacarosa 2%, a través de la cuantificación de la proteína total mediante el método 

espectrofotométrico de Lowry (Lowry et al., 1951). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Curva de crecimiento de las cepas mutantes ihfA-, ihfB-, ihfA-/ihfB- y la cepa 

silvestre UW136. La medición se realizó a las 3, 6, 9, 12, 24 y 30 horas en medio PY 

sacarosa 2% a 30 °C. Los valores de crecimiento fueron medidos por concentración de 

proteína (mg/mL). Se realizó una prueba ANOVA de dos vías con prueba de 

comparaciones múltiples de Dunnett para comparar el valor de proteína entre las cepas 

mutantes y la cepa silvestre UW136 en cada tiempo. 



 

46 

Tabla 1. Constante de crecimiento calculada en horas-1 y tiempo de duplicación calculado en 

horas de cada una de las cepas empleadas en la curva de crecimiento presentada en la figura 

20. 

 

De acuerdo con los datos presentados en la figura 20 y la tabla 1, las cepas mutantes en ihfA 

y en ihfB, así como la doble mutante, presentan un tiempo de duplicación mayor al observado 

en la cepa silvestre UW136, sin embargo, dichas deleciones son viables, lo cual indica que el 

heterodímero IHF no es esencial para la supervivencia de A. vinelandii. Este resultado 

coincide con trabajos anteriores donde se ha reportado que, en Dickeya dadantii, las mutantes 

que carecen de IHF crecen de manera más lenta que la cepa silvestre. Cabe destacar que en D. 

dadantii, la mutación en ihfB presenta un severo déficit de crecimiento (Douillié et al., 1994). 

También resulta importante mencionar que la cinética de crecimiento entre las mutantes 

sencillas y la doble es muy similar, lo cual coincide con la naturaleza funcional heterodimérica 

de IHF (Reverchon et al., 2021). 

 

Los valores de crecimiento medidos por concentración de proteína (mg/mL) que presentan 

una diferencia significativa entre la cepa silvestre y las cepas mutantes ihf corresponden a las 

muestras obtenidas a las 9 y 12 horas de crecimiento exponencial. Por otro lado, en el caso de 

Cepa Constante de crecimiento (horas-1) Tiempo de duplicación (horas) 

UW136 0.1453 4.77 

UW ihfA- 0.117 5.92 

UW ihfB- 0.1216 5.62 

UW ihfA-/ihfB- 0.127 5.45 
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las muestras correspondientes a la fase exponencial temprana y a la fase estacionaria, no se 

observaron diferencias significativas entre los valores obtenidos para la cepa silvestre y las 

mutantes ihf. Este comportamiento corresponde con datos reportados en otros modelos como 

E. coli, donde se ha demostrado que la concentración intracelular de IHF aumenta en la fase 

estacionara temprana con respecto de la fase exponencial y de la fase estacionaria tardía 

(Azam et al., 1999). Esto significa que la mayor abundancia intracelular de IHF ocurre en la 

transición de la fase exponencial a la fase estacionaria de crecimiento, lo cual podría explicar 

la disminución observada en la tasa de crecimiento de las mutantes ihf con respecto de la cepa 

silvestre de las 9 a las 12 horas de cultivo en A. vinelandii (Fig. 20). 

 

1.2. La mutación en ihfA y/o ihfB provoca una disminución en la producción 

de PHB 
 

Dado que la síntesis de PHB es uno de los procesos metabólicos que se encuentran regulados 

por RsmA en A. vinelandii (Hernandez-Eligio et al., 2012), se realizó la cuantificación de 

PHB en las cepas mutantes UW ihfA-, UW ihfB- y UW ihfA-/ihfB- con el fin de determinar el 

efecto que tiene la inactivación de estos genes en la producción del polímero mencionado. Se 

sembraron las cepas UWihfA- y UWihfB- junto con la cepa silvestre UW136 en placas de 

medio PY sacarosa 2%, con el fin de realizar una evaluación cualitativa de la producción de 

PHB de las cepas mencionadas (Figs. 21 y 22). La cuantificación de PHB se realizó mediante 

el método espectrofotométrico descrito por Law y Slepecky (Law & Slepecky, 1961).  
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Figura 22. Cuantificación de producción de PHB de las cepas UW136, UW ihfA-, 

UW ihfB- y UW ihfA-/ihfB-. Las mediciones se realizaron a las 60 horas de cultivo 

en medio líquido PY sacarosa 2%. Los datos representan promedio ± desviación 

estándar obtenidos por triplicado biológico. ***p < 0.05 obtenida al realizar una 

prueba ANOVA de una vía y una prueba de comparaciones múltiples de Dunnett. 

UW136 

UWihfA- 

UWihfB- 

Figura 21. Cepas UW136, UWihfA-, UWihfB- y UW ihfA-/ihfB- 

sembradas en medio PY sacarosa 2% (60 horas). Se puede observar 

que tanto las cepas mutantes sencillas UWihfA- y UWihfB- como la 

doble mutante, producen menos PHB que la cepa silvestre UW136 

debido a que las mutantes presentan un fenotipo opaco con respecto 

de la silvestre. 

UWihfA-/UWihfB- 
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Tanto la evaluación cualitativa de la producción de PHB (Figura 21), como la cuantificación 

de la síntesis de éste (Figura 22), las cepas mutantes en ihfA, ihfB e ihfA/ihfB mostraron una 

disminución con respecto de la cepa silvestre UW136. Las cepas mutantes ihfA-, ihfB- e ihfA-

/ihfB- sembradas en medio PY sacarosa 2% muestran un fenotipo opaco comparado con la 

cepa control UW136 que muestra un fenotipo blanco, lo cual indica una producción de PHB 

menor en las mutantes comparadas con la cepa silvestre.  

 

Por otro lado, los resultados del ensayo cuantitativo confirmaron los observados en el ensayo 

cualitativo, ya que se observó una disminución significativa de PHB en las mutantes carentes 

de la proteína IHF con respecto de la cepa silvestre. La producción promedio de PHB obtenida 

para la cepa silvestre a las 60 horas fue de 2.62 mg de PHB/mg de proteína, mientras que, para 

las mutantes ihfA-, ihfB- e ihfA-/ihfB-, la producción fue de 1.02, 0.56 y 0.81 mg de PHB/mg 

de proteína, respectivamente. La producción promedio de PHB entre las tres cepas mutantes 

no presentó diferencias significativas, lo que indica que la ausencia del heterodímero αβ no es 

compensada por la presencia de los homodímeros αα y ββ. 

 

Los resultados obtenidos en los ensayos de producción de PHB indican que el factor de 

integración al hospedero (IHF), es un regulador positivo de la síntesis de PHB en A. vinelandii, 

debido a que las mutantes en ihfA, ihfB y la doble mutante ihfA-/ihfB-, presentan una 

disminución en la producción del polímero con respecto de la cepa silvestre. Sin embargo, el 

efecto observado puede ser resultado de la alteración de una gran variedad de mecanismos 

dado que IHF es un regulador global de procesos como la transcripción del DNA (Monteiro 

et al., 2019). 
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De manera similar a lo reportado en este estudio, en L. pneumophila, se ha reportado que, 

mutantes en IHF son deficientes en la formación de inclusiones intracelulares de PHB durante 

el enquistamiento. L. pneumophila es capaz de formar quistes en la fase post-exponencial de 

crecimiento, que es la fase donde se ha reportado una mayor acumulación de IHF. Entre las 

características de los quistes, se encuentra la formación de inclusiones citoplásmicas de PHB, 

las cuales se encuentran ausentes en cepas mutantes en IHF. Este fenotipo sugiere que IHF 

funciona como un regulador positivo de genes involucrados en la ruta biosintética de PHB 

(Morash et al., 2009).  

 

Por otro lado, se ha reportado que IHF participa en la regulación de la síntesis de alginato en 

P. aeruginosa, ya que actúa como un regulador positivo de la expresión de algD, lo que tiene 

como resultado una disminución del 50% de producción de alginato en cepas mutantes en IHF 

con respecto de la cepa silvestre (Delic-Attree et al., 1996). 

 

Es importante destacar que IHF es un regulador global en bacterias (Pan et al., 2018; Spira & 

Yagil, 1999). Esto se debe directamente a su capacidad de moldear la estructura del DNA, por 

lo que se encuentra involucrado en la regulación de procesos como la transcripción de distintos 

genes. Se han reportado en distintas especies como en Salmonella enterica serovar 

Thyphimurium, y Vibrio cholerae, que mutantes en IHF presentan una disminución en la 

expresión de genes asociados a distintos fenotipos como virulencia e invasión celular (Mangan 

et al., 2006; Stonehouse et al., 2008). El papel regulador de distintos fenotipos de IHF parece 

mantenerse en A. vinelandii, puesto que de acuerdo con los resultados presentados en las 
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figuras 20, 21 y 22 de este trabajo, se observa que IHF tiene un impacto tanto en crecimiento 

como en producción de PHB.  

 

1.3. La transcripción de rsmA aumenta en ausencia de clpP y disminuye en 

ausencia de IHF 
 

En L. pneumophila, IHF es un regulador negativo de la expresión de rsmA en fase estacionaria 

y, en fase exponencial ClpP tiene como blanco a IHF. Para determinar si este mecanismo de 

regulación se conserva en A. vinelandii, se realizó la cuantificación de la transcripción de 

rsmA en las cepas mutantes UWihfA-, UWihfB-, UWihfA-/ihfB- y UWclpP-. Si hay 

conservación en el mecanismo de regulación, se esperaría que la transcripción de rsmA 

aumente en fase estacionaria en ausencia de alguno de los monómeros de IHF con respecto a 

la cepa silvestre. Por otro lado, se esperaría que, en ausencia de clpP, la expresión de rsmA 

disminuya en fase exponencial dado que la proteasa no estaría degradando a IHF (Ge et al., 

2019).  

 

Para cuantificar la transcripción de rsmA, se empleó una fusión transcripcional que contiene 

la región promotora de rsmA fusionada a la secuencia codificante del gen reportero gusA (β-

glucuronidasa) (Bedoya-Pérez et al., 2018). La cepa que contiene la fusión transcripcional de 

rsmA fue transformada con DNA cromosomal de A. vinelandii de las mutantes UW ihfA-, UW 

ihfB-, UW ihfA-/ihfB- y UW clpP-, las cuales se seleccionaron con su respectivo casete de 

resistencia en medio de selección. Con el fin de observar la dinámica de la expresión de rsmA 

tanto en fase exponencial como en fase estacionaria, se procedió a realizar el ensayo 
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cuantitativo de β-glucuronidasa de muestras obtenidas a las 12, 36 y 72 horas tomadas a partir 

de cultivos de las cepas mutantes crecidas en PY sacarosa 2% a 30 °C (Fig. 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acuerdo con los resultados presentados en la figura 23, el patrón de expresión de rsmA en 

ausencia de IHF no corresponde con el modelo propuesto por Ge et al., 2019 en L. 

pneumophila. Es decir, IHF no regula de manera negativa la transcripción de rsmA. Por el 

Figura 23. Cuantificación de la actividad transcripcional de rsmA de las cepas mutantes UW ihfA-, 

UW ihfB-, UW ihfA-/ihfB- y UW clpP- junto con la cepa silvestre UW136 a las 12 (panel A), 36 

(panel B) y 72 (panel C) horas de incubación a 30 °C en medio PY sacarosa 2%. Los datos 

representan promedio ± desviación estándar obtenidos por triplicado biológico. *p < 0.05 y ***p < 

0.05 obtenida al realizar una prueba ANOVA de una vía y una prueba de comparaciones múltiples 

de Dunnett. 

B A 

C 
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contrario, en los resultados obtenidos en este ensayo, se observa una ligera disminución en la 

transcripción de rsmA a las 36 y 72 horas en las mutantes en ihfA, ihfB e ihfA/ihfB con respecto 

de la cepa silvestre. Por otro lado, siguiendo el mismo modelo, en la mutante en clpP se 

esperaría una disminución en la transcripción de rsmA en fase exponencial con respecto a la 

cepa silvestre debido a que la proteasa no estaría degradando a IHF y éste se encontraría 

reprimiendo la transcripción de rsmA. En contraste, la inactivación de clpP tiene un efecto 

positivo sobre la transcripción de rsmA, lo cual se observa en los tres tiempos de cultivo 

evaluados, donde se obtuvieron valores más altos de unidades de β-glucuronidasa en la cepa 

mutante UW clpP- con respecto de los obtenidos para la cepa silvestre UW136 a las 12, 36 y 

72 horas de crecimiento.  

 

En A. vinelandii se ha reportado que rsmA posee un promotor dependiente de RpoS (Quiroz-

Rocha et al., 2017b) y que ClpP es un regulador negativo de RpoS ya que este factor sigma es 

degradado durante la fase exponencial por el complejo chaperona-proteasa ClpXP - (Muriel-

Millán et al., 2017a). Esto explicaría el aumento en la expresión de rsmA en la mutante UW 

clpP. Es importante destacar que se ha reportado que el factor sigma de fase estacionaria RpoS 

es también un regulador positivo de la expresión de rsmA en Pectobacterium carotovorum 

(Mukherjee et al., 1998). 

 

1.4. La transcripción de rsmZ1 y rsmZ2 disminuye en ausencia del 

heterodímero IHFαβ 

 

Los RNAs pequeños rsmZ1 y rsmZ2 pertenecen al sistema de regulación Rsm y participan en 

la regulación de la expresión génica al titular a RsmA debido a que poseen alta afinidad por 
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esta proteína (Manzo et al., 2012a; Trejo et al., 2017b). Dado que se ha reportado en distintos 

modelos que IHF regula de manera positiva a varios RNAs pequeños, incluyendo a rsmZ en 

Pseudomonas protegens (Ferreiro & Gallegos, 2021; Lee & Zhao, 2016), se realizó la 

cuantificación de la actividad transcripcional de rsmZ1 y rsmZ2 a las 36 horas en las cepas 

mutantes UW ihfA-, UWihfB- y UWihfA-/ihfB-, con el fin de determinar si en A. vinelandii 

estos RNAs pequeños son regulados por IHF (Figura 24). 

 

De acuerdo con los resultados presentados en la figura 24, las mutaciones en ihfA e ihfB en A. 

vinelandii, provocaron una disminución significativa en la transcripción de los RNAs 

pequeños rsmZ1 y rsmZ2. La actividad promedio de β-glucuronidasa de rsmZ1 en la cepa 

silvestre fue de 534.3 nmoles de PNP producidos/min/mg de proteína, mientras que para las 

Figura 24. Cuantificación de la actividad de rsmZ1 (panel A) y rsmZ2 (panel B) en la cepa silvestre 

y en las mutantes ihfA-, ihfB- e ihfA-/ihfB-. La muestra fue obtenida a las 36 horas de cultivo a 30 

°C en medio PY sacarosa 2%. Los datos representan promedio ± desviación estándar obtenidos por 

triplicado biológico. ***p < 0.05 obtenida al realizar una prueba ANOVA de una vía y una prueba 

de comparaciones múltiples de Dunnett. 

A B 
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mutantes ihfA-, ihfB- e ihfA-/ihfB- fue de 86.14, 63.69 y 81.67 nmoles de PNP 

producidos/min/mg de proteína, respectivamente. Por otro lado, para rsmZ2, la actividad en 

la cepa silvestre presentó un valor de 3783.41 nmoles de PNP producidos/min/mg de proteína, 

mientras las mutantes ihfA-, ihfB- e ihfA-/ihfB- presentaron valores de 131.39, 115.88 y 155.28 

nmoles de PNP producidos/min/mg de proteína, respectivamente. La actividad transcripcional 

de rsmZ1 y rsmZ2 a las 36 horas entre las tres cepas mutantes no presentó diferencias 

significativas. Los niveles de actividad más altos en rsmZ2 que en rsmZ1 observados en la 

figura 24 coincide con lo descrito en trabajos previos. Esta diferencia, probablemente se debe 

a que existen diferencias entre las regiones reguladoras de estos dos RNAs pequeños, donde 

la principal diferencia radica en que el grado de conservación de la secuencia activadora 

(UAS, por sus siglas en inglés) o caja de unión a GacA es mayor en el caso de rsmZ2 que en 

rsmZ1 (Hernandez-Eligio et al., 2012; López-Pliego et al., 2018; Manzo et al., 2012a). 

 

Resulta interesante destacar que el efecto de la ausencia de IHF sobre la transcripción de los 

RNAs pequeños es mayor para rsmZ2 que para rsmZ1, lo cual podría deberse a que la caja de 

unión a GacA en rsmZ2 se encuentra más alejada del sitio de inicio de la transcripción que en 

rsmZ1, por lo que el plegamiento de DNA provocado por IHF sería más importante para la 

expresión de rsmZ2 que para rsmZ1. 

 

Este resultado coincide con datos reportados previamente en otros modelos como Salmonella 

enterica, donde la expresión de csrB se encuentra drásticamente reducida en mutantes en el 

homólogo de ihfA, himA , por lo que IHF actúa como un regulador positivo de la transcripción 

de csrB  pero no de csrC (Martínez et al., 2014). Cabe destacar que csrB y csrC son homólogos 
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de rsmZ1 y rsmZ2 (Muriel-Millán et al., 2017b). En Erwinia amylovora, IHF actúa como un 

regulador positivo de la expresión de rsmB, ya que mutantes de ihfA e ihfB presentan una 

reducción significativa en la transcripción de rsmB (Lee & Zhao, 2016). Con base en estos 

antecedentes, al igual que los estudios mencionados de las especies de Salmonella y Erwinia, 

IHF actúa como un regulador positivo de la expresión de los pequeños RNAs rsmZ1 y rsmZ2 

en A. vinelandii.  

 

Anteriormente se había realizado un análisis in silico de la región promotora de los RNAs 

pequeños rsmZ1-7 en A. vinelandii. En dicho estudio se detectó un sitio putativo de unión de 

IHF en la región promotora de rsmZ1 y un sitio de H-NS en el promotor de rsmZ2 (López-

Pliego, 2018). Los resultados presentados en la figura 20 coinciden con la presencia de sitios 

de unión a IHF en los RNAs pequeños, lo que sugiere una interacción directa entre IHF y los 

promotores de rsmZ1 y rsmZ2 que es necesaria para la expresión de estos RNAs pequeños. 

Es importante destacar que en Pseudomonas fluorescens se ha reportado que IHF se une 

directamente y con alta afinidad al promotor de rsmZ, lo cual sugiere que la modificación 

estructural del DNA provocada por IHF es necesaria para la expresión de rsmZ, debido a que 

la caja de unión a GacA se encuentra localizada 180 pares de bases río arriba del elemento -

10 del promotor del gen para este RNA pequeño (Humair et al., 2010). 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos, se sugiere un mecanismo de regulación indirecto de 

IHF sobre RsmA. Si IHF promueve la expresión de los RNAs pequeños rsmZ1 y rsmZ2, 

entonces, la presencia de IHF inhibe, de forma indirecta, la actividad de RsmA puesto que 

IHF se encontraría favoreciendo la interacción entre RsmA y los RNAs pequeños. Al 
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promover la titulación de RsmA por rsmZ1 y rsmZ2, IHF funciona como un regulador positivo 

a nivel post-transcripcional de genes involucrados en la ruta biosintética de PHB de manera 

indirecta. Este modelo de regulación de IHF sobre los RNAs pequeños coincide con los 

resultados de producción de PHB presentados en las figuras 17 y 18, puesto que, en las cepas 

mutantes en IHF, se observó una disminución en la síntesis de PHB con respecto de la cepa 

silvestre. Dado que IHF es necesario para la expresión de rsmZ1 y rsmZ2, entonces, en las 

mutantes ihfA-, ihfB- e ihfA-/ihfB-, la acumulación de RsmA libre, provocaría la disminución 

observada en la producción de PHB. 

 

1.5. IHF controla la expresión de phbR en A. vinelandii 
 

El regulador transcripcional PhbR funciona como un activador transcripcional de phbB, el 

primer gen del operón phbBAC, al unirse de manera directa a su región promotora (Hernandez-

Eligio et al., 2011), por lo que actúa como un regulador positivo de la síntesis de PHB. Por 

otro lado, la proteína RsmA tiene un papel negativo en la regulación de la síntesis de PHB, al 

inhibir la traducción y reducir la estabilidad de los transcritos de phbR y phbB (Hernandez-

Eligio et al., 2012). 

 

Dado que en este trabajo se demostró que IHF controla de manera positiva la expresión de 

rsmZ1 y rsmZ2 debido a que la transcripción de ambos RNAs pequeños se encuentra 

disminuida en las mutantes en ihfA e ihfB (Fig. 20), entonces, IHF actuaría como un regulador 

negativo indirecto de la actividad de RsmA. Con el fin de demostrar esta relación entre IHF y 

RsmA, se procedió a realizar la cuantificación de la traducción de phbR. En caso de que IHF 
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promueva la actividad de los RNAs pequeños, la traducción de phbR en las mutantes ihfA- e 

ihfB-, se encontraría disminuida con respecto de la cepa silvestre. 

 

Adicionalmente, se realizó un análisis informático de la región promotora de phbR empleando 

el software Virtual Footprint con la finalidad de encontrar sitios de unión a IHF (Tabla 2 y 

Fig. 25). Con esta herramienta se encontraron dos posibles sitios de unión de IHF en la región 

promotora de phbR, lo que indica que IHF podría estar regulando su expresión de manera 

directa.  

 

Tabla 2. Sitios probables de unión a IHF encontrados con el programa Virtual Footprint. Se 

muestra la secuencia de cada uno de los sitios de unión, así como su posición y la hebra de 

DNA en la que se encuentran. Para el análisis se empleó la proteína IHF de P. aeruginosa. 

Posición en la secuencia del promotor de 

phbR (Hebra +/-) 

Secuencia de unión 

437 (-) CAATGCAT 

159 (+) CAAGGTTT 
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Para realizar el ensayo de cuantificación de actividad traduccional de phbR, es necesario hacer 

la cuantificación de la actividad transcripcional. Por lo que, en primera instancia, se llevó a 

cabo la cuantificación de la actividad transcripcional de phbR en la cepa silvestre UW136 y 

en las mutantes UWihfA- y UWihfB-. Las muestras fueron tomadas a las 36 horas de 

incubación (Fig. 26). 

  

 

 

 

 

 

 Figura 26. Cuantificación de la transcripción de phbR en la cepa silvestre 

UW136 como control y en las mutantes UWihfA- y UWihfB-, a las 36 horas de 

crecimiento. La incubación fue realizada a 30 °C en medio PY sacarosa 2%. 

Los datos representan promedio ± desviación estándar obtenidos por triplicado 

biológico. **p < 0.05 obtenida al realizar una prueba ANOVA de una vía y una 

prueba de comparaciones múltiples de Dunnett. 

Figura 25. Representación de los 500 pb empleados para el análisis informático de la región 

promotora de phbR. Se encuentra sombreado en negro y con letras blancas un fragmento 

de la secuencia codificante de phbR. Se señalan ambos sitios de unión a IHF encontrados 

con el programa VirtualFootprint y los sitios -10 y -35 del promotor de phbR. 
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Como se ha reportado anteriormente (Hernandez-Eligio et al., 2011), la transcripción de phbR 

en la cepa silvestre es significativamente mayor en la fase estacionaria comparada con la 

transcripción en la fase exponencial. De acuerdo con los datos obtenidos en la figura 26, el 

factor de integración al hospedero (IHF) funciona como un regulador de la expresión de phbR.  

 

En la cuantificación realizada se observó una disminución en las transcripción de phbR en las 

cepas mutantes con respecto de la cepa silvestre.  En este caso, se obtuvo un valor promedio 

de 515.56 nmoles de PNP producidos/min/mg de proteína para la cepa silvestre, mientras que 

para la mutante en ihfA se obtuvo un valor promedio de 298.59 y para la mutante ihfB de 

288.75 nmoles de PNP producidos/min/mg de proteína. Estos datos demuestran que, en fase 

estacionaria, IHF actúa como un regulador positivo de la transcripción de phbR.  Este 

resultado concuerda con la presencia de sitios de unión a IHF encontrados en la región 

promotora de phbR con el programa Virtual Footprint (Tabla 1 y Fig. 25), ya que se sugiere 

que IHF podría unirse directamente en la región del promotor de phbR y regular su 

transcripción. 

 

Posteriormente, se realizó el ensayo de cuantificación de actividad traduccional de phbR en la 

cepa silvestre UW136 y en las mutantes UWihfA- y UWihfB-. Las muestras fueron tomadas a 

las 36 horas de incubación (Fig. 27). 
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Los resultados presentados en la figura 27 indican que en  A. vinelandii, IHF actúa como un 

regulador positivo de la traducción de phbR, ya que se obtuvieron valores de 29.27 y 26.79 

nmoles de PNP/min/mg de proteína en las cepas mutantes UWihfA- y UWihfB-, 

respectivamente, mientras que, para la cepa silvestre se obtuvo un valor de 73.37 nmoles de 

PNP/min/mg de proteína para la actividad traduccional de phbR a las 36 horas de cultivo. Este 

resultado corresponde con la disminución en la actividad transcripcional de los RNAs 

pequeños rsmZ1 y rsmZ2 en las mutantes UWihfA- y UWihfB- (Fig. 22). Cabe destacar que la 

disminución en la traducción de phbR a las 36 horas en las mutantes en IHF comparadas con 

la cepa silvestre es ocasionada en parte por la reducción en la transcripción reportada en la 

figura 26. Sin embargo, la disminución en la traducción es mayor que la observada para la 

transcripción de phbR, donde la actividad en las cepas mutantes fue del 58% de la actividad 

observada en la cepa silvestre. En el caso de la traducción, la actividad en las cepas mutantes 

Figura 27. Cuantificación de la traducción de phbR en la cepa silvestre UW136 

como control y en las mutantes UWihfA- y UWihfB-, a las 8 horas (panel A) y a las 

36 horas (panel B). La incubación fue realizada a 30 °C en medio PY sacarosa 2%. 

Los datos representan promedio ± desviación estándar obtenidos por triplicado 

biológico. ***p < 0.05 obtenida al realizar una prueba ANOVA de una vía y una 

prueba de comparaciones múltiples de Dunnett. 
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fue del 40% de la actividad observada en la cepa silvestre. En conjunto, estos datos indican 

que, en A. vinelandii, el factor de integración al hospedero (IHF) es un regulador positivo de 

la transcripción de los RNAs pequeños rsmZ1 y rsmZ2 del sistema Rsm. Por lo tanto, IHF 

actúa también como regulador positivo de la traducción de transcritos que se encuentran bajo 

el control negativo de RsmA. Esto provoca que, en ausencia del heterodímero IHF, disminuya 

la expresión de rsmZ1 y rsmZ2, lo que a su vez tiene como resultado que aumente la 

concentración de RsmA libre, lo que disminuye la traducción de genes como phbR. 

 

1.6. IHF regula la síntesis de alquilresorcinoles (ARs) en A. vinelandii 
 

A. vinelandii es una bacteria capaz de producir distintos polímeros de importancia industrial. 

Los alquilresorcinoles (ARs) son lípidos fenólicos que reemplazan la membrana de 

fosfolípidos durante el proceso de diferenciación celular. La síntesis de ARs depende de 

enzimas codificadas en el genoma de A. vinelandii en un operón denominado arsABCD (Funa 

et al., 2006; Segura et al., 2009). La expresión del operón arsABCD ocurre principalmente en 

condiciones de enquistamiento y depende del regulador transcripcional ArpR (Romero et al., 

2013).  

 

El sistema Gac/Rsm controla la síntesis de ARs en A. vinelandii, ya que se ha reportado que 

mutantes en el regulador de respuesta gacA presentan una disminución en la síntesis de ARs. 

Este efecto se debe a que RsmA tiene como blanco el transcrito de arpR, inhibiendo su 

traducción, por lo que los RNAs pequeños del sistema Rsm actúan como reguladores positivos 

de la síntesis de ARs al titular y antagonizar la función de RsmA (Romero et al., 2016). 
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Dado que en este trabajo se observó que las cepas mutantes en IHF presentan una disminución 

en la expresión de rsmZ1 y rsmZ2, se procedió a evaluar de manera cualitativa el fenotipo de 

producción de ARs con el método colorimétrico con sales de Azul Rápido B descrito en la 

sección de Materiales y métodos, con el fin de reforzar la idea de que IHF regula el sistema 

Rsm a través de rsmZ1 y rsmZ2 (Fig. 28). 

 

 

 

 

 

En la evaluación cualitativa de producción de ARs presentada en la figura 28 se observa una 

drástica diferencia en la tinción que presenta la cepa silvestre UW136 con respecto de las 

cepas mutantes en IHF. En el caso de la cepa silvestre se observa una coloración roja intensa 

en toda el área que corresponde a dicha cepa, mientras que las cepas mutantes en IHF se 

mantuvieron sin adquirir la coloración rojiza observada en la cepa control. Este resultado 

coincide con la disminución en la expresión de rsmZ1 y rsmZ2 en las mutantes en IHF, puesto 

que una disminución en la transcripción de dichos RNAs pequeños tiene como consecuencia 

un aumento en la concentración de RsmA libre, lo que a su vez provoca una disminución en 

la traducción de arpR (Romero et al., 2016).  

 

UW136 UWihfB- 
UWihfA- 

UWihfA-/ihfB- 

Figura 28. Evaluación cualitativa de producción de ARs en la cepa silvestre UW136 y en 

las mutantes UWihfA-, UWihfB- y la doble mutante UWihfA-/ihfB- con el método 

colorimétrico con sales de Azul Rápido B. Las cepas fueron cultivadas en medio Burk-

Butanol durante 120 horas a 30 °C. 
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Los resultados presentados en este trabajo permiten formular un modelo en el que, en A. 

vinelandii, el factor de integración al hospedero (IHF) es un regulador positivo de la expresión 

de los RNAs pequeños del sistema Rsm, rsmZ1 y rsmZ2. Por lo tanto, al inactivar a cualquiera 

de los dos genes que codifican para los monómeros de IHF, ihfA o ihfB, se observa una 

disminución en la producción de polímeros como PHB y ARs que dependen para su síntesis 

de la actividad de rsmZ1 y rsmZ2 sobre RsmA (Fig. 29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El modelo presentado en la figura 29 coincide con datos reportados en otros modelos como P. 

fluorescens, donde IHF presenta una alta afinidad por el promotor de rsmZ. Dado que el sitio 

de unión de GacA necesario para la expresión de rsmZ1 y rsmZ2 se encuentra río arriba de los 

elementos -35 y -10 de su región promotora, es posible que el doblamiento del DNA 

provocado por IHF sea necesario para establecer interacciones entre GacA y el complejo de 

Figura 29. Representación esquemática de la regulación que ejerce el heterodímero IHF sobre 

los RNAs pequeños del sistema Rsm y su papel en el control de la síntesis de polímeros como 

PHB y ARs. 

PHB 

ARs 

Presencia del heterodímero IHFαβ 

PHB 

Ausencia del heterodímero 

IHFαβ 

ARs 
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la transcripción que son cruciales para la expresión de rsmZ1 y rsmZ2 (Humair et al., 2010; 

Manzo et al., 2012a). 

 

8. Conclusiones 

 

En este trabajo se llevó a cabo la caracterización de las mutaciones en los genes ihfA e ihfB 

que codifican para los monómeros que conforman al factor de integración al hospedero (IHF) 

en A. vinelandii, así como su papel en la regulación del sistema Rsm. 

 

La presencia de un homodímero IHFαα o IHFββ, no es suficiente para compensar la ausencia 

del heterodímero αβ. Las mutaciones en cualquiera de los monómeros provocan un efecto 

negativo en distintos fenotipos de A. vinelandii, principalmente de las 8 a las 24 horas de 

crecimiento, es decir en la transición de fase exponencial a fase estacionaria.  

 

La síntesis de PHB se encuentra disminuida en las mutantes IHF con respecto de la cepa 

silvestre a las 60 horas de crecimiento, por lo que se determinó que IHF actúa como un 

regulador positivo de la síntesis de PHB. Asimismo, la transcripción de los pequeños RNAs 

rsmZ1 y rsmZ2 se encuentra disminuida a las 36 horas en las mutantes en IHF, por lo que se 

concluye que IHF actúa como un regulador positivo de la expresión de estos pequeños RNAs. 

Adicionalmente, se encontró que, a las 36 horas, tanto la transcripción como la traducción de 

phbR también se encuentran disminuidas en las mutantes en IHF.  
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La producción de alquilresorcinoles, que es otro fenotipo regulado por la vía Gac/Rsm en A. 

vinelandii, también se encuentra disminuida en mutantes en IHF. 

 

En este trabajo se observó que la mutación en clpP tiene como resultado un aumento en la 

expresión de rsmA tanto en fase exponencial como en fase estacionaria. 

 

9. Anexos  

 

Tabla 2. Oligonucleótidos empleados en este estudio 

Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) 

ihfAFwRc CACTCTTAACGATGATGAG 

ihfARvRc ATCTGAGGGAATTCCTGTT 

ihfBFwRc TTCTTTCCGCGTGCCC 

ihfBRvRc CGCTCTATCCGGACAACC 

FwphbRXbaI TCTAGAGGGCACGAGCCGAATTGATGA 

RvphbRgusA GGGGTTTCTACAGGACGTAAAAGCGTCTCCTCGACGAGCC 

FwgusAphbR GGCTCGTCGAGGAGACGCTTTTACGTCCTGTAGAAACCCC 

RvgusAPpuMI AGGACCTCTACCCGCGCATCC 
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Tabla 3. Cepas empleadas en este estudio 

Cepa Descripción Referencia 

A. vinelandii 

UW136 Mutación natural en algU, 

Nalr, Rifr 

(Bishop and Brill, 1977; 

Martínez-Salazar et al., 

1996) 

SAWZ1 UW136 con fusión 

transcripcional rsmZ1-gusA 

(Hernández-Eligio et al, 

2012) 

SAWZ2 UW136 con fusión 

transcripcional rsmZ2-gusA 

(Hernández-Eligio et al, 

2012) 

LMW35 UW136 con una mutación 

clpP::Km 

(Muriel-Millán et al, 2017) 

UWrsmA-T UW136 con una fusión 

transcripcional rsmA-gusA 

(Bedoya-Pérez et al, 2018) 

AHW5 UW136 con una fusión 

transcripcional phbR-gusA 

(Hernández-Eligio et al; 

2011) 

UWihfA- UW136 con una mutación 

ihfA::Gm 

Este trabajo 

UWihfB- UW136 con una mutación 

ihfB::Km 

Este trabajo 

UWihfA-/UW ihfB- UW con mutaciones 

ihfA::Gm e ihfB::Km 

Este trabajo 

UWihfA-/rsmZ1gusATp SAWZ1 con una mutación 

ihfA::Gm 

Este trabajo 

UWihfA-/rsmZ2gusATp SAWZ2 con una mutación 

ihfA::Gm 

Este trabajo 

UWihfB-/rsmZ1gusATp SAWZ1 con una mutación 

ihfB::Km 

Este trabajo 

UWihfB-/rsmZ2gusATp SAWZ2 con una mutación 

ihfB::Km 

Este trabajo 
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UWihfA-/ihfB-

/rsmZ1gusATp 

SAWZ1 con mutaciones 

ihfA::Gm e ihfB::Km 

Este trabajo 

UWihfA-/ihfB-

/rsmZ2gusATp 

SAWZ2 con mutaciones 

ihfA::Gm e ihfB::Km 

Este trabajo 

UWihfA-/rsmAgusATp UWrsmA-T con una 

mutación ihfA::Gm 

Este trabajo 

UWihfB-/rsmAgusATp UWrsmA-T con una 

mutación ihfB::Km 

Este trabajo 

UWihfA-/ihfB-

/rsmAgusATp 

UWrsmA-T con mutaciones 

ihfA::Gm e ihfB::Km 

Este trabajo 

UWihfA-/phbRgusATp AHW5 con una mutación 

ihfA::Gm 

Este trabajo 

UWihfB-/phbRgusATp AHW5 con una mutación 

ihfB::Km 

Este trabajo 

UWphbRgusATd UW136 con una fusión 

traduccional phbR::gusA 

Este trabajo 

E. coli  

Top10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-

mcrBC) φ80laczΔM15 

ΔlacX74 nupG recA1 

araD139 Δ(ara-leu)7697 

galE15 galK16  

Invitrogen 
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Tabla 4. Plásmidos empleados en este estudio 

Nombre Descripción Referencia  

pJET1.2-Blunt Vector de clonación Thermo Scientific 

pUMAgusA Vector empleado para la 

construcción de fusiones 

transcripcionales y 

traduccionales. Posee la 

secuencia de melA como 

sitio de recombinación y la 

secuencia codificante de 

gusA, Tcr Ampr 

(Muriel-Millán et al, 2015) 
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