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I. INTRODUCCIÓN 

I.1 Generalidades de Azotobacter vinelandii 

Azotobacter vinelandii es una -̞proteobacteria de vida libre perteneciente a la 

familia Pseudomonadaceae, posee flagelos perítricos que le confieren movilidad, 

es gramnegativa y pleomórfica: va desde 1.5 a 2µm de diámetro; es aerobia pero 

capaz de crecer en concentraciones bajas de oxígeno (Fig. 1). Además de ser una 

bacteria quimiorganotrófica, ya que utiliza azúcares, alcoholes y sales orgánicas 

para crecer, A. vinelandii es poliploide. Puede tener hasta 80 copias de su 

cromosoma; su genoma tiene un tamaño de 5.36 Mb con un contenido de 

Guaninas-Citocinas de 65.68%. No posee plásmidos endógenos, pero puede 

recibir DNA exógeno mediante conjugación o transformación (Bergey et al. 2001). 

 

2  µ m  

 

 

Entre las características que posee esta bacteria destacan, su capacidad de fijar 

nitrógeno en presencia de oxígeno; la diferenciación morfológica que sufre en 

condiciones adversas formando quistes; y  la producción de dos polímeros de uso 

industrial, el poliéster intracelular poli- -̝hidroxibutirato (PHB) y el polisacárido 

extracelular alginato (Fig. 2) (Galindo et al. 2007). 

 

Fig. 1. Azotobacter vinelandii (microscopía 

electrónica de transmisión). 
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I.2 Ciclo de vida de A. vinelandii 

A. vinelandii  presenta dos fases en su ciclo de vida, una fase vegetativa y una 

fase de latencia (Fig. 3).  

Cuando inicia el proceso de diferenciación, las células pierden sus flagelos y se 

inicia una última división celular donde se generan dos células esféricas. Hay un 

engrosamiento en sus paredes, dejando un quiste resistente, cuyo cuerpo central 

(formado principalmente por gránulos de PHB)  está rodeado por una capa interna 

(intina), y otra externa (exina), ambas compuestas de alginato (13% y 32% 

respectivamente) y de lipoproteínas (Sadoff, 1975). 

Cuando el quiste germina, el cuerpo central aumenta de tamaño, ocupando el 

volumen de la intina, y provocando la fractura de la exina; posteriormente, sufre un 

proceso de división generando dos células hijas, que no presentan movilidad, pero 

que la recuperan terminada la germinación. 

Fig. 2.  A) Cubierta de alginato de A. vinelandii en fase vegetativa (microscopía 

electrónica de barrido). B) Quistes con gránulos de PHB en A. vinelandii (microscopía 

electrónica de transmisión). 

A) B) 
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I.3 Alginato. 

I.3.1 Composición, aplicación y función biológica. 

Los alginatos son copolímeros lineares compuestos por monómeros de ácido 

manurónico y ácido gulurónico unidos por enlaces (̝1-4); dichos monómeros se 

distribuyen en bloques de residuos de manuronato (bloques M), guluronato 

(bloques G), o residuos alternos (bloques M-G). (Rehm et al. 1997). 

En presencia de Ca++ u otros cationes divalentes, los alginatos tienen la capacidad 

de formar geles termoirreversibles (Clementi, 1997). La variabilidad en la 

distribución y contenido de gulurónico y manurónico, da como resultado alginatos  

con diferente capacidad de gelificación. 

Los alginatos son ampliamente utilizados en la industria, principalmente como 

estabilizantes, viscosificantes, emulsificantes y gelificantes (Clementi, 1997). Los 

géneros Pseudomonas y Azotobacter han sido caracterizados como productores 

de alginato (Rehm, 1996). En P. aeruginosa, los alginatos parecen ser un factor de 
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Fig. 3. Ciclo de vida de A. vinelandii (Modificado de Sadoff, 1975). 
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virulencia importante al estar involucrado en la formación de biopelículas. Esto 

tiene relevancia médica al ser un patógeno oportunista (Muhammadi et al. 2007). 

 En A. vinelandii, los alginatos actúan como una barrera protectora contra metales 

pesados y otras condiciones ambientales, participan en el intercambio de iones y 

como barrera de difusión de oxígeno en la formación del quiste y en fase 

vegetativa ayudan en la adherencia de la bacteria a superficies mediante 

formación de biopelículas (Sabra et al. 2001). 

 

 

Fig. 4. Composición del alginato (Tomado de Sabra et al. 2001) 

 

I.3.2 Biosíntesis de alginatos en A. vinelandii. 

La biosíntesis de alginatos en A. vinelandii utiliza como sustrato inicial a la 

fructosa-6-P, de manera directa u obtenida por reciclaje de triosas  provenientes 

de la vía Entner Doudoroff. La fructosa-6-P es convertida a ác. GDP-manurónico, 

teniendo como intermediarios manosa 6-P, manosa 1-P y GDP-manosa (Fig. 5) 

(Campos et al,  1996). La síntesis de ácido GDP-manurónico es un punto de 

control muy importante en la producción alginatos, ya que el ácido GDP-

manurónico, además de ser el precursor directo del polímero, es también un 

precursor importante en la síntesis de lipopolisacáridos (Gaona et al. 2004). El 
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ácido GDP-manurónico es polimerizado a nivel de membrana interna, formando 

ácido polimanurónico. Algunos residuos son acetilados por una aciltransferasa y 

es exportado de la célula. Una vez fuera, algunos residuos no acetilados son 

epimerizados a ácido gulurónico por la enzima C-5 epimerasa produciéndose así 

los alginatos (Sabra et al. 2001). 

 

Fructosa 6-P

Manosa 6-P

Manosa 1-P

GDP Manosa

Ćcido GDP-Manur·nico

Ćcido Polimanur·nico

Alginato

Fosfomanosa isomerasa (PMI)

Fosfomanomutasa (PMM)

GDP-Manosa pirofosforilasa (GMP)

GDP-Manosa deshidrogenasa (GMD)

Polimerasa

Manuronato epimerasas (MEs)

 

Fig. 5. Biosíntesis del alginato en A. vinelandii (Clementi, 1997). 

 

I.3.3 Genética de la biosíntesis de alginato en A. vinelandii. 

En A. vinelandii, los genes que codifican las enzimas involucrados en la síntesis 

de alginato han sido caracterizados en su totalidad. Los genes biosínteticos se 

encuentran agrupados en cuatro unidades transcripcionales. El gen algD, que 

codifica la GDP-manosa deshidrogenasa es transcrito a partir de tres posibles 

promotores, uno de ellos (P1) es sE dependiente, mientras que el segundo 
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promotor (P2) presenta secuencia consenso típica de promotores s70 (Campos et 

al. 1996). 

Los genes alg8, alg44, algK y algJ se encuentran agrupados en un operón 

localizado inmediatamente debajo de algD. Sus productos participan en la 

polimerización y secreción del alginato. Inmediatamente después se encuentra el 

operón algGXLVIFA, alg G codifica para una epimerasa; algL para una alginasa; 

los productos de algX, algV algI y algF son los responsables de la acetilación de 

los residuos manurónicos; algA codifica para la enzima que cataliza la conversión 

de fructosa 6-fosfato a manosa 6-fosfato y para la conversión de manosa 1-fosfato 

a GDP-manosa (Fig. 6). 

 

Fig. 6. Genes involucrados en la síntesis de alginato en A. vinelandii. 

 

I.4 Sistemas de transducción de señales de doble componente 

Para que las bacterias sobrevivan en el entorno en que se encuentren, deben 

continuamente contender contra cambios y condiciones que incluso las pueden 

llevar a un estado de estrés, tal como un aumento o disminución de pH, cambios 

en la osmolaridad, temperatura, entre otros. Es por ello que han desarrollado 

mecanismos que les ayudan a detectar los cambios y actuar contra estas 

variaciones ambientales. 

Tal es el caso de los sistemas de transducción de señales de doble componente, 

en los que dos proteínas se ven involucradas, una tiene actividad cinasa y 
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generalmente tiene un residuo de histidina, por lo que es denominada cinasa 

histidínica (HK) y la otra proteína es un regulador transcripcional que se conoce 

como regulador de respuesta (RR). 

Las HK pueden responder a diferentes estímulos y expresar esta respuesta en 

fenotipos variables, pero la manera en que activan su mecanismo de regulación es 

similar, poseen un dominio de entrada y un dominio transmisor, que a su vez 

cuenta con dos subdominios, uno de dimerización y el otro catalítico. El dominio 

de entrada es el encargado de detectar la señal o estímulo del medio en el que se 

encuentre, lo que promueve un cambio conformacional y una fosforilación 

dependiente de ATP. Esta fosforilación ocurre en el residuo de histidina presente 

en el dominio transmisor, y es una fosforilación cruzada, por lo que se realiza 

formando homodímeros (Fig. 7) (Parkinson et al. 1992). 

 

Fig. 7. Formación de homodímero en un sistema de doble componente. 

 

Por su parte, los RR interactúan con la HK a través de su dominio receptor, que 

cuenta con un residuo de ácido aspártico y que es capaz de tomar el grupo fosfato 

proveniente de la HK, modulando así la actividad de respuesta (Fig. 8). La mayoría 

de los RR poseen motivos de unión a DNA (Parkinson et al. 1992). 



8 
 

 

Fig. 8. Dominios de las HK y los RR de los sistemas de doble componente (Tomado de Gao et al. 

2009). 

 

Actualmente, se sabe que existen HK que además de los dominios 

convencionales, poseen un dominio receptor similar al de los RR, y un dominio 

transmisor o Hpt que tiene un residuo de histidina. A estas cinasas se les conoce 

como HK multidominios, híbridas o no ortodoxas. El hecho de poseer tantos 

dominios, permite un mejor control en la regulación de la cascada de señalización 

(Fig. 9). 

 

Fig. 9. Dominios de las HK híbridas o no ortodoxas de los sistemas de doble componente (Tomado 

de Gao et al. 2009). 

 

I.4.1 El sistema de doble componente GacS/GacA 

Uno de los sistemas de transducción de señales empleado por bacterias 

gramnegativas, es el sistema de doble componente GacS/GacA. La importancia 

de este sistema radica en que a su vez ejerce control sobre otros, hasta ahora 

descritos el sistema de Quórum Sensing (QS), RpoS y el sistema de regulación 
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post-transcripcional RsmA/X/Y/Z, regulando la producción de metabolitos 

secundarios y enzimas extracelulares involucradas en la patogenicidad de plantas 

y animales, tolerancia al estrés, entre otros. (Heeb et al. 2001). 

GacS se ha descrito como una HK híbrida, con un dominio de entrada en el 

extremo N-terminal, que contiene dos motivos transmembranales separados por 

un asa periplásmica, un dominio transmisor, un dominio receptor  y un dominio 

HPt. GacA, por su parte, tiene dos dominios, un dominio receptor y un dominio de 

salida que contiene un motivo de unión a DNA de tipo hélice-vuelta-hélice (HTH). 

Se sabe que la HK GacS responde a ácidos grasos de cadena corta y que junto 

con su RR GacA, regulan la producción de exopolisacáridos (EPS), biopelículas, 

etc. 

 

I.4.2 El sistema GacS/GacA en A. vinelandii 

El sistema de doble componente GacS/GacA en A. vinelandii es un regulador 

positivo de la síntesis de alginato, lo hace controlando la transcripción del gen 

algD (codifica para GDP-manosa deshidrogenasa, enzima clave en la biosíntesis 

de alginato). La regulación se ejerce a dos niveles, controlando 

transcripcionalmente  la expresión del gen rpoS que codifica para el factor sigma 

S. Este factor sigma controla la transcripcion del gen algD a partir de uno de sus 

tres promotores  (Castañeda et al., 2001).  El otro nivel de regulación que controla 

el sistema GacS/A es el postranscripcional, GacS/A controlan la expresión de una 

familia de pequeños RNAs reguladores (de la familia Rsm) que contrarrestan la 

unión de la proteína RsmA al sitio de unión a ribosoma del mensajero del gen 

algD. RsmA es una proteína represora que al unirse a sus RNAm blanco  impide 

su unión al ribosoma, imposibilitando su traducción (Fig. 10) (Manzo et al. 2012). 
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Fig. 10. Regulación de la síntesis de alginato a través de la cascada de señalización GacS/GacA 

(Manzo et al. 2011; Castañeda et al.  2001). 

 

I.5 El sistema de regulación postranscripcional CsrA/B (RsmA/X/Y/Z) 

 

El sistema Rsm está constituido por la proteína RsmA y los pequeños RNAs 

reguladores, que en el género Pseudomonas se  denominan RsmX/Y/Z (Kay et al. 

2005). El mecanismo de acción de RsmA se centra en su unión a una región 

cercana al sitio de unión al ribosoma (RBS) de sus blancos de regulación 

(Lapouge et al. 2008). Esta unión de la proteína RsmA al mRNA blanco, impide  la 

traducción y promueve la degradación del RNA. Los pequeños RNA reguladores, 

con estructura característica de tallo y asa, antagonizan la función de la proteína 

RsmA. Esto sucede porque las asas de los pequeños RNA reguladores poseen 

una secuencia consenso que son reconocidas por la proteína RsmA, propiciando 

su unión y dejando libre al RNA mensajero, lo que posibilita su traducción (Fig. 11) 

(Baker et al. 2007; Romeo, 1998).  
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Fig. 11. Modelo de regulación post-transcripcional del sistema CsrA/B (RsmA/RsmX/Y/Z) 

(Modificado de Romeo, 1998). 

 

Como se mencionó anteriormente, en A. vinelandii el sistema GacS/A regula 

positivamente la expresión de los genes que codifican para los sRNAs de la familia 

Rsm. Hechos similares han sido descritos en otras especies de la familia  

Pseudomonadacea  y en enterobacterias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

II. ANTECEDENTES. 

En  P. aeruginosa dos cinasas histidínicas, RetS y LadS, controlan la expresión de 

genes del sistema de secreción tipo III y  la formación de biopelículas. Estas HK 

forman parte también de la cascada de señalización GacS/GacA y en conjunto con 

el sistema RsmA/RsmX/Y/Z, regulan la virulencia en la bacteria (Fig. 12). 

Se ha descrito que RetS forma heterodímeros con GacS, GacS-RetS, bloqueando 

la fosforilación de GacS, ya que se interrumpe la formación del homodímero 

GacS-GacS, lo que provoca la inactivación del RR GacA e impide que actúe sobre 

RsmZ,  su blanco de regulación. Por el contrario, en presencia de LadS, GacA se 

fosforila y activa la transcripción del pequeño RNA regulador RsmZ, lo que resulta 

en un cambio de un estado de infección aguda a un estado de infección crónica en 

P. aeruginosa (Goodman et al. 2009). 

 

 

Fig. 12. Esquema de interacción entre el sistema GacS/GacA, las HK RetS y LadS y el pequeño 

RNA regulador RsmZ (Modificado de Ventre et al. 2006). 
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Dada la cercanía filogenética existente entre P. aeruginosa y A. vinelandii, se 

realizó la búsqueda de homólogos a RetS y LadS en A. vinelandii. En el algoritmo 

BLASTX se utilizó el dominio transmisor de las proteínas RetS, LadS y GacS de P. 

aeruginosa como patrón de comparación, esto debido a que se buscaban HK 

capaces de formar heterodímeros con GacS en A. vinelandii (la formación del 

heterodímero ocurre en el subdominio de dimerización que se encuentra en el 

dominio transmisor). 

La búsqueda arrojó un homólogo a RetS, dos homólogos a GacS, nombrados 

GacS2 y GacS3; y tres homólogos a LadS, llamados originalmente LadS1, LadS2 

y LadS3 (Fig. 13). En P. aeruginosa, las HK RetS y LadS poseen siete segmentos 

transmembranales (7TMR-DISM_7TM) y un subdominio de unión 7TMR-

DISMED2, seguido de un dominio transmisor y un dominio receptor para el caso 

de LadS, mientras que RetS posee dos dominios receptores. Ambas proteínas 

carecen del dominio Hpt. Por el contrario, las HK encontradas en A. vinelandii, no 

presentan en el dominio de entrada los siete segmentos transmembranales 

(7TMR-DISM_7TM) ni el subdominio 7TMR-DISMED2. En su lugar poseen un 

dominio transmembranal típico flanqueando un asa periplásmica, pero de igual 

modo, los dominios transmisores se parecen a los de las HK RetS y LadS de P. 

aeruginosa y también carecen del dominio Hpt. 
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260

                                                   245 GacSHPKAv.pro

S G L A Q L L E                                            244 GacS2HPK.pro

I L I A D D V                                             244 gacS3HPK.pro

T A L L A S L D G                                           241 ladSHPKAv.pro

P E E N A G P D G P                                          242 ladS2HPK.pro

V L V V D                                               248 LadS3HPK.pro

                                                   242 RetSHPKAv.pro  

Fig. 13. Alineamiento de los dominios transmisores de las cinasas histidínicas GacS, RetS y LadS 

en A. vinelandii (Gallegos, 2010). 



15 
 

Una búsqueda más detallada de dominios utilizando el programa SMART 

(http://smart.embl-heidelberg.de/) reveló que algunas de las HK encontradas, sí 

contaban con un dominio de fosfotransferencia (Hpt). Tal es el caso de LadS2, que 

posee los dominios característicos de su homólogo putativo en P. aeruginosa, más 

un dominio Hpt (Fig. 14). 

 

 

Fig. 14.  A) Dominios de la HK LadS en P. aeruginosa. B) Dominios de la HK LadS2 en A. 

vinelandii. 

 

Este hallazgo nos hizo cuestionar si la HK LadS2 se trababa realmente de un 

homólogo a LadS de P. aeruginosa e incentivó a una nueva búsqueda 

bioinformática. Se empleó el algoritmo BLASTP, teniendo como patrón de 

comparación a la secuencia completa de la proteína LadS2, con esta estrategia se 

obtuvo un score significativo con la HK GacS y la HK RpfC de Xanthomonas 

campestris (Fig. 15). 

 

 

 

 

 

      

Fig. 15. Análisis BLASTP utilizando la secuencia completa de LadS2. 

 

 

http://smart.embl-heidelberg.de/
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Este descubrimiento motivó el análisis del contexto genómico de ladS2 en el 

cromosoma de A. vinelandii, para esclarecer si se trataba de un homólogo a RpfC 

de X. campestris, y no  de LadS de P. aeruginosa como se había planteado en un 

inicio (Fig. 16). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16. Contexto genómico de rpfC2. 

 

Río abajo del gen que codifica para la HK en cuestión, se encontró un marco de 

lectura abierto que codifica para un regulador de respuesta similar a los RR de la 

familia Rpf, el cual se designó como RpfL. Estos resultados en conjunto, sugieren 

que la HK que inicialmente se creía era LadS2, era en realidad homóloga a RpfC, 

por lo que se renombró: RpfC2. 

 

II.1 El sistema Rpf de Xhantomonas campestris 

 

En X. campestris el sistema RpfC/G/F forma parte del sistema de Quorum Sensing 

(QS) que controla la virulencia, la producción del exopolisacárido (EPS)  goma 

xantana, y la formación de biopelículas (Dow et al. 2006). 

Lo destacable de este sistema de transducción de señales radica en los 

reguladores de respuesta de RpfC: RpfF y RpfG. RpfF es un RR con actividad 

sintasa (modifica ácidos grasos que fungen como molécula señal en el sistema), 

L 
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mientras que RpfG es un RR que cuenta con el dominio receptor típico, pero 

también posee un dominio HD-GYP (dominio involucrado en la hidrólisis del di-

GMP cíclico). 

RpfC posee un dominio transmembranal (5TM), un dominio transmisor, un dominio 

receptor y un dominio Hpt. En condiciones basales, forma un complejo con RpfF, 

cuando aumenta la densidad poblacional, también aumenta la cantidad de 

moléculas señal que son liberadas al medio extracelular. RpfC detecta la señal del 

medio (el ácido graso conocido como factor de señal difusible, FSD), se fosforila, 

con lo que cambia su conformación, se libera la sintasa RpfF (que sigue 

produciendo el FSD) y se fosforila a RpfG. Este último, una vez activo, rompe las 

moléculas de  diGMPc acumulado en el interior celular. Este segundo mensajero 

es un efector del factor transcripcional Clp, el cual a su vez activa otros factores 

transcripcionales que están involucrados en la virulencia de la bacteria y en la 

producción del EPS xantana  (Fig. 17) (He et al. 2008). 

 

Fig. 17. Representación esquemática del sistema RpfC/G/F en Xcc (Modificado de He et al. 2008). 
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Cuando se habla de X. campestris, se asocia principalmente a su capacidad para 

producir xantana, debido a las aplicaciones industriales que posee. De igual modo, 

en bacterias como P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. syringae, P. 

mendocina y A. vinelandii, la biosíntesis de EPS es crucial, tanto para las 

aplicaciones que se derivan de éste, como para la misma colonización y 

sobrevivencia de las bacterias. 

En P. aeruginosa se ha descrito que el di-GMPc  estabiliza la interacción de las 

proteínas Alg8 y Alg44, formando un complejo alginato polimerasa/co-polimerasa 

en la membrana interna. Este proceso inicia con la unión de di-GMPc al dominio 

PilZ de Alg44, lo que promueve el cambio conformacional de dicha proteína, 

permitiendo su interacción con Alg8 (Merigui et al. 2007). 

Se ha planteado que los niveles intracelulares de di-GMPc están controlados por 

fosfodiesterasas (PDEs con dominios HD-GYP o EAL) y diguanilato ciclasas 

(DGCs, con dominios GGDEF) que responden a diferentes señales. Esta hipótesis 

se ha demostrado experimentalmente en Gluconacetobacter xylinus, donde se 

copurificó la DGC DgcA y la PDE PdeA con el di-GMPc unido a la celulosa 

sintasa, y en Caulobacter crescentus, donde los niveles intracelulares de di-GMPc 

varían en el proceso de diferenciación celular (Hay et al. 2009). 

En P. aeruginosa se encontró a la proteína MucR, la cual posee un dominio 

GGDEF (DGC) y un dominio EAL (PDE), así como un dominio conservado MHYT, 

que se ha propuesto detecta oxígeno, CO o NO. Se ha descrito que MucR crea un 

reservorio localizado de di-GMPc muy cercano a la proteína Alg44, y que su 

actividad de degradar y sintetizar dicha molécula depende del modo de 

crecimiento de la bacteria, ya que durante la formación de biopelícula se sintetiza 

di-GMPc, pero se degrada durante el crecimiento planctónico (Fig. 18) (Hay et al. 

2009). 
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Fig. 18. Representación de los dominios PDE y DGC de la proteína MucR (Modificado de Hay et al. 

2009). 

En A. vinelandii, también se encontraron proteínas con motivos PDEs y DGCs, 

entre ellas RpfL (el RR de la HK RpfC2). Analizando los dominios de este RR, se 

encontró que además del dominio típico REC, RpfL cuenta con un dominio 

GGDEF (diguanilato ciclasa) (Fig. 19). 

 

 

Fig. 19. Dominios del RR RpfL de A. vinelandii. 

 

El hecho de encontrar en A. vinelandii proteínas con dominios que sintetizan o 

degradan di-GMPc, sugiere que en la bacteria este segundo mensajero juega un 

papel importante, como sucede en P. aeruginosa, X. campestris, y otros 

microorganismos. 
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III. HIPÓTESIS 

La cinasa histidínica RpfC2 es parte de un sistema de transducción de señales 

implicado en la síntesis de alginato y biopelículas regulado por el sistema RpfC/G 

en Azotobacter vinelandii. 
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IV. OBJETIVOS. 

Objetivo general: 

ü Estudiar la cinasa histidínica RpfC2 de Azotobacter vinelandii. 

Objetivos particulares: 

ü Obtener las mutantes del gen rpfC2 de A. vinelandii. 

ü Caracterizar las mutantes en relación a la generación de biopelículas, 

enquistamiento, movilidad y alginatos. 
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V. RESULTADOS 

Obtención de las mutantes rpfC2 en A. vinelandii 

Construcción de la mutante polar. 

Para generar la mutación polar se diseñaron los oligos RpfC2F:5-CGA TGC GGC 

GCT GTT GCT GAG -3  y RpfC2R:5-CGG GGC GGG GGA AAG GTG-3. Se 

amplificó una región de 2.28 Kb, utilizando como molde DNA cromosomal de la 

cepa E de A. vinelandii (Fig. 20). 

 

 

  

 

 

 

 

 

Fig. 20. Producto de PCR del gen rpfC2 de A. vinelandii. 

 

El producto de PCR se ligó al vector de clonación pGEM T-Easy y la clonación se 

corroboró por patrón de restricción utilizando las enzimas Eco RI (libera un 

fragmento de 3.0 Kb correspondiente al vector, y otro de 2.28 Kb, correspondiente 

al inserto) y Pst I (escinde 3 fragmentos: 3.3 Kb, 1.7 Kb y 285 pb) (Fig. 21).  

 

2.28Kb 

MPM rpfC2 
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Fig. 21. Patrón de restricción con las enzimas A) Eco RI B) Pst  I de la ligación de rpfC2  en el 

vector pGEM T-Easy. 

 

La construcción obtenida se escindió con la enzima Sal I para insertar el gen  de 

resistencia a kanamicina (Km), que también fue cortado con dicha enzima,  

cuidando la orientación de la inserción a manera que el sentido de la transcripción 

del gen de resistencia a kanamicina quedara divergente al gen rpfC2. La 

orientación se corroboró por patrón de restricción con la enzima Eco RI (Fig.22) 

 

 

 

MPM EcoRI 

MPM PstI 

3.3Kb 

1.7Kb 

285pb 

3.0Kb 

 

 

2.28Kb 

 

 

285pb 
1.7Kb 

2.28Kb 

3.3Kb 

2.28Kb 

3.0Kb 
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Fig. 22. Mapa de restricción Eco RI de la construcción polar rpfC::Km clonada el vector pGEM T- 

Easy 

 

Se utilizó la construcción polar obtenida para realizar ensayos de tranformación en 

céluas competentes  de la cepa E de A. vinelandii. A las transformantes aisladas 

candidatas de tener la mutación en rpfC2 se les extrajo DNA cromosomal, el cuál 

se ocupó de molde para amplificar el alelo mutante por PCR, y posteriormente 

corroborar la mutación cortando con la enzima Sal I. Cabe mencionar que el alelo 

mutante tiene un tamaño de 3.5 Kb, por lo que se diseñaron oligos que 

flanquearan al cassette de Km a menor distancia (menos de 200 pb de cada 

extremo) obteniendo un amplicón más pequeño. El alelo silvestre generaría un 

MPM  EcoRI 

         0.925Kb 

         2.690Kb 

         0.8Kb 

         3.0Kb 
         2.7Kb 3.0Kb 

2.7Kb 
0.8Kb 
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fragmento de 0.4 Kb aproximadamente y el mutante de 1.6 Kb. La naturaleza del 

amplicón se corroboró mediante patrón de restricción con la enzima Sal I (Fig. 23). 

 

 

                           

 

     

 

 

Fig. 23. Análisis de PCR y patrón de restricción Sal I de la mutante rpfC::Km polar. 

 

Construcción de mutante no polar. 

Originalmente nos planteamos complementar la mutante RpfC2P para corroborar 

que los fenotipos que se pretendían caracterizar se debieran únicamante a la 

mutación generada. En nuestro caso, no pudimos obtener la complementación de 

la mutante polar a pesar de que se realizaron varios intentos. Analizando la 

secuencia del gen rpfC2, nos percatamos que tanto el gen que se encuentra río 

arriba, como rpfL que se encuentra río abajo, se empalman con rpfC2, por ello se 

dedujo que podría tratarse de un operón y que eso podría estar dificultando la 

complementación en la mutante RpfC2P. Por lo anterior, se prosiguió a obtener la 

mutante no polar de la HK RpfC2 para corroborar el efecto de la mutación en el 

gen rpfC2. 

1.6 Kb 

MPM  E  RpfC2P 

MPM  SalI 

400 pb 

Alelo silvestre 

Alelo mutante 

1.2 Kb 

0.18 Kb 
0.16 Kb 
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Para obtener la mutación no polar, se utilizaron los oligos diseñados para generar 

la mutante polar: RpfC2F:5-CGA TGC GGC GCT GTT GCT GAG -3  y RpfC2R:5-

CGG GGC GGG GGA AAG GTG-3, al igual que toda la metodología previamente 

mencionada. La diferencia para obtener la mutante no polar radicó en cuidar la 

orientación del cassette de Km, debido a que ahora se buscó que la inserción de 

dicho gen de resistencia quedara en el sentido de la transcripción del gen rpfC2. 

La mutación se corroboró con la enzima Eco RI  (Fig. 24). 

 

  

 

                              

Fig. 24. Mutación rpfC::Km no polar clonada en el vector pKOK Tc-  corroborada con la enzima 

EcoRI. 

 

7.1 Kb 

2.0 Kb 
1.5 Kb 

MPM EcoRI 

1.5 Kb 
2.0 Kb 

7.1 Kb 
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Se realizaron los ensayos de transformación correspondientes, y después de 

varios intentos, no se logró recuperar una mutante no polar nula, sino que siempre 

se obtuvieron mutantes no polares merodiploides (poseen el alelo silvestre y el 

alelo mutante). La nauturaleza del amplicón se corroboró con la enzima Sal I (Fig. 

25). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 25. Amplificación y mapa de restriccion de los alelos silvestre y mutante de la mutante RpfC2 

no polar. El mapa de restricción se realizó con la enzima Sal I. 

 

Obtención de la mutante RpfL (RR) 

Río abajo del gen rpfC2 se encontró un regulador de respuesta putativo que fue 

nombrado rpfL. De manera adicional al trabajo originalmente propuesto, decidimos 

mutar este gen esperando obtener fenotipos similares a los observados en la 

mutante polar.  

Para generar la mutante rpfL se diseñaron los oligos rpfLF 5-TCC TGC TGC ACT 

GGA TTT C-3  y rpfLR 5-TTA GAG GTG CCC TTC AGG TA-3  y se amplificó por 

PCR un fragmento de 1.4 Kb  que contiene al gen rpfL. El producto de PCR se ligó 

MPM   SalI 

Alelo silvestre 

1.2 kb   

MPM E  RpfC2NP 

Alelo mutante 

1.6Kb   

0.18 Kb 
0.16 Kb 

1.6 Kb 

 

400pb 
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al vector de clonación pGEM T-Easy y se corroboró la ligación utilizando la enzima 

Eco RI, que libera el inserto del vector (Fig. 26). 

 

 

                                   

                     

Fig. 26. Amplificado del gen rpfL y restricción de la clonación del gen en el vector pGEM T-Easy 

con la enzima Eco RI. 

 

Posteriormente, se le insertó el cassette de Km en el sitio único Cla I. Se verificó la 

construcción empleando las enzimas Hind III (que lineariza en un fragmento de 5.6 

Kb) y Sac I (que fragmenta la construcción en dos, 5 Kb y 600 pb) (Fig. 27). 

                             

                                      

 

Fig. 27.  Mapa de restricción de la construcción rpfL::Km en el vector pGEM T-Easy utilizando las 

enzimas Hind III y Sac I. 
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A la construcción obtenida le prosiguieron los ensayos de tranformación en células 

competentes de la cepa E de A. vinelandii, en los que se obtuvo la mutante RpfL, 

que fue corroborada mediante PCR y patrón de restricción, utilizando la enzima 

Sal I (Fig. 28). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Fig. 28. A) Amplificado de la cepa E y la mutante RpfL. B) Restricción del amplificado de la mutante 

RpfL con la enzima Sal I. 
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Producción de alginato en las mutantes Rpf 

Inicialmente se pretendió caracterizar las mutantes de la HK polar: RpfC2P, no 

polar: RpfC2NP y del RR: RpfL cuantificando la producción de alginato a las 48h, 

pero se observó que durante las diferentes fases de la curva de crecimiento se 

producían cantidades de alginato diferentes a la sintetizada por la cepa E. Por ello 

se optó por realizar las mediciones durante diferentes puntos de la curva de 

crecimiento. El experimento se realizó por triplicado, observandose a las 24h una 

sobreproducción de alginato en la mutante RpfC2P. A las 36 h la producción de 

alginato se incrementó en la mutante RpfC2NP, y a las 48 h ocurrió el incremento 

de este EPS en la mutante RpfL. No obstante, al transcurrir más de 48 h la 

producción de alginato cayó drásticamente en las tres mutantes (Fig. 29). 

 

 

Fig. 29. Curva de producción de alginato en las mutantes RpfC2P, RpfC2NP, RpfL y la cepa E de 

A. vinelandii. 
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Cuantificación de formación de biopelículas en las mutantes rpf 

Para la determinación de formación de biopelículas, las mutantes y  la cepa 

silvestre se crecieron en medio BS en un pre-inóculo, y después de 24 h se 

inocularon en placas de poliestireno, por triplicado en los medios BS y PY, el 

cultivo se dejó estático por 60 h a 30°C. Pasado este lapso, la biopelícula se fijó  

con metanol, se tiñó con cristal violeta y se cuantificó la biopelícula formada en 

relación al crecimiento.  En el experimento realizado en medo BS, las mutantes 

RpfC2P y RpfC2NP mostraron una disminución de 4 veces en la formación de 

biopelículas respecto a la cepa E. Sin embargo, la mutante RpfL, aunque muestra 

una disminución moderada en la formación de biopelículas respecto a la cepa E, al 

compararla con las mutantes RpfC2P y RpfC2NP, presentó un incremento de casi 

el triple. En medio PY, la producción de biopelículas se ve notablemente 

disminuída en las mutantes RpfC2 polar y no polar, mientras que la mutante RpfL 

mostró un incremento de la formación de biopelículas, incluso superando 

aproximadamente el doble los valores que se muestran en la cepa E (Fig. 30). 
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Fig. 30. Cuantificación de la formación de biopelículas en las mutantes RpfC2P, RpfC2NP, RpfL y 

la cepa E de A. vinelandii a 60 h en los medios A) BS y B) PY.  

+/-0.007 

+/-0.058 

A) 

B) 
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Ensayos de movilidad 

Para observar la movilidad  en las mutantes RpfC2P, RpfC2NP, RpfL, y la cepa E, 

se estandarizaron condiciones del ensayo (inóculo, concentración de agar, fuente 

de carbono), y se dejó incubar a 30°C por 36 h para después medir la distancia  

recorrida por cada cepa. No se encontraron diferencias significativas en las 

mutantes RpfC2P, RpfC2N y RpfL respecto a la cepa E (Fig. 31). 

 

 

 

Fig. 31. Ensayo de movilidad de las mutantes RpfC2P, RpfC2NP, RpfL y la cepa E de A. vinelandii 

en medio BS. 
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VI. DISCUSIÓN  

El di-GMPc es un segundo mensajero involucrado en la regulación de funciones 

biológicas como la formación de biopelículas, producción de EPS, movilidad, entre 

otras. Se ha descrito que su función depende de la unión a diversos receptores, 

como las proteínas con dominio PilZ, Riboswitches y factores de transcripción 

(Mills et al, 2011).  

En P. aeruginosa, se identificaron ocho proteínas que contenían un dominio PilZ 

(dominio que presenta afinidad por di-GMPc, demostrado por interacciones PilZ-

diGMPc en E. coli y G. xylinus), a las cuales se les probó su afinidad por este 

segundo mensajero. Entre las proteínas probadas destaca Alg44, cuyo dominio 

PilZ se localiza en el extremo N-terminal, y que es requerida para la producción de 

alginato en P. aeruginosa. Se ha demostrado que PilZ de Alg44 se une 

específicamente a di-GMPc, y que esta unión parece ser esencial para la 

producción de alginato en esta bacteria, lo que representa un nuevo mecanismo 

de regulación post-traduccional (Merigui et al, 2007). 

En A. vinelandii, los genes involucrados en la síntesis de alginato han sido 

caracterizados en su totalidad. Se sabe que el producto de alg44 forma parte del 

complejo de polimerización y secreción de dicho EPS. Esto ocurre una vez 

obtenido el ácido GDP-manurónico en la vía de síntesis de alginato, que es 

polimerizado y exportado a través de la membrana interna por Alg8. 

Al igual que P. aeruginosa, en A. vinelandii Alg44 forma parte del complejo de 

polimerización del EPS alginato. Por análisis bioinformáticos se sugiere que Alg44 

posee un dominio PilZ, que probablemente pudiera estar regulando post-

traduccionalmente la síntesis de este polímero a través de la unión al di-GMPc. 
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La síntesis y degradación de di-GMPc está dada por proteínas con dominios 

enzimáticos definidos. El di-GMPc es sintetizado a partir de GMP por diguanilato 

ciclasas (DGCs) que poseen un dominio conservado con residuos GGDEF, y es 

degradado por  fosfodiesterasas (PDEs), que contienen motivos EAL o HD-GYP 

(Fig. 32) (Mills et al. 2011).  

 

Fig. 32. Modelo de síntesis y degradación de di-GMPc (Tomado de Mills et al. 2011). 

 

En A. vinelandii se encontraron ocho proteínas no relacionadas con sistemas de 

transducción de señales de doble componente que contienen dominios PDEs y 

DGCs relacionadas a la degradación y síntesis de di-GMPc respectivamente 

(Tabla 1).  

Proteína # gen Avin_ Dominio Motivo 
cyclic di-GMP 

signal transduction 
protein 

7761433 PAS GGDEF EAL 

cyclic di-GMP 
signal transduction 

protein 
7761642 PAS GGDEF EAL 

cyclic di-GMP 
signal transduction 

protein 
7761769  GGDEF EAL 

transmembrane 
sensor cyclic di-

GMP signal 
transduction 

protein 

7763318 CHASE GGDEF  


