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1 INTRODUCCIÓN. 

Los microorganismos en la naturaleza se enfrentan a cambios en la disponibilidad de fuentes 

de carbono debiéndose adaptar fisiológicamente para sobrevivir a estas variaciones. Un 

ejemplo de esta situación ocurre cuando ciertos microorganismos primero agotan sustratos 

acetogénicos y posteriormente comienzan a utilizar ácidos orgánicos considerados como 

subproductos. El acetato es uno de los subproductos más importantes del catabolismo de 

glucosa en Escherichia coli. Esta bacteria cataboliza glucosa como fuente de carbono 

primaria y posteriormente, cuando la glucosa se agota, es capaz de consumir acetato. Cuando 

E. coli JM101 crece en glucosa como fuente de carbono alcanza una velocidad específica de 

crecimiento (µ) de 0.7 h-1, mientras que en acetato disminuye su µ a 0.28 h-1 (Flores et al. 

2005). 

Por otra parte, existen otras bacterias como las del género Acinetobacter, que utilizan 

compuestos como el acetato como fuente de carbono primaria. Particularmente, la cepa 

Acinetobacter schindleri ACE no tiene la capacidad de utilizar pentosas ni hexosas como 

fuente de carbono. Sin embargo, crece a una alta velocidad específica de crecimiento de 0.9 

h-1 empleando el acetato como única fuente de carbono (Sigala et al. 2017), siendo este valor 

incluso superior a la μ de JM101 en glucosa (0.7 h-1) (Martínez et al. 2012; Sabido et al. 

2014). 

Las bacterias del género Acinetobacter, si bien, han sido poco estudiadas en comparación 

con E. coli, se sabe que poseen gran diversidad metabólica y por lo general son buenas 

degradadoras de acetato, ácidos orgánicos y compuestos aromáticos (Sigala et al. 2017). Esta 

es la razón por la que han cobrado mayor relevancia en el área biotecnológica en especial 

sobre temas relacionados a biorremediación (Towner 2006). 
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Con el objetivo de entender las diferencias en el catabolismo de acetato entre JM101 y ACE, 

en el presente trabajo se caracterizaron fisiológica y transcripcionalmente estas dos bacterias 

utilizando acetato como única fuente de carbono. 
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2 ANTECEDENTES.  

 

2.1 Escherichia coli como cepa modelo en procesos biotecnológicos.  

En procesos biotecnológicos donde se utilizan microorganismos, es común que se emplee 

como fábrica celular a la bacteria Escherichia coli (E. coli). Esto se debe a que es una bacteria 

estudiada ampliamente, hay información disponible sobre su genoma, es de fácil 

manipulación genética y su cultivo es simple (Dittrich, Bennett y San 2005). 

E. coli se usa para producir proteínas recombinantes siendo el hospedero más importante para 

este fin (Lara 2011). Sin embargo, otros microorganismos como Bacillus subtilis y Bacillus 

megaterium están cobrando cada vez mayor relevancia. Esta bacteria también se utiliza para 

producir aminoácidos, azúcares, lípidos, entre otros metabolitos. Estos productos son 

obtenidos usando glucosa como principal sustrato (Dittrich, Bennett y San 2005). 

 

2.2 Sobreflujo metabólico 

E. coli utiliza preferencialmente sustratos acetogénicos como la glucosa, lo que le permite 

entrar a un estado de rápido crecimiento. Cuando se cultiva E. coli bajo condiciones aerobias 

en un medio con glucosa en exceso, se origina un fenómeno metabólico denominado 

sobreflujo metabólico en el que se genera acetato como producto de desecho. 

Esto es resultado primordialmente de un desbalance de flujos de carbono entre la glucólisis 

y el Ciclo de los ácidos tricarboxílicos (CATC), provocando una acumulación de acetil-

coenzima A (acetil-CoA) la cual se transforma a acetato y se excreta (De Anda et al. 2006; 

Lara 2011; Enjalbert, Letisse y Portais 2013). Aproximadamente del 15 % al 30 % de acetil-

CoA se transforma a acetato lo que permite regenerar a la coenzima A libre (CoA-SH) 

(Castaño-Cerezo et al. 2009; Renilla et al. 2012). 
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La producción aerobia de acetato también depende de otros factores como el medio de cultivo 

que se utiliza en el proceso, las estrategias de alimentación de glucosa e incluso de la cepa 

que se esté utilizando. Como se mencionó, el acetato es el subproducto principal del 

metabolismo aerobio de E. coli (Chang et al. 1999). 

 

2.3 Switch de acetato 

El éxito de la adaptación de E. coli y otros microorganismos a cambios nutrimentales 

constantes, como puede ser pasar de un ambiente rico a uno de escasez de nutrimentos, 

depende principalmente de la habilidad del microorganismo a cambios metabólicos; como 

pasar de un estado de producción a otro de consumo de acetato (El-Mansi et al. 2006). El 

acetato es una fuente potencial de carbono y energía debido a que es un metabolito 

parcialmente oxidado (Castaño-Cerezo 2009). E. coli tiene la capacidad de catabolizar el 

acetato como única fuente de carbono incluso en presencia de glucosa residual, a lo que se le 

conoce como switch de acetato (Wolf 2005). El switch de acetato se define como el momento 

en el cual los niveles de producción de acetato igualan los niveles de consumo del mismo. Es 

el punto donde los microorganismos cambian gradualmente la maquinaria enzimática de 

producción de acetato a la de consumo de acetato (El-Mansi et al. 2006; Wolf 2005). Es en 

este punto en el que se activa el metabolismo gluconeogénico (Enjalbert, Letisse y Portais 

2013).  

Antes de que la glucosa se agote, E. coli co-utiliza el acetato que excretó anteriormente junto 

con la glucosa residual justo en la transicion de la fase exponencial de crecimiento a la fase 

estacionaria (Figura 1) (Wolfe 2005; El-Mansi et al. 2006). 
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Tiempo (h) 

Particularmente, JM101 alcanza un valor de µ de 0.7 h-1 en medio mineral con glucosa como 

única fuente de carbono (Flores et al. 2005), mientras que cuando se cultiva en acetato como 

única fuente de carbono, JM101 crece a un valor de µ de 0.28 h-1 (Sigala et al. 2009). El 

switch del metabolismo de glucosa al metabolismo de acetato está acompañado por una 

disminución de la producción de dióxido de carbono (CO2) y un incremento en la eficiencia 

de la conversión de carbono a biomasa (El-Mansi et al. 2006; Zhao y Shimizu 2003). 

 

 
Figura 1. “Switch de acetato”. Cinética de crecimiento de E. coli a través del tiempo (h), bajo condiciones 

aerobias utilizando medio mineral con glucosa como única fuente de carbono. Donde: OD es densidad óptica, 

[glc] es concentración de glucosa y [ace] es la concentración de acetato (Modificado de Wolfe 2005). 

 

Para que el consumo de acetato se lleve a cabo, es necesaria la expresion de genes que 

codifican a las enzimas responsables del catabolismo de acetato, por ejemplo: acs, pta-ackA, 

aceBAK, mdh, gltA, acnB entre otros (El-Mansi et al. 2006). Algunos estudios sobre la 

respuesta de E. coli al estrés de acetato reportan que los genes acs y el operón aceBAK están 

inducidos por acetato (Chong et al. 2013). 
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2.4 Producción de acetato.  

El primer paso para que E. coli produzca acetato es descarboxilar piruvato a acetil-CoA. La 

descarboxilacion oxidativa que ocurre bajo condiciones aerobias es catalizada por el 

complejo piruvato deshidrogenasa (CPD), en el que se generan dos moléculas de Nicotin 

Adenin Dinucleotico (NADH) por molécula de glucosa (Wolfe 2005). Posteriormente, el 

acetil-CoA es convertido en acetato por dos rutas metabólicas alternativas (Dittrich, Bennett 

y San 2005). 

Durante el crecimiento en sustratos acetogénios como la glucosa, el flujo hacia la producción 

de acetato a partir de acetil-CoA se logra mediante la actividad de la enzima fosfato 

acetiltransferasa (Pta) y de la acetato cinasa (AckA), codificadas por los genes pta y ackA, 

respectivamente. En esta ruta de 2 pasos, la enzima Pta transforma acetil-CoA en un 

intermediario de alta energía llamado acetil-fosfato (acetil-F), que posteriormente es 

convertido en acetato por la acción de la enzima AckA (Enjalbert et al. 2017). Mediante esta 

vía, se generan 2 moléculas de Adenosin Trifosfato (ATP) por molécula de glucosa con el 

consumo de equivalentes no reducidos NAD+ o Flavin adenin dinucleotido (FAD) (Figura 

2). El funcionamiento de la vía de producción de acetato Pta-AckA depende sólo de la 

concentración extracelular de acetato (Enjalbert et al. 2017).  

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Rutas de producción y consumo de acetato en E. coli. 
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Otra enzima importante para la producción de acetato es la acetil CoA sintetasa (Acs) que 

esta codificada en el gen acs. El gen acs en E. coli se encuentra en un operón junto con el 

gen actP que codifica para un transportador de acetato (Gimenez et al. 2003). Este operón es 

controlado transcripcionalmente por el complejo CRP-AMPc (Wolfe 2005). El cAMP es un 

metabolito señal que regula la expresión de varios genes en E. coli (Perrenoud y Sauer 2005). 

En ausencia de Acs, E. coli emplea a la piruvato oxidasa (PoxB) que está codificada por el 

gen poxB, esta enzima lleva a cabo la descarboxilación oxidativa de piruvato a acetato, 

generando CO2 y FAD (Enjalbert et al. 2017; Wolf 2005). El gen poxB no es esencial en el 

inicio de la fase de crecimiento estacionaria de E. coli bajo condiciones aerobias, pero juega 

un papel importante en la eficiencia del crecimiento en E. coli al mantener la reserva de CoA-

SH (Dittrich, Bennett y San 2005). De hecho, la eliminación del gen poxB causa la reducción 

del rendimiento de biomasa y provoca la pérdida de la eficiencia del crecimiento aerobio de 

E. coli utilizando glucosa como fuente de carbono (Valgepea et al. 2010). 

Por todo lo anterior, en procesos aerobios con glucosa como fuente de carbono, las rutas 

principales para la producción de acetato son AckA-Pta y PoxB (Dittrich, Bennett y San 

2005). 

 

2.5 Consumo de acetato. 

2.5.1 Transporte de acetato. 

Si bien el acetato en su forma no disociada permea libremente a través de la membrana 

celular, se reportó la existencia en E. coli de proteínas involucradas en el transporte de 

acetato. Una acetato permeasa (ActP) codificada por el gen actP (Gimenez et al. 2003) y la 

proteína YaaH codificada por el gen yaaH (Sá-Pessoa et al. 2013) (Figura 2). Aún cuando se 
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inactivaron los genes actP y yaaH en E. coli, el transporte de acetato ocurre (Sá-Pessoa et al. 

2013), lo cual sugiere la existencia de otros transportadores más o que la simple difusión del 

ácido orgánico toma lugar. 

La proteína ActP pertenece a la familia de transportadores de sodio y es altamente específica 

para los compuestos con cadenas cortas de carbono como el acetato, glicolato y propionato. 

Por otro lado, la proteína YaaH parece comportarse como un trasportador secundario 

dependiente de la fuerza protón motriz, y está involucrada en el trasporte de acetato y del 

succinato principalmente (Sá-Pessoa et al. 2013).  

 

2.5.2 Ruta Pta-AckA y Acs 

En E. coli, hay dos vías de activación del acetato para poder ser catabolizado. Se puede 

generar acetil-CoA por la ruta de dos pasos AckA-Pta, y mediante la enzima Acs (Valgepea 

et al. 2010). Las rutas Pta-AckA y Acs son dependientes de ATP, esto implica un gasto de 

energía para las células para comenzar el catabolismo de acetato (Figura 2). 

La ruta AckA-Pta bajo condiciones aerobias es reversible, es decir, que funciona para la 

producción de acetato como para el consumo del mismo (Figura 2). Como se ha mencionado, 

la dirección del flujo de carbono está regulada termodinámicamente y sólo depende de la 

concentración extracelular del acetato (Enjalbert et al. 2017). La ruta AckA-Pta es de baja 

afinidad (km de 7 - 10 mM), por lo que tiene una alta capacidad para la activación del acetato 

cuando se encuentra en altas concentraciones (Renilla et al. 2012). Los genes pta-ackA 

forman parte de un operón que se expresa constitutivamente (Castaño-Cerezo et al. 2009). 

Como se mencionó previamente, esta ruta genera un intermediario denominado acetil-F 

(Figura 2), el cual es rico en energía y podría actuar como señal global en procesos como la 
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regulación de la división celular, la formación de biopelículas y está relacionado con ciertos 

procesos patogénicos (El-Mansi et al. 2006). La enzima Pta actúa como un sensor para la 

concentración intracelular de CoA-SH. Así mismo, se sabe que en E. coli el acetil-F regula 

algunos procesos celulares por fosforilación o acetilación de proteínas y otras moléculas 

(Enjalbert et al. 2017). Esta molécula actúa como un donador de fosfato directa o 

indirectamente en miembros de rutas de transducción de señales de dos componentes (El-

Mansi et al. 2006; Bologna, Andreo y Drincovich 2007). Además, el acetil-F es crítico para 

la degradación eficiente de proteínas dañadas o desplegadas por proteasas dependientes de 

ATP. Esta molécula puede influenciar en la regulación de casi 100 genes (Valgepea et al. 

2010). Durante el crecimiento en acetato como única fuente de carbono, AckA-Pta podría 

controlar la concentración de acetil-F (Figura 2), siendo la producción de este metabolito el 

posible propósito del metabolismo de acetato (Kakuda et al. 1994). En condiciones tanto 

aerobias como anaerobias las expresión de los genes pta-ackA se consideran importantes para 

que el flujo de carbono esté balanceado en la fase de crecimiento exponencial de E. coli 

(Dittrich, Bennett y San 2005).  

Por otra parte, el gen acs se encuentra dentro de un operón junto con otros dos genes 

involucrados en el trasporte de acetato, estos son yaaH y actP (Castaño-Cerezo et al. 2009). 

La ruta acs es irreversible y al igual que la ruta pta-ackA produce acetil-CoA a partir de 

acetato (Figura 2). Esta vía es de alta afinidad (km de 200 M) y permite sensar 

concentraciones bajas de acetato del medio extracelular.  

La función de Acs está relacionada al catabolismo de acetato y la expresión de este gen está 

regulada a distintos niveles, transcripcionalmente y también post-traduccionalmente.  
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El gen acs está regulado directamente por el factor trascripcional global CRP y por las 

nucleoproteínas IHF y Fis, e indirectamente por otros factores trascripcionales (Renilla et al. 

2012; Gallego 2018). El factor 70 es el principal responsable de transcribir el gen acs, 

mientras que el s reprime su transcripción (Castaño-Cerezo et al. 2009). La transcripción 

del operón en el que se encuentra acs, se activa en E. coli durante la fase estacionaria para 

habilitarla a utilizar acetato como fuente de carbono y es dependiente de CRP-AMPc 

(Castaño-Cerezo et al. 2009; Lin, Castro y Bennett 2006; Enjalbert et al. 2017; Renilla et al. 

2012). En exceso de glucosa, los niveles de AMPc son bajos puesto que la adenilato ciclasa 

esta inhibida y la proteína receptora de AMPc (CRP, proteína activadora de la transcripción) 

está inactiva (Enjalbert et al. 2017; Valgepea et al. 2010; Perrenoud y Sauer 2005). En 

ausencia de glucosa, se produce gradualmente una mayor concentración de AMPc, el cual 

puede unirse a CRP y así permitir la expresión de genes y operones involucrados en el 

catabolismo de fuentes de carbono alternativas a la glucosa, genes del CATC y otros genes 

gluconeogénicos. (Valgepea et al. 2010). Post-traduccionalmente Acs está regulada mediante 

acetilación de lisina (Renilla et al. 2012; Gallego 2018). 

El gen acs no es esencial para un rápido crecimiento de E. coli (Valgepea et al. 2010) pero 

si se sobreexpresa, mejora la asimilación de acetato en cultivos en glucosa o acetato, tanto en 

medio mínimo como complejo (Lin, Castro y Bennett 2006). La sobreexpresión del gen acs 

en E. coli potencia la asimilación de acetato y la activación de acetil-CoA (Lin, Castro y 

Bennett 2006). 

El acetil-CoA cumple diversas funciones en el metabolismo de carbono, como el de 

generación de energía a través de la oxidación aerobia, procesos de fermentación y sobreflujo 

de acetato, en procesos biosintéticos de lípidos, pared celular, lipopolisacáridos y 
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aminoácidos, como afector alostérico de algunas enzimas y en algunas modificaciones a 

moléculas (Renilla et al. 2012). Este metabolito es un factor clave en la síntesis de biomasa, 

el balance redox y el rendimiento energético. El nodo acetato/acetil-CoA determina en gran 

parte el control que ejerce el metabolismo central de carbono (MCC) en el rendimiento de 

algunos bioprocesos (Castaño-Cerezo et al. 2009). 

 

2.5.3 Ciclo de los acidos tricarboxilicos y ruta del glioxilato. 

El acetil-CoA es una molécula que conecta el metabolismo de acetato, la glucólisis y el 

CATC (Figura 3). Esta molécula se condensa con Oxaloacetato (OAA) para entrar al CATC 

y seguir el proceso de oxidación hasta CO2 y H2O. La oxidación del acetato hasta CO2 y agua 

se representa en la siguiente ecuación:  

C2H4O2 + 2 O2  2 CO2 + 2 H2O 

Una de las funciones del CATC es la de generar poder reductor en forma de NADPH y 

NADH para procesos anabólicos y la obtención de energía por el proceso de respiración 

aerobia, respectivamente. 

Además, algunos intermediarios del CATC son precursores biosintéticos (Kornberg 1966). 

Por ejemplo, el OAA es un precursor de aminoácidos como el aspartato; posteriormente, a 

partir del aspartato se pueden sintetizar metionina, lisina, treonina e isoleucina (Lehninger 

1970; Cunningham, Gruer y Guest 1997; Kornberg 1966). De igual forma, el -cetoglutarato 

(-KG) es un metabolito importante para la biosíntesis de glutamato (Lehninger 1970). 

La enzima aconitato hidratasa (Acn) codificada por el gen acn, cataliza la reacción de citrato 

(CIT) a isocitrato (ICT) constituyendo la segunda reacción del CATC. Hay dos genes 

diferentes en E. coli que codifican para esta enzima: acnA y acnB (Figura 3). La proteína 
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AcnB es la principal enzima del CATC y se expresa en la fase de crecimiento exponencial, 

mientras que la proteína AcnA tiene mayor relevancia en la fase de crecimiento estacionaria 

y es usada bajo estrés oxidativo o nutricional (Cunningham, Gruer y Guest 1997). El gen 

acnB está sujeto a represión por las proteínas ArcA, Fis y FruR y se activa por CRP, mientras 

que el gen acnA es reprimido por ArcA y FNR y activado por FruR, CRP, Fur y SoxRS 

(Cunningham, Gruer y Guest 1997; Martínez et al. 2012).  

Se determinó que hay una sobreexpresión de los genes acnA y acnB cuando JM101 se cultivó 

en glicerol en comparación con su cultivo en glucosa (Flores et al. 2012). De igual forma, se 

detectó la sobreexpresión del gen acnB en cepas creciendo en acetato como única fuente de 

carbono (Cunningham, Gruer y Guest 1997; Martínez et al. 2012). 

Posteriormente, el ICT se puede descarboxilar para formar -KG y liberar NADPH, reacción 

catalizada por la enzima isocitrato deshidrogenasa (Icd) codificada por el gen icd. La forma 

fosforilada de Icd es inactiva y consecuentemente, para que esta enzima sea activa debe estar 

desfosforilada. Se demostró que la fosforilación/inactivación de Icd es un requisito para el 

crecimiento de E. coli en acetato (El-Mansi et al. 2006) y está mediada por la acción del 

regulador AceK, que se transcribe a partir del operón aceBAK que codifica para enzimas de 

la ruta del glioxilato (RG). E. coli EM1017, una cepa deficiente de Icd, fue incapaz de utilizar 

acetato como fuente de carbono. Esto sugiere que el flujo a través de icd es esencial para el 

catabolismo de acetato y para la operación del switch de acetato (El-Mansi et al. 2006).  

Una segunda descarboxilación del -KG genera succinil-CoA (SUC-CoA) y NADPH, 

reacción catalizada por la -cetoglutarato descarboxilasa (sucAB). El SUC-CoA se trasforma 

a succinato (SUC) por la acción de la enzima succinil-CoA sintetasa (SucA) codificada en el 

gen sucA (Figura 3). Subsecuentemente, el SUC se transforma a fumarato (FUM) a través de 
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la enzima succinato deshidrogenasa (SdhC) codificada por el gen sdhC. Después FUM 

genera malato (MAL), reacción que es catalizada por la enzima fumarato hidratasa (FumAB) 

y codificada por el gen fumAB. Se reportó la sobreexpresión de los genes fumA y fumB en E. 

coli, utilizando como fuente de carbono el glicerol en comparación con su cultivo en glucosa 

(Martínez et al. 2012).  

Finalmente, el MAL puede convertirse en piruvato mediante la acción de la enzima malato 

deshidrogenasa (Mdh) codificada por el gene mdh (Figura 3). 

El CATC está sujeto al control transcripcional en E. coli. ArcA controla la expresión de 

algunos genes del MCC incluyendo los del CATC (Perrenoud y Sauer 2005). El sistema de 

transducción de señales de dos componentes ArcA y ArcB, regula la expresión de genes en 

respuesta a condiciones redox y de reguladores transcripcionales en el switch aeróbico-

anaeróbico (Perrenoud y Sauer 2005; Martínez et al. 2012).  

La RG opera para producir un mol de malato a partir de dos moles de acetil-CoA a través de 

las enzimas isocitrato liasa (AceA) y malato sintasa (AceB) (Kim et al. 2012). Esta ruta es 

necesaria durante el crecimiento de unidades de dos carbonos como el acetato para poder 

generar biomasa y evitar las descarboxilaciones de la parte baja del CATC, siendo inactiva 

en cultivos en exceso de glucosa (Renilla et al. 2012). La RG hace uso de 6 de las 8 reacciones 

del CATC (Figura 3). Como se señaló, el operón aceBAK codifica a la isocitrato liasa (AceA) 

y a la malato sintasa (AceB) que conjuntamente convierten isocitrato y acetil-CoA en malato 

y succinato (El-Mansi et al. 2006, Renilla et al. 2012). 

Cuando se inactivó el gen aceA en E. coli se perdió la capacidad de crecer en acetato pero 

conservó su capacidad de utilizar glucosa e intermediarios del CATC como fuentes de 

carbono con la misma facilidad que la cepa silvestre (Kornber et al. 1966). 
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Figura 3. Reacciones que conforman el Ciclo de los ácidos tricarboxílicos (CATC) y la Ruta del glioxilato 

(RG). 

 

El segundo componente de la RG es la enzima malato sintasa, codificada en E. coli por dos 

genes, aceB y glcB (Figura 3). Esta enzima cataliza la condensación del acetil-CoA y el 

glioxilato (GOx) para producir MAL y acetil-CoA (El-Mansi et al. 2006; Kornberg 1966). 

Se encontró que el acetato actúa como un inductor directo para la síntesis de las enzima AceA 

y AceB en E. coli (Kornberg et al. 1966). Cuando esta bacteria se cultivó en glucosa, piruvato 

o intermediarios del CATC, no hubo un incremento significativo de la actividad específica 

de estas enzimas; cuando el acetato se empleó como único sustrato, la actividad de AceA se 

vio ampliamente favorecida (Kornberg et al. 1966). Se cultivó a E. coli en acetato como única 

fuente de carbono y se determinó que hay actividad suficiente de las enzimas de la RG que 

sustentan su crecimiento (Kornberg et al. 1966). Por tanto, aceA y aceB son esenciales para 

el consumo de acetato (Valgepea et al. 2010). También se estableció que cuando E. coli se 
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cultivó con fuentes de carbono diferentes al acetato, como por ejemplo la glucosa, la 

presencia de enzimas de la RG fue menor en comparación con su cultivo en acetato.  

AceA e Icd compiten por el ICT, que es su sustrato común, los flujos de carbono a través de 

la RG o de la parte baja del CATC están regulados por la fosforilación reversible de Icd a 

través de la proteína cinasa fosfatasa bifuncional (AceK) codificada en el operon aceBAK 

(Castaño-Cerezo et al. 2014; Chong et al. 2013; Renilla et al. 2012). El nodo del isocitrato 

es un punto de regulación importante para el anabolismo y catabolismo (Castaño-Cerezo et 

al. 2014). Además de la regulación del nodo del isocitrato mediante fosforilación, AceA 

también se regula mediante acetilación para inhibir parcialmente la RG (Castaño-Cerezo et 

al. 2014). Se reportó que el sistema ArcA/B también tiene un efecto sobre el operon aceBAK, 

este sistema responde a limitaciones de oxígeno bajo condiciones microaerobias (Son et al. 

2011). IclR es un represor específico del operon aceBAK que es regulado por GOx y piruvato. 

Mutaciones en el gen iclR afecta indirectamente la expresión de acs (Renilla et al. 2012). 

En una cepa silvestre de E. coli se determinó que aproximadamente el 20 % del acetato 

entrante se distribuye a través de la RG mientras que el 55 % va a la parte baja del ciclo del 

CATC (Zhao y Shimizu 2003). 

Otro grupo de genes que son importantes para el metabolismo de acetato son los que 

interconectan rutas metabólicas a través de metabolitos comunes, conocidas como rutas 

anapleróticas (RA).  

 

2.5.4 Rutas anapleróticas y gluconeogénesis. 

La fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc) es una enzima anaplerótica que media la 

carboxilación de fosfoenolpiruvato (PEP) a OAA bajo condiciones glucolíticas en E. coli. 



32 

Bajo condiciones gluconeogénicas, Ppc se reprime y se expresa la fosfoenolpiruvato 

carboxicinasa (Pck) (Figura 4). La enzima Pck es conocida por ser responsable del suministro 

de flujo de carbono del CATC a las vías gluconeogénicas en cultivos con acetato como fuente 

de carbono (Oh et al. 2002).  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 4. Reacción mediada por la Ppc y la Pck bajo condiciones glucolíticas y condiciones gluconeogénicas, 

respectivamente (Kwon et al. 2008). 
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Se propuso que la reacción mediada por la enzima Pck ayuda a incrementar la generación de 

biomasa y la producción de biomoléculas como el succinato debido a que en esta reacción se 

produjo más energía en forma de ATP que la reacción catalizada por la enzima Ppc, la cual 

libera fosfato (Figura 4) (Kwon, Lee y Kim 2008; Martínez et al. 2012).  

La concentración intracelular de ATP es uno de los factores más importantes en la fisiología 

celular. Los niveles de ATP regulan muchos eventos, como por ejemplo, la síntesis de ARN 

ribosómico que es potenciada por altas concentraciones de ATP y rutas metabólicas como la 

glucólisis, la RG y el sistema PTS (Kwon, Lee y Kim 2008; Martínez et al. 2012).   

La inactivación del gen pck en JM101 creciendo en glicerol como fuente de carbono generó 

una fase de adaptación mayor que la cepa silvestre, teniendo como consecuencia la 

disminución del valor de la µ en un 10 %. Por otro lado, cuando se inactivó la expresión del 

gen ppc en JM101, esta bacteria perdió la capacidad de creer en glicerol o glucosa como 

fuente de carbono, indicando que este gen es esencial para el catabolismo de estos sustratos 

(Martínez et al. 2012). 

El gen ppsA codifica a la enzima fosfoenolpiruvato sintasa (PpsA) y cataliza la conversión 

de piruvato a PEP (Figura 5). Oh y col. (2002) determinaron que el gen ppsA en E. coli 

usando acetato como fuente de carbono se sobreexpresó comparándolo con la expresión de 

este gen cuando se utiliza glucosa. 

Se han estudiado cepas de E. coli que carecen de los genes pck, ppsA y la doble mutante pck-

ppsA. Las inactivaciones individuales de estos genes no afectó la µ en acetato, mientras que 

la doble mutante ppsA-pck ya no fue capaz de crecer. Aunque la expresión del gen ppsA por 

sí solo no es esencial en el metabolismo gluconeogénico, podría jugar un papel importante 

durante el crecimiento en acetato en conjunto con la expresión de las enzimas málicas maeB 

y sfcA, pudiendo realizar la misma función que el gen pck (Oh et al. 2002). 
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Figura 5. Nodo PEP-PYR-OAA. Genes anapleróticos y gluconeogénicos, maeB, sfcA, ppc, pck y ppsA. 

 

 

Las enzimas málicas SfcA-MaeB junto con Pck son esenciales para el crecimiento en 

intermediarios del CATC o en sustratos que entran en el metabolismo central a través de 

acetil-CoA como es el caso de acetato (Figura 5) (Bologna, Andreo y Drincovich 2007). Las 

enzimas málicas catalizan la reacción de malato a PYR y forman parte del nodo PEP-PYR-

OAA que une la glucólisis, la gluconeogénesis y el CATC. En E. coli estos dos genes 

presentan un alto grado de homología, la enzima SfcA es dependiente de NAD+ mientras que 

MaeB es dependiente de NADP (Bologna, Andreo y Drincovich 2007). Durante el 

metabolismo de acetato de E. coli, se indujo la expresión de los genes maeB y sfcA, en 

comparación con la expresión de estos genes al cultivar E. coli en glucosa como fuente de 

carbono (Oh et al. 2002). La regulación de las actividades de MaeB y SfcA parece estar 

correlacionada con la activación de la reacción mediada por el gen pta que es responsable de 

la interconversión de acetil-CoA y acetil-F (Bologna, Andreo y Drincovich 2007). 
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2.5.5 Glucólisis y vía de las pentosas fosfato. 

Al cultivar a E. coli en acetato como fuente de carbono la mayor parte de los genes de la ruta 

de la glucólisis (pfkAB, fba, gapA, pgk) se subexpresan en comparación con su cultivo en 

glucosa (Oh et al. 2002) y funcionan en sentido inverso. El último punto de control 

gluconeogénico es aquel en el que la enzima fosfofructocinasa (Pfk) codificada por el gen 

pfkAB, genera fructosa-6-fosfato a partir de fructosa-1,6-bisfosfato. 

Finalmente, una vez que se genera glucosa-6-fosfato, en E. coli puede seguirse la vía 

oxidativa de las pentosas fosfato, cuyos genes zwf y gnd también se subexpresan utilizando 

acetato como fuente de carbono, en comparación con su cultivo en glucosa (Oh et al. 2002). 

 

2.6 Acetato como compuesto tóxico. 

El ácido acético es un ácido carboxílico débil que puede disociarse en solución acuosa. Su 

pKa es de 4.76 por lo que a pH de 7 el ión acetato representa más del 99 % (Sá-Pessoa et al. 

2013). 

El acetato a cierta concentración es tóxico para las células ya que permea fácilmente las 

membranas desacoplando el gradiente de pH transmembranal. El protón liberado acidifica el 

citoplasma mientras que el anión incrementa la presión osmótica interna e interfiere con la 

biosíntesis de metionina (Wolfe 2005). El crecimiento celular de diferentes cepas de E. coli 

se suele inhibir cuando la concentración de acetato está entre 5 a 10 g/L (Shiloach et al. 

1996). La forma protonada del acetato puede penetrar las membranas celulares, resultando 

en una reducción del pH intracelular y una acumulación de aniones en el citoplasma celular, 

ambas podrían contribuir a la inhibición del crecimiento (Chong et al. 2013). 
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Como se mencionó anteriormente, la producción de acetato bajo condiciones aerobias debido 

a altas velocidades de consumo de glucosa es un problema constante en los cultivos de E. 

coli. La producción de acetato es indeseable ya que representa un derroche de esqueletos 

carbonados, afecta el pH y el gradiente de protones transmembranal, entre otros efectos (Lara 

2011). Para intentar revertir los efectos del acetato, se han llevado a cabo estrategias para 

disminuir la toxicidad del acetato mediante la adición de metionina, glicina, arginina, 

treonina y lisina (Chong et al. 2013). 

El acetato afecta los bioprocesos porque inhibe el crecimiento de cepas sobreproductoras de 

metabolitos y moléculas de interés, impidiendo llegar a cultivos de alta densidad celular que 

se traduce a la disminución del rendimiento de producto (Castaño-Cerezo et al. 2009; Lara 

2011). 

Aunque E. coli tolera cierta concentración de acetato y lo puede emplear para seguir 

creciendo, si la concentración de acetato en el medio incrementa considerablemente, el 

acetato inhibe el crecimiento de esta bacteria. Sin embargo, existen cepas de E. coli que tienen 

una tolerancia mayor al acetato (Shiloach et al. 1996). 

 

2.7 El género Acinetobacter. 

El género Acinetobacter pertenece al orden Pseudomonadales y comprende bacterias Gram-

negativas, aerobias estrictas y no fermentativas que se pueden encontrar en agua, suelo y en 

piel humana (Sigala et al. 2017). Son bacterias saprofitas ubicuas que se encuentran en 

hábitats muy diversos (Towner 2006).  
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Los miembros del género Acinetobacter crecen en un rango amplio de temperatura (20-42 

°C), pero su temperatura óptima de crecimiento es de 30 °C y pueden emplear medio mineral 

enriquecido con una sola fuente de carbono y energía para crecer (Towner 2006).  

Pocas cepas de Acinetobacter pueden utilizar glucosa como fuente de carbono pero hace uso 

de una gran variedad de compuestos orgánicos, entre los que se encuentran ácidos orgánicos 

y compuestos fenólicos. Otros compuestos que pueden ser catabolizados por estas bacterias 

son los alcoholes alifáticos, algunos aminoácidos y ácidos grasos. Debido a la diversidad 

metabólica de Acinetobacter, este grupo de microorganismos podrían jugar un papel 

importante en procesos de biodegradación de contaminantes ambientales (Towner 2006). 

 

2.7.1 Acinetobacter schindleri ACE. 

La cepa Acinetobacter schindleri ACE (ACE) fue aislada en el laboratorio de nuestro grupo 

de trabajo como contaminante de una mutante de E. coli PB12 maeB::lx cultivada en medio 

mineral M9 con acetato como fuente de carbono y kanamicina (Sigala et al. 2017). ACE es 

capaz de catabolizar sustratos gluconeogénicos como el acetato, el succinato y el lactato. Es 

posible que esta cepa haya evolucionado para degradar compuestos que son metabolizados 

vía acetil-CoA como ácidos dicarboxilicos y ácidos grasos. ACE tiene genes que codifican 

para el trasporte y degradación de ácidos grasos (Sigala et al. 2017). 

Esta cepa no puede crecer en glucosa porque no tiene genes de la ruta de Entner-Doudoroff, 

carece de enzimas glucolíticas importantes como la glucocinasa, 6-fosfofructocinasa (PfkA), 

piruvato cinasa (Pyk) y proteínas del sistema fosfotransferasa (PTS). Además, carece de los 

genes gnd y zwf de la parte oxidativa de la vía de las pentosas fosfato. ACE no puede utilizar 

compuestos aromáticos y no es capaz de crecer en fuentes de carbono comunes como la 
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glucosa, xilosa, glicerol y citrato. Sin embargo, una de las características principales de la 

cepa ACE es que crece en acetato a una µ muy elevada y con un rendimiento de biomasa 

mayor que Acinetobacter baylyi ADP1 (ADP1), una cepa que está cobrando mayor 

relevancia en el ámbito biotecnológico por su diversidad metabólica y sus capacidades de 

recombinación genética. En medio mínimo M9 con acetato como única fuente de carbono 

ACE tuvo una µ de 0.89 al mantener una tensión de oxígeno disuelto >20 % y pH 7 (Sigala 

et al. 2017). 

Se han reportado valores diferentes de µ para especies diferentes de Acinetobacter usando 

acetato como fuente de carbono. Por ejemplo, Acinetobacter calcoaceticus alcanzó una µ de 

0.7 h-1 y Acinetobacter sp. HO1-N tuvo una µ de 0.59 h-1. Lo anterior demuestra que las 

especies de Acinetobacter usualmente crecen rápido en acetato. 

Para entender mejor las capacidades catabólicas de acetato de ACE, en el presente trabajo se 

hace una comparación a nivel fisiológico y transcripcional del metabolismo de acetato de 

ACE tomando como referencia el crecimiento de JM101 bajo las mismas condiciones de 

cultivo 
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3 HIPÓTESIS.  

Debido a que Acinetobacter schindleri ACE alcanza una velocidad específica de crecimiento 

mayor que Escherichia coli JM101 al utilizar acetato como única fuente de carbono, existirán 

diferencias importantes en el análisis de transcripción de genes involucrados en el 

catabolismo de acetato, a saber, actP, ackA, pta, aceA, glcB, icdA, sdh, fumA, pck, ppsA, 

maeB, sfcA y fbp. 
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4 OBJETIVOS. 

 

4.1 Objetivo general.  

Comparar el metabolismo de acetato entre ACE y JM101 a nivel fisiológico mediante la 

estimación de parámetros cinéticos de crecimiento y mediante un análisis transcripcional 

relativo. 

 

4.2 Objetivos particulares.  

 Calcular parámetros cinéticos como velocidad específica de crecimiento (μ), 

rendimiento biomasa sustrato Yx/s, velocidad específica de consumo de sustrato (qS); 

velocidad específica de consumo de oxígeno (qO2), velocidad específica de producción 

de CO2 (qCO2) y coeficiente respiratorio (RQ) a partir de cinéticas de crecimiento de 

ACE y JM101 en medio mineral con acetato como fuente de carbono.  

 Determinar el gen de referencia común entre ACE y JM101 para el análisis de 

expresión relativa por RT-qPCR. 

 Analizar la expresión relativa de genes del metabolismo central de carbono de ACE 

comparativamente con el de JM101 mediante RT-qPCR. 

 

 

  



41 

5 MATERIALES Y MÉTODOS.  

5.1 Cepas bacterianas usadas  

Se utilizaron las cepas de JM101 y de ACE del banco celular del laboratorio de biotecnología 

de la UAM-Cuajimalpa.  

 

5.2 Medios de cultivo y condiciones de cultivo. 

Para los cultivos se partió de cepas bacterianas almacenadas en crioviales en medio LB, 

usando glicerol como crioprotector al 25 %, a una temperatura de -80 °C. A partir de los 

crioviales, las cepas se sembraron en agar LB como medio de cultivo, se inoculó utilizando 

el método de estriado, y las placas se incubaron por 24 horas a 30 ºC para ACE y a 37 ºC 

para JM101. Los inóculos se hicieron en matraces bafleados con 25 mL de medio mineral 

M9 con 3 g/L de acetato (Tabla 1) inoculando con 3 colonias aisladas tomadas de las placas 

cultivadas anteriormente.  Los matraces se incubaron con agitación de 250 rpm durante 24 

horas a 30 ºC o 37 ºC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Medio mineral M9 con 3 g/L de acetato para los inóculos (volumen total 25 mL). 

 

Componente Volumen mL 

Sales M9 10 X 2.5 

Agua 19.6 

FeSO4 10 X 2.5 

Acetato 20 % 0.375 

MgSO4 1 M 0.05 

Tiamina 1 mg/mL 0.005 

CaCl2 1 M 0.0025 

Kanamicina 30 mg/mL 0.0025 
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Las cinéticas de crecimiento se llevaron a cabo en un reactor instrumentado de 1 L (BioStat 

B Plus, Sartorius Stedim, Melsungen, Alemania) y se mantuvo un volumen de trabajo de 600 

mL, se utilizó medio mínimo mineral M9 y 4 g/L de acetato como única fuente de carbono 

(Tabla 2). Se partió de una DO inicial de 0.2 y una agitación inicial de 350 rpm, se mantuvo 

una tensión de oxígeno disuelto (TOD) >20 %, pH de 7 ajustado con HCl al 20 % y un flujo 

de aire de 1vvm. Al inicio de la cinética se agregaron 600 L de antiespumante al 30 %. 

 

Componente Volumen (mL) 

Sales M9 10 X 60 

Agua 465.42 

FeSO4 10 X 60 

Acetato 20 % 12 

MgSO4 1 M 1.2 

Tiamina 1 mg/mL 0.12 

CaCl2 1 M 0.06 

Antiespumante 30 % 0.6 

Kanamicina 30 mg/mL  0.6 

 

Tabla 2. Medio mineral M9 con 4 g/L de acetato (600 mL). 

Nota: 466.62 mL de agua si no contiene kanamicina. 

 

Las condiciones de cultivo de ambas bacterias fueron las mismas, solo cambió la temperatura 

de incubación. En todo el proceso, JM101 se incubó a una temperatura de 37 °C mientras 

que la cepa ACE se incubó a una la temperatura de 30 °C y se adicionó kanamicina a una 

concentración de 30 µg/mL a los medios de cultivo ya que es resistente a este antibiótico 

(Sigala et al. 2017). Todos los experimentos se hicieron por duplicado.  
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5.3 Toma de muestras. 

En las cinéticas de crecimiento de JM101 se tomaron muestras al inicio del cultivo, después 

de 2 horas y luego cada hora hasta el final del cultivo. Se tomó un volumen de 5 mL de 

muestra para determinar crecimiento celular y consumo de sustrato. En la fase de crecimiento 

exponencial se tomó una muestra de 15 mL y se le agregó el mismo volumen de RNA protect 

(RNeasy Mini Kit, QIAGEN USA) en un tubo falcón de 50 mL estéril. La mezcla de muestra 

y RNA protect se alicuotó inmediatamente en tubos eppendorf de 1.5 mL, se centrifugaron a 

13,000 rpm durante 1 min (centrífuga minispin Eppendorf 5452, USA), se descartó el 

sobrenadante y se repitió la operación para tener el contenido celular de 3 mL de muestra por 

tubo. El pellet celular se almacenó a -80 °C hasta el momento de la extracción de RNA. Se 

siguió la misma metodología para la toma de muestras del cultivo de ACE pero cambió el 

tiempo de muestreo: al inicio del cultivo, después de 1 hora y luego cada 30 min hasta el final 

del cultivo. La muestra para extraer RNA también fue tomada en la fase de crecimiento 

exponencial con aproximadamente 1.5-2 DO al igual que JM101.  

 

5.4 Análisis de muestras. 

5.4.1 Determinación de biomasa. 

El incremento de biomasa en los cultivos se determinó espectrofotométricamente a una 

longitud de onda de 600 nm (BioPhotometer plus, Eppendorf, USA). Las muestras se 

diluyeron 1:10 con agua destilada, una vez que las muestras estaban homogéneas, se procedió 

a medir la DO con el espectrofotómetro a la longitud de onda anteriormente indicada. Las 

determinaciones se realizaron por duplicado. La formación de biomasa se determinó con las 
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siguientes relaciones: 1 OD600nm = 0.55 gB L-1 para ACE o 1 OD600nm = 0.35 gB L-1 para 

JM101 (Sigala et al. 2017). 

 

5.4.2 Determinación de consumo de acetato. 

Se centrifugó 1.5 mL de muestra a 10,000 rpm durante 8 min, se desechó el pellet y el 

sobrenadante se guardó a -20 °C hasta el momento de su análisis. La cuantificación de acetato 

se realizó por Cromatografía líquida de alta presión (HPLC) con una columna Aminex HPX-

87H (Bio-Rad Laboratories Inc., USA) y mediante el uso del kit enzimático Enzytec™ Acetic 

Acid UV method (r-biopharm, Darmstadt, Alemania). 

Previo al análisis de muestras mediante HPLC, estas se descongelaron y se filtraron 

empleando un filtro de tamaño de partícula de 0.2 m. Se utilizó un equipo de HPLC (Varian 

ProStar) con detector de UV (One Varian ProStar 320 UV/VIS) a una longitud de onda de 

210 nm. Como fase móvil se utilizó una solución 5 mM de ácido sulfúrico (H2SO4). El flujo 

de la fase móvil fue de 0.6 mL/min y se fijó un tiempo de corrida de 16 min. La concentración 

de acetato se calculó como el área bajo la curva de los cromatogramas y con la construcción 

de una curva estándar. 

Para determinar la concentración de acetato en las muestras con el kit enzimático previamente 

mencionado, se siguió el protocolo del fabricante. El fundamento de este kit se basa en tres 

reacciones enzimáticas. La primera es la conversión de acetato a acetil-CoA, la segunda es 

la condensación de acetil-CoA y oxaloacetato para formar citrato. Para obtener el 

oxaloacetato para la segunda reacción es necesario que el malato reaccione y se produzca la 

reducción del cofactor NAD+ (NADH), mismo que se mide espectrofotométricamente a una 

longitud de onda de 365 nm (BioPhotometer plus eppendorf, USA).  
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5.4.3 Calculo de parámetros cinéticos µ, qS y Yxs. 

La µ se calculó con una regresión lineal del ln de la concentración de biomasa respecto al 

tiempo, el Yx/s se estimó como el coeficiente de la regresión lineal de la concentración de 

biomasa contra el consumo de acetato y la qs se determinó como la relación de la µ respecto 

al Yx/s (Doran 1988). 

 

5.5 Análisis de gases 

5.5.1 Cálculo de la velocidad especifica de consumo de oxigeno (qO2), velocidad 

específica de producción de dióxido de carbono (qCO2) y coeficiente respiratorio (RQ). 

A lo largo de la cinética de crecimiento se llevó a cabo el monitoreo de gases del cultivo. La 

composición de los gases en el proceso de fermentación puede ayudar a entender el 

metabolismo celular de las bacterias cultivadas. La composición del gas puede cambiar 

dependiendo de la fuente de energía que la célula está usando. Al biorreactor se acoplaron 

sensores de gases en línea (Gas Analyzer BlueInOne Ferm, BlueSens, Alemania) para medir 

la concentración de O2 y de CO2, la humedad absoluta, relativa y la presión a la entrada y a 

la salida del mismo. Mediante estos datos se calcularon la velocidad de absorción de O2 

(OUR) y la tasa de liberación de CO2 (CER) que se definen de la siguiente manera (Ecuación 

1 y Ecuación 2) 

𝑂𝑈𝑅 =
𝑃𝑒

𝑅𝑇𝑒
𝐹𝑒(𝑦𝑂2,𝑒

̇
− 𝑅𝑖𝑦𝑂2,𝑠) 

Ecuación 1. Definición de velocidad de absorción de O2 (OUR). 

 

𝐶𝐸𝑅 =  
𝑃𝑒

𝑅𝑇𝑒
𝐹𝑒(𝑅𝑖𝑦𝐶𝑂2,𝑠 − 𝑦𝐶𝑂2,𝑒) 

Ecuación 2. Definición de velocidad de liberación de CO2 (CER). 
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Donde:  

Pe es Presión a la entrada del reactor (bar) 

R es la constante de los gases ideales (0.0821 bar L K-1) 

Te es Temperatura en la entrada del reactor (K) 

Fe es Flujo de aire en la entrada (L h-1) 

yO2,e es fracción molar de oxígeno en la entrada 

yO2,s es fracción molar de oxígeno en la salida 

yCO2,e es fracción molar de dióxido de carbono en la entrada 

yCO2,s es fracción molar de dióxido de carbono en la salida 

Ri es Relación de la fracción de gases diferentes del oxígeno y dióxido de carbono de entrada y salida 

 

Cuando la transferencia de oxígeno disuelto (TOD) es constante en el medio de cultivo la 

velocidad de absorción de O2 y la velocidad de liberación de CO2 es igual a la velocidad 

específica de consumo de oxígeno y a la velocidad específica de producción de CO2 

respectivamente multiplicado por la biomasa y el volumen del líquido (Ecuaciones 3 y 4). 

 

𝑂𝑈𝑅 =̇ 𝑞𝑂2
𝑋𝑉𝐿 

Ecuación 3. Definición de velocidad de absorción de O2 (OUR) en mmol O2 h-1 cuando la trasferencia de O2 

disuelto es contante. 

 

 

𝐶𝐸𝑅 = 𝑞𝐶𝑂2
𝑋𝑉𝐿 

Ecuación 4. Definición de velocidad de absorción de CO2 (CER) mmol CO2 h-1 cuando la trasferencia de O2 

disuelto es contante. 

 

 

 

Donde: 

X es Biomasa (gB/L) 

VL es el Volumen del líquido en el reactor (L). 

qO2 es velocidad específica consumo de O2 (mmolO2 gB-1 h-1). 

qCO2 es velocidad específica de producción de CO2 (mmolCO2 gB-1 h-1). 

 

 

Para calcular qO2 se graficó OUR contra el producto de la biomasa por el volumen del líquido 

del reactor, siendo la pendiente la qO2.  
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Gráfica 1. Velocidad de absorción del O2 respecto a la cantidad de biomasa generada en la fase de 

crecimiento exponencial, donde la pendiente es qO2. 

 

Del mismo modo, se graficó el CER respecto al producto de la biomasa por el volumen del 

medio de cultivo, la pendiente en este caso corresponde qCO2 (Gráfica 2) 

 

 

Gráfica 2. Velocidad de liberación del CO2 respecto a la cantidad de biomasa generada en la fase de 

crecimiento exponencial, donde la pendiente es qCO2. 

 

El coeficiente de respiración (RQ) se calculó dividiendo qO2 entre qCO2 (Andersen et al. 

1980).  

RQ=
𝑞𝑂2

𝑞𝐶𝑂2
 

Ecuación 5. Definición de coeficiente respiratorio (RQ) 
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Donde:  

qO2 es la velocidad específica de consumo de O2.  

qCO2 es la velocidad específica de producción de CO2. 

 

5.6 Extracción, purificación y determinación de la calidad del RNA. 

Se hizo la extracción de RNA total de 2 cinéticas independientes por cepa haciendo uso de 

un kit comercial (RNeasy Mini Kit, QUIAGEN USA) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Después de la extracción se midió la concentración del RNA obtenido mediante 

espectrofotometría con un Nano-Drop (Thermo Fisher Scientific USA).  

Para eliminar una posible contaminación de DNA, el RNA se trató con una DNAsa (Turbo 

DNA-free kit, Ambrion, USA) de acuerdo a instrucciones del fabricante. 

Después de la digestión enzimática se midió la concentración del RNA y se estimó la pureza 

del RNA obtenido. La pureza del RNA se determinó mediante espectrofotometría usando un 

Nano-Drop (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific USA), mediante las relaciones de 

absorbancia 260/280 y 260/230.  

Se corroboró la ausencia de DNA en las muestras de RNA. Se intentó amplificar el gen 16S 

ribosomal por PCR tomando como plantilla las muestras de RNA libre de DNA de ACE y 

JM101 de manera independiente y como control positivo se utilizó como plantilla el DNA 

genómico correspondiente. 

Se midió la integridad del RNA mediante una electroforesis capilar en un chip de RNA en 

un bioanalizador 2100 de acuerdo con las indicaciones del fabricante (Agilent Technologies, 

Waldbronn, Germany). 
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5.7 Análisis de transcripción de genes del catabolismo de acetato entre JM101 y ACE 

por RT-qPCR. 

5.7.1 Diseño de primers.  

Se seleccionaron genes del metabolismo central de carbono de ACE, y se buscó la secuencia 

de nucleótidos de cada gen en una base de datos (Sigala et al. 2017). A partir de las secuencia 

de genes se diseñaron los primers forward (F) y reverse (R) con el programa primer design 

del NCBI. Como parámetros de diseño se fijó un tamaño de amplicón de 101 pb, con una 

temperatura de alineamiento (Tm) con un intervalo de 59-61 °C (Tabla 3). De la misma forma 

se diseñó el par de primers de 10 posibles genes de referencia (Rocha, Santos y Pacheco 

2015) de ambas cepas para llevar a cabo el análisis de expresión relativo, en la siguiente tabla 

solo se reporta el gen de referencia que se utilizó para la RT-qPCR (gyrA). Para la cepa 

JM101 se utilizaron las secuencias de primers reportadas por Flores y col. en 2005 (Tabla 3). 

 

Gen Oligo JM101 ACE 

actP F CCT CCG GCT ATG ACG GCT TA CTGGTATGGCAGTTGCAGGA 

R GCA ACC ACC GCG AGG ATA GT AAGCGTTGCGCCTACGAAAA 

Acs F GTGCGTAAAGAGATTGGCCC CGGGCATATCGTGGACAAAC 

R CGCAGAATACGGCGCATAAT CACTTTCACGCACAAAGGCA 

ackA F CTGGTTCTGAACTGCGGTAGTTC TCCAGCACACCTGATTGGAA 

R GGCAGGTGGAAACATTCGG GTGCTGGCATGGTTTGATGG 

Pta F ACAATGTTGATCCGGCGAAG TCGCCCTGACCTGTTGATTG 

R CATATCGATCGCACGAGTCG CACGACCAGCTACTTGGGAG 

gltA F AGGCACGCTGGGTCAAGAT CACGCTGACCACGAACAAAA 

R TAGATTCGCAGGATGCGGTT AGTGCAGAGATACCAGCAGC 

acnB F CCTGGTGTTGTTGGTCCGAT TGTGCGATCACGCTTTCTGA 

R TTACGCGAAGAACCCGTACC GTACGAGCATCGCCATAGCC 

aceA F ACATGGGCGGCAAAGTTTTA TGGCTTATGTTGCTGGCGTA 

R AACCAGCAGGGTTGGAACG TTTGTGGTCGTCACCGATGT 

glcB F CTCCAGCACAGTTTGTCGGTT GCCAACACCAACTGGACAGA 

R ATTGGCATCGATTTGCAGCT CCCACACCCAGATCAACCC 
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Continuación Tabla 5. 

Gen Oligo JM101 ACE 

icdA F GACCGAAGCGGCTGACTTAA GTGTCAGGTGAAAGACGCAC 

R GCAGTTTAGCGCCATCCATC GGTACGGGTCAAGCCAGAAG 

sucA F GCGGCAAAGAAACCATGAAA CGTGCAGGTTCTGTTGGTTG 

R TTCGGTGCTGGTAATGTGCA AGGTCAGCCGGGTTTTTACC 

sdhC F TGGCGTATCACGTCGTCGTA TCGTGCGTTTTGTTGTATGGG 

R AAAGGAGATTTTGGCGGAGC CAGTTCTTCTGCAACGCCAA 

fumA F ATGTCGATCAACTGCAAGCG TTGGACGATGCGATCAACGA 

R GAAGCCGCCGTGTTTTTTAC TTCTTACGACCGAATGCAGGG 

mdh F CGGGTCTGCAACCCTGTCTA TAAACGTGGTGCTGCGATCA 

R CGTAGGCACATTCGACAACG TAGTGCCAAGAGCCCAATCG 

maeB F TGGTTTGCGATTCAAAAGGC CCCATGAAGCACGTTCAGAC 

R GAGGGTACGTTTGCCGTCAT TGCGCCACGGAAGATGTATG 

sfcA F ATAAAGGCAGTGCCTTCAGCA CAACATCATGCGATGCCACT 

R TGCTCGTTCCGCTTGTTCTT ATCAGGCTACCCACTGCAAC 

ppc  F CAGAAATCACCGTCAGCAGC AACGTGCCACACTCGATGAA 

R CATAATGCGACGCCAGCTCT TGCCACATCACCATCTGCTT 

pck F ACATGTTTATTCGCCCGAGC - 

R CTGTTCTTTCCACTGCGGGT - 

pckC F - TGTTGTCCGTCGTGATCCAT 

R - TCTCGCCAACTTTCTCACCC 

ppsA F TCAGCAGGAAACCTTCCTCAA TCACCGCTTCTTACGGTCTG 

R GATAAGAGATGGCGCGATCG CGCGTGCTTACCAGCATTTA 

pgk F AGATTACCTCGACGGCGTTG TCTTGGGTTCATTGGCTGCT 

R TGGACAGGGTTTCGTCGTCT TGCTTTCGCAGTTTCTGGAC 

gapA F GGCTCCGCTGGCTAAAGTTA AACGCGATCACTCCAACACT 

R GGCCATCAACGGTTTTCTGA ATCAGGTTCTGGTCGTTCGT 

fbp F AAACAGGTTGCGGCAGGTTA TGCAGGCAAAACTGGTCCTC 

R CCGAGCGAAGGATCGTAAGT TGAAGATACCGCTACGGCAC 

pgi F ACTAACGGTCAGCACGCGTT TACGCCTGTGGCTGGAAAAA 

R TCAGAGAGCGGGTTATGGGT TCCCCAAGCGGTCATTTTCT 

tktA F AGTCCTGTGGCGTGATTTCC CACCGTTGAAGCAGCGATTT 

R AGATCAGCATGGAGCCGTG TACGGGTCTGGAATGGCAAG 

talA F CTCAAAATCGTACCCGGTCG AGATTGCATCGACCTGGGAA 

R TACAAGTCCACCAGATGGCG ATGTGCCTGATGCTGACCAA 

rpiA F GATGGGCGGCACTTCAGTAT TTAGGCGTCGGTACTGGGA 

R GCCTTTCATTGTACCGAGCG CGTTGTGCAGTGGCTTCAG 

rpe F GCCAATGGTGCTGAAATCCT TGACTTTGCCCGCTTAGGTG 

R CAGCGAAATCAGGCACAATG TCAGGTTTGGCACATAGTGGT 
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Continuación Tabla 5. 

Gen Oligo JM101 ACE 

gyrA F CACCCAGGAAGATGTGGTCG TGCGATTACTGACGGTGAACA 

R ATTTACCTTTCCCGCCACGA TGGCTGAACGACCCATTGAA 

 

Tabla 3. Primers empleados para amplificar genes de ACE y de JM101. Forward (F), Reverse (R). 

 

Las secuencias de oligonucleótidos se mandaron sintetizar a la Unidad de Síntesis y 

Secuenciación del Instituto de Biotecnología de la UNAM. 

 

5.7.2 Síntesis de cDNA. 

Se utilizó un kit para sintetizar cDNA a partir del RNA de JM101 y ACE de manera 

independiente siguiendo las instrucciones del fabricante (RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis, Thermo Fisher Scientific USA). Para cada reacción se usaron 5 ng de RNA de 

ACE o JM101 y una mezcla correspondiente de primers reverse a una concentración de 10 

pmol/L (Flores et al. 2005; Sabido et al. 2014). 

 

5.7.3 Pruebas de amplificación.  

Se hizo una prueba para determinar que los oligonucleótidos servían para el RT-qPCR. Para 

ello, se llevaron a cabo PCRs de punto final de todos los genes de estudio, y para ambas 

cepas. Se utilizó como plantilla ADN genómico de ACE o de JM101. Esto también se hizo 

con el objetivo de probar la especificidad de los primers. Las condiciones de las PCR fueron: 

95 °C por 2 min, 30 ciclos: 95 °C por 45 s, 56 °C por 30 s, 72 °C por 1 min y 72 °C por 5 

min. 
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Después de realizar las PCR se corrieron geles de electroforesis en gel de agarosa al 3 % y 

buffer TBE 0.5 X, se usó el marcador de peso molecular GeneRuler Low Range DNA 

Ladder. Cada reacción de PCR da un solo amplicón de un tamaño de 101 pb (Anexo C).  

 

5.7.4 Selección del gen de referencia para la cuantificación por RT-qPCR. 

La PCR cuantitativa con retrotrascripción (RT-qPCR) es una técnica empleada en biología 

molecular para llevar a cabo la cuantificación absoluta o relativa del mRNA presente en una 

muestra de RNA total. En esta técnica el mRNA se convierte en DNA complementario 

(cDNA) mediante la acción de una transcriptasa reversa. El cDNA servirá como plantilla 

para realizar una PCR cuantitativa (qPCR) con el objetivo de medir la expresión de uno o 

varios genes (Biorad 2017).  

La RT-qPCR permite seguir la reacción de PCR en tiempo real mediante la utilización de un 

agente intercalante, en este caso se utilizó SYBR green que se une a los productos de 

amplificación en cada ciclo de la PCR y da una señal de fluorescencia que es proporcional al 

aumento del DNA (Biorad 2017; Thermo Fisher Scientific 2017).  

Un parámetro importante en la utilización de la RT-qPCR es el ciclo de cuantificación (Cq), 

que es el ciclo de la PCR donde la señal de fluorescencia es suficiente para llevar a cabo la 

cuantificación del DNA molde en la muestra.  

El valor del Cq depende de la cantidad de DNA plantilla al inicio de la reacción de 

amplificación. Si al inicio de la amplificación, hay una gran cantidad de DNA plantilla, se 

necesitaran menor número de ciclos de amplificación para que la señal de fluorescencia esté 

por encima de la línea base, en este caso el Cq tendrá un valor pequeño. De modo contrario 

si la cantidad de DNA al inicio de la reacción de amplificación es pequeño, se requerirán 

mayor cantidad de ciclos de PCR para obtener una señal de fluorescencia importante, el Cq 
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en este caso será un valor grande. Para la determinación del Cq se establece un valor arbitrario 

de fluorescencia (threshold o umbral) cuyo único requisito es que se encuentre en la fase 

exponencial de amplificación de todas las muestras (Biorad 2017).  

Para seleccionar el gen de referencia se hicieron RT-qPCR de los 10 genes candidatos: gyrA, 

gyrB, secA, dnaG, adk, gmk, ftsZ, recA, rpoB, y rpoC (Rocha, Santos y Pacheco 2015) y se 

compararon los valores de Cq que se obtuvieron. Se seleccionó el gen que tuviera el Cq más 

parecido entre JM101 y a ACE, este gen fue gyrA.  

Se hicieron pruebas para determinar la eficiencia de la reacción de RT-qPCR del gen gyrA 

haciendo ensayos tomando como plantilla cDNA en diluciones seriadas (1:10 y 1:5) 

partiendo de una concentración de 75 ng/L y 5 ng/L. Las condiciones de amplificación 

fueron: 95 °C durante 10 min, 40 ciclos: 95 °C por 15 s y 60 °C por 60 s. Para la curva de 

disociación: 95 °C por 15 s, 60 °C durante 1 min y 95 °C por 15 s y 60 °C por 15 s. 

Después se calculó el número de copias de DNA de la siguiente manera (Ecuación 6). 

 

Copias DNA= 
6.022141 x10^23 (copias/mol) x cantidad DNA (g)

longitud DNA (pb) x 660 (g/mol/pb)
 

Ecuación 6. Número de copias del DNA.  

 

Para calcular la eficiencia de la reacción se graficó el Cq obtenido de la RT-qPCR contra el 

número de copias de DNA. Se ajustaron los datos a un modelo lineal para obtener la 

pendiente y finalmente calcular la eficiencia mediante la siguiente ecuación (Bustin et al. 

2009). 

E=10(-1/m)-1 

Ecuación 7. Eficiencia de la reacción de PCR.  

Donde: 

E es la eficiencia de la reacción de PCR. 

m es la pendiente. 
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5.7.5 Análisis de expresión relativa por RT-qPCR. 

Para el análisis de expresión de genes por RT-qPCR se usó un kit SYBR Green PCR master 

mix (Perkin-Elmer/Applied Biosystems), se utilizó como plantilla el cDNA que se sintetizó 

previamente para cada cepa. En las reacciones se utilizó 5 ng de cDNA plantilla y 10 pmol/µL 

de primers específicos en un volumen de reacción de 12 µL. En todos los casos se incluyó 

una reacción sin plantilla por gen como control negativo. El ensayo se llevó a cabo en un 

termociclador ABI 7500 Real Time PCR System (PerkinElmer/Applied Biosystems, Foster 

City, CA). Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 10 min a 95 °C y un ciclo 

de 2 pasos a 95 °C por 15 s y 60 °C por 60 s por un total de 40 ciclos (Flores et al. 2005; 

Sabido et al. 2014). Como control interno se usó el gen gyrA para normalizar los datos. Se 

escogió gyrA como gen de referencia porque se detectó el mismo nivel de expresión en 

JM101 y ACE en las condiciones en las en las cuales las bacterias fueron cultivadas, 

permitiendo así llevar a cabo el análisis relativo de la expresión de genes del catabolismo de 

acetato entre 2 bacterias de distinto género. Se usó el método 2-𝚫𝚫Ct como técnica de 

cuantificación para analizar los datos (Livak and Schmittgen 2001). Todos los experimentos 

se hicieron por duplicado para cada gen a partir del RNA de dos cultivos independientes por 

cepa. Se obtuvieron valores de Cq similares entre las réplicas biológicas de cada cepa, con 

una desviación estándar <0.3 (Sabido et al. 2014).  
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6 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

 

6.1 Caracterización fisiológica de JM101 y ACE utilizando acetato como única fuente 

de carbono. 

Con la finalidad de conocer las diferencias a nivel fisiológico entre JM101 y ACE al utilizar 

acetato como única fuente de carbono se hicieron cinéticas de crecimiento en medio mineral 

M9 enriquecido con 4 g/L de acetato. Esto se hizo mediante la estimación de parámetros de 

crecimiento como la µ, Y x/s, qs, qCO2, qO2 y RQ. Estos parámetros son muy importantes porque 

nos dan una idea sobre lo que ocurre en el metabolismo al utilizar una fuente de carbono 

particular. En este caso nos interesó conocer las diferencias del catabolismo de acetato entre 

JM101 y ACE.  

Se siguió la generación de biomasa a lo largo del tiempo, así como también la disminución 

de la concentración de acetato a lo largo de la cinética. Con los datos obtenidos se generó la 

Gráfica 3 donde el eje “x” representa el tiempo del cultivo, el eje “y” primario corresponde 

a la concentración de biomasa y el eje “y” secundario se refiere a la concentración de acetato.  

 

Gráfica 3. Cinéticas de producción de biomasa (líneas continuas) y concentración de acetato (líneas 

punteadas) de JM101 (  ) y ACE (  ). Las cinéticas se llevaron a cabo en modo lote y se utilizó un reactor 

instrumentado de 1 L, con un volumen de trabajo de 600 mL. El medio de cultivo que se utilizó fue medio 
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mineral M9 con 4 g/L de acetato como única fuente de carbono. Se mantuvo una TOD >20 % y un flujo de 

aire de 1 vvm.  

 

La µ nos dice que tan rápido se reproduce un microorganismo en función del tiempo. Al 

utilizar acetato como única fuente de carbono, la µ de JM101 tuvo un valor de 0.33 ± 0.09 

mientras que la µ ACE fue de 0.93 ± 0.02 (Tabla 4).  

Por otro lado, el rendimiento Yx/s es un parámetro que representa la cantidad de biomasa que 

se genera a lo largo del cultivo respecto a la cantidad de sustrato consumido. Para este caso, 

el Yx/s de JM101 fue de 0.29 ± 0.05 y el Yx/s de ACE fue de 0.58 ± 0.02 (Tabla 4). 

Otro parámetro importante es la tasa de consumo de sustrato en función de la concentración 

de biomasa, el cual se denomina qs. JM101 tuvo una qs con un valor de 1.11 ± 0.14 mientras 

que ACE tuvo una qs con un valor de 1.60 ± 0.10 (Tabla 4). 

 

 

 

 

 

Tabla 4. Velocidad específica de crecimiento (µ), rendimiento biomasa-sustrato (Yx/s) y velocidad específica 

de consumo de sustrato (qS) de JM101 y ACE en reactor con medio mínimo M9 y 4 g/L de acetato. 

 

Al analizar los datos podemos decir que ACE creció 3 veces más rápido que JM101 y produjo 

aproximadamente el doble de biomasa al final del cultivo con 4 g/L de acetato como fuente 

de carbono (Tabla 4), así mismo ACE tuvo una qs superior que JM101 con un valor 44 % 

más elevado. Acorde con estos resultados ACE consumió la totalidad del acetato en cuatro 

horas y media del cultivo, mientras que JM101 lo hace hasta la hora 7 (Gráfica 3). Con todos 

estos resultados en conjunto se puede establecer que la cepa ACE presenta un catabolismo 

de acetato más eficiente que el de JM101. 

Cepa µ (h-1) Yx/s (gB/gAce) 
Biomasa final 

(gB/L) 

qS 

(gS/gB*h) 

ACE 0.93 ± 0.02 0.58 ± 0.02 2.11 ± 0.07 1.60 ± 0.10 

JM101 0.33 ± 0.09 0.29 ± 0.05 0.88 ± 0.06 1.11 ± 0.14 
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Hay reportes en la bibliografía donde JM101 alcanzó un valor de de 0.71 h-1 al utilizar 

glucosa como única fuente de carbono (Flores et al. 2002; Martínez et al. 2012). Esto es 

interesante porque ACE alcanzó un valor de superior utilizando acetato como única fuente 

de carbono, sustrato que se considera una fuente de carbono y energía pobre en comparación 

con la glucosa.  

Cabe mencionar que el valor de Yx/s de ACE es alto en comparación con el valor de Yx/s de 

otras bacterias del género Acinetobacter como por ejemplo, ADP1 que alcanzó un Yx/s de 

0.18 ± 0.01 en cultivos en lote en medio mineral M9 con 5.5 g/L de acetato como única fuente 

de carbono (Sigala et al. 2017), lo cual hace aún más interesante a ACE como cepa de estudio. 

También se calcularon parámetros respiratorios como la qO2, qCO2 y el RQ, encontrando 

diferencias mínimas entre ambas bacterias (Tabla 5).  

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5. Velocidad específica de consumo de oxígeno (qO2), velocidad específica de producción de dióxido 

de carbono (qCO2) y coeficiente respiratorio (RQ) de JM101 y ACE en reactor con medio mínimo M9 y 4 g/L 

de acetato. 

 

El valor de qO2 de JM101 fue de 15.38 ± 1.09 mientras que el valor de qO2 de ACE fue de 

14.06 ± 1.19 (Tabla 5), ambas bacterias requieren aproximadamente la misma cantidad de 

oxígeno para la oxidación del acetato. Se han reportado cultivos de E. coli utilizando acetato 

como fuente de carbono con un valor de qO2 de 18 ± 2.9 (Andersent y Von-Meyenburg 1980) 

siendo cercano al qO2 calculado en este trabajo.  

Cepa 
qO2 

(mmolO2/gB*h ) 

qCO2 

(mmolCO2/gB*h) 

RQ 

(mmolCO2/mmolO2) 

ACE 14.06 ± 1.19 12.07 ± 0.55 0.86 ± 0.03 

JM101 15.38 ± 1.09 14.10 ± 1.21 0.92 ± 0.01 
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Por otra parte, el valor de qCO2 de JM101 fue de 14.10 ± 1.21 y el de ACE fue de 12.07 ± 

0.55 (Tabla 5), esto representa una disminución del valor de qCO2 de ACE del 14.4 % respecto 

a JM101. 

La qCO2 en ACE podría estar sugiriendo que en esta bacteria la ruta del glioxilato está más 

activa respecto a JM101, puesto que la ruta del glioxilato evade los pasos de descarboxilación 

en forma de CO2 que de forma natural ocurre en el CATC. 

El RQ teórico para la oxidación completa del acetato hasta CO2 tiene un valor de 1. El valor 

de RQ experimental para JM101 fue de 0.92 ± 0.01 mientras que para la cepa ACE se estimó 

un RQ de 0.86 ± 0.03 (Tabla 5). Esto indica que ambas bacterias consumen más O2 del CO2 

que producen. 

 

6.2 Evaluación de la concentración y calidad del RNA. 

Uno de los puntos críticos en trabajos de expresión de genes por RT-qPCR es la 

concentración y la calidad del RNA. El término de calidad de RNA se define como la pureza 

e integridad de RNA, si el RNA es de mala calidad hay interferencia en la reacción de RT-

qPCR. 

Una vez que se extrajo el RNA se midió la concentración por espectrofotometría y se 

construyó la siguiente tabla (Tabla 6), donde podemos ver que se obtuvieron concentraciones 

de RNA suficientes para proseguir con los siguientes experimentos, siendo cercanas a 300 

ng/µL. 

 

Cepa Concentración [ng/L] 

ACE 349.8 ± 17.9 

JM101 338.1 ± 56.2 

 

Tabla 6. Concentración de RNA de ACE y JM101. Valores de réplicas biológicas. 
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Para asegurarnos de que el RNA estuviera libre de DNA se realizó una digestión enzimática 

con DNAsas y posteriormente se midió la concentración de RNA y la relación de absorbancia 

260/280 y 260/230 (Tabla 7).  

 

Cepa [ng/L] 260/280 260/230 

ACE 242 ± 4.1 2.06 ± 0.01 1.715 ± 0.13 

JM101 245.2 ± 30 2.075 ± 0.00 1.625 ± 0.15 

 

Tabla 7. Concentración y pureza del RNA después de la digestión con DNAsa. 

 

A una longitud de onda de 230 nm hay absorción de contaminantes como sales y fenol; los 

ácidos nucleicos tienen una absorción máxima a 260 nm y las proteínas a 280 nm. Las 

relaciones de absorbancia 260/280 y 260/ 230 se usan como indicadores de la pureza del 

RNA; relaciones de 1.8 a 2 indican que el RNA está libre de contaminantes (Taylor et al. 

2010; Becker et al. 2010). 

Después de la digestión del RNA con DNAsa, la relación de absorbancia 260/280 es cercana 

a 2 y la relación de absorbancia 260/230 aproximadamente 1.8 (Tabla 7), esto indicó que la 

pureza del RNA obtenido fue adecuada para seguir con los experimentos de expresión de 

genes por RT-qPCR.  

Posteriormente se realizó una amplificación del gen 16S ribosomal de ACE y JM101 con el 

objetivo de corroborar la ausencia de DNA en las muestras de RNA. Se tomó como plantilla 

el RNA libre de DNA y como controles positivos se utilizó como plantilla DNA genómico 

(Figura 6) 
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Figura 6. Comprobación de la pureza de RNA sin contaminación por DNA. Electroforesis en gel de agarosa 

al 1 % en TBE 0.5 X. Donde 1 es Marcador de peso molecular GeneRuler DNA Ladder Mix- Thermo Fisher 

Scientific USA, 2 es el PCR del gen 16 S ribosomal en JM101 tomando como templado DNA genómico, 3 es 

el PCR del gen 16 S ribosomal tomando como templado el RNA de JM101 libre de DNA, 4 es el PCR del gen 

16 S ribosomal de ACE tomando como templado DNA genómico y 5 es el PCR del gen 16 S ribosomal de 

ACE tomando como templado RNA libre de ADN. La electroforesis se corrió a 100 V en buffer TBE 0.5 X. 

 

El RNA de JM101 y de ACE estuvo libre de ADN puesto que no amplificó el gen que codifica 

al 16S ribosomal (Carril 3 y 5 respectivamente) mientras que los controles positivos si 

amplificaron la secuencia del gen 16S ribosomal (Carril 2 y 4) (Figura 6). 

Finalmente para estimar la integridad del RNA se llevó a cabo una electroforesis capilar. A 

continuación se presenta el gel virtual que generó el bioanalizador (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Gel virtual de las muestras de RNA. Donde las muestras 1 y 2 corresponden al lote 1 y 2 de los 

cultivos de ACE, mientras que los carriles 3 y 4 corresponden a las muestras de RNA del lote 1 y 2 de JM101. 

ACE 

LOTE

1 
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LOTE 
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JM101 
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1 
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2 
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El bioanalizador generó un electroferograma y un gel virtual. El equipo calcula una relación 

23S/16S (subunidades ribosomales) al evaluar los picos y las bandas obtenidas. Para 

simplificar el ensayo el software calcula un valor numérico denominado número de 

integridad del RNA (RIN). Los valores del RIN pueden tomar valores del 1 al 10, donde 10 

representa RNA intacto (Taylor et al. 2010). 

El lote 1 de ACE obtuvo un RIN de 8.8 mientras que el lote 2 tuvo 8.9. Por otro lado, el lote 

1 de JM101 obtuvo un RIN de 7.2 y el lote 2 de 8 (Figura 7). Los valores de RIN que 

obtuvieron los RNA son mayores a 5 que se interpretan como RNA de buena calidad, si el 

RIN está por arriba de 8 el RNA se considera de perfecta calidad para ensayos de RT-qPCR 

(Derveaux, Vandesompele y Hellemans 2010). 

 

6.3 Elección del gen de referencia. 

 

El Cq del gen gyrA de JM101 tuvo un valor de 19.5 ± 0.6, mientras que el Cq del gen gyrA 

de ACE obtuvo un Cq de 19.1 ± 0.4, lo que indica que bajo las condiciones experimentales 

establecidas, la diferencia de Cq del gen gyrA entre ACE y JM101 es menor a 1 ciclo, esto 

quiere decir que la cantidad de cDNA al inicio de la reacción de RT-qPCR es la misma tanto 

en la cepa JM101 como en ACE, estableciendo así que el nivel de expresión del gen gyrA es 

el mismo en ambas bacterias. Este gen codifica a la enzima DNA girasa A que está implicada 

en el proceso de replicación del DNA. 
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6.3.1 Pruebas de eficiencia de la RT-qPCR del gen gyrA de JM101 y ACE. 

 

La precisión de ensayos de RT-qPCR se correlaciona con la eficiencia de la reacción de PCR, 

la cual es importante cuando se realiza una cuantificación relativa de transcritos haciendo uso 

de genes de referencia (Bustin et al. 2009).  

Para calcular la eficiencia de la reacción se hicieron diluciones seriadas del cDNA para llevar 

a cabo RT-qPCR del gen gyrA para cada cepa. Con los datos obtenidos se graficó el Cq del 

gen gyrA contra el Log del número de copias del DNA y despues se ajustaron los datos a un 

modelo lineal (Gráfica 4 y 5). 

 

Gráfica 4. Curva patrón del gen gyrA de la cepa JM101 

 

Gráfica 5. Curva patrón del gen gyrA de la cepa ACE. 
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Del modelo lineal se utilizó el valor de la pendiente para calcular la eficiencia de la reacción 

de la RT-qPCR del gen gyrA de JM101 y ACE. Se obtuvieron pendientes entre -3.11 y -3.6 

con una R2>0.98 que se consideran aceptables (Tabla 8).Para que un ensayo sea óptimo, se 

deben obtener curvas estándar lineales con una R2> 0.98 con una eficiencia de amplificación 

alta de 90 a 105 % (Taylor et al. 2010), en los ensayos se obtuvieron valores de eficiencia 

del 90 al 100 % (Tabla 8). 

 

Curva Pendiente Eficiencia % R2 

JM101 -3.11 100 0.997 

ACE -3.58 90 0.985 

 

Tabla 8. Eficiencia de la reacción de amplificación del gen gyrA en JM101 y ACE, pendiente y coeficiente de 

correlación obtenido. 

 

Con los resultados anteriores podemos decir que los ensayos de RT-qPCR del gen gyrA 

fueron óptimos y se pudo utilizar como gen de referencia para el análisis de expresión de 

genes relativo entre JM101 y ACE. 

 

6.4 Análisis de expresión de genes del metabolismo de acetato entre JM101 y ACE.  

Se llevaron a cabo RT-qPCR de genes involucrados en el catabolismo de acetato en JM101 

y ACE con el objetivo de conocer las diferencias en el nivel de expresión de genes relativo 

entre ambas bacterias.  

Como método de cuantificación se utilizó el método 2-𝚫𝚫Ct (Livak y Schmittgen 2001) y como 

gen de referencia se utilizó el gen gyrA. Los datos se normalizaron a un valor de uno, es decir 

que el nivel de expresión de los genes del catabolismo de acetato en JM101 siempre es uno. 
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Se construyó una gráfica de barras con los niveles de expresión de genes de ACE, donde las 

barras en rojo representan genes que se sobreexpresaron en esta bacteria respecto a JM101 

mientras que las barras en color verde corresponden a los genes que se subexpresan en ACE 

y las barras en gris son genes donde no hubo cambio de expresión significativo entre JM101 

y ACE. Para que el cambio en el nivel de expresión de genes entre JM101 y ACE sea 

significativo este debe ser mayor a dos o menor a menos dos, este límite se representó 

mediante una línea punteada (Gráfica 6). 

 

Gráfica 6. Niveles de expresión relativos de la cepa ACE respecto a los genes de la cepa de referencia JM101 

y tomando como control interno el gen gyrA, normalizando a uno el nivel de expresión de los genes de 

JM101. Las barras en rojo representan sobreexpresión de genes, las barras en verde indican subexpresión, 

mientras que las barras grises indican que no hubo un cambio significativo en la expresión de los genes de 

JM101 y ACE. La línea punteada representa el límite del cambio significativo en la expresión de genes de 

ACE respecto a la cepa de referencia, correspondiendo a un valor de ±2 veces.  

 

También se realizó un esquema del metabolismo de acetato con la finalidad de poner en 

contexto los resultados presentados en la gráfica 6. Este esquema inicia en la introducción 

del acetato al interior de la célula para que posteriormente este metabolito se transforme en 

acetil-CoA y sea metabolizado a través del CATC, RG, rutas anapleróticas, gluconeogénesis, 
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glucolisis y vía de las pentosas fosfato (Figura 8). De igual forma, las flechas en verde indican 

subexpresión de genes en ACE, mientras que las flechas en rojo indican sobreexpresión de 

genes en esta bacteria respecto a JM101. 

Los valores numéricos exactos del nivel de expresión de genes relativo de ACE respecto a 

JM101 se presentan en el Anexo B. Por simplicidad, los resultados se discutirán por 

secciones. 

 

 

Figura 8. Catabolismo de acetato en ACE y JM101. Metabolitos y genes involucrados. Para la construcción 

de esta figura, se tomaron en cuenta los valores de expresión significativos (mayores a 2 o menores a -2). Las 

flechas en rojo representan sobreexpresión, las flechas en verde subexpresión de los genes de ACE 

comparados con la expresión de genes de JM101 y las flechas en negro representan niveles de expresión de 

genes iguales entre ambas cepas. Las flechas punteadas indican ausencia de la reacción en ACE. Se utilizó 

como gen de referencia la expresión de gyrA. Abreviaturas usadas: Glucosa (Glc), glucosa 6-fosfato (G6P), 

fructosa 6-fosfato (F6P), fructosa-1-6-bisfosfato (F 1,6P), gliceraldehido-3-fosfato (G3P), gliceraldehido-1,3 

fosfato (G 1,3P), fosfoenolpiruvato (PEP), piruvato (PYR), acetil-coenzima-A (Ac-CoA), citrato (CIT), 

isocitrato (ICT), -cetoglutarato (-KG), succinil-CoA (SUC-CoA), succinato (SUC), fumarato (FUM), 

malato (MAL), acetato (Ace), Acetil-fosfato (acetil-P), Acetil-AMP (A-AMP), 6-fosfogluconolactona 

(6PGNL), 6-fosfogluconato (6PGNT), ribulosa-5-fosfato (RU5P), xilulosa-5-fosfato (X5P), ribosa 5-fosfato 

actP 
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(R5P), eritrosa-4-fosfato (E4P), seudoheptulosa-7-fosfato (S7P). Enzimas que llevan a cabo las reacciones 

entre metabolitos y entre paréntesis el gen que codifica a estas proteínas:  gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa (gapA), fosfoglicerato cinasa (pgk), fructosa-1,6-bisfostatasa (fbp), ribosa 5-fosfato isomerasa 

(rpiA), ribulosa-fosfato 3-epimerasa (rpe),  transcetolasa (tktA), transaldolasa (talA), acetato cinasa (ackA), 

acetil-coenzimaA-sintetasa (acsA), acetato permeasa (pta), citrato sintasa (gltA), aconitato hidratasa (acnB), 

Isocitrato liasa (aceA), malato sintasa (glcB), succinato deshidrogenasa (sdhC), Fumarato hidratasa (fumA), 

malato deshidrogenasa (mdh), malato deshidrogenasa (sfcA), malato deshidrogenasa (maeB), 

fosfoenolpiruvato carboxicinasa (pck), fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), Isocitrato deshidrogenasa (icd), 

succinil-coenzimaA-sintetasa (sucA). 

 

 

 

6.4.1 Transporte de acetato.  

 

El gen actP que codifica a la enzima acetato permeasa, y que está involucrada en el transporte 

de acetato al interior de la célula en E. coli (Gimenez et al. 2003), no tiene un nivel de 

expresión diferente entre JM101 y ACE, el nivel de expresión de este gen en ACE fue de 0.9 

± 0.1 veces respecto a la cepa de referencia (Gráfica 6). Por lo tanto, las diferencias en el 

catabolismo de acetato entre JM101 y ACE parece ser que no se deben a una cuestión de 

transporte mediado por esta proteína 

Como se mencionó anteriormente, ACE tiene un qS mayor a la de JM101 (Tabla 7), esto nos 

hace pensar que al igual que en JM101, en ACE podría existir otra proteína involucrada en 

el trasporte de acetato, aunque por el momento no hay evidencia de esto. De hecho se sabe 

que ACE no tiene el gen yaaH, pero siempre cabe la posibilidad de que el acetato permea 

libremente a través de la célula. 

6.4.2 Ruta Pta-AckA y Acs. 

 

Las enzimas Pta y AckA catalizan la transformación de acetato a acetil-CoA, estas proteínas 

se encuentran codificadas por los genes pta-ackA y se sobreexpresaron 2.8 ± 0.4 y 9.4 ± 0.2 

veces respectivamente en ACE en comparación con JM101 (Gráfica 6, Figura 8). 

Otra vía alternativa en bacterias para generar acetil-CoA a partir de acetato está mediada por 

la actividad de la enzima Acs codificada por el gen acs. De modo contrario a los genes ackA-
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pta, acs se subexpresó -24.4 ± 4.4 veces en comparación con la cepa de referencia (Gráfica 

6, Figura 8). 

Estas dos rutas de asimilación de acetato pta-ackA y acs son de suma importancia en el 

metabolismo de acetato, pero también desde el punto de vista de regulación enzimática. Esto 

se debe a que las formas metabólicas activas del acetato, es decir, el acetil-CoA y el acetil-F 

son donadores de grupos acilo y grupos fosfato para la acetilación y fosforilación de proteínas 

respectivamente (Bernal, Castaño-Cerezo y Cánovas 2016; Gallego 2018) 

De manera particular en bacterias como E. coli el mecanismo principal para la acetilación de 

proteínas es mediante compuestos acilados, lo cual podría afectar la actividad enzimática, 

teniendo un efecto sobre la regulación global del metabolismo (Bernal, Castaño-Cerezo y 

Cánovas 2016; Gallego 2018) 

Tanto el acetil-CoA como el acetil-F pueden acumularse en la célula. Probablemente en ACE 

exista una mayor acumulación de estos metabolitos en comparación con JM101 debido a la 

sobreexpresión de los genes pta-ackA. Esto podría tener un efecto sobre el metabolismo de 

acetato y sobre la regulación enzimática de esta bacteria. Además, se ha observado que una 

ruta pta-ackA más activa beneficia el crecimiento celular (Dittrich, Bennett y San 2005). 

En E. coli, la función de acs es principalmente catabólica, su expresión está ligada a ackA y 

pta, así como a la ruta del glioxilato. La enzima Acs está regulada por acetilación y 

desacetilación enzimática por medio de PatZ y CobB respectivamente.  

De acuerdo a los niveles de expresión, obtenidos en este estudio, parece ser que de modo 

contrario a JM101 (Dittrich, Bennett y San 2005; Enjalbert et al. 2017; Oh et al. 2002), ACE 

utiliza la ruta pta-ackA para catabolizar acetato sobre la ruta acs (Gráfica 6).  
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6.4.3 Ciclo de los ácidos tricarboxílicos y ruta del glioxilato. 

 

Los genes que codifican para las primeras enzimas del CATC, gltA y acnB (citrato sintasa y 

aconitato hidratasa), se encuentran sobreexpresados en ACE en comparación con JM101, el 

primer gen se expresó 2.4 ± 0.1 veces mientras que el segundo 3.6 ± 0.3 veces (Gráfica 6, 

Figura 8). La sobreexpresión de estos genes en ACE podría ser relevante en el catabolismo 

de acetato de esta bacteria tomando en cuenta que cuando E. coli crece en acetato como 

fuente de carbono se induce la síntesis de GltA representando un paso limitante de la 

gluconeogénesis (Walsh y Koshland 1985). Por otro lado, se ha reportado que el gen acnB 

se sobreexpresó en cultivos de E. coli al utilizar fuentes de carbono gluconeogénicas como 

el glicerol y el acetato en comparación con su cultivo en glucosa (Martínez et al. 2012; 

Cunningham, Gruer y Guest 1997).  

Un punto clave del metabolismo gluconeogénico en bacterias es la partición de carbono entre 

la RG y la parte baja del CATC a partir de isocitrato. Las reacciones catalizadas por la 

isocitrato deshidrogenasa (Icd) y la -cetoglutarato deshidrogenasa (SucAB) generan poder 

reductor en forma de NADPH y NADH pero con la consecuente pérdida de CO2. En 

contraste, la RG mediada por las enzimas isocitrato liasa (AceA) y las malato sintasas (GlcB) 

generan succinato y malato con el fin de subsecuentemente incorporar carbono a la síntesis 

de biomasa. 

No hay cambios significativos en la expresión del gen icd entre JM101 y ACE (1.2 ± 0.1), 

sin embargo este punto es importante en la regulación del flujo de carbono a través del CATC 

y la RG. 

El caso en particular de la Icd es interesante, en E. coli la afinidad de esta enzima por el 

isocitrato es mayor que la de AceA (Hoyt, Johnson y Reeves 1991). Sin embargo, cuando E. 
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coli crece en acetato, la afinidad de la Icd hacia el isocitrato disminuye por efecto de la 

fosforilación de la enzima mediada por la proteína reguladora AceK y el flujo de carbono se 

dirige preferencialmente hacia la RG (El-Mansi et al. 2006). Las cepas de Acinetobacter 

calcoaceticus y ADP1 poseen dos distintas Icd de diferente tamaño. Una es similar en tamaño 

a la de E. coli denominada Icd-1 de 418 aminoácidos y 436 aminoácidos y la segunda enzima 

de mayor tamaño es la Icd-2 de 745 aminoácidos y 743 aminoácidos para A. calcoaceticus y 

ADP1, respectivamente. En contraste, ACE tiene una sola Icd de 745 aminoácidos que es 

homóloga a la Icd-2 de A. calcoaceticus con un 83% de identidad. 

Se ha reportado que cuando A. calcoaceticus crece en acetato, las actividades de la Icd-2 y 

de AceA incrementan simultáneamente, mientras que la actividad de la Icd-1 disminuye 

(Reeves, O’Neil y Weitzman 1986; Hoyt y Reeves 1992). De manera interesante, el 

glioxalato regula alostéricamente la actividad de Icd-2 pero no de la Icd-1 en A. calcoaceticus 

(Reeves, O’Neil y Weitzman 1986). Esta regulación podría explicar el incremento concertado 

en las actividades de la Icd-2 y de AceA en cepas de Acinetobacter pero no en E. coli, lo cual 

podría ser un aspecto metabólico importante para explicar las diferencias en el crecimiento 

en sustratos gluconeogénicos entre ambos géneros bacterianos. Mediante análisis de balance 

de flujos (FBA, por sus siglas en inglés), recientemente se obtuvieron flujos de carbono 

mayores simultáneamente tanto para la parte baja del CATC y RG en A. schindleri ACE en 

comparación con JM101 (Sigala et al. 2019, Anexo A). Finalmente, dado que ACE no cuenta 

con los genes de la parte oxidativa de la vía de las pentosas fosfato (zwf y gnd), la principal 

fuente de NADPH en esta bacteria deberá ser generado de la actividad de la Icd-2. 

Por otra parte, la expresión del operón sucABCD de la parte baja del CATC en ACE (-2.2 ± 

0.1) no presentó cambios significativos en comparación con JM101 (Gráfica 6 y Figura 8). 
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Los genes de este operón codifican para los complejos de enzimas -cetoglutarato 

descarboxilasa y succinil-CoA sintetasa. Lo anterior es acorde a los resultados de los 

parámetros respiratorios reportados en secciones anteriores, donde no hay diferencias 

significativas entre JM101 y ACE. 

Los valores de expresión de genes relativo parecen indicar que la ruta del glioxilato está más 

activa en ACE que en JM101 ya que los genes aceA, glcB, sdhC, fumA y mdh que codifican 

para las enzimas isocitrato liasa, malato sintasa, succinato deshidrogenasa, fumarato 

hidratasa y malato deshidrogenasa, se sobreexpresan en ACE con valores de 15.9 ± 1.6, 4.6 

± 0.3, 4.3 ± 0.2, 12.4 ± 0.3 y 2.6 ± 0.1 respectivamente (Figura 8 y Gráfica 6).  

Como se ha mencionado anteriormente, la RG es necesaria para el crecimiento de E. coli en 

acetato ya que los genes aceA y glcB son esenciales para el consumo de este sustrato 

(Kornberg et al. 1966; Valgepea et al. 2010; Oh et al. 2002). Cuando se inactivó el gen aceA 

en E. coli que codifica a la enzima isocitrato liasa, este microorganismos perdió su capacidad 

de crecer en acetato (Kornberg et. al. 1966). Este gen tiene el nivel de sobreexpresión más 

alto en la cepa ACE en comparación con JM101, con un valor de 15.9 ±1.6 veces (Gráfica 

6). 

Como se mencionó anteriormente, en E. coli Icd es regulada mediante fosforilación 

permitiendo así el flujo a través de la RG, sin embargo, podría ser que la regulación de la 

enzima Icd en ACE sea diferente. Es posible que en ACE la expresión del gen aceA deba ser 

mayor para balancear el flujo de carbono entre la ruta del glioxilato y el TCA.  
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6.4.4 Rutas anapleróticas y gluconeogénesis. 

 

Los genes maeB y sfcA que codifican para las enzimas málicas dependientes de NADP+ y 

NAD+, respectivamente, descarboxilan el malato en piruvato y son una conexión entre el 

CATC y la gluconeogénesis (Bologna, Andreo y Drincovich 2007). Durante el crecimiento 

de E. coli en acetato, la expresión de los genes maeB y sfcA se induce (Oh et al. 2002). En el 

presente trabajo, el gen maeB se expresa 1.9 veces y el gen sfcA se subexpresa -7.7 veces en 

ACE respecto a JM101 (Gráfica 6 y Figura 8). Por tanto, la cepa ACE expresa el gen maeB 

preferencialmente sobre sfcA. Como se ha mencionado, debido a que ACE carece de la fase 

oxidativa de la vía de las pentosas fosfato donde se genera poder reductor en forma de 

NADPH, la actividad de MaeB junto con la de la Icd son las fuentes principales de poder 

reductor en esta bacteria. 

El gen ppc codifica para la enzima Ppc que genera OAA a partir de PEP y está activa bajo 

condiciones glucolíticas. Este gen es el que presenta un nivel de expresión más bajo (0) en 

ACE en comparación con JM101, indicando que en esta cepa se activa la expresión de pck, 

como era de esperarse debido a que el catabolismo de acetato es gluconeogénico. De manera 

interesante, cuando JM101 con una mutación en el gen ppc se cultivó en glicerol como fuente 

de carbono, esta bacteria no fue capaz de crecer (Martínez et al. 2012), lo cual evidencia un 

posible rol de la actividad Pck/Ppc incluso en condiciones gluconeogénicas, situación 

metabólica poco probable en ACE. 

Por otra parte, la enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa codificada por el gen pck y que 

cataliza la reacción inversa es decir, la generación de PEP tomando como sustrato el 

oxalocetato, se expresó 1.6 ± 0.3 veces respecto a la cepa JM101 (Gráfica 6). El gen pck es 

responsable del flujo de carbono del CATC a las vías gluconeogénicas en cultivos con acetato 
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como fuente de carbono (Oh et al. 2002; Martínez et al. 2012; Kwon, Lee y Kim 2008); de 

hecho, este gen se sobreexpresa en cultivos de E. coli en acetato como fuente de carbono. De 

manera interesante, cuando se sobreexpresa el gen pck en E. coli y se cultiva en medio 

mínimo con glucosa como fuente de carbono, el rendimiento biomasa sustrato es superior 

respecto a la cepa silvestre (Kwon, Lee y Kim 2008). Un flujo de carbono mayor a través de 

Pck pudiera estar asociado con el Yx/s superior en ACE respecto a JM101, situación simulada 

en el modelo recientemente descrito (Sigala et al. 2019, Anexo A) en el que incluso se 

predicen bajos flujos de carbono de las enzimas málicas y donde el piruvato se destina 

exclusivamente a la síntesis de biomasa pues el flujo de Pps es cero. 

Los genes pck, sfcA y maeB son esenciales para el crecimiento en intermediarios del CATC 

o en sustratos que entran al MCC a través de acetil-CoA como es el caso de acetato (Bologna, 

Andreo y Drincovich 2007).  

 

6.4.5 Glucólisis y vía de las pentosas fosfato. 

 

ACE no tiene los genes de la parte oxidativa de la vía de las pentosas fosfato, zwf y gnd, que 

codifican para las enzimas glucosa-6-deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa 

respectivamente (Sigala et al. 2017). Por tal motivo, la glucosa-6-fosfato que se genera 

gluconeogénicamente se debe destinar básicamente a la formación de biomasa. Por otro lado, 

la formación de ribosa-5-fosfato y eritrosa-4-fosfato, que igualmente se requieren para la 

síntesis celular, se deben obtener a partir de las triosas de la vía glucolítica. Lo anterior está 

en concordancia con la sobreexpresión de los genes tktA y talA, se sobreexpresan 2.9 ± 0.3 y 

2.7 ± 0.1 veces que en JM101 respectivamente (Gráfica 6 y Figura 8). En el modelo de flujos 

metabólicos mencionado anteriormente (Sigala et al. 2019, Anexo A), se predice un flujo de 
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gliceraldehído-3-P hacia ribosa-5-fosfato y eritrosa-4-fosfato en sentido inverso al que ocurre 

naturalmente en E. coli. Las enzimas trascetolasa y transaldolasa están codificadas por los 

genes tktA y talA y forman parte de la fase no oxidativa de las pentosas fosfato. La primera 

enzima genera ribosa-5-fosfato y xilulosa-5-fosfato a partir de gliceraldehído-3-fosfato y 

seudoheptulosa-7-fosfato. La segunda enzima produce gliceraldehído-3-fosfato y 

seudoheptulosa-7-fosfato tomando como sustrato eritrosa-4-fosfato y fructosa 6-fosfato F6P. 

Otro aspecto que apoya lo anterior es el hecho de que el gen rpiA codifica a la enzima ribosa-

5-fosfato isomerasa, que cataliza la producción de ribosa-5-fosfato utilizando como sustrato 

la ribulosa-5-fosfato, y que en la cepa ACE este gen se subexpresa -8.1 ± 0.2 veces respecto 

a la cepa de referencia JM101 (Gráfica 6 y Figura 8). La sobreexpresión de los genes talA, 

tktA apoyaría el supuesto de que en la cepa de ACE habría una mayor disponibilidad de 

precursores metabólicos como la ribosa-5-fosfato importante para la síntesis de nucleótidos, 

y de eritrosa-4-fosfato que es precursor de aminoácidos aromáticos involucrados en la 

síntesis de proteínas, lo que podría contribuir a la diferencia del Yx/s entre ACE y JM101. 

Como se ha mencionado, ACE carece de los genes pykAF y pfkAB que codifican para las 

piruvato cinasas y las fosfofructo cinasas, respectivamente (Sigala et al. 2017). Las 

correspondientes enzimas gluconegénicas en estos puntos metabólicos son la PpsA y la Fbp 

(fosfoenol piruvato sintasa y la fructosa bifosfatasa). La expresión de los genes ppsA y fbp 

no cambia entre las cepas ACE y JM101 en acetato (Gráfica 6 y Figura 8). Finalmente, genes 

como pgk que codifica para la enzima fosfoglicerato cinasa y gapA que genera 

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa se subexpresan en ACE (-2.8 ± 0.6 y -24.2 ± 0.8 

respectivamente) en comparación con JM101 (Gráfica 6 y Figura 8). En E coli estos genes 

también se subexpresaron al utilizar acetato en comparación con su cultivo en glucosa (Oh 

et al. 2002).  
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7 CONCLUSIONES. 

 

El catabolismo de acetato es más eficiente en ACE que en JM101 debido a que tiene una  

tres veces más elevada y con un Yx/s dos veces mayor. 

Los niveles de expresión de los genes ackA-pta y acs, sugieren que la ruta preferencial de 

ACE para la asimilación del acetato es la ruta de 2 pasos ACKA-PTA en ACE, de modo 

contrario a JM101 que prefiere la ruta mediada por ACS.  

Existe una sobreexpresión de los genes aceA y glcB de la ruta del glioxilato en ACE respecto 

a JM101 y posiblemente la sobreexpresión de estos genes ayude a ACE a ahorrar esqueletos 

de carbono que podría contribuir al Yx/s superior en esta cepa, así como mayor cantidad de 

precursores metabólicos provenientes del CATC. Esto está en concordancia con el hecho de 

que el RQ es menor en ACE en comparación al de JM101. 

La sobreexpresión de los genes talA y tktA en ACE sugiere que debido a que esta bacteria no 

cuenta con la vía oxidativa de las pentosas fosfato, la producción de ribosa 5-P y eritrosa 4-

P requeridos para la síntesis de biomasa, deberán ser producidos a partir de triosas. 
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8 PERSPECTIVAS. 

 

Para complementar los resultados de expresión de genes relativo del presente estudio, se 

podrían determinar en ACE y JM101 las actividades de las enzimas más relevantes para el 

catabolismo de acetato. Tal es el caso de Pta-AckA, Icd, AceA, Pck y las enzimas málicas, 

entre otras. 

También se podrían analizar los efectos de sobreexpresar genes de ACE como ackA, icdh o 

aceA en E. coli para determinar si tienen un efecto positivo en el catabolismo de acetato. 

Incluso, estos estudios de sobreexpresión se podrían hacer en cepas de E. coli PTS- y con los 

genes pykAF inactivos para emular una estructura del metabolismo central equivalente al de 

ACE (Sabido et al. 2014). 

Se podría hacer un estudio sobre trasportadores de acetato en ACE, mediante la utilización 

de sustratos marcados radioactivamente y ver si la eficiencia del catabolismo de acetato de 

esta bacteria está relacionada a una cuestión de trasporte.  

Por último, con los resultados obtenidos podríamos pensar en utilizar a ACE como un agente 

detoxificador de acetato en hidrolizados de biomasa lignocelulósicos. Incluso, se podría 

desarrollar un sistema de detoxificación donde se inmovilice a ACE para facilitar los 

procesos de separación subsecuentes.  
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10 ANEXOS. 

 

10.1 Anexo A. Carátula de artículo publicado. 
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10.2 Anexo B. Niveles de expresión de genes relativo entre ACE y JM101. 

 
 

Ruta metabólica y genes analizados. Expresión de genes 

a) Rutas de consumo de acetato y genes anapleróticos. 

actP 0.9 ± 0.1 

ackA 2.8 ± 0.4 

Pta 9.4 ± 0.2 

acsA -24.4 ± 4.4 

ppsA 1.1 ± 0.1 

fbp -1.7 ± 0.6 

pck 1.6 ± 0.3 

ppc  0 

sfcA -7.7 ± 1.4 

maeB 1.9 ± 0.4 

b)       Ciclo de los ácidos tricarboxílicos y ruta del glioxilato 

icdA 1.2 ± 0.1 

gltA 2.4 ± 0.1 

sucA -2.2 ± 0.1 

sdhC 4.3 ± 0.2 

acnB 3.6 ± 0.3 

fumA 12.4 ± 0.3 

mdh 2.6 ± 0.1 

glcB 4.6 ± 0.3 

aceA 15.9 ± 1.6 

c) Vía de las pentosas fosfato 

tktA 2.9 ± 0.3 

talA 2.7 ± 0.1 

rpiA -8.1 ± 0.2 

rpe 1.6 ± 0.1 

d) Glucólisis  

pgi 1.4 ± 0.2 

pgk -2.8 ± 0.6 

gapA -24.2 ± 0.8 

 

 

Tabla 9. Niveles de expresión de genes de ACE en comparación con los de JM101. Los valores de RT-qPCR 

fueron obtenidos de 2 cultivos independientes en reactor con menos de un 30% de variación. 
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10.3 Anexo C. Pruebas de primers. 

 

Se llevó a cabo PCR´s de cada gen de estudio para comprobar que los primers amplifican y 

para determinar la especificidad de los mismos. 

 

 

Figura 9.- Electroforesis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE al 0.5X. 1=Marcador de peso 

molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, del carril 2 al 14 amplicones de 101 pb de 

los genes presentes en Acinetobacter schindleri: 2= actP, 3=acsA, 4=acs, 5=ackA, 6=ptaA, 

7=adh1, 8=adh2, 9=adh3, 10=gltA, 11=acnB, 12=aceA ,13=glcB, 14=icdA, 15=Marcador de 

peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder. La electroforesis se corrió a 70 V en 

buffer TBE 0.5X durante 1 hora y 20 min. 
 

En el carril 8 de la imagen 9 no se ve el producto de PCR del gen adh2. Las bandas de los 

productos de PCR de los genes restantes si se visualizan y además tienen un tamaño 

aproximado de 100 pb. 
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El siguiente gel de electroforesis también corresponde a PCR´s de genes de A. schindleri 

(Figura 10).  

 

 

Figura 10.- Electroforesis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE al 0.5X. 1=Marcador de 

peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, del carril 2 al 15 amplicones de 101 pb 

de los genes presentes en A. schindleri: 2= ppc, 3=pckC, 4=ppsA, 5=pgkA, 6=gapA1, 

7=gapA2, 8=gyrA, 9=secA, 10=dnaG, 11=tktA, 12=talA ,13=rpiA, 14=Marcador de peso 

molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, 15=pozo sin muestra. La electroforesis se 

corrió a 70 V en buffer TBE 0.5X durante 1 hora y 20 min. 
 

En el carril 13 del gel de electroforesis tampoco hay producto de PCR del gen rpiA, de igual 

manera, se distinguen bandas de aprox. 100 pb de las PCR´s de los genes ppc, pckC, ppsA, 

pgkA, gapA1, gapA2, gyrA, secA, dnaG, tktA y talA (Figura 10).  
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Figura 11.- Electroforesis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE al 0.5X. 1=Marcador de 

peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, del carril 2 al 15 amplicones de 101 pb 

de los genes presentes en A. schindleri: 2=rpe, 3=ftsZ, 4=recA, 5=ropB, 6=ropC, 7=adk, 

8=gmk, 9=icdA, 10=sucA, 11=sdhC1, 12=sdhC2 ,13=fumA, 14=mdh, 15=pozo sin muestra. 

La electroforesis se corrió a 70 V en buffer TBE 0.5X durante 1 hora y 20 min. 

 

Los primers para amplificar los genes rpe, ftsZ, recA, ropB, ropC, adk, gmk, icdA, sucA, 

sdhC1, sdhC2, fumA y mdh de A. schindleri (Figura 11) sirven para llevar a cabo la reacción 

en cadena de la polimerasa y además dan productos unicos de amplificación. El tamaño de 

los amplicones es de aproximadamente 100 pb, los primers fueron diseñados para obtener 

amplicones de 101 pb.  
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Figura 12.- Electroforesis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE al 0.5X. 1=Marcador de 

peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, del carril 2 al 5 amplicones de 101 pb 

de los genes presentes en A. schindleri, del carril 6 al 15 amplicones de 101 pb de genes 

presentes en Escherichia coli JM101. 2=maeB, 3=sfcA, 4=fbp, 5=pgi, 6=gyrB, 7=gyrA, 

8=secA, 9=dnaG, 10=adk, 11=gmk, 12=ftsZ ,13=recA, 14=rpoB, 15=ropC. La electroforesis 

se corrió a 70 V en buffer TBE 0.5X durante 1 hora y 20 min. 
 

El gel de electroforesis en gel de agarosa (Figura 12) fue cargado con productos de PCR de 

la cepa A. schindleri (Carriles del 2 al 5) y Escherichia coli JM101 (Carriles del 6 al 15).  

De igual manera los primers son específicos, en el gel de electroforesis no se ven productos 

de PCR inespecíficos, solo se distingue una banda de tamaño de 100 pb aproximadamente.  
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Figura 13.- Electroforesis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE al 0.5X. 1, 2, 3, 

4,15=Carriles sin muestra, 5=Marcador de peso molecular GeneRuler Low Range DNA 

Ladder, 6=actP, 7=acsA, 8=ackA, 9=pta, 10=poxB, 11=gltA, 12=adh2As, 13=aceAAs, 14= 

Marcador de peso molecular. La electroforesis se corrió a 70 V en buffer TBE 0.5X durante 

1 hora y 20 min. 

 

Se repitió la amplificacion de los genes adh2 y aceA de A. schindleri y nuevamente no 

amplificó el gen adh2 (Carril 12), el gen aceA si amplificó (Carril 13) Ver  imagen 7. 

El gen actP de Escherichia coli no amplificó, sin embargo, se distinguen dos productos de 

PCR, uno menor a 300 pb y el otro mayor a 700 pb (Figura 13). 

Lo que se hizo fue rediseñar los primers para la amplificacion de actP, con los mismos 

parametros con los que se diseñaron los oligonucleotidos de ACE. Se llevó a cabo la PCR 

tomando como templado DNA genómico de JM101 y se obtuvo una banda de 

aproximadamente 101 pb (Figura no reportada). 
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