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Papel de los reguladores transcripcionales Fur (Ferric Uptake Regulator) en la 

síntesis de exopolisacáridos y formación de biofilms en Anabaena sp. PCC7120.   

 

Resumen: 

Las cianobacterias presentan un gran potencial como biofertilizantes debido a 

sus numerosas estrategias de adaptación, entre las que destaca la producción 

de biofilms. La matriz del biofilm protege a la cianobacteria y le permite crecer en 

condiciones hostiles, como deficiencia de nutrientes o altos niveles de salinidad, 

por lo que puede proliferar en suelos erosionados por la sobrecarga de 

actividades agrícolas y proveer un soporte para el crecimiento de otros 

microorganismos beneficiosos. Además, algunas cianobacterias como 

Anabaena contribuyen a la fertilización con el proceso de fijación biológica de 

nitrógeno. Trabajos preliminares llevados a cabo por el grupo de investigación 

en Regulación Génica y Fisiología de Cianobacterias de la Universidad de 

Zaragoza, sugieren que las tres proteínas de la familia de reguladores 

transcripcionales FUR (FurA, FurB y FurC) presentes en Anababena sp. 

PCC7120, pueden controlar algunos de los factores que influyen en la 

producción de biofilms en esta cianobacteria. En este trabajo se ha analizado el 

impacto de la desregulación de las proteínas FUR de Anabaena en la producción 

de biofilms en diferentes condiciones de estrés. Para ello se ha estudiado cómo 

afecta la deficiencia de nitrógeno y altos niveles de salinidad a la producción de 

exopolisacáridos presentes en los sobrenadantes de cultivos de Anabaena y 

como se ven afectadas otras características como su metabolismo, crecimiento 

y morfología. Además, se han seleccionado un conjunto de genes relacionados 

con la síntesis de exopolisacáridos y se ha evaluado su posible regulación por 

FurA y FurC mediante ensayos de cambio en la migración electroforética 

(EMSA). Estos genes fueron escogidos con base en resultados previos de q-RT-

PCR en los que se observó un alto nivel de expresión en condiciones de 

deficiencia de nitrógeno. Un total de seis glicosiltransferasas fueron evaluadas 

como dianas potenciales de FUR, la presencia de Fur boxes para FurA y FurC 

confirmó estos resultados. Adicionalmente, se cuantificó en sobrenadante la 

cantidad de exopolisacárido producido por la estirpe silvestre de Anabaena sp. 



 
 

PCC7120 y sus variantes de sobreexpresión AG2770FurA, VCS2770FurB y 

EB2770FurC en deficiencia de nitrógeno y en 300 mM de NaCl. Así mismo se 

evaluó la capacidad de estas cepas para producir biofilms. Finalmente, se 

estudió la capacidad protectora de los exopolisacáridos obtenidos del 

sobrenadante de Anabaena sp. PCC7120 en la germinación de semillas de arroz 

(Oryza sativa) de la variedad Ariete, sometiendo las semillas durante su 

germinación en placas de Petri a condiciones de estrés salino (100 mM de NaCl). 

Los resultados sugieren que FurA y FurC están relacionados con el control de la 

expresión de genes implicados en la formación de biofilms en Anabaena.
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1. Introducción 

1.1. Origen y evolución. 

Las cianobacterias son bacterias gram-negativas fotoautótrofas, que al igual que 

las plantas realizan la fotosíntesis oxigénica, en la cual el agua es el donador 

primario de electrones y se libera oxígeno (O2) como subproducto. Esta 

característica fundamental definió un papel relevante de estos microorganismos 

en la evolución de la vida en la tierra, determinando el paso gradual de una 

atmósfera reductora anoxigénica a una atmósfera rica en oxígeno, que tras la 

evolución de las cianobacterias como grupo microbiano y la aparición de 

cianobacterias pluricelulares desencadenó lo que se denomina la Gran 

Oxidación (Figura 1), proceso que cambió para siempre el curso evolutivo y 

modificó la composición de las formas de vida en el planeta (Canfield et al. 2013). 

 

Figura 1. Representación esquemática del aumento en el nivel de oxígeno en la Tierra durante la historia 

temprana de la vida hace 4500 millones de años y sus respectivos periodos geológicos. Los eventos 

evolutivos más importantes se marcan en flechas, (Modificado de Paleomap Projec scotese.com y de Xiong 

2002). 
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Por otro lado, según la teoría endosimbiótica, las cianobacterias dieron origen a 

los cloroplastos actuales. Las células eucariotas fotoautótrofas llevan a cabo la 

fotosíntesis oxigénica mediante cloroplastos (plastidios) que podrían tener como 

ancestro común una cianobacteria unicelular adquirida por endosimbiosis, la 

cual, mediante procesos evolutivos posteriores, pudo haberse diferenciado en 

organelos especializados (Jensen & Leister. 2014; Oborník. 2019). Como 

resultado de este proceso endosimbiótico se conservan similitudes entre 

cianobacterias y cloroplastos, como la presencia de dos fotosistemas y la ya 

mencionada fotosíntesis oxigénica (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Esquema comparativo entre un cloroplasto y una cianobacteria. El citoplasma de la cianobacteria 

presenta proteínas estructurales que sostienen la maquinaria de fijación de carbono y que están reguladas 

espacialmente. A diferencia de otros procariotas las cianobacterias poseen múltiples cromosomas que se 

encuentran difusos en el citoplasma (Imagen de dominio público creativecommons.org). 

 

Sin embargo, los tilacoides de las cianobacterias no están rodeados de una 

membrana formando organelos como ocurre con los cloroplastos, en lugar de 

ello se sitúan en la región periférica del citoplasma. Los pigmentos en las 

cianobacterias las distingue de otros organismos fotosintéticos, pues poseen 

clorofila a, pero carecen de clorofila b, que es característica de las plantas. 

Además, al igual que las algas rojas, las cianobacterias cuentan con estructuras 

supramoleculares en la membrana tilacoidal denominadas ficobilisomas que 

están asociadas al fotosistema II (van de Meene et al. 2006).  

La capacidad de fijación de nitrógeno por parte de algunas especies de 

cianobacterias permitió su proliferación como organismos de vida libre o en 
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relaciones simbióticas en una gran variedad de ecosistemas, principalmente 

suelos húmedos y hábitats acuáticos. Estas relaciones simbióticas se aprecian 

en la actualidad e incluyen plantas, líquenes, hongos e incluso algunos animales 

como tunicados, entre otros (Hirose et al., 2006). En la actualidad, las 

cianobacterias juegan un papel clave en el mantenimiento de la biosfera por su 

participación en los ciclos del carbono y el nitrógeno (Herrero & Flores., 2008). 

Las cianobacterias presentan gran heterogeneidad en cuanto a 

morfología. Su tamaño celular puede variar hasta 100 veces entre un género y 

otro. Pueden ser unicelulares (Figura 3A), coloniales (Figura 3B) o filamentosas 

(Figura 3C, D, E y F), con filas de células individuales con sus respectivas 

membranas citoplasmáticas, que comparten una membrana externa común. 

Algunas especies como Anabaena sp. PCC7120 desarrollan células 

diferenciadas, siendo uno de los pocos casos de procariotas que presentan 

diferenciación celular (Figuras 3E y F).  

 

 

Figura 3. Diferentes tipos de organización pluricelular y unicelular en cianobacterias. En A y B células de 

Cyanothece sp. y Crocosphaera sp., en C y D filamentos de Trichodesmium sp y Lyngbya sp. en E y F 

filamentos de Nodularia sp. y Anabaena sp.  Las flechas en E y F señalan heterocistos (Modificado de 

Herrero & Flores., 2008). 



1  Introducción 

4 
 

Así mismo, las cianobacterias filamentosas pueden presentar falsas 

ramificaciones, solo los miembros del orden Nostocales presentan verdaderas 

ramificaciones (Dvorak. 2017). Las cianobacterias se reproducen por fisión 

binaria, sin embargo, no se consideran organismos completamente clonales, 

pues presentan flujo horizontal de genes y recombinación, como otros 

procariotas (Cohan & Perry. 2007). Algunas cianobacterias unicelulares pueden 

desarrollar baeocitos o exocitos, que se distinguen de la célula madre por su 

tamaño y forma y por presentar fisión múltiple sucesiva con la consecuente 

liberación de nuevas células (Komárek & Anagnostidis. 1998).  

Las cianobacterias suelen poseer una mayor longitud que otras bacterias, 

y su citoplasma presenta estructuras como carboxisomas, responsables de la 

fijación de CO2 por contener la enzima ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa 

(Rubisco). El citoplasma de la cianobacteria también presenta una gran cantidad 

de gránulos de glucógeno, polisfosfato y cianoficina. Esta última está implicada 

en el almacenamiento de nitrógeno. Durante este proceso el nitrógeno y el 

carbono se movilizan a partir de la cianoficina mediante cianoficinasas 

intracelulares en forma de dipéptidos de aspartato-arginina. El citoplasma de las 

cianobacterias también contiene vesículas gasíferas y tilacoides, donde reside el 

aparato molecular responsable de la fotosíntesis en la estructura denominada 

ficobilisoma (Prasanna et al. 2006). 

Aunque son bacterias Gram-negativas de acuerdo a la estructura y 

composición de su pared celular (Figura 4A), las cianobacterias presentan 

algunas características típicas de las bacterias Gram-positivas (Figura 4B). 

Alrededor de la membrana plasmática se sitúa la pared celular compuesta por el 

espacio periplasmático, una capa de peptidoglicanos más gruesa que la 

comúnmente presente en Gram-negativas y la membrana externa. Algunas 

estirpes pueden sintetizar otras cubiertas denominadas S, que rodean la pared 

celular formando cápsulas. La membrana externa contiene lipopolisacáridos y 

proteínas en la cara externa y lipoproteínas, fosfolípidos y proteínas en la cara 

interna. La membrana externa presenta algunas características propias de 

Gram-positivas, como la presencia de carotenoides o ácidos grasos inusuales 

como el β-hidroxipalmítico. (Hoiczyk & Hansel. 2000). 
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Figura 4. Comparación microscópica de la envoltura celular Gram-negativa de la cianobacteria Phormidium 

uncinatum (A) y Eschericha coli (B). Aquí se puede evidenciar la combinación de características de bacterias 

Gram-positivas y Gram-negativas presentes en la pared celular de la cianobacteria. Como la gruesa capa 

de peptidoglicano y la membrana externa. Respectivamente: CM, membrana citoplasmática; EL, capa 

externa cerulada; OM, membrana externa; P, capa de peptidoglicano (la barra negra horizontal corresponde 

a 0,1 um) (Tomado de Hoiczyk & Hansel. 2000). 

 

Las cianobacterias se encuentran poblando diversidad de hábitats. La gran 

diversidad fisiológica de las cianobacterias les permite estar presentes en una 

gran variedad de ecosistemas, poblando océanos, costas, suelos, y aguas 

continentales, proliferando exitosamente en ambientes extremos de salinidad y 

temperatura como géiseres, desiertos y regiones polares (González et al. 2013). 

De acuerdo a las condiciones nutricionales, las de vida acuática pueden crecer 

de forma masiva y sin control en lo que se ha denominado blooms, dando lugar 

a problemas medioambientales. Además, algunas estirpes de cianobacterias 

producen cianotoxinas (microcistinas, saxitoxinas, anatoxinas, entre otras) cuyo 

impacto ecológico es mayor debido a los procesos de blooms, lo que tiene 

relación con la eutrofización de las aguas (Malik et al. 2020). 

La taxonomía tradicional clasificaba a las algas verde azules (nombre con 

el que se conocía anteriormente a las cianobacterias), de acuerdo al amplio 

rango de morfologías que exhiben. Como ya se mencionó, este grupo microbiano 

presenta gran diversidad en cuanto a tamaño y forma, las hay unicelulares y 

pluricelulares, filamentosas o coloniales. (Wilk et al. 2011; Herrero et al. 2016) 

(Figura 5). 
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Figura 5. Esquema del nivel ordinario de clasificación taxonómica para cianobacterias propuesto por 

Komàrek et al 2014 y modificado por Dvorak 2017. El lado izquierdo contiene ejemplos de morfotipos para 

cada orden. 

 

Posteriormente, los análisis basados en la secuenciación del rRNA 16S y de los 

genes hetR, el regulador que controla la diferenciación a heterocistos (Turner et 

al. 2001; Mazard et al. 2004; Huang et al. 2004; Zhaxybayeva et al. 2006) y el 

gen rbcL (Rubisco) (Singh et al., 2015) permitieron un mejor acercamiento a la 

clasificación y filogenia de las cianobacterias, (Figura 6) (Sánchez-Baracaldo et 

al., 2005). 

1.2. El genoma de las cianobacterias 

El genoma de las cianobacterias está formado por ADN bicatenario circular. El 

tamaño del genoma es diferente de acuerdo a la especie, variando desde 2 hasta 

13 Mb y contienen varias copias de su genoma. La complejidad de las 

estructuras morfológicas de las cianobacterias, así como su habilidad para 

diferenciar distintos tipos de células está relacionada con el tamaño de su 

genoma. Por lo tanto, el proceso evolutivo de las cianobacterias depende de 

eventos de duplicación igual que en otros procariotas.  
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Figura 6. Relación filogenética entre cianobacterias, con base en comparación de secuencias (Sánchez-

Baracaldo et al., 2005., Modificado de Herrero & Flores., 2008). 

 

Las cianobacterias más sencillas como Synechococcus spp. o Synechocystis 

spp. tienen un nivel de ploidía de hasta seis copias de su genoma. Anabaena sp. 

PCC7120 tiene un cromosoma de 6,4 Mb que contiene entre diez y veinte copias 

de su genoma (Wang et al. 2018). Además de su cromosoma, Anabaena sp. 

PCC7120 presenta seis megaplásmidos denominados &, β, γ, δ, ε, y ζ de 408, 

187, 102, 55, 40 y 5 kb respectivamente (Kaneko et al. 2001).  

La proporción de G+C es variable entre en cianobacterias, desde un 37 a 

un 71% dependiendo de la especie. El primer genoma secuenciado fue el de 

Synechocystis sp. PCC6830 (Kaneko et al. 1996). Actualmente la Enciclopedia 

de Genes y Genomas de Kioto (KEGG) contiene 127 genomas de cianobacterias 

en su página web (https://www.genome.jp/kegg/). 

1.3. Diferenciación celular 

Tal y como se ha comentado previamente, algunas cianobacterias pueden 

desarrollar células diferenciadas como mecanismo de defensa a condiciones 

ambientales adversas. Tras su diferenciación, en algunos casos, se establecen 

relaciones entre los diferentes tipos de células en el filamento. La conexión entre 
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células es de carácter nutricional o regulatorio (Kumar et al. 2010). Tres tipos de 

células especializadas son los más caracterizados hormogonios, acinetos y 

heterocistos (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Diferentes tipos de células presentes en cianobacterias formadoras de heterocistos, las flechas 

negras indican heterocistos, la flecha blanca señala un acineto y la flecha roja señala hormogonios en A. 

Anabaena cylindrica, B. Anabaena sp. PCC7120 y C. Nostoc sp. PCC 9203. Modificado de Flores & Herrero. 

2009. 

1.3.1. Hormogonios 

Son cadenas cortas de células que se distinguen de las células vegetativas por 

su movilidad y por su menor tamaño. Suelen presentar vacuolas de gas y 

fototaxis, lo que les permiten flotar y buscar las áreas más iluminadas de su 

hábitat (Meeks & Elhai. 2002). Debido a la característica de movilidad de estas 

estructuras se cree que pueden intervenir en la dispersión de la cianobacteria en 

medios terrestres.  También podrían intervenir en el establecimiento de 

relaciones simbióticas con otros organismos, principalmente con eucariotas. El 

género Nostoc por ejemplo, aumenta la producción de hormogonios   en   
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presencia de Anthoceros punctatus, una planta con la cual establecen simbiosis 

(Campbell & Meeks.1989, Francis et al. 2002). 

La diferenciación de células vegetativas en hormogonios se lleva a cabo 

mediante una serie de divisiones celulares múltiples sin replicación del ADN o 

aumento de la masa celular. Aunque el ADN no se duplique, cada célula recibe 

al menos una copia del genoma. Tras las divisiones celulares el filamento se 

rompe y los hormogonios se desplazan. La diferenciación en hormogonios es sin 

embargo transitoria y se revierte pasadas 96 horas (Campbell and Meeks. 1989; 

Chang et al. 2019). 

1.3.2. Acinetos 

Los acinetos son células grandes, de pared gruesa que contienen gránulos de 

glucógeno, cianoficina y otras moléculas de reserva. Se desarrollan como 

respuesta a estrés en condiciones de baja intensidad lumínica, déficit de fosfato 

o exposición prolongada a bajas temperaturas (Sukenik et al. 2019). A diferencia 

de otras estructuras de resistencia, los acinetos mantienen parte de su actividad 

metabólica, sin embargo, en estas estructuras disminuyen procesos como la 

fijación del CO2 y aumenta la respiración celular (Singh. 2019). Cuando las 

condiciones ambientales son nuevamente favorables para el desarrollo celular, 

los acinetos germinan mediante la lisis de su pared, permitiendo el desarrollo de 

un nuevo filamento (Perez et al. 2018). El gen responsable de la diferenciación 

de una célula vegetativa a acineto se denomina avaK. La mayoría de las 

bacterias que producen heterocistos son capaces de producir acinetos, lo que 

puede deberse a una relación evolutiva entre estas dos estructuras (Zhou & 

Wolk. 2002) 

1.3.3. Heterocistos 

La forma de diferenciación celular más estudiada en cianobacterias son los 

heterocistos, responsables de la fijación del nitrógeno (Wolk, 1996). Los 

heterocistos se producen como respuesta a condiciones de deficiencia de 

nitrógeno en el medio y se reconocen por ser células más grandes y de pared 

engrosada que están intercaladas entre cada 10-15 células vegetativas. El 

heterocisto pierde su actividad fotosintética, pues el proceso de fijación de 
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nitrógeno es incompatible con la fotosíntesis, debido a la alta sensibilidad de la 

nitrogenasa al oxígeno. Así, los heterocistos se desarrollan manteniendo un 

ambiente microaerofílico garantizando así la estabilidad de la enzima (Stal. 2017; 

Paerl. 2017) (Figura 8).  

La diferenciación de una célula vegetativa a heterocisto es un proceso 

complejo que se inicia con el aumento de la ratio C/N y la acumulación de 2-

oxoglutarato, que actúa como una señal de condiciones de nitrógeno limitado en 

el medio. Los niveles de 2-oxoglutarato son sensados por el regulador NtcA, que 

junto con HetR son esenciales para la correcta diferenciación y maduración del 

heterocisto (Flores & Herrero. 2010). 

 

 

Figura 8. Modelo de un heterocisto rodeado de dos células vegetativas. El heterocisto se caracteriza por 

una envoltura compuesta por una capa de glicolípido que conforma la barrera principal de difusión de gases 

(flechas delgadas) y una capa de polisacárido. La envoltura rodea la pared celular con una membrana 

externa, una capa de petidoglucano y una membrana plasmática. Se ha propuesto que el intercambio 

gaseoso en heterocisto desde las células vegetativas puede estar regulado por un mecanismo de cierre y 

apertura (simbolizado con las flechas amarillas). El O2 es asimilado para producir ATP. El N2 y el O2 

compiten por electrones que son importados como sucrosa desde las células vegetativas. Los poros en los 

extremos del heterocisto algunas veces contienen cianoficina (un polímero de Poliaspartato-Multiarginina) 

Nase: Nitrogenasa; CytOx: Citocromo oxidasa; [H]: equivalente reductores (NAD(P)H, FdH) Derivados del 

metabolismo de la sucrosa, (tomado de Stal 2017). 

 

Durante este proceso, en la célula vegetativa suceden una serie de cambios. 

Primero, la célula produce una capa interna de glicolípidos para evitar la difusión 

de gases al interior celular, simultáneamente se forma una capa externa de 



1  Introducción 

11 
 

polisacáridos para dar estabilidad a la envuelta de glicolípidos. El septo formado 

en la zona de contacto entre el heterocisto y la célula vegetativa adyacente 

reduce su tamaño. Posteriormente, los ficobilisomas se desmantelan y las 

ficobiliproteínas son degradadas, los aminoácidos que las componen son 

reciclados y las células en el proceso de formación del heterocisto adquieren una 

pigmentación diferente al de las células vegetativas. En los puntos de unión a las 

células vegetativas adyacentes se forman reservorios de nitrógeno en forma de 

cianoficina en estructuras denominadas gránulos polares (Flores & Herrero. 

2010). Además, se desactiva el fotosistema II interrumpiendo así la producción 

de O2 en la célula. Por lo tanto, la nitrogenasa solo tendrá que protegerse del 

oxígeno producido por las células vegetativas adyacentes, por ello hay un 

aumento en la tasa respiratoria del heterocisto, eliminando así el O2 libre 

remanente, a la vez que aumentan las reservas energéticas en la célula. 

En el heterocisto también se activa una alta actividad de la superóxido 

dismutasa de manganeso, para eliminar los radicales superóxido formados en la 

célula (Kaushik et al. 2017). La ruta principal de fijación de CO2 es también 

desactivada, de esta manera las reservas energéticas y el poder reductor en la 

célula no se emplean en otras rutas metabólicas que no estén relacionadas con 

la fijación de nitrógeno (Meeks & Elhai. 2002; Kumar et al. 2010; Flaherty et al. 

2011; Herrero & Flores. 2019). 

1.4. Fijación de nitrógeno en cianobacterias filamentosas. 

El nitrógeno puede llegar a constituir el 11% del peso seco de cianobacterias. 

Las cianobacterias usan como fuente de nitrógeno principalmente compuestos 

inorgánicos como amonio, nitrato y nitrito. Algunas especies tanto unicelulares 

como filamentosas, son capaces de asimilar el nitrógeno atmosférico (N2), en un 

proceso conocido como fijación biológica de nitrógeno. (Herrero et al. 2001, 

Bothe et al. 2010; Likens. 2010). La fijación biológica de nitrógeno corresponde 

a la siguiente ecuación:  

 

N2 + 8H+ + 8e− + 16 ATP + 16 H2O --> 2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi  
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Este proceso está catalizado por el complejo nitrogenasa reductasa, que está 

bastante conservado en procariotas (Thiel & Pratte. 2014). El complejo consta 

de dos partes: la dinitrogenasa reductasa y la dinitrogenasa, codificados por los 

genes nifH, nifD y nifK. La dinitrogenasa reductasa acepta equivalentes de 

reducción de la flavodoxina o la ferredoxina y los cede a la dinitrogenasa usando 

energía que derivada del hidrólisis de ATP. Durante este proceso, se consume 

una gran cantidad de energía (16 ATP por cada molécula de N2) (Stal. 2017).  

La enzima nitrogenasa requiere además la expresión de otros genes nif. 

En el cromosoma de los heterocistos de Anabaena sp. PCC7120 se encuentra 

un cluster de genes nif con la estructura: nifB–fdxn–nifS–nifU–nifH–nifD–nifK–

Orf–nifE–nifN–nifX–Orf–nifW–hesA-hesB–fdxH. En el cromosoma de células 

vegetativas el cluster es similar, pero los genes fdxN y nifD están interrumpidos 

por fragmentos de 55 y 11 kb respectivamente que se escinden durante el 

proceso de maduración del heterocisto (Huang et al. 1999; Thiel & Pratte. 2014). 

Algunas especies de cianobacterias fijadoras de N2 forman asociaciones 

simbióticas con géneros como Azolla, Cycas, Gunnera, entre otros (Peters 

1991).  

Tomando en cuenta que la nitrogenasa es sumamente sensible al 

oxígeno, algunas especies de cianobacterias han desarrollado estrategias 

diferentes a la diferenciación de heterocistos, como la separación temporal de la 

fotosíntesis, llevando a cabo la fijación de nitrógeno en una misma célula en 

periodos diferentes de acuerdo al reloj circadiano (Berman-Frank et al. 2003; 

Woelfle & Johnson. 2006).    

1.5. Adaptación a la salinidad 

Los procesos de salinización en suelos debidos a la explotación de actividades 

agrícolas son un problema de importancia global, pues representan una 

amenaza a la seguridad alimentaria. Microorganismos como las cianobacterias 

son un componente fundamental de los ecosistemas y juegan un papel 

importante en procesos como los ciclos de carbono, nitrógeno y azufre (Newton 

et al. 2011; Linz et al. 2018) y por lo tanto desempeñan una labor en el 

mantenimiento de la fertilidad de los suelos (Aziz & Hashem. 2003; Abinandan 
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et al. 2019). Sin embargo, altos niveles de sal afectan los procesos metabólicos 

de estos microorganismos, reduciendo la diversidad y estructura de estas y otras 

comunidades microbianas y disminuyendo consecuentemente la fertilidad en 

suelos (Oren. 2008).  

En condiciones ambientales, la salinidad en ecosistemas se debe 

generalmente a una mezcla de cationes como Na+, Ca2+ y Mg2+ y de aniones 

como Cl-, SO4
2- y HCO3

- (Grieve & Grattan. 1999). Na2SO4 es prevalente en 

suelos marinos, así como en suelos destinados a la agricultura, irrigados con 

agua de mar o que han recibido deposición de gases de azufre atmosférico 

(Nriagu. 1978; Swapnil & Rai. 2018). El NaCl por su parte, es la sal predominante 

en procesos de salinidad en diferentes ecosistemas y por lo tanto su efecto en 

microorganismos es el más estudiado (Elanskaya et al. 2002, Pade & 

Hagemann. 2014, Swapnil et al. 2017).  

En microorganismos como Anabaena spp, la salinidad induce estrés 

osmótico en las células al disminuir su potencial hídrico, causando la 

consecuente acumulación de iones intracelulares, afectando de esta manera la 

homeostasis iónica y alterando la permeabilidad de la membrana, ocasionando 

deficiencia de nutrientes (Swapnil et al. 2015). Estas alteraciones inducidas por 

la salinidad conducen a una serie de desórdenes metabólicos tales como 

cambios en la biosíntesis de pigmentos fotosintéticos, en la actividad de los 

fotosistemas I y II, en la fotosíntesis neta, la respiración, la síntesis de proteínas 

y la integridad de la membrana (Jeanjean & Matthijs. 1993; Hasegawa et al. 

2000; Allakhverdiev et al. 2008; Rai et al. 2014; Swapnil et al. 2017). Por otra 

parte, se generan especies reactivas de oxígeno (ROS), produciendo como 

consecuencia daño oxidativo a la célula, conduciéndola a procesos de apoptosis 

(Swapnil et al. 2017). En cianobacterias fijadoras de nitrógeno, el estrés 

producido por altos niveles de salinidad afecta también la actividad de la enzima 

nitrogenasa (Moisander et al. 2002). Se ha reportado que concentraciones de 

200 mM de NaCl incrementan los niveles de cAMP en cultivos de Anabaena sp. 

PCC7120. Ese metabolito podría estar actuando en una cascada de señalización 

con la consecuente expresión de algunos genes responsables de la 

diferenciación a heterocistos (Imashimizu et al. 2005).  
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Muchos organismos utilizan diferentes mecanismos de adaptación para 

sobrevivir estas condiciones de estrés, basados en la evolución de enzimas 

como superóxido dismutasas, peroxidasas, catalasas y glutatión reductasas. 

También se han desarrollado estrategias de defensa no enzimáticas como el uso 

de ácido ascórbico y glutation (Paul et al. 2015). Para contrarrestar el efecto 

tóxico de altos niveles de salinidad, en plantas, por ejemplo, se incrementan la 

actividad enzimática y los niveles de moléculas antioxidantes. En cianobacterias, 

sin embargo, los estudios de respuesta a estrés salino son limitados (Latifi et al. 

2009; Swapnil et al. 2017).   

En procariotas se han desarrollado dos estrategias para la adaptación 

osmótica del citoplasma a los cambios en las concentraciones de sal. Una de 

estas estrategias está basada en la entrada de sal al citoplasma, principalmente 

grandes concentraciones (2-3 M) de iones inorgánicos de KCl, asegurando de 

esta manera la absorción de agua y el mantenimiento de la turgencia en la célula. 

Esta estrategia tiene un costo energético bajo, pero está restringida solo a un 

pequeño grupo de bacterias halófilas. Estos microrganismos extremófilos están 

altamente especializados a condiciones de altos niveles de salinidad, 

desarrollando evolutivamente proteínas con estructuras especializadas que se 

mantienen activas en medios ricos en sal (Müller & Oren. 2003; Oren. 2013).  

Por el contrario, otros microorganismos como las cianobacterias cuando 

se enfrentan a altos niveles de salinidad, usan una estrategia basada en la 

expulsión de sal del citoplasma. La base de esta estrategia es mantener una baja 

concentración interna de iones y la adaptación osmótica es lograda mediante la 

acumulación de moléculas orgánicas pequeñas denominadas solutos 

compatibles, que tienen bajo peso molecular y carecen de carga neta y por lo 

tanto pueden acumularse hasta alcanzar altas concentraciones molares en el 

citoplasma, sin interferir con el metabolismo celular (Pade & Hagemann. 2014). 

Se han descrito variedad de moléculas actuando como solutos compatibles, 

desde aminoácidos y sus derivados hasta azúcares y polialcoholes (Poolman & 

Glaasker.1998).  

En cianobacterias de agua dulce como Synechocystis sp. PCC6803 se ha 

descrito la acumulación de azúcares como trehalosa y sacarosa y otras 
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moléculas como glucosilglicerol y glicinia betaína actuando como solutos 

compatibles para resistir condiciones similares a las presentadas en ambientes 

marinos (600 mM NaCl). Estas moléculas parecen estar involucradas también 

en la resistencia a estrés por deshidratación (Potts. 1999; Singh et al. 2013). En 

esta cianobacteria, que se considera moderadamente halotolerante se han 

descrito entre 200 y 300 genes cuya regulación aumenta y otros 200 genes cuya 

regulación disminuye cuando la célula se enfrenta a altas concentraciones de sal 

(Marin et al. 2004).  Algunos de estos genes en los que la regulación aumenta, 

son importantes para el proceso de aclimatación a la sal, por ejemplo, enzimas 

relacionadas con la síntesis y transporte de glucosilglicerol y proteinas que 

defienden a la célula de especies reactivas de oxígeno (ROS) como sodB. Las 

altas concentraciones de sal también promueven la producción de cAMP y 

aumentan la regulación de genes relacionados con el desarrollo de heterocistos, 

así como genes de transportadores de tipo ABC y genes de glicosiltransferasas 

(Imashimizu et al. 2005; Pade & Hagemann. 2014) Así mismo, en Anabaena spp. 

y otras cianobacterias del orden Nostocales una variedad de oligosacáridos y 

aminoácidos como la prolina, desempeñan el papel de solutos compatibles 

(Fischer et al. 2006, Singh et al. 2013). Otra estrategia utilizada por las 

cianobacterias para resistir las condiciones adversas que representa un entorno 

salino es la síntesis de exopolisacáridos y la formación de biofilms, que se 

describirá más adelante (ver apartado 1.10). 

1.6. Metabolismo del hierro en procariotas 

Procesos importantes en cianobacterias como la fotosíntesis oxigénica y la 

fijación del nitrógeno dependen en gran medida de la disponibilidad de hierro, 

siendo cofactor de proteínas transportadoras y de enzimas esenciales. La 

regulación de la homeostasis del hierro es muy importante también, para 

disminuir la exposición al daño celular por estrés oxidativo debido a la producción 

de especies reactivas de oxígeno (Latifi et al. 2009). El hierro es un metal 

esencial en diversidad de procesos biológicos en microorganismos como la 

metanogénesis, el ciclo del ácido tricarboxílico, la regulación génica y la síntesis 

de ADN. Este metal se puede incorporar a las proteínas de diferentes maneras; 

como especie mono o binuclear, o siendo parte de estructuras más complejas 

como clúster sulfoférricos y grupos hemo (Rudolf et al. 2015). 
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A pesar de ser el cuarto elemento más abundante en la corteza terrestre, 

el hierro es un nutriente muy poco biodisponible debido a que se encuentra 

predominantemente en estado ferroso, que es muy insoluble a pHs fisiológicos. 

Por ello, todos los seres vivos han desarrollado diferentes estrategias de 

captación e incorporación de este nutriente esencial para su supervivencia. Una 

de las estrategias más frecuentes de captación de hierro por parte de los 

microorganismos es el uso de sideróforos, moléculas de menos de 1000 Da, que 

tienen una gran afinidad por el ion en cuestión y que son secretadas el medio 

cuando hay deficiencia del mismo (Årstøl & Hohmann-Marriott. 2019). Sin 

embargo, se da la pardoja de que un exceso de hierro es nocivo para la célula, 

ya que este metal cataliza la producción de radicales hidroxilos mediante 

reacciones de Fenton (Miller et al. 2016). Por ello, la homeostasis de hierro está 

estrictamente regulada en prácticamente todos los seres vivos. En procariotas, 

dicha regulación tiene lugar fundamentalmente por proteínas de la familia FUR 

(Ferric Uptake Regulator). Las proteínas FUR constituyen una de las familias de 

metalorreguladores más importantes en procariotas (Sevilla et al. 2021). Estas 

actúan de forma conjunta para mantener la homeostasis del hierro (Fur) y de 

otros metales divalentes como Zn2+, Mn2+ o Ni2+ al interior de la célula, 

cumpliendo la función de reguladores transcripcionales de genes que intervienen 

en el transporte y asimilación de estos nutrientes.  

1.6.1. La familia de reguladores FUR. Características generales.  

Las proteínas FUR son cruciales para la correcta regulación de la homeóstasis 

de metales en procariotas. Fur (Ferric Uptake Regulator) es un regulador global 

que le da nombre a la familia y controla la homeostasis de hierro. Otros miembros 

de esta familia son Zur, Mur y Nur, responsables de la homeóstasis de zinc, 

manganeso y níquel respectivamente. Además, PerR controla la respuesta a 

estrés por peróxido y en alphaproteobacterias como Rhizobium y 

Bradyrhizobium, Irr regula la respuesta a hierro detectando los niveles celulares 

de hemo (Fillat. 2014). 

Además de controlar la homeostasis del hierro, muchos homólogos de 

FUR exhiben una gran variedad de funciones biológicas de acuerdo al metal 

regulador, y regulan mediante mecanismos directos o indirectos la expresión de 
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genes implicados en la respiración, resistencia al estrés oxidativo, glucólisis, 

ciclo del ácido tricarboxílico y síntesis de factores de virulencia (Andrews et al. 

2003; Lee & Helmann. 2007). Por ejempo, en Salmonella enterica, Fur media la 

expresión de genes implicados en tolerancia a estrés ácido, es decir que además 

de los niveles de hierro Fur responde también a otras señales ambientales (Hall 

& Foster. 1996; Wange et al. 2018). 

Las proteínas de la familia FUR son ubicuas en procariotas. En el 

momento de redactar esta memoria, se registran en la base de datos Pfam 

(http://pfam.xfam.org/family/PF01475) más de 1700 secuencias que 

corresponden aproximadamente a 700 especies. Se asume que la forma activa 

de los parálogos FUR in vivo, y por lo tanto la que tiene capacidad de unirse al 

ADN, es un homodímero. 

En general, las proteínas FUR actúan como un represor clásico: Cuando 

el metal co-represor (Me2+) se encuentra en altas concentraciones, ocupa los 

sitios reguladores de FUR y como consecuencia se reprime la transcripción de 

los genes de adquisición de hierro. Esta represión es posible gracias a la unión 

del dímero del regulador a los promotores de los genes diana, impidiendo así el 

acceso de la RNA polimerasa y parando la maquinaria de la transcripción de 

estos genes. En el caso contrario, en condiciones de bajas concentraciones de 

metal regulador, FUR se encuentra en su forma apo, disociándose del ADN y 

permitiendo la transcripción (Lee & Helmann. 2007). En la mayoría de 

microorganismos, el sitio de unión a ADN por parte del complejo Fur-Me2+ se 

ubica en torno a los sitios -10 y -35 de los promotores de los genes que serán 

reprimidos.  

Las secuencias consenso que se han determinado para los sitios de unión 

al ADN (FUR boxes) de los principales parálogos de la familia (Fur, Zur y PerR) 

presentan entre si una considerable homología, con abundancia de adeninas y 

timinas (GATAATGATwATCATTATC, siendo w = A o T) (Lee & Helmann. 2007). 

Esta FUR box se definió inicialmente en ensayos de huella genómica usando el 

promotor de un sideróforo de E. coli (De Lorenzo et al. 1988). Posteriormente se 

determinó que en dependencia de los niveles de hierro la proteína Fur de 

Helicobacter pylori se une a secuencias semejantes, reprimiendo la expresión de 
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genes relacionados con la asimilación de hierro como frpB (Delany et al. 2001; 

Dian et al. 2011). En Bacillus subtilis, Fur y PerR se unen con gran afinidad a 

diversidad de secuencias de ADN, con una diferencia de apenas dos nucleótidos 

en sus respectivas FUR boxes. Esta similitud indica como evolutivamente se han 

desarrollado de forma cercana estas proteínas para tener propiedades biológicas 

distintivas con el cambio de apenas uno o dos aminoácidos (Caux-Thang et al. 

2014). Con respecto a Zur, en 2008 se habían definido en B. subtilis al menos 

10 genes relacionados con la homeóstasis del zinc, que eran reprimidos por este 

regulador. Uno de estos genes es yciC, una probable metalochaperona cuya 

región reguladora contiene dos Zur boxes funcionales denominadas C1 y C2. 

Zur se une a estos dos sitios mediando la represión de yciC en dependencia de 

zinc. Estudios de deleción demostraron que la unión de Zur a cualquiera de estas 

dos Zur boxes es suficiente para reprimir la expresión de yciC, sin embargo, la 

unión de Zur a C2 es más eficiente (Gabriel et al. 2008).  

En cuanto a su estructura, las proteínas de la familia FUR presentan un 

bajo peso molecular, entre 13 y 20 kDa, y escaso contenido en triptófano. Las 

proteínas FUR tienen un dominio N-terminal con una estructura hélice-giro-

hélice, que es el sitio de unión al ADN. Por otro lado, presenta un dominio C-

terminal, responsable de la dimerización y un motivo rico en histidinas 

(H2XHX2CX2C) en el comienzo del C-terminal, justo después de la región que 

separa ambos dominios. Algunos miembros de esta familia poseen con menor 

grado de conservación un motivo CXXC adyacente al C-terminal (Figura 9). 

Cada uno de los monómeros que componen el dímero, presentan dos o 

más sitios de unión a metal. El sitio 1, es necesario para mantener la 

conformación adecuada de la proteína. El metal de este sitio suele estar 

coordinado por cuatro cisteínas organizadas en dos motivos CXXC. El metal 

estructural en este caso suele ser zinc, aunque esta condición no es universal 

para todas las proteínas FUR. El sitio 2 es el responsable de la unión al metal 

regulador y el sitio 3, (que no siempre está presente) es responsable de la 

estabilidad del dímero y está localizado en el domino C terminal (Pecqueur et al. 

2006; Fillat et al., 2014) (Figura 9). 
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Figura 9. Modelo tridimensional generado con PyMol del dímero de FurB de Mycobacterium tuberculosis, 

(A) se presenta el dominio de unión de ADN al N-terminal en verde y el dominio de dimerización del C-

terminal en rojo. Todos los iones de zinc (Zn2+-) se muestran como esferas doradas. Los sitios de regulación 

putativa aparecen marcados como Zn1 y Zn1' y los sitios estructurales como Zn2 y Zn2' respectivamente. 

(B) alineamiento de las secuencias de los motivos ricos en histidina de diferentes parálogos de FUR. 

Tomado de: (Lucarelli et al, 2008., Fillat 2014). 

 

En algunos casos, se ha descrito la activación por Fur de algunos genes que 

codifican proteínas de almacenamiento de hierro, como ferritina, superóxido 

dismutasa, succinato deshidrogenasa y bacteroferritina entre otros (Andrews et 

al., 2003). Ninguno de los genes de estas proteínas contiene las FUR boxes en 

sus promotores, por lo tanto, su activación por Fur se lleva a cabo de forma 

indirecta (Masse & Gottesman., 2002). En este caso se ha descrito un pequeño 

ARN antisentido, denominado RyhB, cuya transcripción está reprimida por Fur. 

Cuando los niveles de hierro intracelular son bajos, Fur está en forma apo y no 

se une al ADN, permitiendo la síntesis de RyhB, este ARN antisentido impide la 

traducción de los mensajeros de los genes de almacenamiento de hierro 

(Oglesby-Sherrouse & Murphy. 2013). Este mecanismo no es único de E. coli, 

ya que se han identificado otros RNAs antisentido con función similar a RyhB 

(RfrA, PrrF, PrrH, NrrF, ArrF, FsrA, RNAα) en microorganismos como: 

Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Shigella sp., S. enterica, Klebsiella 

pneumonia, Yersinia pestis, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhea, 

B. 

A. 
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Azotobacter vinelandii, B. subtilis, Vibrio anguillarum entre otros (Wilderman et 

al., 2004, Oglesby et al., 2008., Murphy & Payne., 2007, Padalon-Brauch et al., 

2008, Huang et al, 2012, Deng et al., 2012, Mellin et al., 2007, Ducey et al., 2009, 

Jung et al., 2008, Smaldone et al., 2012, Chen & Crosa. 1996). En cianobacterias 

se han reportado también este tipo de RNA antisentido regulando en 

dependencia de hierro procesos como la fotosíntesis en Synechocystis (IsrR) 

(Duhring et al., 2006) o la propia Fur (α-furA) en Anabaena (Hernandez et al., 

2006) y otras cianobacterias unicelulares (Sevilla et al., 2011). 

Por otra parte, Fur también puede actuar como activador de la 

transcripción sin la intervención de un ARN antisentido. Esta activación puede 

llevarse a cabo por la competencia de Fur como represor por la unión a ADN, 

también puede darse por cambios conformacionales en el ADN causados por 

Fur, favoreciendo la unión de la RNA polimerasa (Delany et al., 2004).  

1.6.2. Proteínas de la familia Fur de Anabaena sp. PCC7120  

En Anabaena sp. PCC7120, el motivo rico en histidinas (H2XH2CX2C) 

característico de las proteínas Fur, está presente en tres parálogos denominados 

all1691(furA), all2473(furB) y alr0957(furC) (Hernández et al., 2004).  

1.6.2.1. FurA 

FurA de Anabaena sp. PCC7120, presenta una alta homología con las proteínas 

Fur de bacterias heterótrofas, (40-45%). Consta de 151 aminoácidos, que 

además de contener la característica secuencia rica en histidinas, presenta cinco 

residuos de cisteína. Cuatro de estos residuos están dispuestos en motivos 

CXXC (C101VKC104C141PKC144). Esta configuración está altamente conservada 

en las distintas Fur de cianobacterias. Se ha caracterizado el papel de estos 

residuos de cisteína y su relación con la actividad disulfuro reductasa de este 

regulador (Botello-Morte & Fillat. 2014). 

FurA es de vital importancia para el desarrollo y supervivencia de la célula, 

por esta razón los intentos para construir mutantes de deleción inactivando su 

expresión, han dado como resultado estirpes inviables. Como alternativa para 

abordar el estudio de FurA en Anabaena sp. PCC7120, se ha construido una 

estirpe de sobreexpresión de furA (AG2770FurA) permitiendo la caracterización 
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fenotípica y genotípica de esta cepa y las implicaciones de FurA en la regulación 

de distintos procesos biológicos. (Gonzalez et al., 2010). Por otra parte, la 

transcriptómica comparada de un mutante letal condicional, ha permitido 

completar la identificación del amplio regulón de FurA (González et al., 2016). 

Además de intervenir en el proceso de captación y almacenamiento de hierro, 

FurA participa en la regulación de diferentes rutas metabólicas, relacionadas con 

la fijación de nitrógeno y la fotosíntesis entre otras (Gonzalez et al., 2010, 

González et al., 2012, González et al., 2016). La unión de esta proteína con el 

ADN siempre se produce en condiciones reductoras y en presencia del metal co-

represor. Por lo tanto, la actividad de esta proteína depende la disponibilidad de 

hierro y del estado redox de la célula (Hernández et al., 2006).  

Dada su importancia, FurA se encuentra regulada por mecanismos 

transcripcionales, postranscripcionales y postraduccionales. A nivel 

transcripcional, se lleva a cabo un proceso de autorregulación negativa, esta 

autorrepresión de FurA permite mantener sus niveles debajo de un umbral 

determinado en el interior de la célula. (Hernández et al., 2002, Hernández et al., 

2006). Por otra parte, FurA está modulada por FurB y por NtcA (Hernandez et 

al., 2004; Lopez-Gomollon et al., 2007). Postranscripcionalmente, FurA es 

regulada por el ARN antisentido α-furA. Este ARN es codificado por por un gen 

adyacente a furA y solapa completamente con su ARN mensajero (Hernandez 

et al., 2006). Procesos similares de regulación de fur mediante ARN antisentido, 

se han descrito en otras cianobacterias como Microcystis aerugionsa PCC7806 

y Synechocystis sp. PCC6803 (Sevilla et al., 2011). Postraduccionalmente, la 

actividad de FurA está modulada mediante su unión a hemo y a 2-oxoglutarato. 

La unión de cada uno de estos efectores dificulta la unión del regulador a sus 

secuencias diana (Hernandez et al., 2004, Guío et al. 2020). 

1.6.2.2. FurB (Zur) 

El parálogo FurB corresponde al regulador Zur (zinc uptake regulator). Esta 

proteína contiene 132 aminoácidos, 5 de ellos son residuos de cisteína, 

dispuestos de la misma manera que en FurA CXXC (C81LQC84 y C121GKC124). 

Como regulador transcripcional, FurB actúa como un represor clásico. Se une 

directamente al ADN en forma de dímero e impide la transcripción de los genes 
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diana. Esto se lleva a cabo siempre en condiciones reductoras y en presencia de 

zinc, que es en este caso el metal regulador. Se han identificado diferentes genes 

regulados por FurB, entre ellos metalochaperonas, paralogos de 

metaloproteínas de zinc, y transportadores de la superfamila ABC, entre otros 

(Napolitano et al. 2012).  

La caracterización de mutantes de deleción y sobreexpresión de FurB ha 

demostrado que en Anabaena sp. PCC7120 FurB es un factor clave en la 

respuesta a estrés oxidativo, aumentando la resistencia de la cepa a peróxido de 

hídrogeno cuando FurB se encuentra sobreexpresada (Sein-Echaluce et al., 

2015). En condiciones normales de cultivo el nivel de expresión de FurB en 

Anabaena es inferior al nivel de expresión de FurA, sin embargo, el nivel de 

expresión de FurB aumenta en condiciones de estrés oxidativo mediado por 

peróxido de hidrógeno. FurB además se une al ADN de forma inespecífica y lo 

protege de radicales hidroxilo y DNAsa I. Por lo tanto, se ha sugerido que FurB 

tiene doble función en la célula, actuando como regulador génico y como 

protector del ADN dependiendo de su nivel de expresión (López-Gomollón et al., 

2009).  Al igual que FurA, FurB puede ser regulado postraduccionalmente al 

unirse al grupo hemo provocando un cambio conformacional e inhibiendo así su 

unión al ADN (López-Gomollón et al., 2009) 

1.6.2.3. FurC (PerR) 

FurC corresponde al parálogo PerR (Peroxide response) (Yingping  et al., 2014) 

y presenta una menor homología con las otras proteínas Fur descritas. Consta 

de 149 aminoácidos, tres de ellos son residuos de cisteína, ninguno de los cuales 

forma parte de motivos CXXC. FurC no se une a los promotores de los otros 

genes fur de Anabaena, sin embargo, FurC modula la capacidad de unión de 

FurA y FurB al ADN aumentando la afinidad de FurA y disminuyendo la de FurB. 

A diferencia de sus parálogos, FurC no une hemo (López-Gomollón., 2009). La 

expresión de FurC aumenta en condiciones de estrés oxidativo mediado por 

peróxido de hidrógeno o metil viológeno (Latifi et al., 2005). Al igual que FurA, 

construir mutantes de delección resulta en estirpes inviables. Los estudios de 

nuestro grupo llevados a cabo con estirpes de sobreexpresión de FurC de 

Anabaena (EB2770FurC) demostraron que en esta cianobacteria hay una 
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conexión mediada por furC entre la respuesta a estrés oxidativo y el metabolismo 

fotosintético. La sobreexpresión de furC disminuye la tasa de fotosíntesis y 

aumenta la actividad respiratoria de la célula. Así mismo, la estirpe de 

sobreexpresión presenta alteraciones en la composición y eficiencia de los dos 

fotosistemas. Además de ser un regulador de la respuesta a peróxido, FurC 

controla de forma directa genes como ftsH (proteasa de la membrana del 

tilacoide) que está relacionada con el metabolismo del PSII (Sevilla et al., 2019). 

1.7. Producción de biofilms en cianobacterias  

Una de las muchas características que permiten a las cianobacterias adaptarse 

con éxito a entornos hostiles es su capacidad para formar biofilms. Los biofilms 

son matrices poliméricas extracelulares, que favorecen la formación de 

asociaciones microbianas con grados de complejidad variables. 

Estructuralmente esta matriz está formada por un conglomerado de ADN, 

proteínas, diversos polisacáridos (denominados exopolisacáridos) y otras 

sustancias poliméricas de naturaleza extracelular que le confieren una 

consistencia coloidal o gelatinosa por contener varias veces su peso en agua 

(De Philippis et al., 2001, Pereira et al., 2009, Rossi & De Philippis., 2016, 

Delattre et al., 2016). 

La habilidad de los microorganismos para producir biofilms es una 

respuesta directa a la presión selectiva del medio ambiente (Steenackers et al., 

2016). La síntesis de biofilms en procariotas se activa como respuesta a 

diferentes factores, como señales nutricionales, el reconocimiento de sitios de 

unión a superficies o sustratos específicos, o factores adversos como la 

desecación, una alta intensidad lumínica o la disponibilidad de nitrógeno 

combinado. El conjunto de bacterias que pertenece a la comunidad del biofilm 

tiene la posibilidad de compartir nutrientes y defenderse contra factores 

ambientales desfavorables como la deshidratación, el sistema inmunológico (en 

el caso de bacterias patógenas) o concentraciones subinhibitorias de antibióticos 

o altos niveles de salinidad (An & Parsek, 2007). 

El crecimiento de una colonia como parte del biofilm implica que su 

comportamiento metabólico respecto a una colonia creciendo en condiciones 

estándar, sufre cambios que son regulados por un conjunto de genes 



1  Introducción 

24 
 

diferenciados, que son el principal objeto de interés de diferentes estudios en la 

actualidad para una gran variedad de microorganismos. Los mecanismos de 

regulación génica responsables del fenotipo las cianobacterias formando parte 

de biofilms están siendo dilucidados en la actualidad y muy probablemente están 

relacionados con las diferencias en la expresión de polisacáridos sintetizados 

hacia el exterior celular (exopolisacáridos). Estos exopolisacáridos tienen una 

gran relevancia en la formación del biofilm por su papel estructural, de adhesión 

y de protección contra diferentes tipos de estrés. (Lembre et al, 2012). 

1.7.1. Exopolisácaridos de cianobacterias (EPSs). 

Muchas cianobacterias se encuentran rodeadas por capas externas 

mucilaginosas (Figura 10), que con el tiempo han sido denominadas de 

diferentes formas, tales como capsula, vaina, mucílago, glicocálix o limo 

bacteriano. 

 

  

Figura 10. En 1. Anabaena spp. con filamentos en espiral embebida en limo y observada al microscopio 

después de tinción con tinta china (la barra blanca horizontal corresponde a 4,6um) (fotografía de Canter-

Lund, 2008 tomada de Freshwater Biological Association.-environmentdata.org). 2. visualización de la capa 

de exopolisacáridos formados sobre heterocistos y acinetos en campo brillante después de teñir con Alcian-

Blue en Anabaena (a y b) y Nostoc (c y d) (las barras negras horizontales corresponden a 3um) (tomado de 

Pérez et al 2018). 

 

Este material extracelular mucilaginoso es básicamente de naturaleza 

polisacarídica y puede estar formando diferentes estructuras: La vaina o capsula 

que es una capa delgada de estructura uniforme que cubre la membrana celular 

externa y presenta fibras radiales o concéntricas de acuerdo a la cepa. El limo 

1                                                                                           2 
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bacteriano o mucílago se encuentran en estructuras más externas y resulta difícil 

de diferenciar de la cápsula en algunos casos. Sin embargo, a diferencia del limo 

bacteriano, los polisacáridos capsulares están asociados con la superficie celular 

mediante enlaces covalentes formando límites bien definidos. Finalmente, 

también se sintetizan polisacáridos solubles que son liberados por diversidad de 

cianobacterias al medio (Li et al, 2013). 

Las cianobacterias contribuyen principalmente a la síntesis de estos EPSs 

que forman parte de biofilms mixtos, lo que permite a estos microorganismos ser 

los primeros colonizadores de ambientes intervenidos, como suelos desérticos y 

sustratos en estado de descomposición o contaminados con agroquímicos, lo 

que resulta de gran interés en el estudio de la recuperación de suelos 

erosionados por procesos agrícolas. En la Tabla 1 se resumen algunas de las 

funciones de los EPSs de cianobacterias. Dependiendo de las características del 

polímero secretado, como su peso molecular, su grado de ramificación y su 

ultraestructura, los EPSs pueden presentar diferentes propiedades y actividades 

biológicas. 

 

Tabla 1. Papel de los exopolisacáridos sintetizados por cianobacterias en procesos de adhesión, estructura, 

protección contra el estrés abiótico, procesos de bio-mineralización, motilidad bacteriana y reposición de 

nutrientes en biofilms (modificado de Rossi & De Philipis 2015). 

Papel de los exopolisacáridos (EPSs) en la formación de biofilms 

 

Adhesión 
 

La adhesión es determinada por las características hidrófobas de 
los EPSS 
 

Estructura 
 

La matriz polimérica extracelular constituida por EPSs confiere 
estructura al sistema poroso del suelo y determina la 
organización de partículas del suelo. 
 

Protección contra estrés abiótico 
 

Los EPSs contrarrestan el estrés hídrico, el estrés producto de la 
exposición a rayos U.V. y estreses de tipo físico y químico. 
 

Procesos de bio-mineralización 
 

Los EPSs promueven la concentración de minerales 

Motilidad 
 

La excreción de EPSs está involucrada en procesos de 
propulsión celular 

Reposición de nutrientes 
 

Los EPSs contribuyen a la concentración de nutrientes y 
representan una fuente de carbono para microorganismos 
heterotróficos. 
 

 

Hay un interés creciente en los EPSs producidos por microalgas y cianobacterias 

y sus aplicaciones en la medicina y la industria (Li et al. 2001; Rossi & De 
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Philippis, 2016; Kumar et al. 2018). Se ha reportado su potencial en la industria 

alimenticia como estabilizantes, espesantes y emulsionantes (Jolly et al. 2001; 

Bixelr & Porse, 2010; Zhang et al. 2011; Chun-lei et al. 2014). También se han 

estudiado las cualidades farmacéuticas de los EPSs, como antivirales y 

antitumorales (Pugh et al, 2001) (Talyshinsky et al, 2002; Chen et al. 2013), así 

como aplicaciones en otros campos como gomas o floculantes (Khangembam et 

al. 2016; Tiwari et al. 2015). A pesar de la importancia de los EPSs de 

cianobacterias, muchos aspectos relacionados con sus funciones y los factores 

bióticos y abióticos responsables de su síntesis aún se desconocen.  

1.7.2. Características fisicoquímicas de los EPSs de cianobacterias. 

Los EPSs son heteropolímeros de alto peso molecular de naturaleza 

polisacarídica. Los EPSs producidos por cianobacterias poseen algunas 

particularidades, como la presencia de grupos sulfato (una característica 

compartida con algunos eucariotas y con arqueas, pero no con otros 

procariotas), presencia de ácidos urónicos (constituyentes que confieren un 

carácter aniónico y permiten la adhesión a otras macromoléculas), presencia de 

pentosas (xilosa, arabinosa y ribosa), alta afinidad por los cationes metálicos y 

otras moléculas cargadas positivamente o polares (gracias a su superficie con 

carga negativa), presencia de desoxi-azúcares (ramnosa y fucosa) y péptidos y 

grupos acetilo unidos a ésteres que pueden conferir un carácter hidrófobo parcial 

a estas moléculas (Li et al, 2013). 

Monosacáridos como galactosa y glucosa se encuentran en más del 90% 

de los polímeros que forman EPSs de cianobacterias, aunque en algunos casos 

otros monosacáridos como arabinosa, xilosa o fucosa, pueden estar presentes 

en mayores cantidades relativas que la glucosa. Microcystis wesenbergii 

representa un caso particular, produciendo un polímero constituido 

exclusivamente por ácido urónico. Otros monosacáridos abundantes formando 

parte de los EPSs de cianobacterias son: ramnosa, manosa, ácido galacturónico 

y ácido glucurónico, y con menor abundancia: galactosamina, glucosamina, 

ribosa, fructosa y menos abundantes: N-acetil glucosamina, 2,3-O-metil-

ramnosa, 3-O-metil-ramnosa, 4-O-metil-ramnosa, 3-O-metil glucosa. (Rossi & 

De Philippis, 2015). 
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Estos monosacáridos se organizan en estructuras poliméricas que 

contienen desde dos hasta nueve unidades dependiendo de la especie y la cepa 

evaluada, siendo más comunes las estructuras con cinco monosacáridos, 

organizados en cadena o ramificados que pueden, además, estar unidos a 

proteínas (Li et al, 2013). Los exopolisacáridos incrementan la capacidad de 

colonización de las cianobacterias en entornos hostiles, haciendo frente a 

distintos estreses:  

- Tolerancia a la deshidratación.  Además de representar una barrera física 

que protege a las células durante condiciones de deshidratación, los 

exopolisacáridos tienden a ser higroscópicos. La presencia de cadenas laterales 

que contienen ácido urónico confieren carga a la molécula, aumentando su 

solubilidad y mejorando la habilidad de los EPSs de cianobacterias de unirse a 

moléculas de agua (Sutherland. 1994; Okajima et al. 2018). Pueden por lo tanto 

disminuir la perdida de agua en células y contribuir como depósito hídrico (Potts. 

1994; Helm et al. 2000; Yoshimura et al. 2007).  

- Tolerancia a la radiación ultravioleta. Experimentos en Nostoc commune, 

han demostrado que la exposición a la radiación ultravioleta aumenta la 

producción de exopolisacáridos hasta tres veces. La acumulación de 

exopolisacárido en el medio disminuye la absorción de la radiación U.V. al 

aumentar consecuentemente la longitud del recorrido óptico de la misma, 

protegiendo así a las células del daño ocasionado por este tipo de exposición. 

En condiciones de estrés lumínico las cianobacterias tienden además a acumular 

radicales superóxido (Ehling-Schulz et al. 1997; Rastogi et al. 2015). La 

producción de exopolisacáridos bajo estas circunstancias provee además una 

matriz para los pigmentos micosporina y citonemina, que actúan como 

fotoprotectores contra los rayos UVA y UVB (Böhm et al., 1995, Wenjuan et al., 

2016). 

- Tolerancia a metales pesados. Los exopolisacáridos de cianobacterias 

interactúan fuertemente con diferentes cationes.  Experimentos con Microcystis 

aeruginosa han demostrado que 30% del Fe adicionado al medio es acumulado 

en sus EPSs (Nakagawa et al., 1987, Liu et al., 2018).  Los EPSs de Anacystis 

nidulans son por otro lado sumamente receptivos a la asimilación de Ni (75%) 
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(Asthana et al, 1995., Huertas et al., 2014). Otros exopolisacáridos exhiben 

afinidad por metales pesados como los EPSs de Phormidium laminosum, que 

captan en orden de mayor a menor: Pb, Fe, Cd, Cu, Zn, Ni (Sanpredo et al. 1995; 

De Philippis et al. 2011). Aparentemente los EPSs pueden concentrar elementos 

metálicos esenciales y proveer de un microambiente rico en cationes metálicos 

disponibles entorno a la célula (Pereira et al., 2009). Por otro lado, la 

acumulación de metales pesados puede deberse a una estrategia evolutiva de 

defensa, que le permitiría a las cianobacterias usar estos elementos como 

toxinas (Tease & Walker. 1987; De Philippis et al. 2001; Thichakorn. 2013; 

Bhunia et al. 2018). 

1.7.3. Biosíntesis de exopolisacáridos de cianobacterias.  

Los exopolisacáridos bacterianos son sintetizados bajo una gran variedad de 

condiciones y en diferentes fases de crecimiento dependiendo de la bacteria 

estudiada (Sutherland, 2001). Además, se ha observado que parámetros 

ambientales, nutricionales, químicos y físicos, afectan a dicha biosíntesis (Rossi 

& De Philippis. 2015). Estudios llevados a cabo en bacterias Gram-negativas y 

Gram-positivas revelan que las rutas metabólicas aparentemente responsables 

de la síntesis de EPSs dependen de enzimas que también sintetizan 

polisacáridos y lipopolisacáridos que forman la pared celular (Whitfield., 1988, 

Mozzi et al., 2003). Sin embargo, la presencia de monosacáridos de naturaleza 

ácida o neutra, sugieren que los exopolisacáridos de cianobacterias son 

producidos en rutas metabólicas más complejas. Los exopolisacáridos se 

sintetizarían en la célula y luego se liberarían a través de la pared celular al medio 

(De Philippis et al., 2001, Pereira et al., 2009). Las diferencias cualitativas en la 

composición de los polisacáridos extracelulares y los intracelulares, indican que 

además de las rutas metabólicas implicadas en la síntesis y ensamblaje de 

exopolisacáridos, hay un mecanismo selectivo de secreción (Rossi & Philippis., 

2016).  

El mecanismo de síntesis de EPSs parece estar altamente conservado en 

diferentes bacterias. Inicialmente se produce la activación de monosacáridos y 

su conversión a nucleótido-azúcares en el citoplasma. Estos nucleótido-

azúcares actúan como donadores en reacciones de glucosilación que son 
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llevadas a cabo por glicosiltransferasas. Posteriormente ocurre el ensamblaje de 

unidades repetitivas por la adición secuencial de azúcares a un vehículo lipídico 

mediante glicosiltransferasas en la membrana plasmática. A continuación, se 

produce la polimerización de unidades repetitivas en la cara periplasmática de la 

membrana celular y finalmente el polímero se transporta a la superficie celular. 

Las enzimas encargadas de la activación y las glicosiltransferasas son 

específicas de cada cepa, mientras que las proteínas involucradas en la 

polimerización, longitud de la cadena, y el transporte son conservadas entre 

bacterias (Pereira et al, 2009). 

Con base a diversas observaciones hechas en otros microorganismos, en 

cianobacterias se han propuesto dos rutas metabólicas diferentes implicadas en 

la biosíntesis y transporte de EPSs al medio (Figura 11). Una de estas rutas 

depende de la polimerasa de Wzy y la otra es dependiente de transportadores 

de tipo ABC (Willis & Whitfield. 2013; Christmas et al, 2016). 

En el sistema dependiente de Wzy (Figura 11), exclusivo de 

heteropolisacáridos a menudo ramificados, la síntesis es mediada por 

glicosiltransferasas ubicadas en la cara citoplasmática de la membrana interna 

específicas para cada azúcar y tipo de enlace glicosídico y la consecuente 

adición secuencial de diferentes monosacáridos que constituirán una subunidad 

de EPS.  Estas reacciones se llevan a cabo en el citoplasma. Cada subunidad 

ensamblada se transporta hacia el lugar de polimerización en la cara 

periplasmática de la célula, por una proteína transmembrana con función flipasa 

denominada Wzx. El mecanismo   exacto   de transporte de las subunidades a 

través de la bicapa lipídica se desconoce por ahora. El componente final 

característico de la vía Wzy-dependiente es la proteína Wzz, que genera la 

distribución modal de la longitud de las cadenas polisacarídicas (Izquierdo, 2003; 

Islam et al. 2014). 

Por otro lado, el sistema dependiente de transportadores de tipo ABC 

(Figura 11), es característico de la biosíntesis de homopolímeros de azúcar 

(Whitfield. 1995; Cuthbertson et al. 2010; Whitfield et al. 2020).  La extensión del 

polisacárido se lleva a cabo mediante la adición progresiva de azúcares en el 

extremo no reducido de la cadena. A diferencia de la ruta metabólica 
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dependiente de Wzy, no requiere de una polimerasa específica y el polímero se 

completa en la cara interna de la membrana citoplasmática.  El transporte de la 

cadena polisacarídica a la cara externa es mediado por un transportador de tipo 

ABC (ATP-binding  cassette) (Izquierdo, 2003). 

 

 

Figura 11. Resumen de las rutas metabólicas (dependientes de transportadores tipo ABC y dependientes 

de WZX/WZY) responsables de la síntesis de EPSs en cianobacterias. Otras rutas metabólicas como las 

dependientes de sintasas se han reportados en otros microorganismos. Los círculos de colores azul, verde 

y rojo representan monosacáridos que componen el polímero de EPS (OPX polisacáridos de la membrana 

externa, PCP copolimerasas de polisacáridos, TPR proteínas repetitivas de tetratricopeptido) (Ates, 2015). 

 

Los genes relacionados con la producción de polisacáridos de superficie se 

pueden dividir en tres clases: a) genes que codifican las enzimas involucradas 

en las rutas metabólicas de la síntesis de nucleótido-azúcares, u otras moléculas 
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necesarias para la síntesis de polisacáridos. b) genes que codifican las 

glicosiltransferasas. c) genes requeridos para el procesamiento de 

oligosacáridos o polisacáridos (Reeves et al, 1996). 

El primer tipo de genes es bastante diverso y no es específico para la 

biosíntesis de EPSs. Tomando en cuenta que los nucleótido-azúcares son 

requeridos para una gran variedad de procesos en los que interviene la síntesis 

de un rango amplio de polisacáridos. Entre estos genes están los denominados 

rfbABCD, que codifican proteínas relacionadas con la síntesis de de L-rhamnosa, 

una 6-deoxihexosa presente comúnmente en bacterias. La rhamnosa constituye 

principalmente el polisacárido denominado Antígeno O, implicado en la síntesis 

de lipopolisacáridos de bacterias gram-negativas (Li & Reeves, 2000). 

Por otro lado, se han identificado una gran cantidad de genes que 

codifican glicosiltransferasas, dada la diversidad estructural de los polisacáridos 

extracelulares bacterianos. La función diversa de estas transferasas, que 

además son específicas por cepa, se refleja en la heterogeneidad de sus 

secuencias de ADN. El análisis in silico previo del genoma de cianobacterias ha 

revelado la presencia de numerosos genes que putativamente codifican 

glicosiltransferasas. Sin embargo, la mayoría de estas enzimas no se han 

caracterizado bioquímicamente lo que hace imposible asignar su función a la 

síntesis de EPSs (Pereira et al, 2009). 

Los genes responsables de la extensión y procesamiento del polímero 

están organizados en clúster de forma similar y normalmente constituyen 

operones de gran longitud. Dentro de este clúster se puede apreciar una región 

central constituida por genes que codifican glicosiltransferasas, flanqueada por 

dos regiones que comprenden genes que codifican enzimas involucradas en la 

polimerización del EPSs, el control de la longitud de la cadena y el transporte al 

exterior de la célula (De Vuyst & Degeest, 1999). 

1.7.4. Factores que afectan la biosíntesis de EPSs en cianobacterias 

La deficiencia de nitrógeno a menudo se ha descrito como una condición que 

aumenta la síntesis de EPSs, probablemente porque esto contribuye al aumento 

en la relación C:N, promoviendo así la incorporación de carbono en los polímeros 
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de azúcares (Sohm et al, 2011), (Rossi & De Philippis, 2015). En algunas 

cianobacterias, la cantidad de polímero producido varía de acuerdo con la fuente 

de nitrógeno utilizada. Sin embargo, Anabaena flosaquae A37 mostró una 

producción similar de EPSs cuando se le suministró diferentes fuentes de 

nitrógeno (Tischer & Davis., 1971, Rhee et al. 2004). 

Otros factores importantes que afectan la síntesis de EPSs en 

cianobacterias son la disponibilidad de fosfato, sulfato y cloruro de sodio. 

También la aireación, la temperatura y la luz (Chrismas et al. 2016). Se han 

llevado a cabo experimentos en los que se ha observado que el flujo de aire 

inyectado al medio de cultivo líquido aumenta la síntesis de exopolisacárido 

hacia el exterior. Por otro lado, los ciclos de luz y oscuridad parecen tener el 

mismo efecto que la exposición a luz continua, aunque la exposición a UV-A y 

UV-B aumentan la expresión de EPSs (Yoshimura et al, 2007), (Rossi & De 

Philippis, 2015), (Delattre, 2016). También se ha identificado en Anabaena sp. 

PCC 7120 una región que contiene 18 marcos abiertos de lectura (ORFs) que 

están relacionados con la biosíntesis de EPSs en condiciones de estrés por 

deshidratación (Yoshimura et al, 2007). 

En general, cualquier condición ambiental adversa que represente estrés 

para la célula activa los mecanismos de síntesis y de movimiento al exterior 

celular de exopolisacáridos, pues las diferentes moléculas secretadas por las 

células, que forman los biofilms actúan de forma directa como una barrera física 

de protección celular (Rossi & De Philippis, 2016). En la actualidad se está 

estudiando el efecto de otros factores como el pH, la tasa de dilución, la fase de 

crecimiento, la presencia o ausencia de magnesio, calcio, potasio y metales 

pesados, la adición de glioxilato, acetato, valerato, glucosa, citrato y EDTA, entre 

otros (Jittawuttipoka et al. 2013; Rossi & De Philippis, 2015). 

1.8. Glicosiltransferasas: características generales y clasificación. 

Las glicosiltransferasas (GTs) son un grupo de enzimas clave en la ruta de 

síntesis de biofilms.  Las GTs catalizan reacciones de transferencia de un residuo 

de azúcar desde una molécula activada hacia una molécula aceptora específica, 

formando un enlace glicosídico. Así, las GTs constituyen una gran familia de 

enzimas involucradas en la biosíntesis de oligosacáridos, polisacáridos y 
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glicoconjugados (Taniguchi et al. 2014). El sustrato activado es generalmente un 

nucleótido azúcar (GTs de Leloir), y el aceptor es más variable, pudiendo ser un 

azúcar, un lípido o una proteína. Hay cerca de 90.000 genes que codifican GTs. 

Sin embargo, se cuenta con muy poca información bioquímica y estructural sobre 

esta superfamilia. La mayoría de las GTs contenidas en bases de datos son 

marcos abiertos de lectura no caracterizados (Salinas, 2013) y muchas GTs 

están localizadas en membranas celulares, dificultando su purificación y 

caracterización. Se han propuesto tres criterios para clasificar las GTs: de 

acuerdo a la identidad de secuencia, al mecanismo de acción y al tipo de 

plegamiento (Liu et al. 2003; Chang et al. 2011; Salinas, 2013).   

Atendiendo a la similitud de secuencias, hasta la fecha, las 

glicosiltransferasas se han clasificado en 111 subfamilias (Coutinho et al, 2003), 

y se encuentran disponibles en la base de datos de Enzimas de Carbohidratos-

activos (CAZy, por sus siglas en inglés) 

(http://www.cazy.org/GlycosylTransferases.html). Aunque esta base de datos 

agrupa a las GTs en familias, las GTs en general presentan una baja identidad 

de secuencia. La base de datos completa es corregida manualmente y los 

genomas son constantemente actualizados. Aquellas GTs que no pueden ser 

caracterizadas ni clasificadas en ninguna subfamilia, se agrupan bajo el nombre 

de GT0. Caracterizar bioquímicamente una proteína perteneciente a GT0 puede 

dar origen a una nueva subfamilia e incluir otras proteínas no caracterizadas 

previamente (Salinas, 2013).  

En cuanto a la clasificación atendiendo al mecanismo de acción, las GTs 

se clasifican de acuerdo al carbohidrato que transfieren y la respectiva 

estereoquímica del producto catalizado. Con base en este criterio se denominan 

de retención o de inversión según se mantenga la configuración del carbono 

anomérico del dador. Los mecanismos catalíticos de las GTs de inversión se 

llevan a cabo mediante una sustitución nucleofílica bimolecular (reacción SN2). 

Mientras que los mecanismos de retención suelen ser específicos para cada 

enzima incluyendo mecanismos de doble desplazamiento o reacciones de tipo 

SNi (Figura 12). 
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Figura 12. Mecanismo propuesto para las reacciones de inversión y retención en glicosiltransferasas. Las 

reacciones de inversión de las GTs parecen ocurrir mediante un desplazamiento simple con la formación 

de un oxocarbenio en estado de transición. Un aminoácido catalítico sirve como base general y lleva a cabo 

una deprotonación del grupo OH nucleófilo, (tomado de Ardèvol, 2016). 

 

Sin embargo, todas las superfamilias estructurales (GT-A y GT-B) presentan 

miembros que catalizan reacciones tanto de retención como de inversión, 

aumentando así la complejidad en la caracterización de estos mecanismos 

(Salinas, 2013). 

Finalmente, y a pesar de la gran variedad de familias en las que se 

organizan estas enzimas, su clasificación de acuerdo al plegamiento es 

reducida, pues se caracteriza por una arquitectura tridimensional más 

conservada, ya que mediante cristalografía se han identificado solamente dos 

tipos diferentes de plegamiento (superfamilias estructurales GT-A y GT-B). La 

baja variedad de plegamientos en GTs es compensada por una gran variabilidad 

estructural en cuanto al dominio de unión al aceptor (Breton et al. 2006; Breton 

et al. 2010; Breton et al. 2012; Bloch et al. 2020). 
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Cabe destacar que, a pesar de la baja identidad de secuencia, la mayoría 

de las GTs dependientes de nucleótido azúcares poseen uno de los dos 

plegamientos principales (GT-A y GT-B). Las enzimas agrupadas dentro de una 

misma familia CAZy pertenezcan a la misma superfamilia estructural, por lo 

tanto, las GTs presentan una gran similitud estructural. Las enzimas clasificadas 

en el plegamiento GT-A como en el GT-B contienen miembros que catalizan 

tanto reacciones de retención como reacciones de inversión (Figura 13). Hay una 

tercer superfamilia, denominada GT-C que comprende las GTs que utilizan un 

glicolípido fosforilado como sustrato dador. 

 

 

Figura 13. Clasificación jerárquica de las glicosiltransferasas basada en el tipo de plegamiento y la 

formación de clanes, superfamilias estructurales y subfamilias. Esta figura se llevó a cabo con base en 

glicosiltransferasas en organismos cuya estructura 3-D está definida (Cutinho et al, 2003).  

 

La superfamilia estructural de glicosiltransferasas GT-A está caracterizada por 

presentar un dominio con plegamiento tipo Rossmann (alfa/beta/alfa). Los 

miembros de esta superfamilia necesitan la presencia de cationes divalentes 
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para llevar a cabo su actividad. Las estructuras resueltas en este caso, presentan 

metales coordinados. La coordinación de metales tiene lugar a través del motivo 

DXD o de sus equivalentes EXE, conservado en esta superfamilia.  En general, 

el proceso de coordinación del metal produce cambios conformacionales en el 

bucle flexible número 3 de cada GT. En algunos casos, los cambios 

conformacionales producidos dan lugar a la formación del sitio de unión del 

sustrato aceptor (Qasba et al., 2005). 

La superfamilia estructural GT-B posee dos dominios Rossmann 

enfrentados y unidos por una región “bisagra”. La hendidura formada entre los 

dominios define al sitio activo. Al contrario de las GT-A, este grupo no necesita 

de cationes divalentes para llevar a cabo su actividad. Las GT-B también 

presentan cambios conformacionales en presencia de los nucleótidos azúcares.  

Este movimiento tendría como objetivo acercar ambos sustratos, ya que cada 

uno se une en diferentes dominios (aceptor en N-terminal y dador en C-terminal) 

(Salinas et al, 2011). 

Finalmente, la superfamilia GT-C consta de 8 familias contenidas en la 

base de datos CAZy. Esta familia está constituida por proteínas de naturaleza 

hidrofóbica localizadas en el retículo endoplásmico o en la membrana plasmática 

(Strahl-Bolsinger et al. 1993; Takahashi et al. 1996; Maeda et al. 2001). La 

distribución filogenética de esta familia es reducida respecto a las familias GT-A 

and GT-B. El mecanismo de catálisis de las enzimas pertenecientes a la 

superfamilia GT-C no está claro. Los genes responsables de la síntesis de estas 

glicosiltransferasas se encuentran en todos los genomas de eucariotas y rara 

vez en algunos procariotas como algunas micobacterias, sin embargo, esta 

superfamila está completamente ausente en archea (Lui & Mushegian. 2003; 

Albuquerque-Wendt et al. 2019). 

1.9. Cianobacterias como biofertilizantes y sus implicaciones 

agroambientales en Colombia. 

El territorio colombiano cuenta con los océanos Pacífico y Atlántico y se extiende 

hasta la Amazonía. Además, abarca una buena porción de la cordillera de los 

Andes, por lo que gran parte del país es de carácter montañoso. La diversidad 

de climas y regiones se ve reflejada en la gran variabilidad de ecosistemas en el 
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país, presentando todo el año desde desiertos hasta bosques húmedos, tundras 

y nieves perpetuas. Así mismo, la variabilidad genética que corresponde a esta 

diversidad en la escala de Holdridge se ve reflejada en la agricultura, 

permitiéndose la producción de una gama amplia de cultivos de zonas tropicales 

y templadas, desde plátano y caña de azúcar hasta trigo, cebada y patatas. El 

café es uno de los productos más representativos de la economía colombiana, 

constituyendo aproximadamente la mitad de todas las exportaciones. Las 

bananas y los plátanos se exportan desde plantaciones en la región de Urabá de 

la costa caribeña. La caña de azúcar es un cultivo importante en las zonas 

cálidas y templadas cuyas plantas de procesamiento se encuentran en el del 

valle del Cauca, cerca de Cali (FAO 2015). De los 32 departamentos que 

conforman a Colombia, el departamento del Tolima es líder en producción de 

café, maní, arracacha, sorgo, maíz, algodón y arroz. El arroz es uno de los 

cultivos más importante en el mundo, pues más del 40% de la población depende 

de él como principal fuente de calorías. El departamento del Tolima aporta el 

44% del arroz consumido en Colombia (Delgado & Ulloa. 2015; Anuario 

estadístico del sector agropecuario 2016). 

Sin embargo, los suelos del departamento del Tolima se encuentran en 

riesgo debido a la sobrecarga de actividades agropecuarias. De esos 32 

departamentos en los que se divide el país, el Tolima es considerado el noveno 

con mayor porcentaje de conflictos de uso del suelo. El 54% de los suelos 

tolimenses padece por la sobrecarga de las actividades agropecuarias y a esto 

se suma el uso indiscriminado del agua. En países que son potencia mundial en 

la producción de arroz como Tailandia, se usa la mitad del recurso hídrico que 

se usa en el Tolima (Silalertruksa et al., 2017). Por estos motivos, la fertilidad de 

los suelos tolimenses se ha visto comprometida actualmente, siendo además 

suelos deficientes en materia orgánica y como consecuencia de minerales 

vitales. La deficiencia de minerales más común en el departamento del Tolima 

es la de nitrógeno, y cultivos como el arroz, el sorgo, el maíz y el algodón se ven 

bastante afectados (Perez., 2014). 

Los requerimientos de nitrógeno de las plantas son muy altos, pero este 

nutriente es escasamente biodisponible en el suelo. Los suelos utilizados en 

prácticas agrícolas tienen una reserva de nitrógeno orgánico en forma de humus 
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(componente orgánico del suelo formado por la descomposición microbiana), por 

lo tanto, hay una relación directa entre la disponibilidad de materia orgánica y el 

nitrógeno del suelo. Sin embargo, aproximadamente el 98% de este nitrógeno 

no está disponible para el cultivo, solamente el nitrógeno que se mineraliza 

durante el ciclo del cultivo es el que posteriormente se procesa a formas 

disponibles. Un 1% de mineralización del nitrógeno orgánico durante un ciclo de 

cultivo es considerado un valor razonable (Castellanos et al., 2005). El contenido 

hídrico y la temperatura son factores ambientales importantes en el control de 

este proceso de mineralización neta de nitrógeno a partir de la materia orgánica 

(Rodrigo et al. 1997, Castellanos et al. 2005; Guntiñas et al. 2012). Suelos de 

zonas tropicales cálidas y húmedas y de zonas secas con alta 

evapotranspiración presentan una deficiencia en el contenido de materia 

orgánica y consecuentemente de nitrógeno, debido entre otras cosas a las 

condiciones de drenaje. Suelos bien drenados permiten la descomposición de la 

materia orgánica e incorporación de nitrógeno, mientras que suelos mal 

drenados promueven la desnitrificación. 

El drenaje y en general el manejo del riego también está relacionado con 

la salinidad del suelo. La salinidad representa una amenaza latente para cultivos 

que como el arroz necesitan grandes volúmenes de agua, pues el agua se infiltra 

en el suelo, disuelve las sales presentes en él (iones como Na, Cl, Ca, K, SO4, 

NO3, HCO3, CO3) y las deposita en la superficie. El aumento en la concentración 

de sales también cambia el pH del suelo y modifica su estructura arcillosa 

disminuyendo su viabilidad como sustrato. El arroz es moderadamente sensible 

a la salinidad, cultivos de arroz expuestos a altas concentraciones de sal 

presentan síntomas que van desde problemas en el crecimiento y formación del 

grano, hasta esterilidad (Lingeswara et al. 2017). La sensibilidad del arroz al 

estrés salino varía de acuerdo a la madurez del cultivo, siendo mayor en plantas 

jóvenes, pero todos los estados de crecimiento y desarrollo de la planta son 

vulnerables (Hussain & Khaskheli. 2018; Dam et al 2019; Irakoze et al. 2020). De 

acuerdo a la velocidad relativa de infiltración de agua en el suelo, los cultivos de 

arroz en el departamento del Tolima se enfrentan a un riesgo entre ligero y 

moderado a altos niveles de salinidad, algunos municipios del departamento 
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tienen mayor tendencia hacia condiciones de severidad (Méndez-Delgado & 

Gonzalez., 2009). 

Tomando en cuenta estos antecedentes, para suplir la necesidad de 

macro y oligoelementos en los cultivos y para solucionar la problemática que 

representa la perdida de fertilidad como resultado de la salinidad, a partir del 

siglo XIX se recurrió masivamente a la fertilización usando como materia prima 

depósitos de guano (Szpak et al., 2012) y posteriormente fertilizantes de síntesis 

química. Este incremento en el consumo de fertilizantes químicos en las últimas 

décadas ha ocasionado un fuerte impacto ambiental. Los fertilizantes NPK 

corresponden en su mayoría a la base los abonos en la actualidad, siendo el 

nitrógeno el macroelemento más importante entre ellos, aunque también el más 

controvertido debido a la gran solubilidad en el agua de los nitratos y la 

consecuente contaminación de aguas freáticas (Frink et al. 1999; Ward. 2009; 

Hasler et al.  2015). 

Con la Revolución Verde a partir de 1950, Colombia se convirtió en un 

gran demandante de fertilizantes y otros productos agrícolas de síntesis química. 

En 1974 Colombia ya era el primer consumidor de agroquímicos de América 

Latina. En 1984, el consumo de fertilizantes pasó de 20 mil toneladas al año a 

más de 750 mil, y posteriormente en el 2010 este consumo se duplicó hasta 

llegar a un millón y medio (Bank World. 2007; Pinilla & Willebald. 2018). 

Actualmente Colombia aplica más de 500 kilos de fertilizante por hectárea, 

cuando el promedio para América Latina es de cuatro veces menos. En cultivos 

transitorios como el arroz, el gasto en fertilizantes corresponde 

aproximadamente al 30% de los costos de producción. Por lo tanto, el alto costo 

de los fertilizantes y la creciente eutrofización hacen necesario recurrir a 

alternativas más sostenibles (Pérez. 2014). 

Las cianobacterias que fijan N2 al formar asociaciones simbióticas o de 

vida libre con géneros como Azolla, Cycas o Gunnera, entre otros, pueden 

contribuir con cerca de 30 kg N ha-1. Se ha estimado que estas asociaciones 

pueden suponer cerca del 30% de la flora microbiana, aportando también una 

importante cantidad de materia orgánica al suelo y representando una ventaja 

económica frente a los costosos fertilizantes nitrogenados de síntesis química 
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(Issa et al., 2014) (Quesada & Fernández-Valiente, 1996; Jha et al., 2001; 

Prasanna & Nayak, 2007). 

En Asia, desde hace varias décadas se ha descrito la simbiosis de Azolla 

con Nostoc spp. para mejorar la fertilidad en campos de arroz. Actualmente, 

diferentes especies de cianobacterias están siendo utilizadas como como un 

recurso en la mejora de la fertilidad del suelo y de la calidad del medio ambiente, 

entre ellas: Anabaena variabilis, Nostoc muscorum, Aulosira fertissima, y 

Tolypothrix tenuis que han demostrado ser bastante eficientes en cultivos de 

arroz en China, Vietnam, Filipinas, Japón e India (Singh et al. 2016; Shweta & 

Kritika. 2018; Mącik et al. 2020).  

Además de ser un potencial biofertilizante, las cianobacterias también 

cumplen un papel fundamental en la recuperación de los suelos. Sumado a la 

baja fertilidad, los suelos erosionados por la explotación agrícola excesiva se 

caracterizan por presentar alta compactación, deficiencia hídrica y problemas 

relacionados con la salinidad. Consecuentemente, la baja aireación e infiltración 

del agua en el suelo disminuyen la diversidad microbiana, lo que produce un 

impacto adverso en el crecimiento de las plantas y en la productividad de los 

cultivos. Las cianobacterias desarrollan una red superficial de filamentos en el 

que unen las partículas de suelo y reparan además sus características 

fisicoquímicas, debido a su capacidad para retener agua y al aporte de minerales 

y nutrientes a suelos degradados, mejorando entre otras cosas su pH y su 

conductividad.  

La diversidad de las especies de cianobacterias presentes en campo 

cambia a lo largo del ciclo del cultivo de arroz como consecuencia de la variación 

de las condiciones ambientales (Quesada & Fernández-Valiente. 1996; Rincón 

et al. 2003; Chunleuchanon et al. 2003; Sanchez et al. 2011). Sin embargo, su 

abundancia disminuye en condiciones de exceso de fertilizantes químicos 

(Fernández Valiente et al., 2000). Entre los mecanismos usados por las 

cianobacterias para resistir las condiciones adversas que representa crecer en 

suelos en procesos de recuperación (deficiencia de nitrógeno, altos niveles de 

sal, compactación del suelo) destacan la síntesis de exopolisacáridos y el 

ensamblaje de biofilms (Nisha et al., 2007). Por todo ello, es de gran interés el 
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estudio de dichos mecanismos al objeto de poder aprovechar el enorme 

potencial de las cianobacterias en este campo de la biotecnología. 
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2. Objetivos 

General:  

 Ampliar el conocimiento sobre la formación de biofilms en Anabaena sp. 

PCC7120 y su relación con la familia de reguladores transcripcionales 

FUR. 

 

Específicos: 

 Estudiar la influencia del estrés por deficiencia de nitrógeno y del estrés 

salino sobre el fenotipo de Anabaena sp. PCC7120 y las estirpes de 

sobreexpresión de proteínas FUR. 

 Evaluar la influencia de diferentes factores ambientales como altas 

concentraciones salinas y deficiencia de una fuente de nitrógeno 

combinado en la síntesis de exopolisacáridos y formación de biofilms en 

Anabaena sp. PCC7120. 

 Estudiar la consecuencia de la desregulación de proteínas FUR en la 

síntesis de exopolisacáridos y la formación de biofilm en Anabaena sp. 

PCC7120 

 Identificar glicosiltransferasas en el genoma de Anabaena sp. PCC7120 

potencialmente reguladas por FurA y FurC mediante ensayos de retardo 

en gel (Electrophoretic Mobility Shift Assay: EMSA) y búsqueda de Fur 

boxes 

 Evaluar el efecto de metabolitos presentes en el sobrenadante de estirpes 

de Anabaena con diferente capacidad para formar biofilms sobre la 

germinación de Oryza sativa de la variedad Ariete en condiciones de 

estrés salino.
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3. Materiales y métodos  

3.1. Condiciones de cultivo y cepas empleadas 

Las cepas de Anabaena empleadas se describen en la tabla 2. Inicialmente estas 

cianobacterias se recuperaron de la colección cepas del grupo de investigación 

en Regulación Génica y Fisiología de Cianobacterias de la Universidad de 

Zaragoza, conservadas en crioviales que contenían BG-11 líquido con un 10% 

de glicerol a -80 oC. Se sembraron 10 µl del contenido de cada criovial en placas 

de Petri con BG-11 agar 1% para la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 

y con BG-11 agar 1% con el respectivo antibiótico marcador (Neomicina 50 

mg/ml) para las estirpes de sobreexpresión de FurA, FurB y FurC (AG2770FurA, 

VCS2770FurB y EB2770FurC). Los 10 µl se extendieron sobre las placas de 

Petri usando un asa bacteriológica. Todas las estirpes se cultivaron a 28 oC en 

iluminación constante de 10 µmol/m²/s, y se les permitió crecer por un periodo 

de dos semanas hasta producir suficiente biomasa.  

 

Tabla 2. Cepas de cianobacterias empleadas en este estudio. Las estirpes de sobreexpresión de FurA, 

FurB y FurC fueron obtenidos mediante conjugación triparental por los respectivos autores. 

 

Posteriormente, algunas células de cada estirpe se recuperaron de la superficie 

de las placas de Petri (dos asadas) y se sembraron en un volumen de 20 ml de 

BG-11 líquido en Erlenmeyers de 50 ml, con agitación mecánica constante de 

180 rpm en un incubador orbital, hasta alcanzar fase exponencial (densidad 

óptica entre 0,7-1 a 750 nm). A continuación, las estirpes se escalonaron a un 

Cepa Características Procedencia 

Anabaena sp. PCC7120 Estirpe silvestre de Anabaena Instituto Pasteur, París 

AG2770FurA 
Estirpe de sobreexpresión de FurA 
(Anabaena sp. PCC 7120 conteniendo 
pAM2770::furA) 

Gonzalez et al., 2010 

VCS2770FurB 
Estirpe de sobreexpresión de FurB 
(Anabaena sp. PCC 7120 conteniendo 
pAM2770::furB) 

C. Sein-Echaluce et al., 2015 

EB2770FurC 
Estirpe de sobreexpresión de FurC 
(Anabaena sp. PCC 7120 conteniendo 
pAM2770::furB) 

Sevilla et al., 2019 
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volumen de 100 ml de BG-11 en Erlenmeyers de 250 ml, manteniendo siempre 

las condiciones de temperatura, intensidad lumínica y agitación, y con Neomicina 

50 mg/ml para las estirpes de sobreexpresión. Finalmente, las estirpes se 

escalonaron a 250 ml de BG-11 líquido en tubos cónicos y la agitación fue 

remplazada por inyección constante de aire. Las estirpes creciendo en tubos 

cónicos se utilizaron como stock para los diferentes experimentos que se 

plantearán más adelante en este apartado. 

Semanalmente los tubos cónicos se cambiaron por tubos nuevos estériles 

y 50% del volumen fue reemplazado con medio de cultivo fresco. La inocuidad 

de las cepas se evaluó siempre antes de dar inicio a cada experimento usando 

placas de LB-agar (Bertani., 2004), para garantizar que no había contaminación 

con otros microorganismos.  

El medio BG-11 (Tablas 3 y 4) fue preparado según las especificaciones 

de Rippka et al (1979), Añadiendo un mililitro de suplemento a un litro de medio 

basal. La disolución resultante fue esterilizada en autoclave. 

 

Tabla 3. Composición del medio BG-11 basal. Se indican las cantidades de reactivos necesarias para la 

preparación de 3 litros de medio y la concentración final de cada compuesto. 

Medio basal 1x (3 litros) 

Reactivo Peso (gramos) Concentración final (mM) 

NaNO3 4,05 16 

NaHCO3 2,214 8,8 

K2HPO4 x 3H20 0,12 0,2 

CaCl2 x 2H20 0,108 0,25 

MgSO4 x 7H2O 0,225 0,3 

Na2CO3 0,06 0,2 

 

Para obtener cultivos en deficiencia de nitrógeno el medio fue remplazado 

mediante centrifugación con BG-11 sin NaNO3 y se llevaron a cabo tres lavados 

con el medio sin nitrógeno. Para someter a las células a estrés salino, el medio 

se expuso a una concentración de 300 mM de NaCl a partir de un stock 5M.  
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Tabla 4. Composición del suplemento del medio BG-11. Se indican las cantidades necesarias para preparar 

100 ml de suplemento concentrado y la concentración final de cada oligoelemento en el medio BG-11. 

Suplemento 1000 X (100 ml) 

Reactivo Miligramos Concentración final (μM) 

Citrato férrico amónico 600 30 

Ácido cítrico 600 30 

EDTA 100 190 

H3BO3 286 46 

MnCl2 x 4H2O 181 9,15 

ZnSO4 x H2O 13,8 0,77 

Na2MoO4 x 2H2O 39 1,61 

CuSO4 x 5H2O 7,9 0,32 

CoCl2 4,94 0,17 

 

3.2. Técnicas de trabajo con ADN y proteínas 

3.2.1. Extracción de ADN genómico de Anabaena sp. PCC7120 

El ADN genómico de Anabaena sp. PCC7120 se requirió en este trabajo para 

amplificar diversos promotores. Se extrajo a partir de cultivos de Anabaena sp. 

con un contenido en clorofila de 5-6 μg/ml, según el protocolo propuesto por Cai 

& Wolk (1990) y modificado por Calvo Sein-Echaluce et al (2015). 

Para extraer el ADN se centrifugaron 50 ml de cultivo a 4000 rpm a 4 oC durante 

5 minutos, se eliminó el sobrenadante y posteriormente se repartieron las células 

en dos tubos eppendorf y se resuspendieron en 400 μl de Tris-HCl 10 mM pH 8, 

EDTA 0,1 mM. La ruptura celular se llevó a cabo añadiendo 20 μl de SDS al 10%, 

450 μl de fenol-cloroformo (1:1) y aproximadamente 200 µl de perlas de vidrio. A 

continuación, se realizaron cuatro ciclos de 1 minuto de agitación en vórtex 

seguido de 1 minuto de reposo en hielo. Las muestras se centrifugaron durante 

15 minutos a 13000 rpm y 4 oC y se transfirió la fase superior acuosa a tubos 

eppendorf nuevos. Las células se lavaron de sucesivamente con 1 volumen de 

fenol, 1 vol. de fenol-cloroformo (1:1) y 2 veces con 1 vol. de cloroformo hasta 

conseguir una fase acuosa completamente incolora, descartando la fase 
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orgánica inferior en todos los lavados. A la fase acuosa se añadió 1 vol. de 

acetato de sodio 3 M pH 5,2 y 2 vol. de etanol absoluto frío y se incubó durante 

1 hora a -80 oC para conseguir la precipitación del ADN. Para ello las muestras 

se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El ADN obtenido se lavó 

con etanol al 70% frío y se resuspendió en 50-100 μl de agua Milli-Q estéril. El 

ADN cromosómico obtenido se cuantificó con el equipo NanoVue PlusTM (GE 

Healthcare). Tras este procedimiento se espera obtener concentraciones 

superiores a 60 ng/µl y una pureza de 1,8-1,9 de acuerdo a la relación de 

absorbancia 260/280. 

3.2.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Para la amplificación de los promotores se empleó la enzima Taq polimerasa 

(BioTools). Las mezclas de reacción se muestran en la tabla 5. Las reacciones 

se realizaron en un termociclador Thermo Cycler 2720 (Applied Biosystems), 

empleando un programa de PCR estándar con las siguientes etapas: 

Desnaturalización inicial: 95 oC, 5 min. 24-30 ciclos de (Desnaturalización: 

95°C, 00:30., Hibridación: Tm-4, 00:30., Elongación: 72 oC, 1 min/kb), una 

elongación final: 72 oC, 10 min y finalmente un paso de conservación: 4 oC, ∞. 

 

Tabla 5. Mezclas de reacción para PCR. 

Agua MQ 36,1 µl 

Buffer 10X 5 µl 

MgCl2 1,5 µl 

dNTPs 10 mM 2 

Primer forward 10 μM 2 

Primer reverse 10 μM 2 

Taq polimerasa 0,4 µl 

ADN molde dil 1/10 10-40 ng (1 μl) 

VOLUMEN TOTAL 50 µl 
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La temperatura de la etapa de hibridación se modificó para para evitar 

amplificaciones inespecíficas siendo siempre 4 oC inferior a la temperatura de 

hibridación de los cebadores (Tabla 6) y nunca inferior a los 40°C. Todos los 

cebadores empleados se adquirieron de la empresa Biomers. 

 

Tabla 6. Cebadores empleados en este trabajo. 

Oligo Secuencia (5’→3’) Finalidad 

Palr3057_up AAAGCAAAGTACAAGCAACTAC 

EMSA promotor alr3057 

Palr3057_dw GGTAAAAGATGGTTAGAACTGG 

Pall4424_up AGTTTGATAGAGAAGACAGCC 

EMSA promotor all4424 

Pall4424_dw CCCAACCCAAAATAAATTGCC 

Pall4431_up CAGACAACTTGAACCAGATTC 

EMSA promotor all4431 

Pall4431_dw CCGTAAAGTACTAGCAACTGC 

Pall4432_up GAGTGCTTTGGAGTTTAAGTG 

EMSA promotor all4432 

Pall4432_dw CCTTGTAAAGAGTCCATTGTC 

Palr5223_up AGTTAACTAAGTGAAATA 

EMSA promotor all5223 

Palr5223_dw TGTTATTAATCCATTCGTTTAGTC 

alr5234_up GCACTTTGGCGATTGACTAG 

EMSA promotor all5234 

alr5234_dw TCTAATCGTTCTAAGTATACTGG 

ifpkn_up AAAGATGAATTACACTGGCG EMSA promotor ifpkn22 

(inespecífico para FurA y 

FurC) ifpkn_dw CTGCAAACTGTGGCAGAATA 
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3.2.3. Electroforesis de ADN 

La correcta amplificación y ausencia de contaminantes o amplificaciones 

inespecíficas se comprobaron mediante electroforesis de los productos de PCR 

en gel de agarosa al 1%. En los casos requeridos, los productos se purificaron 

empleando el illustra GFX PCR ADN and Gel Band Purification Kits, de GE 

Healthcare. Esta etapa se realizó con el objetivo de eliminar los reactivos 

sobrantes de la PCR, principalmente los oligonucleótidos y dNTPs, que podrían 

interferir en etapas posteriores del trabajo. 

Los geles se prepararon disolviendo agarosa en tampón TBE 1X (90 mM 

TRIS/HCl pH 8, 90 mM H3BO3, 2 mM EDTA) y calentando la mezcla en horno 

microondas hasta disolver completamente los cristales de agarosa en el tampón. 

Antes de su solidificación, se añadió bromuro de etidio a los geles a una 

concentración final de 0,5 μg/ml. Las electroforesis se realizaron en cubetas 

horizontales Mini-Sub®Cell GT (Bio-Rad) con tampón TBE 1X, empleando un 

voltaje de 90 V durante 45-60 minutos. Para determinar el tamaño en pb de cada 

fragmento amplificado se usó el marcador de peso molecular 1 Kb Plus ADN 

Ladder de Thermo Fisher. El bromuro de etidio presente en el gel, se intercala 

entre las bases nitrogenadas del ADN de doble hebra con alta afinidad y permite 

su posterior visualización en luz ultravioleta. La detección se basa en que, el 

bromuro de etidio presenta emisión al ser excitado por luz con una longitud de 

onda entre 300-360 nm, por lo que sus complejos con los ácidos nucleicos 

pueden ser visualizados en trasniluminador. Para visualizar las bandas en los 

geles, en este trabajo se utilizó el documentador Gel Doc XR System y el 

software Quantity One 1-D Analysis Software de Bio-Rad.  

3.2.4. Cuantificación de proteínas 

La cuantificación de proteínas se realizó mediante el método del ácido 

bicinconínico, empleando el BCA Protein Assay Kit (Thermo Fischer Scientific). 

Este método colorimétrico se basa en la capacidad de los enlaces peptídicos de 

reducir Cu2+ a Cu+ en medio alcalino. Los iones Cu+ se unen al BCA, cambiando 

su estructura electrónica y haciendo que absorba a 562 nm. La absorción del 

compuesto es proporcional a la concentración de proteína en la muestra. 



3  Materiales y métodos 

49 
 

3.2.5. Ensayos de retardo en gel (EMSA) 

La interacción in vitro de las proteínas FurA y FurC con distintos fragmentos de 

ADN se analizó mediante ensayos de retardo en gel (Electrophoretic Mobility 

Shift Assay, EMSA). Esta técnica se basa en que el complejo ADN-proteína 

tienen un mayor peso molecular que el ADN libre y, por lo tanto, esos complejos 

pueden diferenciarse del ADN libre porque tienen una menor movilidad 

electroforética. El ensayo se realizó siempre en presencia de un ADN competidor 

inespecífico, un fragmento interno del gen pkn22 (ifpkn22) de Anabaena sp. 

PCC7120, al cual no se unen FurA y FurC. Se utilizaron geles no 

desnaturalizantes con un porcentaje de poliacrilamida del 6% (tabla 7), 

entrecruzamiento lo suficientemente bajo como para permitir la migración de los 

complejos ADN-proteína. 

Un volumen de 20 μl de mezclas de reacción se preparó con 50 ng de 

cada uno de los promotores (inespecífico y promotor a analizar), proteína (se 

evaluaron escaleras con concentraciones de 300-800 nM para FurA y FurC), 

tampón de unión 10X (1X: 10 mM bis-Tris pH 7,5., 40 mM KCl, 2 mM MgCl2·6H2O 

y glicerol 5%) y 0,05 mg/ml de BSA para simular las condiciones del interior 

celular. A la mezcla de reacción se añadió: 1 mM DTT y 1 mM MnCl2. Las 

mezclas resultantes se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente y 

se añadieron 3 μl de tampón de carga 6X (1X: 35 mM TRIS-HCl pH 8, 5% glicerol, 

0.05% azul de bromofenol). 

 

Tabla 7. Se muestran las cantidades de reactivos necesarias para preparar geles del 6%  

Reactivo Volumen 

Acrilamida:bisacrilamida 30% 2,06 ml 

Running Buffer 5X (30.28 g/l TRIS, 142 g/l glicina, pH 8) 1,86 ml 

Glicerol 50% 1,4 ml 

Agua MQ 4,86 ml 

PSA 10%  50 μl 

TEMED (BioRad) 20 μl 
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Los geles se sumergieron en Running Buffer 1X y se precorrieron durante 45 

minutos a 60 V y 4 oC en un equipo Mini-Protean II de BioRad con 3 ul de tampón 

de carga en cada carril (para verificar que las condiciones del gel y de la 

electroforesis eran adecuadas). Transcurrido ese tiempo, se cargaron las 

muestras en los carriles y se corrieron durante aproximadamente 150 minutos a 

90 V y 4 oC. Los geles se tiñeron en cubetas de 50 ml con Running Buffer 1X y 

5 μl de SYBR®Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y se visualizaron en un 

documentador de geles, Gel Doc XR System y el software Quantity One 1-D 

Analysis Software de Bio-Rad. 

3.3. Caracterización de las estirpes 

Para caracterizar la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y las estirpes de 

sobreexpresión de FurA, FurB y FurC (AG2770FurA, VCS2770FurB y 

EB2770FurC, los cultivos stock que se hicieron crecer inicialmente en tubos 

cónicos con aireación constante hasta alcanzar una D.O. de aproximadamente 

0,7 se traspasaron posteriormente a Erlenmeyers diluyendo los cultivos en BG11 

hasta una D.O. de 0,3 (fase exponencial temprana). De esta manera se 

prepararon 100 ml de cultivo de cada estirpe en Erlenmeyer de 250 ml, (28°C e 

iluminación de 10 µmol/m²/s y agitación constante 180 rpm en incubador orbital). 

Cada estirpe se cultivó por triplicado y se tomaron muestras a las 48 horas del 

experimento. De esta forma se llevó a cabo la determinación de clorofila, 

carotenoides y ficobiliproteinas. Las mediciones se llevaron a cabo en el 

espectrofotómetro SPECORD® PLUS de Analytik Jena. Usando las mismas 

condiciones de cultivo, se llevó a cabo la determinación de las tasas fotosintética 

y respiratoria de cada estirpe en condiciones estándar de crecimiento, en 

deficiencia de nitrógeno y en NaCl 300 mM.  

3.3.1. Determinación de clorofila 

El contenido en clorofila se determinó según el método de Nicolaisen et al (2008), 

para ello se añadió 1 ml de metanol a 200 μl de los cultivos de las estirpes 

estudiadas y se homogenizaron en vórtex durante un minuto para romper las 

células. Las muestras se centrifugaron durante 2 minutos a 14000 rpm para 

depositar los restos celulares. La absorbancia de los sobrenadantes se midió a 
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665 nm. Se empleó es siguiente cálculo para establecer la concentración de 

clorofila (Sein-Echaluce et al., 2016): 

 

𝐶ℎ𝑙 𝑎 (
𝑚𝑔

𝑚𝑙
) =

𝐴𝑏𝑠665

74,46
𝑚𝑔

𝑚𝑙 · 𝑐𝑚
· 1 𝑐𝑚

· 6 

 

3.3.2. Determinación de carotenoides 

La determinación de carotenoides se realizó según el método descrito por Davies 

(1976). Se centrifugaron 50 ml de cultivo de cada una de las estirpes estudiadas, 

a 4000 rpm durante 10 minutos y 4 oC y se eliminó el sobrenadante, las células 

se lavaron dos veces con 5 ml de agua destilada y se expusieron a 5 ciclos de 

45 segundos de sonicación y 30 segundos de pausa (amplitud del 80% y ciclo 

de 0,5). Posteriormente, se añadieron 4 volúmenes de acetona a las muestras y 

se centrifugaron a 2500 g durante 5 minutos y 4 oC. La absorbancia de los 

sobrenadantes se midió a 480, 465 y 663 nm, empleando acetona al 80% como 

blanco. La concentración de carotenoides se calculó con la siguiente formula 

(Sein-Echaluce et al., 2016): 

 

𝐴𝑏𝑠480 𝑐𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 = 𝐴𝑏𝑠480 + 0,114 · 𝐴𝑏𝑠663 − 0,638 · 𝐴𝑏𝑠465 

𝑐𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 (
𝑚𝑔

𝑚𝑙
) = 𝐴𝑏𝑠480

𝑐𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠

𝜀 · 𝑙
= 𝐴𝑏𝑠480

𝑐𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠

250 𝑚𝑔−1 · 𝑐𝑚−1 · 1 𝑐𝑚
 

3.3.3. Determinación de ficobiliproteínas  

Para la determinación de ficobiliproteínas se empleó el método descrito por 

Glazer, (1976) Se centrifugaron 50 ml de cultivo de cada una de las estirpes 

estudiadas, a 4000 rpm durante 10 minutos a 4 oC y se eliminó el sobrenadante. 

Se lavaron las células dos veces con 5 ml de agua destilada y se expusieron a 5 

ciclos de 45 segundos de sonicación y 30 segundos de pausa (amplitud del 80% 

y ciclo de 0,5). Se midió la absorbancia del sobrenadante a 620 nm, empleando 
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agua como blanco. La concentración de ficobiliproteínas se calculó aplicando la 

siguiente fórmula (Sein-Echalauce et al., 2016): 

 

𝑓𝑖𝑐𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎𝑠 (
𝑚𝑔

𝑚𝑙
) =

𝐴𝑏𝑠620

𝜀 · 𝑙
=

𝐴𝑏𝑠620

7,41𝑚𝑔−1𝑚𝑙 · 𝑐𝑚−1 · 1 𝑐𝑚
 

 

3.4. Determinación de las tasas fotosintética y respiratoria  

La determinación de las tasas fotosintética y respiratoria de diferentes estirpes 

de Anabaena sp. se llevó a cabo mediante la medida de la producción y consumo 

de oxígeno a lo largo del tiempo, para ello se utilizó el dispositivo Oxytherm de 

Hansatech, que contiene un electrodo de tipo Clark. El manejo de los datos se 

efectuó mediante el software O2View. 

Para el montaje y calibración del equipo se añadieron unas gotas de KCl 2M 

sobre el ánodo y el cátodo del electrodo tipo Clark y se cubrió de forma sucesiva 

con una lámina de papel de arroz y con una membrana PTFE de teflón que 

permitía la entrada de oxígeno, el sistema se fijó con empaques de goma. Una 

vez montado el electrodo, se procedió al calibrado del sensor de luz siguiendo 

las instrucciones indicadas por el programa. Posteriormente se calibró el 

electrodo, simulando las condiciones extremas de concentración de oxígeno. 

Para emular la mayor concentración de oxígeno se introdujo en la cámara agua 

destilada aireada mediante agitador magnético. Para emular la mínima 

concentración de oxígeno, se agregó ditionito de sodio en la cámara, que 

consume el oxígeno del sistema debido a la siguiente reacción:  

 

2Na2S2O4 + 2H2O + O2 → 4NaHSO3. 

 

Se introdujo en la cámara de reacción 1 ml de cultivo de las diferentes estirpes 

de Anabaena en las diferentes condiciones evaluadas. Los parámetros utilizados 

para las medidas de fotosíntesis y respiración fueron las siguientes: 25 oC, 65% 
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de agitación e Iluminación de 100 μE/m2·s. Durante las lecturas de respiración, 

la cámara se cubrió con papel de aluminio para minimizar la entrada de luz del 

exterior. 

La variación total en la cantidad de oxígeno se calculó como la suma de 

la variación durante la fotosíntesis y la respiración. Todos los resultados se 

expresaron como mol O2·S-1. 

 

3.5. Técnicas de microscopía 

3.5.1. Microscopía óptica 

A lo largo de este trabajo se emplearon técnicas de microscopía para analizar la 

morfología de Anabaena sp. Para ello se utilizó un microscopio Leica DM 300, 

que mediante un adaptador del ocular se conectó a una cámara Nikon D3300 

para el registro fotográfico. La estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y los 

mutantes de sobreexpresión evaluados AG2770FurA, VCS2770FurB y 

EB2770FurC, presentaron morfologías diferentes. De esta forma se confirmó 

también el efecto de la deficiencia de nitrógeno y la consecuente aparición de 

heterocistos en la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120. Cambios en la 

turgencia de las células evaluadas, permitieron igualmente confirmar el efecto 

del estrés salino. 

3.5.2. Conteo celular 

Debido a la diferencia en tamaño, forma y cantidad de pigmentos que contienen 

las células de cada estirpe (Gonzalez et al. 2010; Sein-Echaluce et al., 2015 y 

Sevilla et al., 2019), se consideró que el conteo celular usando cámara de 

Neubauer resultaba más adecuado que otros parámetros como densidad óptica 

o volumen celular empaquetado para comparar el crecimiento entre la estirpe 

silvestre Anabaena sp. PCC7120 y las estirpes de sobreexpresión AG2770FurA, 

VCS2070FurB y EB2770FurC. Las células se contaron usando el programa de 

análisis y procesamiento de imagen basado en Java ImageJ 1.47v. 
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Para ello se cargaron 10 µl de cada muestra evaluada en la cámara de 

Neubauer y se tomaron fotografías al microscopio óptico en 40X de los 

filamentos de la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y de las estirpes de 

sobrexpresión AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC en las diferentes 

condiciones evaluadas (condiciones estándar de crecimiento, deficiencia de una 

fuente de nitrógeno combinado y NaCl 300 mM). Posteriormente las imágenes 

se procesaron, recortando cada uno de 16 recuadros que componen el 

cuadrante denominado “L” (Figura 14). 

 

 

Figura 14: Diagrama que representa los cuadrantes en cámara de Neubauer. Cada L tienen un área de 1 

mm2 y 0,1 mm de altura desde la base de la cámara al cubreobjetos. Por lo tanto, el volumen en cada L es 

de 0,1 µl y cada uno de los 16 recuadros que lo componen tiene un volumen de 0,00625 µl. Con estos 

parámetros establecidos, se cuentan las células en los filamentos de cada recuadro para definir la cantidad 

de células por µl presentes en la muestra. 

 

Usando el programa se abrieron las imágenes correspondientes a los recuadros 

que se querían contar, y se cambió el tipo de imagen de color RGB a 8 bits, de 

esta manera las imágenes se transformaron a escala de grises.  Posteriormente, 

se ajustaron los valores límite de las imágenes (threshold) y con ello las 

imágenes quedaron en blanco y negro, siendo negros los filamentos y blanco el 

fondo de la imagen (Figura 15).  
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Figura 15: Resultado del procesamiento de imagen para el conteo celular mediante ImageJ. La imagen 

corresponde a uno de los 16 cuadrantes que pertenecen un área L en cámara de Neubauer. La imagen se 

transforma a 8 bits en formato binario y las células son separadas en el filamento mediante la herramienta 

Watershet. En este caso, un total de 224 células son contadas.  

 

Luego, en las opciones de procesado las imágenes se hicieron binarias, de esta 

forma el programa interpretó el blanco como fondo. Después, en procesos 

binarios se seleccionó la opción de llenar agujeros (fill holes) para que los 

filamentos se interpretaran como una sola imagen sólida. Para que el programa 

interpretara cada una de las células del filamento se usó la herramienta 

Watershet, de esta manera el programa cortó los filamentos por las uniones entre 

células adyacentes. Posteriormente se usó la función Analizar partículas: Para 

una fotografía de aproximadamente 3000 pixeles2 se escogió un intervalo de 

500-infinito y una circularidad de 0-1 para que el programa reconociera solo las 

células y no contara el ruido de fondo. Finalmente se escogió la función cubrir 

máscaras y mostrar resultados. El programa asignó un número a cada una de 

las células que reconoció, los resultados son mostrados sobre la imagen y en 

formato Excel explicando los parámetros utilizados y el área en pixeles de cada 

célula. 

3.5.3. Microscopía de fluorescencia 

La fluorescencia de las células se analizó con un microscopio Nikon Eclipse 50i 

Epi-fluorescence acoplado con una cámara Nikon DXM 1200F. De esta manera 
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se confirmó la presencia de los heterocistos maduros observados en microscopio 

óptico en condición de deficiencia de nitrógeno, a diferencia de las células 

vegetativas, los heterocistos no producen fluorescencia debido a la pérdida de 

ficobiliproteinas durante su maduración.  

3.5.4. Microscopia electrónica 

Los cambios en la turgencia de las células evaluadas, que permitieron confirmar 

el efecto del estrés salino se observaron también al microscopio electrónico de 

barrido y de transmisión. 

Para la preparación de muestras para microscopía electrónica, los cultivos 

stock que se hicieron crecer inicialmente en tubos cónicos con aireación 

constante hasta alcanzar una D.O. de aproximadamente 0,7 se traspasaron a 

Erlenmeyers diluyendo los cultivos en BG11 hasta una D.O. de 0,3 (fase 

exponencial temprana). De esta manera se prepararon 100 ml de cultivo de cada 

estirpe en Erlenmeyer de 250 ml, (28°C e iluminación de 10 µmol/m²/s y agitación 

constante 180 rpm en incubador orbital). Se tomaron muestras a las 48 horas del 

experimento. Se recogieron células de 10 ml de cultivo en las condiciones de 

crecimiento mencionadas, centrifugando 5 min a 4000 rpm. El pellet se 

resuspendió en 1 ml de solución fijadora: 2.5% glutaraldehido en buffer fosfato 

(66 mM KH2 PO4:Na2H PO4, pH 6,8) y se realizaron tres lavados de 5 min en 

buffer fosfato, este último con 300 mM de NaCl, para conservar las condiciones 

de estrés salino en las estirpes que se expusieron a dicho estrés.  

La microscopía electrónica de barrido se realizó en el Servicio de 

Microscopía Electrónica de Sistemas Biológicos de la Universidad de Zaragoza. 

Adicionalmente la microscopía electrónica de transmisión se realizó en el 

Servicio Interdepartamental de Investigación (SIdI) de la Universidad Autónoma 

de Madrid. Para ello, las muestras además se mezclaron en una proporción 1:1 

con agar al 4% y se cortaron en trozos de 1 mm3. 

3.6. Cuantificación de exopolisacáridos en sobrenadante mediante 

método fenol-sulfúrico. 

Para cuantificar los exopolisacáridos presentes en el sobrenadante de la estire 

silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y de las estirpes de sobreexpresión 
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AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC se utilizó el método fenol-sulfúrico 

descrito por Michel Dubois et al (1956), (Figura 16). Este método se basa en que 

azúcares simples, oligosacáridos, polisacáridos y sus derivados producen un 

color anaranjado cuando se tratan con fenol y ácido sulfuro concentrado. La 

reacción presenta un color estable que permite además una alta sensibilidad 

(desde 5 microgramos en adelante). En este trabajo se utilizó una recta patrón 

de calibración de glucosa (10, 20, 30 y 40 mg/l) siendo la glucosa el 

monosacárido que se presenta en mayor abundancia como parte de la estructura 

de los exopolisacáridos sintetizados por cianobacterias (De Philippis et al, 2000).  

 

 

Figura 16. Rectas patrón para el método fenol-sulfúrico con base en diferentes monosacáridos. Tomado 
de Michel Dubois et al 1956. 1. D-xilosa, 2. D-manosa, 3. D-manosa (variante del método), 4. D-galactosa, 
5. L-arabinosa, 6. Ácido D-galacturónico, 7. L-fucosa, 8. D-Glucurona, 9. 2,3,4,6-tetra-o-metil-D-glucosa y 
10. D-Glucosa. 

 

Para este experimento, los cultivos stock que se hicieron crecer inicialmente en 

tubos cónicos con aireación constante hasta alcanzar una D.O. de 

aproximadamente 0,7 se traspasaron posteriormente a Erlenmeyers diluyendo 

los cultivos en BG11 hasta una D.O. de 0,3 (fase exponencial temprana). De esta 

manera se prepararon 100 ml de cultivo de cada estirpe en Erlenmeyer de 250 

ml, (28°C e iluminación de 10 µmol/m²/s y agitación constante 180 rpm en 

incubador orbital). Cada estirpe se cultivó por triplicado en las diferentes 

condiciones evaluadas y se tomaron muestras a las 0, 24 y 48 horas del 
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experimento. Las muestras se obtuvieron centrifugando las células de las 

diferentes estirpes de Anabaena sp. para recuperar el sobrenadante.  

Las rectas de calibrado (una por cada condición evaluada) se prepararon 

a partir de un stock de glucosa con una concentración de 100 mg/l. Se 

prepararon 400 µl de los diferentes puntos de la recta a concentraciones de 10, 

20, 30 y 40 mg/l usando el stock glucosa y diluido en el BG-11 respectivo de 

acuerdo al experimento evaluado (BG-11 completo, BG-11 sin una fuente de 

nitrógeno combinado y BG-11 NaCl 300 mM). 400 µl del BG-11 respectivo fueron 

usados como blanco para establecer el 0 en la gráfica. 

Los puntos de la recta patrón y las muestras se prepararon por triplicado 

y se colocaron en viales de cristal de 5 ml con tapa rosca (que soportan altas 

temperaturas y evitan la pérdida de la muestra por evaporación). Los viales se 

pusieron en una gradilla metálica y se cubrieron con papel aluminio y las 

muestras se calentaron a 100 oC durante 1 hora. 

Posteriormente, los viales se abrieron en campana con precaución 

mientras aún estaban calientes y se dejaron enfriar a temperatura ambiente por 

15 minutos. 200 µl de fenol al 6% se agregaron al fondo de cada vial y se 

mezclaron por pipeteo y posteriormente 1 ml de ácido sulfúrico concentrado se 

agregó por las paredes de los viales, los viales se cerraron nuevamente y se 

mezclaron por agitación manual sosteniéndolos por las tapas, pues se produce 

una fuerte reacción exotérmica. En cuanto se enfriaron los viales, se leyó la 

absorbancia de las muestras y de los respectivos puntos de las rectas de 

calibración a 490 nm en el espectrofotómetro SPECORD®. 

No se ejecutaron lecturas en la biomasa, solo el sobrenadante fue 

analizado. Pues al exponer las células a altas temperaturas se liberan los 

polisacáridos que corresponden a otros procesos celulares y según la literatura 

no se aprecian diferencias significativas, mientras que el sobrenadante resulta 

más informativo en la búsqueda de exopolisacáridos (Yoshimura et al, 2007). 

3.7. Cuantificación y caracterización de biofilms 

Para la cuantificación de biofilms se modificó el protocolo propuesto por O'Toole 

(2011). Para ello, los cultivos stock que se hicieron crecer inicialmente en tubos 
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cónicos con aireación constante hasta alcanzar una D.O. de aproximadamente 

0,7 a 750 nm, se traspasaron posteriormente a placas de microtitulación de 12 

pocillos diluyendo los cultivos en BG-11 hasta una D.O. de 0,3 (fase exponencial 

temprana). De esta manera se sembraron 1 ml de cultivo de cada estirpe en cada 

pocillo (28°C e iluminación de 5 µmol/m²/s). Cada estirpe se cultivó por triplicado 

en las diferentes condiciones evaluadas (condiciones estándar de crecimiento, 

deficiencia de nitrógeno y NaCl 300 mM), cada pocillo contenía un cubreobjetos 

circular de 18 mm en condiciones estériles para posteriores observaciones al 

microscopio, como control negativo se cargó en los pocillos 1 ml de BG-11 por 

triplicado. Se llevaron a cabo observaciones los días 1, 5, 10, 15 y 20 desde el 

inicio del experimento, para ello, los pocillos fueron tratados por 2 minutos con 1 

ml de cristal violeta al 0,25% y tres lavados con agua Milli-q. Posteriormente, el 

biofilm formado en los pocillos y teñido con cristal violeta, se desprendió de las 

paredes de los pocillos por pipeteo, usando 1 ml de ácido acético al 36%. Las 

muestras se cuantificaron a 630 nm utilizando ácido acético al 36% como blanco.  

3.8. Ensayos de germinación de semillas de arroz. 

Para evaluar la posible actividad protectora del exopolisacárido rescatado en 

sobrenadantes de la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 se llevó a cabo 

un ensayo de germinación de semillas arroz de la variedad Ariete frente a 

condiciones de estrés de estrés salino (NaCl 100 mM) modificado de Sam 

(2007). 

Las semillas se lavaron al principio del experimento durante 15 minutos 

en agitación constante en hipoclorito de sodio al 5% y posteriormente se hicieron 

tres lavados con agua destilada. A continuación, se colocó papel filtro Whatman 

estéril al interior de placas de Petri y se dispusieron un total de 20 semillas por 

placa, 10 ml de cada tratamiento se vertió en cada placa. Se definieron 8 

tratamientos diferentes, cuatro de ellos en condiciones estándar de crecimiento 

y cuatro de ellos en presencia de NaCl 100 mM. Los tratamientos fueron: BG11, 

el sobrenadante de la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120, las células de 

la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y las células de la estirpe de 

sobreexpresión de FurC AG2770FurC. Las semillas se mantuvieron los primeros 

cuatro días del experimento en condiciones de obscuridad. Posteriormente se 
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pasaron a fotoperiodo de 16 horas y se tomaron datos los días 4, 6 y 8. Para ello, 

se dispuso de un total 9 placas por tratamiento al principio del experimento, para 

tener tres replicas por día. Se evaluaron, porcentaje de germinación, longitud en 

mm de la raíz pivotante, longitud en mm del tallo y cantidad de hojas. 

3.9. Análisis estadístico: 

Todos los experimentos planteados se evaluaron usando tres replicas técnicas 

y tres réplicas experimentales. Para el análisis estadístico de los datos se utilizó 

el Software Statistix 9. La media de los tratamientos y sus interacciones se 

calcularon mediante ANOVA tras llevar a cabo una prueba de normalidad y 

homogeneidad de varianzas. Las medias de los tratamientos se compararon con 

las medias de los controles, usando el test HSD de Tukey con un P < 0,05.  

3.10. Identificación de glicosiltransferasas y análisis filogenéticos 

Con el fin de identificar algunos genes involucrados en la síntesis y transporte de 

exopolisacáridos y formación de biofilms en Anabaena sp. PCC7120, se realizó 

una búsqueda de las secuencias anotadas como glicosiltransferasas en la base 

de datos CyanoBase (http://genome.kazusa.or.jp) y posteriormente se amplió la 

información sobre esos genes usando la base de datos UniProt 

(http://www.uniprot.org) y la enciclopedia de genes y genomas de Kyoto, KEGG 

(https://www.kegg.jp). La organización de estas secuencias en superfamilias 

estructurales y en subfamilias se verificó en la base de datos de Enzimas de 

Carbohidratos-activos CAZy (http://www.cazy.org).  

Posteriormente, con las respectivas secuencias de aminoácidos, se 

construyeron árboles filogenéticos utilizando las herramientas proporcionadas 

por la plataforma web (phylogeny.fr), en la modalidad “a la carte”, con el objetivo 

de identificar que secuencias correspondientes a glicosiltransferasas, o 

probables glicosiltransferasas presentan mayor similitud entre ellas. Los 

alineamientos correspondientes se hicieron mediante MUSCLE (Multiple 

Sequence Comparison by Log-Expectation).  

Para confirmar la implicación de las proteínas FUR en la regulación de 

algunas glicosiltransferasas, se buscaron cajas FurA y FurC en las secuencias 

de los promotores de todas las GTs descritas en el genoma de Anabaena sp. 
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PCC7120. La búsqueda de las secuencias de los promotores se llevó a cabo 

mediante las herramientas proporcionadas por la base de datos Ensembl 

Genome Browser (ensembl.org). Las cajas FUR se definieron con base en 

trabajos de González et al (2014) y Sevilla et al (2019), de donde se escogieron 

secuencias con una longitud de 23 pb para FurA y 19 pb para FurC. Con la 

herramienta FIMO (Find Individual Motif Ocurrence) se identificaron las cajas 

FurA y FurC para las secuencias de glicosiltransferasas, usando como parámetro 

de sensibilidad un p-value menor a 0,0001.
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4. Resultados. 

4.1. Influencia de diferentes factores ambientales en la síntesis de 

exopolisacáridos y formación de biofilms en Anabaena sp. PCC7120: 

Se determinó la cantidad de exopolisacáridos producidos por la estirpe silvestre 

de Anabaena sp. PCC7120 y los niveles de formación de biofilms de esta 

cianobacteria en condiciones estándar de crecimiento (medio BG11, intensidad 

lumínica de 10 µmol/m²/s y 28°C). Así mismo, se evaluó la influencia de 

diferentes condiciones ambientales, concretamente la deficiencia de nitrógeno 

combinado y alta concentración salina (NaCl 300 mM) tanto en la producción de 

exopolisacáridos como en la formación de biofilms en la estirpe silvestre de 

Anabaena sp. PCC7120. Las condiciones de estrés se seleccionaron por ser 

similares a las experimentadas por las plantas en suelos intervenidos por la 

sobreexplotación agrícola (Singh et al. 1970; Rowell. 1994; Macedo et al. 2008; 

FAO & ITPS. 2015; Cuevas et al. 2019). 

4.1.1. Síntesis de exopolisacáridos:  

La determinación de exopolisacáridos de Anabaena sp. PCC7120 se llevó a cabo 

tras 24 y 48 horas de exposición a los diferentes estreses. Los cultivos stock que 

se hicieron crecer inicialmente en tubos cónicos con aireación constante hasta 

alcanzar una D.O. de aproximadamente 0,7 a 750 nm, se traspasaron 

posteriormente a Erlenmeyers diluyendo los cultivos en BG-11 hasta una D.O. 

de 0,3 (fase exponencial temprana). De esta manera se prepararon 100 ml de 

cultivo de Anabaena sp. PCC7120 en Erlenmeyer de 250 ml, (28°C e iluminación 

de 10 µmol/m²/s y agitación constante 180 rpm en incubador orbital). Los 

Erlenmeyer se sembraron por triplicado en cada una de las condiciones 

evaluadas (condiciones estándar de crecimiento, deficiencia de una fuente de 

nitrógeno combinado y NaCl 300 mM). Se tomaron muestras a 0, 24 y 48 horas 

de comenzado el experimento y seguidamente se observaron al microscopio 

cambios fenotípicos, debidos a la deficiencia de nitrógeno y a la salinidad.  

En las células de la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 cultivadas 

en BG110 se observó la presencia de heterocistos que son indicativos de la 

deficiencia de nitrógeno (Figura 17). Bajo el microscopio de campo brillante 
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pueden verse los heterocistos como células más grandes con cuerpos polares 

(Figura 17 A), mientras que en el microscopio de fluorescencia estas células 

dejan de ser observables debido a la degradación de pigmentos como las 

ficobiliproteínas durante la maduración de este tipo de células, y por lo tanto no 

presentan fluorescencia a 600 nm (canal rojo) (Figura 17 B). 

 

 

Figura 17. Formación de heterocistos (flechas blancas) en células de la estirpe silvestre de Anabaena sp. 

PCC7120 cultivadas en BG110. Las imágenes fueron tomadas en microscopio Nikon eclipse 50i 

epifluorescence. 

 

El tratamiento de los cultivos con NaCl 300 mM produjo alteraciones en la 

morfología y ultraestructura de las células.  El efecto de altas concentraciones 

de sal en las células de Anabaena sp. PCC7120 se evidenció como un cambio 

en la turgencia. Bajo el microscopio óptico puede verse el cambio gradual en el 

tamaño y forma de las células de Anabaena sp. PCC7120 pasadas 24 horas 

(Figuras 18 A y B) y 48 horas (Figura 18 C) de exposición a altas concentraciones 

de sal.  

Bajo el microscopio electrónico de barrido se detectaron además algunos 

cristales de NaCl formándose en la superficie de las células (Figura 18 F). Las 

imágenes obtenidas con el microscopio electrónico de trasmisión evidenciaron 

como las altas concentraciones de sal afectaron la membrana celular, el espacio 

periplasmático y el citoplasma, produciendo células con formas irregulares 

(Figura 18 G, H e I).  

D 
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Figura 18. Efecto de altas concentraciones de sal en las células de Anabaena sp. PCC7120. El cambio en 

la turgencia como resultado de la exposición a 300 mM de NaCl se pudo ver bajo el microscopio óptico en 

A, B (24 horas) y C (48 horas), bajo el microscopio electrónico de barrido en D, (2000 X) E (7000 X) y F 

(8500 X) y bajo el microscopio electrónico de transmisión en G, H y I.  

 

Una vez confirmado el efecto de los diferentes estreses en la morfología de 

Anabaena sp. PCC 7120, se procedió a la cuantificación de exopolisacáridos 

mediante el método fenol-sulfúrico (Michel Dubois et al, 1956; Underwood et al. 

1995; Masuko et al. 2005; Teasdale et al, 2018) (Figura 19). Las medidas se 

obtuvieron usando una recta de calibrado de glucosa. Para la toma de datos se 

utilizaron tres replicas técnicas y tres réplicas experimentales. En cada tiempo, 

los tratamientos con diferencias significativas respecto a las condiciones 

estándar de crecimiento se indican en el gráfico con un asterisco. 

Las condiciones de estrés (deficiencia de nitrógeno combinado y 

tratamiento con NaCl 300 mM) afectaron significativamente el proceso de 

síntesis de exopolisacáridos, tal y como se confirmó mediante análisis de 

varianza y el test de Tukey HSD <0,05 de los datos obtenidos en las dos 

condiciones evaluadas respecto a las condiciones estándar de crecimiento 

(BG11 completo) a las 24 horas del experimento. Estas diferencias siguieron 
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presentándose tras 48 horas de exposición al estrés, con mayores registros de 

exopolisacaridos en la exposición a 300 mM de NaCl, alcanzando valores de 1,0 

y 1,4 µg de exopolisacaridos/106 células tras 24 y 48 horas de estrés salino 

respectivamente (Figura 19). 

 

 

Figura 19. Cuantificación mediante el método fenol-sulfúrico (abs 490nm) de los exopolisacáridos 

producidos por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 (W.T.) tomados a las 24 y 48 horas de 

crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo), en deficiencia de nitrógeno (W.T. –N) y altas 

concentraciones de sal (W.T. + 300mM de NaCl).  

 

El incremento del exopolisacárido observado en las células enfrentadas a 

deficiencia de nitrógeno y a estrés salino respecto al exopolisacárido observado 

en condiciones estándar de crecimiento fue de 4 y 9 veces respectivamente. 

4.1.2. Formación de biofilms 

El experimento de cuantificación de biofilms se llevó a cabo durante 20 días. De 

forma similar a la cuantificación realizada en el experimento de exopolisacáridos, 

la cepa silvestre de Anabaena sp. PCC7120 se expuso a deficiencia de nitrógeno 

soluble y 300 mM de NaCl. Las células se ajustaron a una densidad óptica (abs 

750 nm) de 0,3 al inicio del experimento (fase exponencial temprana), los 

controles permanecieron creciendo en medio BG11 en condiciones estándar y 

se establecieron las condiciones de estrés por deficiencia de nitrógeno y estrés 

salino mediante tres pasos de centrifugación para remplazar el medio BG11 
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completo por el BG11 con las condiciones de estrés respectivas. Se tomó 1ml 

de Anabaena sp. PCC7120 cultivada en condiciones estándar y en cada estrés, 

se aplicó en condiciones estériles en placas de microtitulación de 12 pocillos por 

triplicado, las placas permanecieron selladas y se expusieron a una intensidad 

lumínica de 50 µmol/seg/m2 durante el transcurso del experimento. La 

cuantificación del biofilm producido por la estirpe silvestre de Anabaena sp. 

PCC7120 unido a las paredes de las placas se llevó a cabo utilizando tinción con 

cristal violeta y la absorvacina a 630 nm (O'Toole., 2011), durante 20 días de 

experimento, haciendo observaciones los días 1, 5, 10, 15 y 20 (Figura 20).  

 

 

Figura 20. Formación de biofilm producido por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 en 

condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo), deficiencia de nitrógeno soluble y 300 mM de NaCl. 

En cada tiempo, los tratamientos con diferencias significativas respecto a las condiciones estándar de 

crecimiento se indican en el gráfico con un asterisco. 

 

A partir de los 5 días de déficit nitrógeno combinado se incrementó 

significativamente la formación de biofilm, aumentando 1,45 veces tras 10 días 

de deficiencia. Este aumento se mantuvo a los 15 días para reducirse 

ligeramente tras 20 días de deficiencia de nitrógeno (1,30 veces respecto a 

cultivos en condiciones estándar de crecimiento). El tratamiento con NaCl 300 

mM afectó notablemente la capacidad de formación de biofilm, produciendo una 
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disminución en torno al 50% a los 5 días del tratamiento, que se mantuvo en el 

tiempo (Figura 20). 

 

4.2. Consecuencia de la desregulación de proteínas FUR en la síntesis de 

exopolisacáridos y la formación de biofilm en Anabaena sp. PCC7120. 

4.2.1. Caracterización fenotípica de las estirpes de sobreexpresión de FurA, 

FurB y FurC en condiciones de deficiencia de nitrógeno y estrés salino: 

Se llevó a cabo la caracterización fenotípica parcial de la estirpe silvestre de 

Anabaena sp. PCC7120 y de las estirpes de sobreexpresión de FurA, FurB y 

FurC (AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC) en condiciones de cultivo 

estándar (control), en deficiencia de nitrógeno combinado, así como en 

presencia de altas concentraciones de sal (300 mM de NaCl). 

Previamente a la realización de este trabajo, se disponían de estudios del 

grupo describiendo la caracterización fenotípica de las estirpes de sobrexpresión 

de FurA, FurB y FurC (Gonzalez et al. 2010; Calvo Sein-Echaluce. 2015 y Sevilla 

et al. 2019). En esta tesis se ha evaluado el crecimiento fotoautotrófico y 

agregación celular, el contenido en pigmentos y proteína total, así como la 

medida de la tasa fotosintética de la estirpe silvestre y las tres variantes de 

sobreexpresión de las proteínas FUR.  

4.2.1.1. Efecto de la deficiencia de nitrógeno y la alta salinidad sobre la 

agregación y la pigmentación  

El efecto de los estreses en las cepas de sobreexpresión AG2770FurA, 

VCS2770FurB y EB2770FurC pudo apreciarse en el medio de cultivo, como un 

cambio en la pigmentación y en el grado de agregación de las células, tanto en 

condiciones de deficiencia de nitrógeno como en estrés salino. Estos cambios 

se pudieron observar en cultivos creciendo en medio BG11 líquido en las 

condiciones mencionadas, tanto en tubos cónicos o Erlenmeyers, como en 

cultivos crecidos en placas de microtitulación de 12 pocillos (Figuras 21 y 22). 
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  W.T. ↑FurA. ↑FurB. ↑FurC. 

 

 

BG11 completo 

 

 

 

BG110 

 

 

 

BG11 + NaCl 300 mM 

 

Figura 21. Diferencias en la pigmentación de 1 ml de cultivo recuperado en tubos Eppendorf tras 48 horas 

de crecimiento en Erlenmeyer en las condiciones de estrés estudiadas 1. La estirpe silvestre de Anabaena 

sp. PCC7120 y de las estirpes de sobreexpresión 2. AG2770FurA, 3. VCS2770Furb y 4. EB2770FurC, tras 

48 horas de crecimiento en condiciones estándar, en deficiencia de una fuente de nitrógeno combinado y 

en NaCl 300 mM. 

 

Los cultivos de las estirpes analizadas partieron de una densidad óptica de 0,3 

(750 nm). Tras 48 horas de crecimiento en condiciones estándar se pudo 

apreciar una diferencia en la pigmentación, siendo más obscuras las estirpes de 

sobreexpresión AG2770FurA y EB2770FurC, seguidas por la estirpe silvestre. 

Destacó la estirpe de sobreexpresión VCS2770FurB que presentó una 

coloración más tenue. Este comportamiento siguió apreciándose en deficiencia 
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de una fuente de nitrógeno combinado, sin embargo, este estrés disminuyó la 

intensidad en la pigmentación de las cuatro estirpes, siendo la estirpe de 

sobreexpresión AG2770FurA la que mejor se adaptó a la deficiencia 

conservando un color similar al que se ve condiciones estándar de crecimiento. 

La salinidad por otro lado, produjo una evidente clorosis en todas las estirpes 

evaluadas. Un comportamiento similar pudo apreciarse en los pocillos de las 

placas de microtitulación (Figura 22). 

 

 

Figura 22. Apariencia en los pocillos de la estirpe silvestre Anabaena sp. PCC7120 y de las estirpes de 

sobreexpresión de FurA, FurB y FurC (AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC) en medio BG11 a los 

20 días de exposición a dos condiciones de estrés (deficiencia de nitrógeno y altas concentraciones de sal). 

 

En condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo) se observaron la 

pigmentación y la agregación características de Anabaena sp. PCC7120 y de las 

estirpes de sobreexpresión de FurA, FurB y FurC tras 20 días de cultivo en 

placas de microtitulación. Los cultivos de las cuatro estirpes analizadas partieron 

de una densidad óptica de 0,3 (750 nm). Tras 20 días de crecimiento se 

apreciaron diferencias en la pigmentación de dichos cultivos. En particular las 

células de la estirpe de sobreexpresión VCS2770FurB, que presentaron una 
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pigmentación más tenue. Así mismo, la deficiencia de nitrógeno produjo una 

evidente agregación de las células en el medio, con la formación de grumos 

celulares macroscópicos. Especialmente en las estirpes de sobreexpresión 

AG2770FurA y EB2770FurC, seguidos de la estirpe silvestre de Anabaena sp. 

PCC7120. La estirpe de sobreexpresión de VCS2770FurB fue la que presentó 

menor agregación tras 20 días en deficiencia de nitrógeno. Por otra parte, las 

altas concentraciones de sal (300 mM de NaCl) produjeron una fuerte clorosis 

en todas las estirpes y eventualmente la muerte celular al final del experimento. 

La única estirpe que sobrevivió en estas condiciones, presentando además 

agregación celular fue EB2770FurC (Figura 22). 

4.2.1.2. Influencia de la deficiencia de nitrógeno y la alta salinidad sobre el 

crecimiento 

Debido a la diferencia en tamaño, forma y cantidad de pigmentos que contienen 

las células de cada estirpe (Gonzalez et al., 2010, C. Sein-Echaluce et al., 2015, 

y Sevilla et al., 2019), se consideró que el conteo celular usando cámara de 

Neubauer resultaba más adecuado que otros parámetros como densidad óptica 

o volumen celular empaquetado para comparar el crecimiento entre la estirpe 

silvestre Anabaena sp. PCC7120 y las estirpes de sobreexpresión AG2770FurA, 

VCS2070FurB y EB2770FurC.  

Para ello, los cultivos se hicieron crecer inicialmente en tubos cónicos con 

aireación constante hasta alcanzar una D.O. de aproximadamente 0,7 y luego 

se traspasaron a Erlenmeyer diluyendo los cultivos en BG11 hasta una D.O. de 

0,3 (fase exponencial temprana). De esta manera se prepararon 100 ml de 

cultivo de cada estirpe en Erlenmeyer de 250 ml, (28°C, iluminación de 10 

µmol/m²/s y agitación constante a 180 rpm en incubador orbital). Cada estirpe se 

cultivó por triplicado y el conteo celular se llevó a cabo al inicio del experimento 

y pasadas 24 y 48 horas. El crecimiento de las cuatro estirpes (en condiciones 

estándar) puede apreciarse en la Figura 23. 
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Figura 23. Conteo celular de Anabaena sp. PCC7120 y de las estirpes de sobreexpresión AG2770FurA, 

VCS2070FurB y EB2770FurC bajo condiciones estándar de crecimiento.  

 

Tras 24 horas en condiciones estándar la estirpe que presentó mayor crecimiento 

fue EB2770FurC, seguida de AG2770FurA, VCS2770FurB, y la estirpe silvestre 

de Anabaena sp. PCC7120. Este comportamiento siguió presentándose 

pasadas 48 horas. Usando el test de comparación de medias de Tukey se 

encontraron diferencias significativas en el crecimiento de las cuatro estirpes con 

un coeficiente de variación bajo y varianzas homogéneas, en 24 y 48 horas 

(Figura 23). Este resultado se refleja en las respectivas tasas de crecimiento 

(𝑇𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑟𝑒𝑐𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙−𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
), la cepa silvestre registró 

una tasa de crecimiento de 2,68 mientras que las estipres de sobreexpresión de 

FurA, FurB y FurC registraron tasas de crecimiento de 8,75; 4,22; y 10,23 (Tabla 

8). 

 

Tabla 8. Cantidad de células/ml cuantificadas en los cultivos deAnabaena sp. PCC7120 y de las estirpes 

de sobreexpresión AG2770FurA, VCS2070FurB y EB2770FurC. Media ±SE bajo condiciones estándar de 

crecimiento (BG11 completo).  

Estirpes 0 horas 24 horas 48 horas 
Tasa de 

crecimiento 

PCC7120 W.T. 3762,8 ±144 11187 ± 643 13876 ± 293 2,68 

AG2770FurA 3983,2 ± 360 29809 ± 2291 38857 ± 1189 8,75 

VCS2770FurB 3888,2 ± 140 16523 ± 744 20334 ±1481 4,22 

EB2770FurC 4367,5 ± 89 44580 ± 1664 49086 ± 1754 10,23 
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Al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 en condiciones 

estándar de crecimiento (BG11 completo) y en deficiencia de una fuente de 

nitrógeno combinado, con la estirpe de sobreexpresión de FurA (AG2770FurA), 

se observa que la deficiencia de nitrógeno redujo el crecimiento de las dos 

estirpes (Figura 24). 

Además, en las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión 

de FurA (AG2770FurA) creció más rápido que la estirpe silvestre. Sin embargo, 

la estirpe de sobreexpresión de FurA fue más susceptible a la deficiencia de 

nitrógeno, pues a las 24 horas de retirar el nitrógeno combinado del medio, el 

crecimiento de la estirpe de sobreexpresión AG2770FurA se redujo un 70% con 

respecto al valor registrado en condiciones estándar, mientras que en la cepa 

silvestre la disminución fue del 40%. 

 

 

Figura 24. Conteo celular de la estirpe silvestre Anabaena sp. PCC7120 y de la estirpe de sobreexpresión 

AG2770FurA tras 24 y 48 horas de crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo) y en deficiencia 

de nitrógeno combinado. 

 

Tras 48 horas de deficiencia de nitrógeno la susceptibilidad de las dos estirpes 

se mantuvo igual, siendo la estirpe de sobreexpresión de FurA más susceptible 

a la deficiencia de nitrógeno que la estirpe silvestre, la reducción del crecimiento 

para la estirpe de sobreexpresión AG2770FurA a las 48 horas siguió siendo un 

70% frente a una disminución del 40% en la estirpe silvestre. 

Del mismo modo, al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. 

PCC7120 en condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo) y en 
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deficiencia de una fuente de nitrógeno combinado, con la estirpe de 

sobreexpresión de FurB, (VCS2770FurB) se observa que la deficiencia de 

nitrógeno redujo el crecimiento de las dos estirpes (Figura 25). 

En las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurB 

(VCS2770FurB) creció más rápido que la estirpe silvestre, sin embargo, las dos 

estirpes presentaron la misma susceptibilidad a la deficiencia de nitrógeno, pues 

pasadas 24 horas del experimento tanto la estirpe de sobreexpresión 

VCS2770FurB, como la estirpe silvestre presentaron una disminución del 

crecimiento del 50% con respecto al obtenido en las condiciones estándar. 

 

 

Figura 25. Conteo celular de la estirpe silvestre Anabaena sp. PCC7120 y de la estirpe de sobreexpresión 

VCS2770FurB tras 24 y 48 horas de crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo) y en deficiencia 

de nitrógeno combinado. 

 

Tras 48 horas del experimento la susceptibilidad de las dos estirpes a la 

deficiencia de nitrógeno se mantuvo igual, siendo más susceptible la estirpe de 

sobreexpresión de FurB. El crecimiento a las 48 horas se redujo un 50% en la 

estirpe VCS2770FurB, mientras que para la estirpe silvestre la reducción en el 

crecimiento fue del 40%  

Finalmente, al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 en 

condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo) y en deficiencia de una 
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fuente de nitrógeno combinado, con la estirpe de sobreexpresión de FurC, se 

observó que la deficiencia de nitrógeno redujo el crecimiento de las dos estirpes 

(Figura 26).  

En las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurC 

(EB2770FurC) creció más rápido que la estirpe silvestre sin embargo la estirpe 

de sobreexpresión de FurC fue más susceptible a la deficiencia de nitrógeno, 

pues pasadas 24 horas del experimento la estirpe de sobreexpresión de FurC 

presentó una disminución en el crecimiento del 80% con respecto a las medidas 

realizadas en cultivos en condiciones estándar, mientras que la disminución en 

el crecimiento de la estirpe silvestre fue del 50%. 

 

 

Figura 26. Conteo celular de la estirpe silvestre Anabaena sp. PCC7120 y de la estirpe de sobreexpresión 

EB2770FurC tras 24 y 48 horas de crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo) y en deficiencia 

de nitrógeno combinado.  

 

Tras 48 horas del experimento, la susceptibilidad de las dos estirpes se mantuvo, 

siendo más susceptible a la deficiencia de nitrógeno la estirpe de sobrexpresión 

de FurC que la estirpe silvestre, sin embargo, la disminución del crecimiento de 

las dos estirpes fue menor que en 24 horas pues la reducción del crecimiento 

para la estirpe EB2770FurC es del 70% frente a una disminución del 40% 

registrada para la estirpe silvestre.  
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El análisis estadístico del conteo celular para todas las estirpes de 

sobreexpresión enfrentadas a deficiencia de una fuente de nitrógeno combinado, 

indicó un mayor crecimiento de células/ml en la estirpe EB2770FurC, seguido de 

las cepas AG2770FurA y VCS2770FuB. La estirpe silvestre fue la que presentó 

un menor crecimiento, este comportamiento es similar al observado bajo 

condiciones estándar de crecimiento (Tabla 9).  

La deficiencia de nitrógeno afectó a la tasa de crecimiento 

( 𝑇𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑟𝑒𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙−𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 ) de todas las cepas 

evaluadas, pero la susceptibilidad  a la deficiencia de nitrógeno fue diferente, 

siendo la estirpe de sobreexpresión de FurC la más susceptible a la deficiencia 

con una disminución en el crecimiento del 80% a las 24 horas y del 70% a las 48 

horas, seguido de la estirpe de sobreexpresión de FurA (70% a las 24 ya las 48 

horas), y la estirpe de sobreexpresión de FurB (50% a las 24 y a las 48 horas) 

(Tabla 9). 

 

Tabla 9. Conteo celular de Anabaena sp. PCC7120 y de las estirpes de sobreexpresión AG2770FurA, 

VCS2070FurB y EB2770FurC. Media ±SE bajo deficiencia de nitrógeno. Cantidad de células/ml. El 

porcentaje de reducción en el crecimiento debido a la deficiencia de nitrógeno de cada estirpe se calculó 

respecto al crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo). 

Estirpes 0 horas 24 horas 48 horas 
Tasa de 

crecimiento 

Reducción en el 
crecimiento 

24 
horas 

48 
horas 

PCC7120 W.T. -N 3234 ± 179 5924 ± 304 8741 ± 56 1,70 40% 40% 

AG2770FurA -N 3441 ± 454 8711 ± 285 13134 ± 1010 2,81 70% 70% 

VCS2770FurB -N 3357 ± 146 8283 ± 345 10892 ± 672 2,24 50% 50% 

EB2770FurC -N 3918 ± 10 10352 ± 1213 15277 ± 2755 2,89 80% 70% 

 

Cabe destacar que el comportamiento de la estirpe de sobreexpresión de FurB 

fue el más similar al de la cepa silvestre, cuyo crecimiento en condiciones de 

deficiencia de nitrógeno disminuyó al 50% a las 24 horas y hasta el 40% a las 48 

horas. 

Al igual que el estrés que representa la deficiencia de nitrógeno, con 

respecto al efecto de altas concentraciones de sal, se aprecia una reducción en 
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el crecimiento de todas las estirpes estudiadas, tanto de la estirpe silvestre de 

Anabaena sp. PCC7120 como de las cepas de sobreexpresión de FurA, FurB y 

FurC. Esta reducción en el crecimiento debido a la presencia de 300 mM de NaCl 

en el medio, mostró diferencias significativas al comparar cada una de las 

estirpes enfrentadas a 300 mM de NaCl consigo mismas en condiciones 

estándar de crecimiento, sin embargo, el efecto en la reducción del crecimiento 

celular para las cuatro estirpes fue mayor en presencia del estrés salino que en 

deficiencia de nitrógeno. 

Al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 en condiciones 

estándar de crecimiento (BG11 completo) y en presencia de 300 mM de NaCl, 

con la estirpe de sobreexpresión de FurA, (AG2770FurA), se observa que el 

estrés producido por las altas concentraciones de sal, redujo el crecimiento de 

ambas estirpes (Figura 27). 

 

 

Figura 27. Conteo celular de la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y de la estirpe de 

sobreexpresión AG2770FurA tras 24 y 48 horas de crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo) 

y en altas concentraciones de sal (300 mM NaCl). Cantidad de células/ml.  

 

Además, en las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurA 

(AG2770FurA) creció más rápido que la estirpe silvestre, sin embargo, la estirpe 

de sobreexpresión de FurA fue más susceptible al estrés producido por las altas 

concentraciones de sal, pues pasadas 24 horas del experimento la disminución 

del crecimiento para la estirpe de sobreexpresión de FurA respecto a las 
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condiciones estándar fue del 80% mientras que la disminución del crecimiento 

de la estirpe silvestre fue del 50%. Tras 48 horas del experimento la 

susceptibilidad de las dos estirpes se mantuvo igual, siendo más susceptible la 

estirpe de sobreexpresión AG2770FurA al estrés salino que la estirpe silvestre, 

sin embargo, la disminución en el crecimiento de la estirpe silvestre se mantuvo 

en el 50%, mientras que la reducción del crecimiento para la estirpe de 

sobreexpresión de AG2770FurA fue algo menor que a las 24 horas (70% tras 48 

horas de exposición a NaCl frente a la disminución observada a las 24 horas). 

Del mismo modo, al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. 

PCC7120 en condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo) y en 300 

mM de NaCl, con la estirpe de sobreexpresión de FurB, (VCS2770FurB), se 

observa que el estrés producido por las altas concentraciones de sal redujo el 

crecimiento de las dos estirpes (Figura 28). 

 

 

Figura 28. Conteo celular de la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y de la estirpe de 

sobreexpresión VCS2770FurB tras 24 y 48 horas de crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo) 

y en altas concentraciones de sal (300 mM NaCl). Cantidad de células/ml. 

 

En las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurB 

(VCS2770FurB) creció más rápido que la estirpe silvestre, sin embargo, la estirpe 

de sobreexpresión de FurB fue más susceptible al estrés producido por las altas 

concentraciones de sal, pues pasadas 24 horas del experimento, la disminución 

del crecimiento de la estirpe VCS2770FurB fue del 60% respecto a las 
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condiciones estándar, mientras que la disminución del crecimiento de la estirpe 

silvestre fue del 50%. Tras 48 horas del experimento la susceptibilidad de las dos 

estirpes se mantuvo igual, siendo más susceptible a las altas concentraciones 

salinas, la estirpe de sobreexpresión de FurB que la estirpe silvestre. La 

reducción del crecimiento para la estirpe silvestre y para la estirpe de 

sobreexpresión de FurB siguió siendo del 50% y el 60%, respectivamente. 

Finalmente, al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 en 

condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo) y en 300 mM de NaCl, 

con la estirpe de sobreexpresión de FurC, (EB2770FurC), se observa que el 

estrés producido por las altas concentraciones de sal redujo el crecimiento de 

ambas estirpes (Figura 29).  

 

 

Figura 29. Conteo celular de la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y de la estirpe de 

sobreexpresión EB2770FurC tras 24 y 48 horas de crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo) 

y en altas concentraciones de sal (300 mM NaCl). Cantidad de células/ml. 

 

En las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurC 

(EB2770FurC) creció más rápido que la estirpe silvestre, sin embargo, la estirpe 

de sobreexpresión de FurC fue más susceptible al estrés producido por las altas 

concentraciones de sal, pues pasadas 24 horas del experimento, la estirpe de 

sobreexpresión de FurC disminuyó un 80% respecto a las condiciones estándar, 

mientras que la estirpe silvestre presentó una disminución del 50%. Tras 48 
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horas del experimento la susceptibilidad de las dos estirpes se mantuvo igual, 

siendo más susceptible a las altas concentraciones de sal, la estirpe de 

sobreexpresión EB2770FurC que la estirpe silvestre, sin embargo, la reducción 

del crecimiento para la estirpe silvestre se mantuvo en el 50%, mientras que la 

disminución del crecimiento para EB2770FurC fue ligeramente menor que a las 

24 horas (70% tras a las 48 horas de exposición a 300 mM NaCl). 

El análisis estadístico del conteo celular para todas las estirpes de 

sobreexpresión enfrentadas a NaCl 300 mM, indicó un mayor crecimiento de 

células/ml en la estirpe EB2770FurC, seguido de las cepas AG2770FurA y 

VCS2770FuB. La estirpe silvestre fue la que presentó un menor crecimiento. 

(Tabla 10).  

 

Tabla 10. Conteo celular de Anabaena sp. PCC7120 y de las estirpes de sobreexpresión AG2770FurA, 

VCS2070FurB y EB2770FurC. Media ±SE frente a altas concentraciones de sal (300 mM de NaCl). 

Cantidad de células/ml 

Estirpes 0 horas 24 horas 48 horas 
 

Tasa de 
crecimiento 

Reducción en el 
crecimiento 

24 
horas 

48 
horas 

PCC7120 W.T.  

+ NaCl 
2939 ± 28 5435 ± 116 6691 ± 13 1,28 50% 50% 

AG2770FurA  

+ NaCl 
3268 ± 77 6650 ± 573 12587 ± 128 2,85 80% 70% 

VCS2770FurB 

 + NaCl 
3035 ± 21 6510 ± 226 9077 ± 2 1,99 60% 60% 

EB2770FurC  

+ NaCl 
3506 ± 120 7403 ± 401 14766 ± 31 3,21 80% 80% 

 

Este comportamiento fue similar a lo observado bajo condiciones estándar de 

crecimiento y al igual que con la condición de deficiencia de nitrógeno. El estrés 

salino afectó a la tasa de crecimiento ( 𝑇𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑟𝑒𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =

𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙−𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 ) de todas las cepas evaluadas, pero la 

susceptibilidad a NaCl 300 mM, fue diferente. Las estirpes de sobreexpresión de 

FurC y FurA presentaron una susceptibilidad similar a la deficiencia con una 

disminución en el crecimiento del 80% a las 24 horas y del 70% a las 48 horas, 
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seguido de la estirpe de sobreexpresión de FurB (60% durante todo el 

experimento). La estirpe silvestre fue la menos susceptible al estrés provocado 

por la deficiencia de nitrógeno, con una pérdida en el crecimiento de apenas el 

50% durante todo el experimento. 

4.2.1.3. Cuantificación de pigmentos fotosintéticos y proteínas totales. 

Otros datos de caracterización de las estirpes como los pigmentos implicados en 

el proceso fotosintético: clorofila, carotenoides, ficobiliproteínas y proteínas 

totales fueron tomados al final del experimento en condiciones estándar de 

crecimiento durante 48 horas. Las ficobiliproteínas, constituyen hasta un 50% del 

total de proteínas solubles y les siguen en abundancia la clorofila a y los 

carotenoides. Los microgramos de cada una de estas moléculas se presentan a 

continuación normalizados por célula (Tabla 11).  

 

Tabla 11. Contenido en pigmentos fotosintéticos y proteínas totales de la estirpe silvestre de Anabaena sp. 

PCC7120 y de las estirpes de sobreexpresión AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC en condiciones 

estándar de crecimiento. Los resultados son la media de tres determinaciones ± desviación estándar. 

µg/célula 

 PCC7120 W.T. AG2770FurA VCS2770FurB EB2770FurC 

Clorofila 2,8X10-3 ± 1,6X10-6 4,9X10-3 ± 1,2X10-5 3,3X10-3 ± 6,9X10-5 1,1X10-3 ± 1,7X10-3 

Carotenoides 7,4X10-5 ± 1,6X10-6 1,2X10-4 ± 1X10-5 7,7X10-5 ± 5,9X10-5 2,7X10-5 ± 1,5X10-3 

Ficobiliproteínas 4,9X10-4 ± 1,6X10-6 6,1X10-4 ± 1,3X10-5 5,5X10-4 ± 1X10-4 2,6X10-4 ± 1,8X10-3 

Proteínas solubles 
totales 

7,2X10-2 ± 9,5X10-7 8,5X10-2 ± 7,9X10-6 7,9X10-2 ± 3,4X10-5 3,9X10-2 ± 1,2X10-3 

 

En este caso, la cantidad de pigmentos fotosintéticos y proteínas totales solubles 

fue mayor para la estirpe AG2770FurA, seguida de VCS2770FurB, de la estirpe 

silvestre Anabaena sp. PCC7120. La estirpe EB2770FurC fue la que presentó 

menor cantidad de pigmentos fotosintéticos y proteínas totales solubles. 

4.2.1.4. Actividades fotosintética y respiratoria: 

Se realizaron medidas de las actividades fotosintética y respiratoria de las cuatro 

estirpes (Anabaena sp. PCC7120 y de las estirpes de sobreexpresión 
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AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC) en las diferentes condiciones 

evaluadas (BG11 en condiciones estándar, deficiencia de fuente de nitrógeno 

combinado y 300 mM de NaCl).  

-Fotosíntesis: 

La determinación del oxígeno desprendido durante la actividad fotosintética por 

parte de la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y de las estirpes de 

sobreexpresión: AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC, se llevó a cabo 

con un electrodo de oxígeno de tipo Clark. La cuantificación se hizo después de 

48 horas de crecimiento partiendo de una D.O. de 0,3 (750 nm), Para ello se 

aplicó al sistema una intensidad lumínica de 100 µmol de fotónes/m2·s, los datos 

se presentan en mol de oxígeno por segundo por 106 células (Figura 30). 

En condiciones estándar de crecimiento, el desprendimiento de oxígeno 

durante la fotosíntesis fue mayor para la estirpe silvestre (10,4 mol O2 s-1x106 

células), le sigue la estirpe de sobreexpresión de FurB (5,9 mol O2 s-1x106 

células) y la estirpe de sobreexpresión de FurA (3,8 mol O2 s-1x106 células). La 

cepa que presentó menor desprendimiento de oxígeno es la estirpe de 

sobreexpresión de FurC (0,6 mol O2 s-1x106 células). 

 

 

Figura 30. Desprendimiento de oxígeno durante la fotosíntesis de la estirpe silvestre de Anabaena sp. 

PCC7120 y de las estirpes de sobreexpresión de FurA, FurB y FurC (AG2770FurA, VCS2770FurB y 

EB2770FurC) tras 48 horas de crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo), en deficiencia de 

una fuente de nitrógeno combinado y en altas concentraciones de sal (300mM de NaCl). 
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La condición de deficiencia de nitrógeno incrementó el desprendimiento de 

oxígeno por parte de las cuatro estirpes, siendo de 2 a 14 veces mayor que en 

condiciones estándar y con diferencias significativas en todos los casos: 

Anabaena sp. PCC7120 (2,2 mol O2 s-1x106 células)., AG2770FurA (5,1 mol O2 

s-1x106 células)., VCS2770FurB (1,7 mol O2 s-1x106 células)., EB2770FurC (14 

mol O2 s-1x106 células). 

El estrés salino por su parte disminuyó el desprendimiento de oxígeno 

durante la actividad fotosintética de todas las estirpes respecto a las condiciones 

estándar. Con diferencias significativas para la estirpe silvestre y para la estirpe 

de sobreexpresión VCS2770FurB. 

-Respiración:  

Del mismo modo, la determinación del oxígeno consumido por la estirpe silvestre 

Anabaena sp. PCC7120 y para las estirpes de sobreexpresión de FurA, FurB y 

FurC (AG2770FurA VCS2770FurB y EB2770FurC) se hicieron después de 48 

horas de crecimiento en las condiciones evaluadas. Para ello, se midió con un 

electrodo de oxígeno Clark, la cantidad de oxígeno consumido. Las mediciones 

se llevaron a cabo en condiciones de oscuridad. Los datos se presentan en mol 

de oxígeno por segundo por 106 células (Figura 31). 

 

 

Figura 31. Respiración celular de las estirpes de sobreexpresión de FurA, FurB y FurC tras 48 horas de 

crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo), en deficiencia de fuente de nitrógeno combinado y 

en altas concentraciones de sal (300mM de NaCl). 1: estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120, 2: 

AG2770FurA, 3: VCS2770FurB y 4: EB2770FurC. 
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La distribución de los datos de respiración por parte de las cuatro estirpes 

evaluadas fue similar a la observada en la cuantificación de pigmentos 

fotosintéticos y proteínas totales. La estirpe con mayor actividad respiratoria fue 

la estirpe VCS2770FurB, seguida de la estirpe silvestre Anabaena sp. PCC7120, 

AG2770FurA y finalmente EB2770FurC. 

Las condiciones de estrés incrementaron la respiración en las cuatro 

estirpes, especialmente la deficiencia de nitrógeno, que presentó diferencias 

significativas para todas las estirpes, siendo de 3 a 6 veces mayor que en 

condiciones estándar de crecimiento: Anabaena sp. PCC7120 (3,4 mol O2 s-

1x106 células)., AG2770FurA (6,1 mol O2 s-1x106 células)., VCS2770FurB (4 mol 

O2 s-1x106 células)., EB2770FurC (3,3 mol O2 s-1x106 células). 

Asimismo, el estrés salino aumentó la respiración de todas las estirpes 

respecto a las condiciones estándar, pero presentó diferencias significativas solo 

para la cepa silvestre y para las estirpes de sobreexpresión de FurA y FurB. El 

compilado de todos estos datos se presentan en la Tabla 12 con sus respectivas 

desviaciones estándar. 

 

Tabla 12. Volumen de oxígeno consumido y producido (µg/106 células) durante los procesos de fotosíntesis 

y respiración de la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y de las estirpes de sobreexpresión de FurA, 

FurB y FurC en condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo), en deficiencia de una fuente de 

nitrógeno combinado y frente a estrés por altas concentraciones de sal (300 mM de NaCl). Los resultados 

son la media de tres determinaciones ± desviación estándar. 

µg O2/106célula 

 PCC7120 W.T. AG2770FurA VCS2770FurB EB2770FurC 

 Fotosíntesis Respiración Fotosíntesis Respiración Fotosíntesis Respiración Fotosíntesis Respiración 

B
G

1
1
 

10,4 ± 0,2 7,5 ± 0,2 3,8 ± 0,1 1,9 ± 0,1 5,9 ± 0,4 7,3 ± 0,5 0,6 ± 0,02 2,2 ± 0,1 

B
G

1
1

0
 

23,3 ± 0,1 25,3 ± 0,2 19,3 ± 1,4 11,7 ± 0,9 10,07 ± 0,6 29 ± 1,8 8,6 ± 1,5 7,2 ± 1,2 

+
 N

a
C

l 

5,4 ± 0,01 8,8 ± 0,02 2,6 ± 0,03 5,9 ± 0,01 2,5 ± 0,0 12,5 ± 0,0 0,5 ± 0,0 1,9 ± 0,0 
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4.2.2. Efecto de la desregulación de FurA, FurB y FurC en la síntesis de 

exopolisacáridos. 

Con el objeto de conocer cómo influye la desregulación de FurA, FurB y FurC en 

la síntesis de exopolisacáridos, se procedió a su cuantificación en la estirpe 

silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y las estirpes de sobreexpresión 

AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC en cultivos en condiciones estándar 

de crecimiento (BG11 completo). La cuantificación mediante fenol-sulfúrico del 

exopolisacárido producido por las cuatro estirpes mostró diferencias 

significativas entre las diferentes cepas, de acuerdo con el test de comparación 

de medias de Tukey, con un coeficiente de variación bajo y varianzas 

homogéneas, en muestras tomadas tras 24 y 48 horas del inicio del experimento 

(Figura 32). 

La mayor producción de exopolisacáridos se observó en la estirpe de 

sobreexpresión de FurC (EB2770FurC), con un incremento de 2,4 veces a las 

24 horas y de 3,7 veces a las 48 horas del experimento, con respecto a la 

producción en la cepa silvestre. La variante AG2770FurA también mostró una 

mayor producción de exopolisacáridos que Anabaena sp. PCC7120, en torno a 

1,2 veces y a 3,1 veces a las 24 y 48 horas respectivamente (Figura 32). 

 

Figura 32. Cuantificación mediante el método fenol-sulfúrico (abs 490 nm) de los exopolisacáridos 

producidos por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por las estirpes de sobreexpresión 

AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC procedentes de cultivos en fase exponencial de crecimiento 

en muestras recolectadas tras 0, 24 y 48 horas en condiciones estándar (BG11 completo). 
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Sin embargo, la cepa de sobreexpresión de FurB (VCS2770FurB) presentó una 

menor producción de exopolisacáridos, en torno al 70% de la cantidad registrada 

en el sobrenadante de los cultivos de Anabaena sp. PCC7120, tanto a las 24 

como a las 48 horas del experimento.  

4.2.3. Efecto de la desregulación de FurA, FurB y FurC en la síntesis de 

exopolisacáridos en cultivos en deficiencia de nitrógeno. 

Con respecto al efecto de la deficiencia de nitrógeno, se aprecia un notable 

incremento en la producción de exopolisacáridos por parte de todas las estirpes 

estudiadas, tanto del tipo silvestre de Anabaena sp. PCC7120 como de las cepas 

de sobreexpresión de FurA, FurB y FurC (Figura 33). 

En cuanto a la evolución en la producción de exopolisacáridos de la 

estirpe de sobreexpresión de FurA con respecto a la cepa silvestre, se observa 

que, tanto en condiciones estándar de crecimiento como a las 24 y 48 horas de 

retirar el nitrógeno combinado del medio, la estirpe de sobreexpresión de FurA 

(AG2770FurA) produjo más exopolisacárido que Anabaena sp. PCC7120 (Figura 

33). 

 

 

Figura 33. Cuantificación mediante el método fenol-sulfúrico (abs 490 nm) de los exopolisacáridos 

producidos por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por la estirpe de sobreexpresión 

AG2770FurA en condiciones estándar de cultivo (BG11 completo) y a las 24 y 48 horas tras retirar la fuente 

de nitrógeno combinado. 
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A las 24 horas del experimento, el incremento en la producción de 

exopolisacáridos debido a la deficiencia de una fuente de nitrógeno combinado 

fue de 2,7 veces para la estirpe silvestre y de 3,1 veces para la estirpe de 

sobreexpresión de FurA con respecto a las condiciones estándar. Pasadas 48 

horas, este incremento fue mayor, siendo de 4,3 veces para la estirpe silvestre y 

de 4,7 veces para AG2770FurA (Figura 33). 

Por otro lado, al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 

en condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo) y en deficiencia de una 

fuente de nitrógeno combinado, con la estirpe de sobreexpresión de FurB, 

(VCS2770FurB), se observa que la deficiencia de nitrógeno también incrementó 

la producción de exopolisacáridos por parte las dos estirpes. En las dos 

condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurB (VCS2770FurB) 

produjo menos exopolisacáridos que la estirpe silvestre (Figura 34). 

 

 

Figura 34. Cuantificación mediante el método fenol-sulfúrico (abs 490 nm) de los exopolisacáridos 

producidos por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por la estirpe de sobreexpresión 

VCS2770FurB en condiciones estándar de cultivo (BG11 completo) y a las 24 y 48 horas tras retirar la 

fuente de nitrógeno combinado. 

 

Sin embargo, a las 24 horas del experimento, el incremento en la producción de 

exopolisacárido por parte de la estirpe de sobreexpresión de FurB debido a la 

deficiencia de nitrógeno fue 3,3 veces mayor que en condiciones estándar de 
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crecimiento, mientras que el incremento en la producción de exopolisacáridos 

por parte de la estirpe silvestre fue de 2,7 veces. Pasadas 48 horas este 

incremento es mayor, siendo de 5 veces para VCS2770FurB y de 4,3 veces para 

la estirpe silvestre (Figura 34).  

Finalmente, al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 en 

condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo) y en deficiencia de una 

fuente de nitrógeno combinado, con la estirpe de sobreexpresión de FurC, 

(EB2770FurC), se observa que al igual que en los experimentos anteriores la 

deficiencia de nitrógeno incrementó la producción de exopolisacárido de las dos 

estirpes (Figura 35). 

 

 

Figura 35. Cuantificación mediante el método fenol-sulfúrico (abs 490 nm) de los exopolisacáridos 

producidos por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por la estirpe de sobreexpresión 

EB2770FurC en condiciones estándar de cultivo (BG11 completo) y a las 24 y 48  horas tras retirar la fuente 

de nitrógeno combinado. 

 

En las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurC 

(EB2770FurC) produjo más exopolisacárido que la estirpe silvestre. Sin 

embargo, a las 24 horas del experimento, el incremento en la producción de 

exopolisacárido por parte de la estirpe de sobreexpresión de FurC debido a la 

deficiencia de nitrógeno fue de apenas 1,6 veces respecto a las condiciones 

estándar, mientras que el incremento en la producción de exopolisacáridos por 



4  Resultados 

88 
 

parte de la estirpe silvestre fue de 2,7 veces. Pasadas 48 horas del experimento, 

el incremento en la producción de exopolisacáridos por parte de la estirpe 

EB2770FurC se mantuvo en 1,6 veces, mientras que el incremento en la estirpe 

silvestre fue de 4,3 veces (Figura 35). 

La Figura 36 muestra un resumen de los resultados anteriores, donde se 

reflejan los cambios en la producción de exopolisacáridos observados tanto en 

la estirpe silvestre como las tres variantes de sobreexpresión, a las 48 horas tras 

retirar el nitrógeno combinado del medio. Se observó que de las tres variantes 

que presentan desregulado algún parálogo FUR, las estirpes que produjeron una 

cantidad mayor de exopolisacáridos fueron las cepas de sobreexpresión de 

AG2770FurA y EB2770FurC. Sin embargo, la producción de exopolisacáridos se 

vio más afectada por la deficiencia de nitrógeno en la variante VCS270 FurB, 

cuyo aumento fue de 5 veces con respecto al registrado en condiciones estándar 

de crecimiento, frente a los cuantificados en las cepas AG2770FurA y 

EB2770FurC (4.7 y 4,3 veces), respectivamente.   

 

 

Figura 36. Resumen de la cuantificación de los exopolisacáridos producidos por la estirpe silvestre de 

Anabaena sp. PCC7120 y por las estirpes de sobreexpresión AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC 

tras 48 horas de crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo) y en deficiencia de una fuente de 

nitrógeno combinado.  
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4.2.4. Efecto de la desregulación de FurA, FurB y FurC en la síntesis de 

exopolisacáridos en exposición a altas concentraciones de sal. 

Con respecto al efecto del estrés producido por la presencia de altas 

concentraciones de sal en el medio (300 mM de NaCl), se apreció un notable 

incremento en la producción de exopolisacáridos por parte de todas las estirpes 

estudiadas, tanto del tipo silvestre de Anabaena sp. PCC7120 como de las cepas 

de sobreexpresión de FurA, FurB y FurC.  

Al comparar el efecto de altas concentraciones de sal (NaCl 300 mM) en 

la producción de exopolisacáridos tanto en Anabaena sp. PCC7120 como en la 

estirpe de sobreexpresión de FurA, (AG2770FurA), se observa que la presencia 

de NaCl 300 mM incrementó la producción de exopolisacáridos por parte de las 

dos estirpes (Figura 37). 

 

 

Figura 37. Cuantificación mediante el método fenol-sulfúrico (abs 490 nm) de los exopolisacáridos 

producidos por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por la estirpe de sobreexpresión 

AG2770FurA tras 24 y 48 horas de crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo) y en altas 

concentraciones de sal (300 mM de NaCl). 

 

En las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurA 

(AG2770FurA) produjo más exopolisacáridos que la estirpe silvestre. A las 24 

horas del experimento, el incremento en la producción de exopolisacáridos 
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influenciado por el estrés salino, para la estirpe de sobreexpresión de FurA fue 

8 veces mayor que en condiciones estándar, mientras que para la estirpe 

silvestre el incremento fue de 6,9 veces. Esta situación se invirtió a las 48 horas 

del experimento, siendo mayor el incremento en la estirpe silvestre (9,2 veces), 

que en la estirpe de sobreexpresión de FurA (8,6 veces). 

Por otro lado, al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 

en condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo) y enfrentada a estrés 

por altas concentraciones de sal en el medio (300 mM de NaCl), con la estirpe 

de sobreexpresión de FurB, (VCS2770FurB) en las mismas condiciones, se 

observa que el estrés salino incrementó la producción de exopolisacáridos por 

parte de las dos estirpes (Figura 38). 

 

 

Figura 38. Cuantificación mediante el método fenol-sulfúrico (abs 490 nm) de los exopolisacáridos 

producidos por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por la estirpe de sobreexpresión 

VCS2770FurB tras 24 y 48 horas de crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo) y en altas 

concentraciones de sal (300 mM de NaCl).  

 

En las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurB 

(VCS2770FurB) produjo menos exopolisacáridos que la estirpe silvestre. A las 

24 horas del experimento, el incremento en la producción de exopolisacáridos 

por parte de la estirpe de sobreexpresión de FurB debido al estrés salino fue de 
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6,2 veces mientras que el incremento en la producción de exopolisacáridos por 

parte de la estirpe silvestre fue de 6,9 veces. Esta situación se invirtió a las 48 

horas del experimento, siendo mayor el incremento en la estirpe VCS2770FurB 

(10,8 veces), que en la estirpe silvestre (9,2 veces). 

Finalmente, al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 en 

condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo) y enfrentada a estrés por 

altas concentraciones de sal (300 mM de NaCl), con la estirpe de sobreexpresión 

de FurC, se observa que, al igual que en los casos anteriores, el estrés salino 

incrementó la producción de exopolisacáridos por parte de las dos estirpes 

(Figura 39). 

 

 

Figura 39. Cuantificación mediante el método fenol-sulfúrico (abs 490 nm) de los exopolisacáridos 

producidos por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por la estirpe de sobreexpresión 

EB2770FurC tras 24 y 48 horas de crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo) y en altas 

concentraciones de sal (300 mM de NaCl). 

 

En las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurC 

(EB2770FurC) produjo más exopolisacárido que la estirpe silvestre. Sin 

embargo, a las 24 horas del experimento el incremento en la producción de 

exopolisacárido por parte de la estirpe de sobreexpresión de FurC debido al 

estrés salino fue de apenas 4 veces mientras que el incremento en la producción 

de exopolisacárido por parte de la estirpe silvestre fue de 6,9 veces. A las 48 
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horas el incremento en la producción exopolisacáridos por parte de la estirpe de 

sobreexpresión de FurC fue incluso menor que a las 24 horas (3,3 veces), 

mientras que para la estirpe silvestre a las 48 horas del experimento el 

incremento fue mayor (9,2 veces). 

Por lo tanto, tal y como se resume en la Figura 40, la cantidad relativa de 

exopolisacáridos producidos en condiciones de estrés salino cuando se 

comparan las distintas cepas entre sí fue similar a la presentada en condiciones 

estándar de crecimiento, siendo mayor la producción en EB2770FurC, seguido 

de AG2770FurA y la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120. La estirpe que 

presentó la menor producción de exopolisacáridos es VCS2770FurB.  Por otra 

parte, cabe destacar que, aunque la producción de esta última cepa fue menor 

que en el resto, es la que más se afectó por la presencia de NaCl 300 mM, con 

un incremento en la producción de exopolisacáridos de 10,8 veces con respecto 

a cultivos en condiciones estándar. El incremento en la producción de 

exopolisacáridos debido al estrés salino en Anabaena sp. PCC7120 fue de 9,2 

veces, de 8,6 veces en la cepa AG2770FurA y solamente 3,3 veces en la variante 

EB2770FurC.  

 

 

Figura 40. Cuantificación mediante el método fenol-sulfúrico (abs 490 nm) de los exopolisacáridos 

producidos por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por las estirpes de sobreexpresión 

AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC tras 48 horas de crecimiento en condiciones estándar (BG11 

completo) y en presencia de NaCl 300 mM. 
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Finalmente, en la Tabla 13 se resumen todos los datos numéricos relacionados 

con la producción de exopolisacáridos en condiciones estándar de crecimiento, 

en deficiencia de una fuente de nitrógeno soluble y en altas concentraciones de 

sal (NaCl 300 mM). Los datos corresponden a la media de tres replicas con sus 

respectivas desviaciones estándar, las últimas dos columnas corresponden al 

incremento en la producción de exopolisacáridos en condiciones de estrés. 

 

Tabla 13. Cuantificación mediante el método fenol-sulfúrico (abs 490 nm) de los exopolisacáridos 

producidos por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por las estirpes de sobreexpresión 

AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC tras 24 y 48 horas de crecimiento en condiciones estándar 

(BG11 completo), en deficiencia de una fuente de nitrógeno combinado y en 300 mM de NaCl. Las unidades 

se expresan en µg de exopolisacárido/106 células.  

Estirpe T0 24 Horas Incremento 48 Horas Incremento 
PCC7120 W.T.  0,043 + 0,002 0,147 + 0,003 1 0,150 + 0,003 1 

AG2770 FurA  0,046 + 0,005 0,172 + 0,002 1 0,182 + 0,001 1 

VCS2770FurB  0,037 + 0,003 0,106 + 0,007 1 0,110 + 0,009 1 

EB2770FurC  0,058 + 0,023 0,360 + 0,039 1 0,539 + 0,013 1 

PCC7120 W.T. -N 0,054 + 0,012 0,400 + 0,016 2,7 0,650 + 0,017 4,3 

AG2770 FurA -N 0,052 + 0,005 0,539 + 0,008 3,1 0,850 + 0,004 4,7 

VCS2770FurB -N 0,047+ 0,012 0,347 + 0,005 3,3 0,552 + 0,066 5 

EB2770FurC -N 0,056 + 0,006 0,579 + 0,009 1,6 0,875 + 0,019 1,6 

PCC7120W.T. + NaCl 0,035 + 0,002 1,010 + 0,000 6,9 1,378 + 0,005 9,2 

AG2770 FurA + NaCl 0,039 + 0,001 1,373 + 0,003 8 1,563 + 0,002 8,6 

VCS2770FurB + NaCl 0,036 + 0,001 0,662 + 0,015 6,2 1,196 + 0,004 10,8 

EB2770FurC + NaCl 0,039 + 0,001 1,438 + 0,012 4 1,792 + 0,003 3,3 

 

Cabe resaltar, que el incremento en la producción de exopolisacárido debido a 

la presencia de sal para la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y para las 

estirpes de sobreexpresión AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC, fue 

aproximadamente el doble que el registrado en condiciones de deficiencia de 

nitrógeno.  

4.2.4. Efecto de la desregulación de FurA, FurB y FurC en la formación de 

biofilm en diferentes condiciones ambientales: deficiencia de una fuente de 

nitrógeno combinado. 

Tras la cuantificación de los exopolisacáridos producidos por las cuatro estirpes, 

y para entender cómo influye la desregulación de FurA, FurB y FurC en la 

formación de biofilm en deficiencia de nitrógeno combinado, se procedió a 

cuantificar el biofilm producido por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 

y por las estirpes de sobreexpresión AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC 
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en condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo) y en deficiencia de 

nitrógeno.  

Al igual que ocurrió con la síntesis de exopolisacáridos, la desregulación 

de los parálogos FUR afectó a la formación de biofilm en las diferentes 

condiciones estudiadas.  La cuantificación mediante cristal violeta, del biofilm 

producido por las cuatro cepas de Anabaena spp. formado en las paredes de 

placas de 12 pocillos, tras 20 días de experimento tomando datos los días 1, 5, 

10 15 y 20 y usando el test de comparación de medias de Tukey, permitió 

encontrar diferencias significativas a partir del día 5 (Figura 41). 

 

 

Figura 41. Cuantificación mediante cristal violeta (abs 630 nm) del biofilm formado por la estirpe silvestre 

de Anabaena sp. PCC7120 y por las estirpes de sobreexpresión AG2770FurA, VCS2770FurB y 

EB2770FurC los días 1, 5, 10, 15 y 20 de crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo). 

 

En condiciones estándar de crecimiento, la estirpe de sobreexpresión de FurA 

empezó a destacar desde el día 5 del experimento, siendo la que presentó la 

mayor cantidad de biofilm (1,3 veces más que la estirpe silvestre), este 

comportamiento se mantuvo a lo largo del tiempo, pasados 10, 15 y 20 días, con 

incrementos de 1,2 veces, 1,4 veces y 1,6 veces respectivamente. Le siguió la 

estirpe de sobreexpresión de FurC, que empezó a producir biofilm con 

diferencias significativas a partir del día 10 del experimento y continuó haciéndolo 
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hasta el día 20 (1,1 veces para los días 10, 15 y 20). La estirpe que presentó una 

menor cantidad de biofilm respecto a la estirpe silvestre, fue la cepa de 

sobreexpresión de FurB (0,7 veces para los días 10 y 15 y 0,9 veces en el día 

20).  

Con respecto al efecto de la deficiencia de nitrógeno en dichas cepas, se 

aprecia un notable incremento en la formación de biofilm por parte de todas las 

estirpes estudiadas, tanto del tipo silvestre de Anabaena sp. PCC7120 como de 

las cepas de sobreexpresión de FurA, FurB y FurC.  

Al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 en condiciones 

estándar de crecimiento (BG11 completo) y en deficiencia de una fuente de 

nitrógeno combinado, con la estirpe de sobreexpresión de FurA, (AG2770FurA), 

se observa que tras 5 días de déficit de nitrógeno disminuyó ligeramente la 

formación de biofilm en los cultivos sometidos a estrés. Sin embargo, a partir del 

día 10 del experimento la deficiencia de nitrógeno incrementó la formación de 

biofilm por parte de las dos estirpes. En las dos condiciones evaluadas la estirpe 

de sobreexpresión de FurA (AG2770FurA) presentó una mayor formación de 

biofilm que la estirpe silvestre (Figura 42). Este comportamiento siguió 

presentándose hasta el final del experimento, pasados 20 días. 

 

 

Figura 42. Cuantificación mediante tinción con cristal violeta y abs 630 nm, del biofilm unido a las paredes 

de placas de 12 pocillos, producido por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por la estirpe de 

sobreexpresión AG2770FurA tras 1, 5, 10, 15 y 20 días de crecimiento en condiciones estándar (BG11 

completo) y deficiencia de una fuente de nitrógeno combinado.  
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Sin embargo, el incremento en la formación de biofilm influenciado por la 

condición de deficiencia de una fuente de nitrógeno respecto a las condiciones 

estándar para las dos estirpes, va disminuyendo a lo largo del tiempo, siendo 

para la estirpe AG2770FurA de 1,8 veces 1,6 veces y 1,2 veces, los días 10, 15 

y 20 respectivamente y para la estirpe silvestre de 1,5 veces para los días 10 y 

15 y 1,3 veces para el día 20.  

Por otro lado, al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 

en condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo) y en deficiencia de una 

fuente de nitrógeno combinado, con la estirpe de sobreexpresión de FurB, 

(VCS2770FurB), se observa que al igual que en el caso anterior, el día 5 del 

experimento la formación de biofilm fue menor en condiciones de estrés. Este 

efecto se revirtió a partir del día 10, observándose un incremento en la formación 

de biofilm por parte de las dos estirpes en condiciones de deficiencia de 

nitrógeno (Figura 43). 

 

 

Figura 43. Cuantificación mediante tinción con cristal violeta y abs 630 nm, del biofilm unido a las paredes 

de placas de 12 pocillos, producido por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por la estirpe de 

sobreexpresión VCS2770FurB tras 1, 5, 10, 15 y 20 días de crecimiento en condiciones estándar (BG11 

completo) y deficiencia de una fuente de nitrógeno combinado. 
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En las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurB 

(VCS2770FurB) presentó una menor formación de biofilm que la estirpe silvestre. 

Sin embargo, el incremento en la formación de biofilm influenciado por la 

condición de deficiencia de una fuente de nitrógeno respecto a las condiciones 

estándar de crecimiento fue mayor para la estirpe de sobreexpresión de FurB a 

partir del día 10 y se mantuvo así el día 15 (1,7 y 1,8 veces respectivamente) 

mientras que para el tipo silvestre el incremento fue de 1,5 y 1,4 veces. Este 

incremento se igualó para las dos estirpes al final del experimento, siendo de 1,3 

veces para ambas estirpes el día 20. 

Finalmente, al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 en 

condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo) y en deficiencia de una 

fuente de nitrógeno combinado, con la estirpe de sobreexpresión de FurC, 

(EB2770FurC), también se observa que la deficiencia de nitrógeno incrementó 

la formación de biofilm por parte de las dos estirpes, a partir del día 10 del 

experimento, mientras que en las muestras tomadas el día 5 del experimento la 

formación de biofilm fue menor en condiciones de estrés (Figura 44). 

 

 

Figura 44. Cuantificación mediante tinción con cristal violeta y abs 630 nm, del biofilm unido a las paredes 

de placas de 12 pocillos, producido por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por la estirpe de 

sobreexpresión EB2770FurC tras 1, 5, 10, 15 y 20 días de crecimiento en condiciones estándar (BG11 

completo) y deficiencia de una fuente de nitrógeno combinado. 
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En las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurC 

(VCS2770FurC) presentó una mayor formación de biofilm que la estirpe silvestre 

a partir del día 10, sin embargo, el incremento en la formación de biofilm 

influenciado por la condición de deficiencia de una fuente de nitrógeno respecto 

a las condiciones estándar, fue el mismo para las dos estirpes los días 10, 15 y 

20 (1,5 veces). Al final del experimento, tras 20 días de exposición a la deficiencia 

de nitrógeno, la estirpe de sobrexpresión EB2770FurC continuó presentando un 

incremento del 1,5 en la formación del bioflm, mientras que la estirpe silvestre 

presentó un incremento más bajo (1,3 veces).  

La Figura 45 resume las variaciones observadas en la formación del 

biofilm en las cuatro cepas tras 20 días de cultivo en condiciones estándar y sin 

nitrógeno combinado. En todos los casos, la formación de biofilm se incrementó 

en condiciones de déficit de nitrógeno. Este incremento con respecto al biofilm 

observado en condiciones estándar fue similar en las cuatro cepas, siendo 

ligeramente superior para la estirpe EB2770FurC (1,5 veces frente a 1,2 en 

AG2770FurA y 1,3 en Anabaena sp. PCC7120 y la variante VCS2770FurB)  

 

 

Figura 45. Cuantificación mediante tinción con cristal violeta y abs 630 nm, del biofilm unido a las paredes 

de placas de 12 pocillos, producido por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por las estirpes de 

sobreexpresión AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC tras 20 días de crecimiento en condiciones 

estándar (BG11 completo) y deficiencia de una fuente de nitrógeno combinado 
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4.2.5. Efecto de la desregulación de FurA, FurB y FurC en la formación de 

biofilm en exposición a altas concentraciones de sal. 

Con respecto al efecto del estrés producido por la presencia de altas 

concentraciones de sal en el medio (300 mM de NaCl) y al contrario del efecto 

evidenciado en deficiencia de nitrógeno, se aprecia una notable disminución en 

la formación de biofilm por parte de todas las estirpes estudiadas. 

Al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 en condiciones 

estándar de crecimiento (BG11 completo) y enfrentada a estrés por altas 

concentraciones de sal (300 mM de NaCl), con la estirpe de sobreexpresión de 

FurA (AG2770FurA), se observa una disminución en el biofilm formado por parte 

de las dos estirpes en presencia de 300 mM de NaCl. Esta disminución se 

observó a partir del día 5 y se mantuvo hasta el final del experimento (Figura 46). 

 

 

Figura 46. Cuantificación mediante tinción con cristal violeta y abs 630 nm, del biofilm unido a las paredes 

de placas de 12 pocillos, producido por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por la estirpe de 

sobreexpresión AG2770FurA tras 20 días de crecimiento en condiciones estándar (BG11 completo) y 300 

mM de NaCl. 

 

En las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurA 

(AG2770FurA) presentó una mayor formación de biofilm que la estirpe silvestre. 

Sin embargo, la susceptibilidad a las altas concentraciones de NaCl fue mayor 
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en la estirpe de sobrexpresión de FurA respecto a las condiciones estándar, 

disminuyendo la formación del biofilm al 60% el día 5 del experimento y hasta el 

70% los días 10 y 15, mientras que la disminución en la formación del biofilm por 

parte de la estirpe silvestre fue del 50% el día 5 y un 60% los días 10 y 15. El día 

20, al final del experimento la disminución en la formación del biofilm por parte 

de las dos estirpes se igualó (50% para ambas estirpes). 

Del mismo modo, al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. 

PCC7120 en condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo) y en 300 

mM de NaCl, con la estirpe de sobreexpresión de FurB, (VCS2770FurB), se 

observa una disminución en el biofilm formado por parte de las dos estirpes en 

presencia de 300 mM de NaCl. (Figura 47).  

 

 

Figura 47. Cuantificación mediante tinción con cristal violeta y abs 630 nm, del biofilm unido a las paredes 

de placas de 12 pocillos, producido por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por la estirpe de 

sobreexpresión VCS2770FurB tras 1, 5, 10, 15 y 20 días de crecimiento en condiciones estándar (BG11 

completo) y 300 mM de NaCl. 

 

En las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurB 

(VCS2770FurB) presentó una menor formación de biofilm que la estirpe silvestre 

con diferencias significativa a partir del día 5 del experimento, este 

comportamiento se mantuvo durante el tiempo los días 10, 15 y 20. Sin embargo, 

la susceptibilidad a las altas concentraciones de sal fue similar para las dos 
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estirpes, pues la estirpe silvestre presentó una disminución en la formación del 

biofilm del 50% el día 5 y del 60% los días 10 y 15 y la estirpe de sobreexpresión 

de FurB presentó una disminución del 50% los días 5, 10 y 15. Al final del 

experimento, tras 20 días de exposición a NaCl 300 mM, la disminución en la 

formación del biofilm de la estirpe silvestre fue del 50% mientras que la estirpe 

de sobreexpresión de FurB presentó una mayor reducción (formación de un 30% 

con respecto a los datos registrados en BG11). 

Finalmente, al comparar la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 en 

condiciones estándar de crecimiento (BG11 completo) y en 300 mM de NaCl, 

con la estirpe de sobreexpresión de FurC, se observa que las altas 

concentraciones de sal afectaron la formación de biofilm de ambas estirpes 

(Figura 48). 

 

 

Figura 48. Cuantificación mediante tinción con cristal violeta y abs 630 nm, del biofilm unido a las paredes 

de placas de 12 pocillos, producido por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por la estirpe de 

sobreexpresión EB2770FurC tras 1, 5, 10, 15 y 20 días de crecimiento en condiciones estándar (BG11 

completo) y 300 mM de NaCl. 

 

 En las dos condiciones evaluadas la estirpe de sobreexpresión de FurC 

(EB2770FurC) presentó una mayor formación de biofilm que la estirpe silvestre 

con diferencias significativas a partir del día 5 del experimento, este 
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comportamiento se mantuvo tras 10, 15 y 20 días. Sin embargo, la 

susceptibilidad de las dos estirpes a las altas concentraciones de NaCl fue 

similar, presentado disminuciones en la formación del biofilm entre un 50 y un 

60% desde el día 5 y hasta el día 20 para ambas estirpes. 

La Figura 49 recoge las variaciones observadas en la formación del biofilm 

en las cuatro cepas tras 20 días de cultivo en condiciones estándar y en NaCl 

300 mM. En todos los casos, la formación de biofilm disminuyó en condiciones 

de altas concentraciones de sal.  

Esta disminución con respecto al biofilm observado en condiciones 

estándar fue similar en las cuatro cepas, siendo ligeramente mayor para la 

estirpe EB2770FurC (60% frente al 50% en AG2770FurA y en Anabaena sp. 

PCC7120 y disminución hasta un 30% de producción en la variante 

VCS2770FurB). 

 

 

Figura 49. Cuantificación mediante tinción con cristal violeta y abs 630 nm, del biofilm unido a las paredes 

de placas de 12 pocillos, producido por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por las estirpes de 

sobreexpresión AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC tras 20 días de crecimiento en condiciones 

estándar (BG11 completo) y en NaCl 300 mM. 
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A diferencia del experimento de cuantificación de exopolisacáridos en el que el 

estrés por deficiencia de nitrógeno o por la exposición a altas concentraciones 

de sal aumentó la producción del exopolisacárido para la estirpe silvestre de 

Anabaena sp. PCC7120 y para las estirpes de sobreexpresión AG2770FurA, 

VCS2770FurB y EB2770FurC, en el experimento de formación de biofilm solo la 

deficiencia de nitrógeno produjo un incremento en las cuatro estirpes evaluadas. 

Esto puede apreciarse en la Tabla 14 en la que se resumen todos los 

datos relacionados con la formación de biofilm en condiciones estándar de 

crecimiento, en deficiencia de una fuente de nitrógeno combinado y en altas 

concentraciones de sal (300 mM de NaCl). Los datos corresponden a la media 

de tres replicas con sus respectivas desviaciones estándar, la última columna 

corresponde al incremento en la producción de exopolisacárido en deficiencia de 

nitrógeno y al porcentaje de perdida de biofilm en altas concentraciones de sal. 

 

Tabla 14. Cuantificación tinción con cristal violeta y abs 630 nm, del biofilm unido a las paredes de placas 

de 12 pocillos, formado por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y por las estirpes de 

sobreexpresión AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC tras20 días de crecimiento en condiciones 

estándar (BG11 completo), en deficiencia de una fuente de nitrógeno combinado y en 300 mM de NaCl.  

Estirpe Día 1 Día 5  Día 20  

PCC7120 W.T. 0,065 + 0,000 0,184 + 0,000 1 0,532 + 0,003 1 

AG2770FurA 0,086 + 0,003 0,238 + 0,001 1 0,852 + 0,019 1 

VCS2770FurB 0,064 + 0,000 0,177 + 0,002 1 0,501 + 0,001 1 

EB2770FurC 0,072 + 0,000 0,195 + 0,001 1 0,559 + 0,001 1 

     Incremento   Incremento 

PCC7120 W.T. -N 0,093 + 0,002 0,158 + 0,000 0,9 0,670 + 0,003 1,3 

AG2770FurA -N 0,100 + 0,002 0,184 + 0,002 0,8 0,997 + 0,003 1,2 

VCS2770FurB -N 0,064 + 0,000 0,140 + 0,002 0,8 0,672 + 0,003 1,3 

EB2770FurC -N 0,101 + 0,002 0,183 + 0,003 0,9 0,813 + 0,003 1,5 

     Reducción   Reducción 

PCC7120 W.T. + NaCl 0,051 + 0,001 0,087 + 0,001 50% 0,258 + 0,002 50% 

AG2770FurA  + NaCl 0,062 + 0,002 0,133 + 0,003 60% 0,460 + 0,003 50% 

VCS2770FurB + NaCl 0,049 + 0,001 0,081 + 0,001 50% 0,151 + 0,001 70% 

EB2770FurC + NaCl 0,054 + 0,000 0,103 + 0,003 50% 0,354 + 0,000 60% 
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En definitiva, la exposición de las células a 300 mM de NaCl redujo la cantidad 

de biofilm formado. Esta disminución se aprecia a partir del día 5 y se mantiene 

hasta el final del experimento. 

 

4.3. Análisis de las glicosiltransferasas presentes en el genoma de 

Anabaena sp. PCC7120. 

4.3.1. Clasificación y relación con otras proteínas. 

Las glicosiltransferasas son enzimas clave en la producción de biofims 

bacterianos. Con el fin de identificar algunos de estos genes involucrados en la 

síntesis y transporte de exopolisacáridos y formación de biofilms en Anabaena 

sp. PCC7120, se realizó una búsqueda de las secuencias anotadas como 

glicosiltransferasas en la base de datos CyanoBase (http://genome.kazusa.or.jp) 

y posteriormente se amplió la información sobre esos genes usando la base de 

datos UniProt (http://www.uniprot.org). Hay diferentes criterios para clasificar a 

las glicosiltransferasas debido a su heterogeneidad. De acuerdo a su estructura 

tridimensional las glicosiltransferasas se han clasificado en tres superfamilias, 

GT-A, GT-B y GT-C. Estas tres superfamilias estructurales contienen un total de 

111 subfamilias que se clasifican de acuerdo a la similitud de secuencias, la 

clasificación en superfamilias estructurales y subfamilias se encuentra 

disponibles en la base de datos de Enzimas de Carbohidratos-activos CAZy 

(http://www.cazy.org). La Tabla 15 muestra la clasificación proporcionada por 

CAZy, de las secuencias de los genes anotados como glicosiltransferasas 

presentes en el genoma de Anabaena sp. PCC7120. 

 

Tabla 15. Clasificación, de las secuencias de los genes anotados como glicosiltransferasas en el genoma 

de Anabaena sp. PCC7120 (cazy.org). sa= sin clasificar. 

Subfamilia de acuerdo a 
similaridad de secuencia 

1 2 4 5 9 14 19 26 28 35 39 41 51 83 sa 

Número de secuencias 
representativas de cada familia. 

4 48 51 2 1 1 1 2 1 2 1 2 6 3 4 
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De acuerdo a la clasificación proporcionada por la base de datos de Enzimas de 

Carbohidratos-activos CAZy, la mayor cantidad de secuencias de 

glicosiltransferasas se encuentran distribuidas en las subfamilias 2 y 4, (48 y 51 

genes respectivamente), seguido de la subfamilia 51 con 6 secuencias y las 

subfamilias 1 y 83 con 4 y 3 secuencias respectivamente. Las subfamilias (5, 26, 

35 y 41) están conformadas por 2 secuencias cada una, y las subfamilias (9, 14, 

19, 28 y 39) están formadas por una única secuencia cada una. Además, 4 

secuencias se encuentran sin asignación a una subfamilia específica. 

En este trabajo se clasificaron las secuencias de 131 genes anotados 

como glicosiltransferasas o probables glicosiltransferasas, presentes en el 

genoma de Anabaena sp. PCC7120 (Tabla 16), de los cuales 50 secuencias 

pertenecen a la superfamilia estructural GT-A (que se caracteriza por presentar 

un dominio con plegamiento de tipo Rossmann sencillo), 63 secuencias a la 

superfamilia estructural GT-B (que se caracteriza por presentar un dominio con 

plegamiento de tipo Rossmann doble), 4 secuencias pertenecen a la superfamilia 

estructural GT-C (que son proteínas integrales de membrana con múltiples 

dominios transmembrana) y 14 de estas secuencias no tienen asignada una 

familia de acuerdo a su estructura tridimensional. 
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Tabla 16. Resultado de la búsqueda de genes codificantes para glicosiltransferasas en Anabaena sp. 
PCC7120. 

gen 
Superfamlia 

estructura 3D. 
Subfamilia. 

Número de accesión 
(NCBI) 

all0042 proteína hipotética GT-A GT2 BAB77566.1 

all0143 dolicol-fosfato manosiltransferasa GT-A GT2 BAB77667.1 

all0914 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB72871.1 

all0915 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB72872.1 

all1737 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB73436.1 

all1762 glicosiltransferasa putativa GT-A GT2 BAB73461.1 

all1766 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB73465.1 

all1767 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB73466.1 

all1768 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB73467.1 

all1886 proteína desconocida GT-A GT2 BAB73585.1 

all2288 glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB73987.1 

all2289 glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB73988.1 

all2770 dolicol-fosfato manosiltransferasa GT-A GT2 BAB74469.1 

all4126 dolicol-fosfato manosiltransferasa GT-A GT2 BAB75825.1 

all4424 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB76123.1 

all4431 glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB76130.1 

all4441 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB76140.1 

all4793 proteína hipotética  GT-A GT2 BAB76492.1 

all4857 proteína hipotética GT-A GT2 BAB76556.1 

all5102 proteína hipotética GT-A GT2 BAB76801.1 

all5118 polisoprenil-fosfato 
glicosiltrasnferasa 

GT-A GT2 BAB76817.1 

alr0074 glicosiltransferasa putativa GT-A GT2 BAB77598.1 

alr0557 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB72515.1 

alr0558 probable glicosiltransferasa GT-A, GT-B GT2,GT41 BAB72516.1 

alr0776 proteína hipotética GT-A GT2 BAB72733.1 

alr2408 proteína hipotética GT-A GT2 BAB74107.1 

alr2828 proteína desconocida GT-A GT2 BAB74527.1 

alr2836 glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB74535.1 

alr2837 glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB74536.1 

alr2840 glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB74539.1 

alr2866 glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB74565.1 

alr3062 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB74761.1 

alr3063 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB74762.1 

alr3067 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB74766.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB77566.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB77667.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB72871.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB72872.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73436.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73461.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73465.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73466.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73467.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73585.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73987.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73988.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74469.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76123.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76130.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76140.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76492.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76556.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76801.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76817.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB77598.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB72515.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB72516.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB72733.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74107.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74527.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74535.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74536.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74539.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74565.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74761.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74762.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74766.1
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Tabla 16. Resultado de la búsqueda de genes codificantes para glicosiltransferasas en Anabaena sp. 
PCC7120. Continuación. 

gen 
Superfamlia 

estructura 3D. 
Subfamilia. 

Número de accesión 
(NCBI) 

alr3068 probable glicosiltransferasa  GT-A GT2 BAB74767.1 

alr3070 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB74769.1 

alr3071 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB74770.1 

alr3073 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB74772.1 

alr3176 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB74875.1 

alr3177 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB74876.1 

alr3380 dolicol-fosfato 
manosiltransferasa 

GT-A GT2 BAB75079.1 

alr3757 celulosa sintasa GT-A GT2 BAB75456.1 

alr4487 proteína hipotética GT-A GT2 BAB76186.1 

alr4492 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB76191.1 

alr4493 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB76192.1 

alr5203 probable glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB76902.1 

alr5240 glicosiltransferasa GT-A GT2 BAB76939.1 

all4933 1,2-diacilglicerol 3-beta-
glicosiltransferasa 

GT-A GT2 BAB76632.1 

all0160 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB77684.1 

all0562 proteína hipotética GT-B GT41 BAB72520.1 

all0919 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB72876.1 

all1059 sacarosa sintasa GT-B GT4 CAC87814.1 

all1272 glucógeno fosforilasa GT-B GT35 BAB73229.1 

all1345 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB73302.1 

all2037 probable galactosiltransferasa GT-B GT4 BAB73736.1 

all2292 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB73991.1 

all2507 probable hexosiltransferasa GT-B GT4 BAB74206.1 

all2549 proteína hipotética GT-B GT4 BAB74248.1 

all2720 glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB74419.1 

all2806 probable alfa-glucano 
fosforilasa 

GT-B GT35 BAB74505.1 

all4376 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB76075.1 

all4426 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB76125.1 

all4436 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB76135.1 

all4437 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB76136.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74767.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74769.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74770.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74772.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74875.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74876.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB75079.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB75456.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76186.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76191.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76192.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76902.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76939.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76632.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB77684.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB72520.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB72876.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=CAC87814.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73302.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73736.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73991.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74206.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74248.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74419.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74505.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76075.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76125.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76135.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76136.1
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Tabla 16. Resultado de la búsqueda de genes codificantes para glicosiltransferasas en Anabaena sp. 
PCC7120. Continuación. 

gen 
Superfamlia 

estructura 3D. 
Subfamilia. 

Número de accesión 
(NCBI) 

all4440 proteína desconocida GT-B GT4 BAB76139.1 

all4830 manosiltransferasa GT-B GT4 BAB76529.1 

all5194 glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB76893.1 

all5195 glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB76894.1 

all5196 proteína hipotética GT-B GT1 BAB76895.1 

alr0031 glucógeno sintasa GT-B GT5 BAB77555.1 

alr0159 probable glicosiltranasferasa GT-B GT4 BAB77683.1 

alr0477 fosfo-N-acetilmuramoil-
pentapeptido-transferasa 

GT-B GT28 BAB72435.1 

alr0582 proteína hipotética GT-B GT4 BAB72540.1 

alr0584 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB72542.1 

alr1000 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB72957.1 

alr1117 proteína hipotética GT-B GT4 BAB73074.1 

alr1668 glicosiltransferasa putativa GT-B GT4 BAB78034.1 

alr1879 glucógeno sintasa GT-B GT5 BAB73578.1 

alr2265 proteína de la biosíntesis de 
sulfoquinovosildiacilglicerol 

GT-B GT4 BAB73964.1 

alr2274 lipido-A-disacárido sintasa GT-B GT19 BAB73973.1 

alr2832 glicosiltransferasa putativa GT-B GT4 BAB74531.1 

alr2839 glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB74538.1 

alr2864 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB74563.1 

alr2867 glicosiltransferasa putativa GT-B GT4 BAB74566.1 

alr3057 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB74756.1 

alr3058 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB74757.1 

alr3064 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB74763.1 

alr3069 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB74768.1 

alr3370 glicosiltransferasa putativa GT-B GT4 BAB75069.1 

alr3425 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB75124.1 

alr3698 (hepb/hepd) proteína de la 
síntesis de polisacáridos de la 
envoltura del heterocisto.  

GT-B GT4 CAB57789.1 

alr4168 probable glicosiltransferasa  GT-B GT4 BAB75867.1 

alr4178 probable glicosiltransferasa  GT-B GT4 BAB75877.1 

alr5168 proteína hipotética GT-B GT9 BAB76867.1 

alr5197 proteína hipotética GT-B GT1 BAB76896.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76139.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76529.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76893.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76894.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76895.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB77555.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB77683.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB72435.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB72540.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB72542.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB72957.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73074.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB78034.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73578.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73964.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73973.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74531.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74538.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74563.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74566.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74756.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74757.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74763.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74768.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB75069.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB75124.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=CAB57789.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB75867.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB75877.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76867.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76896.1
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Tabla 16. Resultado de la búsqueda de genes codificantes para glicosiltransferasas en Anabaena sp. 
PCC7120. Continuación. 

gen 
Superfamlia 

estructura 3D. 
Subfamilia. 

Número de accesión 
(NCBI) 

alr5198 proteína hipotética GT-B GT1 BAB76897.1 

alr5201 glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB76900.1 

alr5202 glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB76901.1 

alr5223 glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB76922.1 

alr5235 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB76934.1 

alr5237 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB76936.1 

alr5238 glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB76937.1 

alr5239 proteína hipotética GT-B GT4 BAB76938.1 

alr5307 probable glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB77006.1 

all5341 glicosiltransferasa GT-B GT4 BAB77040.1 

all4985 sacarosa sintasa GT-B GT4 AAS31679.1 

alr3699 glicosiltransferasa del 

envoltorio polisacarídico del 
heterocisto.  

GT-B GT4 BAB75398.1 

alr3150 manosiltransferasa GT-C GT39 BAB74849.1 

all2870 proteína desconocida GT-C GT83 BAB74569.1 

alr2076 proteína hipotética GT-C GT83 BAB73775.1 

alr4347 proteína hipotética GT-C GT83 BAB76046.1 

all2952 proteína de unión a penicilina Sin asignación GT51 BAB74651.1 

all2981 proteína de unión a penicilina Sin asignación GT51 BAB74680.1 

all4422 UDP-N-acetil-D-manosamina 
transferasa  

Sin asignación GT26 BAB76121.1 

all4432 probable proteína de la 
biosíntesis de exopolisacárido 

Sin asignación GTnc BAB76131.1 

all5342 proteína desconocida Sin asignación GTnc BAB77041.1 

all5343 proteína desconocida Sin asignación GTnc BAB77042.1 

alr0585 probable glicosiltransferasa Sin asignación GTnc BAB72543.1 

alr1705 UDP-N-acetil-D-
manosiltransferasa 

Sin asignación GT26 BAB78071.1 

alr4005 lípido-A-disacárido sintasa Sin asignación GTnc BAB75704.1 

alr4323 probable glicosiltransferasa Sin asignación GT14 BAB76022.1 

alr4579 proteína de unión a penicilina Sin asignación GT51 BAB76278.1 

alr5101 proteína de unión a penicilina Sin asignación GT51 AAD51129.1 

alr5324 proteína de unión a penicilina Sin asignación GT51 BAB77023.1 

alr5326 proteína de unión a penicilina Sin asignación GT51 BAB77025.1 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76897.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76900.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76901.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76922.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76934.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76936.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76937.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76938.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB77006.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB77040.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=AAS31679.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB75398.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74849.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74569.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB73775.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74651.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB74680.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB77041.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB77042.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB72543.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB78071.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB75704.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76022.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB76278.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=AAD51129.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB77023.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=BAB77025.1
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Con respecto a las subfamilias, las secuencias de las glicosiltransferasas de 

Anabaena sp. PCC7120 que corresponden a la superfamilia GT-A, pertenecen 

todas a la subfamilia 2, mientras que las glicosiltransferasas que comprenden la 

superfamilia estructural GT-B están distribuidas en las subfamilias 1, 4, 5, 9, 19, 

28, 35 y 41 y por ultimo las glicosiltransferasas de la superfamilia estructural GT-

C están distribuidas en las subfamilias 39 y 83. Debido a su gran tamaño (3042 

pb), el gen alr0558 codifica una proteína con motivos estructurales presentes en 

las superfamilias estructurales GT-A y GT-B y en las subfamilias 2 y 41. Por otro 

lado, aunque 14 genes clasificados como probables glicosiltransferasas no se 

encuentran asignados a una superfamilia, algunos de estos pertenecen a las 

subfamilias 14, 26, y 51. Cada subfamilia tiene definidas una serie de actividades 

y rutas metabólicas con las que estas glicosiltransferasas están relacionadas 

(Tabla 17). 

 

Tabla 17.  Actividades de las glicosiltransferasas de Anabaena sp. PCC7120 y su relación con otras rutas 
metabólicas de acuerdo a su organización en superfamilias estructurales y en subfamilias. 

Superfamlia 
estructura 

3D. 
Subfamilia 

 
Actividades en la subfamilia y relación con otras rutas 
metabólicas. 
 

GT-A GT2 celulosa sintasa; quitina sintasa 

GT-A GT2 dolichilfosfato β-D-manosiltransferasa 

GT-A GT2 dolichilfosfato β-glucosiltransferasa 

GT-A GT2 N-acetilglucosaminiltransferasa 

GT-A GT2 N-acetilgalactosaminiltransferasa 

GT-A GT2 hialuronano sintasa 

GT-A GT2 quitina oligosacárido sintasa; β-1,3-glucano sintasa 

GT-A GT2 
β-1,4-manan sintasa; β-manosilfosfodecaprenol-manooligosacárido α-1,6-
manosiltransferasa 

GT-A GT2 
ramnopiranosil-N-acetilglucosaminil-PP-decaprenol β-1,4 / 1,5-
galactofuranosiltransferasa galactofuranosil-galactofuranosil-ramnosil-N-
acetilglucosaminil-PP-decaprenol β-1,5 / 1,6-galactofuranosiltransferasa 

GT-A GT2 dTDP-L-Rha: N-acetilglucosaminil-PP-decaprenol α-1,3-L-ramnosiltransferasa 

GT-A GT2 β-1,3 / 4-N-acetilmanano sintasa. 

GT-B GT1 UDP-glucuronosiltransferasa 

GT-B GT1 zeatina O-β-xilosiltransferasa 

GT-B GT1 2-hidroxiacilsfingosina 1-β-galactosiltransferasa 

GT-B GT1 N-acilesfingosina galactosiltransferasa 

GT-B GT1 flavonol 3-O-glucosiltransferasa 

GT-B GT1 antocianidin 3-O-glucosiltransferasa 

GT-B GT1 sinapat 1-glucosiltransferasa 

GT-B GT1 indol-3-acetato β-glucosiltransferasa 

GT-B GT1 flavonol L-ramnosiltransferasa 

GT-B GT1 esterol glucosiltransferasa 

GT-B GT1 UDP-Glc: 4-hidroxibenzoato 4-O-β-glucosiltransferasa 

GT-B GT1 zeatina O-β-glucosiltransferasa 

GT-B GT1 glucosiltransferasa limonoide 

GT-B GT1 UDP-GlcA: baicaleína 7-O-β-glucuronosiltransferasa 

GT-B GT1 UDP-Glc: chalcona 4'-O-β-glucosiltransferasa 

GT-B GT1 ecdiesteroide UDP-glucosiltransferasa 

GT-B GT1 β-glucosiltransferasa de ácido salicílico 

GT-B GT1 antocianina 3-O-galactosiltransferasa 

GT-B GT1 antocianina 5-O-glucosiltransferasa 
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Tabla 17.  Actividades de las glicosiltransferasas de Anabaena sp. PCC7120 y su relación con otras rutas 
metabólicas de acuerdo a su organización en superfamilias estructurales y en subfamilias. Continuación. 

Superfamlia 
estructura 

3D. 
Subfamilia 

 
Actividades en la subfamilia y relación con otras rutas 
metabólicas. 
 

GT-B GT1 dTDP-β-2-desoxi-L-fucosa: α-L-2-desoxifucosiltransferasa 

GT-B GT1 UDP-β-L-ramnosa: α-L-ramnosiltransferasa 

GT-B GT1 zeaxantina glucosiltransferasa 

GT-B GT1 flavona 8-C-glicosiltransferasa 

GT-B GT1 UDP-Glc: flavona-6-C-glucosytransferasa 

GT-B GT1 UDP-Glc: cinamato β-glucosiltransferasa 

GT-B GT1 UDP-Glc: ácido hidroxicinámico O-β-glucosiltransferasa 

GT-B GT1 UDP-Glc: cinamoil O-β-glucosiltransferasa. 

GT-B GT4 sacarosa sintasa 

GT-B GT4 sacarosa-fosfato sintasa 

GT-B GT4 α-glucosiltransferasa 

GT-B GT4 lipopolisacárido N-acetilglucosaminiltransferasa 

GT-B GT4 fosfatidilinositol α-manosiltransferasa 

GT-B GT4 GDP-Man: Man1GlcNAc2-PP-dolicol α-1,3-manosiltransferasa 

GT-B GT4 Man3GlcNAc2-PP-dolicol / Man4GlcNAc2-PP-dolichol α-1,2-manosiltransferasa 

GT-B GT4 digalactosildiacilglicerol sintasa 

GT-B GT4 1,2-diacilglicerol 3-glucosiltransferasa 

GT-B GT4 diglucosil diacilglicerol sintasa 

GT-B GT4 trehalosa fosforilasa 

GT-B GT4 NDP-Glc: α-glucosa α-glucosiltransferasa / α, α-trehalosa sintasa 

GT-B GT4 GDP-Man: Man2GlcNAc2-PP-dolicol α-1,6-manosiltransferasa 

GT-B GT4 UDP-GlcNAc: 2-desoxiestreptamina α-N-acetilglucosaminiltransferasa 

GT-B GT4 UDP-GlcNAc: ribostamicina α-N-acetilglucosaminiltransferasa 

GT-B GT4 UDP-Gal α-galactosiltransferasa 

GT-B GT4 UDP-Xil α-xilosiltransferasa 

GT-B GT4 UDP-GlcA α-glucuroniltransferasa 

GT-B GT4 UDP-GalNAc: GalNAc-PP-Und α-1,3-N-acetilgalactosaminiltransferasa 

GT-B GT4 
UDP-GalNAc: N, N'-diacetilbacilosaminil-PP-Und α-1,3-N-
acetilgalactosaminiltransferasa 

GT-B GT5 α -maltosa-1-fosfato sintasa dependiente de ADP 

GT-B GT5 UDP-Glc: glucógeno glucosiltransferasa 

GT-B GT5 ADP-Glc: almidón glucosiltransferasa 

GT-B GT5 NDP-Glc: almidón glucosiltransferasa 

GT-B GT5 UDP-Glc: α-1,3-glucano sintasa 

GT-B GT5 UDP-Glc: α-1,4-glucano sintasa 

GT-B GT19 lípido-A-disacárido sintasa 

GT-B GT9 lipopolisacárido N-acetilglucosaminiltransferasa 

GT-B GT9 Heptosiltransferasa 

GT-B GT28 1,2-diacilglicerol 3-β-galactosiltransferasa 

GT-B GT28 1,2-diacilglicerol 3-β-glucosiltransferasa 

GT-B GT28 UDP-GlcNAc: Und-PP-MurAc-pentapéptido β-N-acetilglucosaminiltransferasa 

GT-B GT28 digalactosildiacilglicerol sintasa 

GT-B GT35 glucógeno o almidón fosforilasa 

GT-B GT41 UDP-GlcNAc: péptido β-N-acetilglucosaminiltransferasa 

GT-B GT41 UDP-Glc: péptido N-β-glucosiltransferasa 

GT-B GT39 α-manosiltransferasa 

GT-C GT39 Estas enzimas utilizan dolichol-P-manosa como donador de azúcar. 

GT-C GT83 fosfato de undecaprenilo-α-L-Ara4N: 4-amino-4-desoxi-β-L-arabinosiltransferasa 

GT-C GT83 
ácido dodecaprenilfosfato-β-galacturónico: núcleo de lipopolisacárido α-
galacturonosil transferasa 

Sin asignación GT14 β-1,3-galactosil-O-glicosil-glicoproteína β-1,6-N-acetilglucosaminiltransferasa 

Sin asignación GT14 N-acetilactosaminida β-1,6-N-acetilglucosaminiltransferasa 

Sin asignación GT14 O-β-xilosiltransferasa 

Sin asignación GT14 UDP-GlcA: arabinogalactano β-glucuronosiltransferasa 

Sin asignación GT26 UDP-ManNAcA: β-N-acetil manosaminuroniltransferasa 

Sin asignación GT26 UDP-ManNAc: β-N-acetil-manosaminiltransferasa 

Sin asignación GT26 UDP-Glc: β-1,4-glucosiltransferasa 

Sin asignación GT26 β-1,4-galactosiltransferasa 

Sin asignación. GT51 polimerasa de mureína 
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4.3.2. Análisis filogenético. 

Se construyó un árbol filogenético con base en las secuencias de aminoácidos 

de glicosiltransferasas de Anabaena sp. PCC7120 proporcionadas por la base 

de datos de Enzimas de Carbohidratos-activos (Cazy) (http://www.cazy.org), con 

el objetivo de identificar qué glicosiltransferasas presentan mayor similitud entre 

ellas e inferir una posible clasificación de las proteínas que no se encuentran 

asignadas a ninguna familia.  

La construcción del árbol se realizó utilizando las herramientas 

proporcionadas por la plataforma web (phylogeny.fr), en la modalidad “a la carte”. 

Debido a la heterogeneidad de las secuencias de las glicosiltransferasas de 

Anabaena sp. PCC7120, los alineamientos correspondientes se hicieron 

mediante MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation). Las 

secuencias se curaron posteriormente con Gblocks, los parámetros matemáticos 

para la construcción de los árboles filogenéticos (estimación por máxima 

verosimilitud) se llevaron a cabo con PhyML y finalmente la representación 

gráfica de los árboles elaboró utilizando la herramienta TreeDyn (Figura 50). 
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Figura 50. Árbol filogenético de las glicosiltransferasas de Anabaena sp. PCC7120 que pertenecen a las superfamilias estructurales GT-A (ramas azules), GT-B (ramas 

negras), GT-C (ramas rojas) y 14 secuencias de glicosiltransferasas que se encuentran sin asignación a una superfamilia estructural (S.A.F.) (ramas verdes). La barra 

de escala es de 2. sustituciones de aminoácidos por sitio. Los valores de soporte de las ramas se representan en rojo. Junto al nombre de cada glicosiltransferasa aparece 

la superfamilia estructural (GTA, GTB, GTC) y la subfamilia (GT1, GT2, GT4, GT5, GT9, GT14, GT19, GT26, GT28, GT35, GT39, GT41, GT51, GT83) a la que pertenecen. 

Las glicosiltransferasas sin clasificar en una subfamilia aparecen como GTnc.  
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En la Figura 50, las distancias génicas se representan por la longitud de las 

ramas. Los valores de soportes de las ramas, obtenidos mediante estimación por 

máxima verosimilitud se representan en rojo. Para definir la formación de clados 

y taxones pertenecientes a un mismo clado, un valor cercano a 0,9 se consideró 

altamente confiable y un valor de 0,7 medianamente confiable. Con base en 

estos parámetros el árbol filogenético para las 131 proteínas anotadas como 

glicosiltransferasas o probables glicosiltransferasas, presentes en el genoma de 

Anabaena sp. PCC7120 se organizaron en un total de 8 clados que aparecen 

señalizados del 1 al 8 con corchetes azules.  

Las 50 secuencias de la superfamilia estructural GT-A (ramas azules) se 

organizaron en el mismo clado (clado 1) mientras que las 63 secuencias de la 

superfamilia estructural GT-B (ramas negras) se repartieron por los 8 clados. 

Tres de las cuatro secuencias (Alr4347, Alr2076 y All2870) de la superfamilia 

estructural GT-C (ramas rojas) se encuentran dentro del clado número 8, junto 

con otras proteínas que pertenecen a la familia GT-B.  La secuencia Alr3150, 

también perteneciente a la superfamilia GT-C se encuentra dentro del clado 4, 

también junto con otras proteínas de la familia GT-B y la secuencia All2952 que 

hasta el momento está sin clasificar dentro de ninguna de las tres familias 

canónicas.  De las 14 secuencias que se encuentran sin asignación a una familia 

(S.A.F.) (ramas verdes), 11 se encuentran dentro del clado 1, y las tres 

secuencias restantes (All4422, Alr4005 y All2952) se encuentran formando parte 

de los clados 3, 4 y 6 respectivamente.  

4.4. Presencia de cajas FUR en los promotores de las glicosiltransferasas. 

Los datos sobre la influencia de la desregulación de FUR en la formación de 

biofilms, sugieren que las proteínas FUR podrían estar implicadas en la 

regulación de algunas glicosiltransferasas. Por este motivo se buscaron cajas 

FurA y FurC en las secuencias de los promotores de todas las GTs descritas en 

el genoma de Anabaena sp. PCC7120. Cabe resaltar que, de estos 131 genes, 

más del 40 % se encuentra formando operones (Tabla 18). Lo que redujo la 

búsqueda de cajas FurA y FurC a 80 secuencias de promotores. Los operones 

se confirmaron mediante MicrobesOnline Operon Predictions 

(http://www.microbesonline.org). 
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Tabla 18. Mapa genómico de acuerdo a la base de datos KEGG  (genome.jp) de glicosiltransferasas de 

Anabaena sp. PCC7120 organizadas en operones. 

GTs formando un mismo 

operón 
Contexto génico 

 

 

all0914, all0915, all0919 

  

 

 

 

 

Además de las glicosiltransferasas y otras proteínas hipotéticas presentes 
en el operón, los genes en amarillo son transportadores permeasas de tipo 
ABC.  

 

all1762, all1766, all1767, 
all1768 

 

 

 

all2287, all2286, all2288, 
all2291, all2292 

  

 

all4422, all4424 

  

 

 

all4426, all4431   

 

all4436, all4437 

 

 

all4440, all4441 
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Tabla 18. Mapa genómico de acuerdo a la base de datos KEGG  (genome.jp) de glicosiltransferasas de 

Anabaena sp. PCC7120 organizadas en operones. Continuación. 

GTs formando un mismo 

operón 
Contexto génico 

 

all5195, all5196 

 

 

 

all5342, all5343 

 

 

 

 

Además de las glicosiltrasnferasas y otras proteínas hipotéticas presentes 
en el operón, el gen en verde es un transportador de tipo ABC específico 
del heterocisto. 

 

alr0557, alr0558 

 

 

 

alr0582, alr0584, alr0585 

 

 

 

 

Además de las glicosiltransferasas y otras proteínas hipotéticas presentes 
en el operón, el gen en amarillo es una proteína de unión a ATP de un 
transportador de tipo ABC. 

 

 

 

alr2836, alr2837, alr2839, 
alr2840 

 

 

 

 

Además de las glicosiltransferasas y otras proteínas hipotéticas presentes 
en el operón, el gen en amarillo es una proteína de unión a ATP de un 
transportador de tipo ABC relacionado con la diferenciación a heterocisto.  

 

alr2864, alr2866, alr2867 
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Tabla 18. Mapa genómico de acuerdo a la base de datos KEGG  (genome.jp) de glicosiltransferasas de 

Anabaena sp. PCC7120 organizadas en operones. Continuación. 

GTs formando un mismo 

operón 
Contexto génico 

 

alr3057, alr3058 

 

 

 

alr3063, alr3064  

 

 

 

alr3069, alr3070, alr3071 

 

 

alr3176, alr3177 

  

 

alr4487, alr4488, alr4492, 
alr4493, alr4494 

 

 

alr5197, alr5198, alr5201, 
alr5202, alr5203 

 

 

 

alr5235, alr5237, alr5238, 
alr5239, alr5240 

 

 

 

En la Tabla 18 se muestran las glicosiltransferasas de Anabaena sp. PCC7120 

organizadas en operones. Muchos de estos operones están formados solo por 

genes de GTs y otros son más heterogéneos, conteniendo trasportadores de tipo 

ABC y otros genes relacionados con la diferenciación a heterocisto, como 
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también varias proteínas hipotéticas. El mapa genómico de acuerdo a la base de 

datos KEGG (genome.jp) ilustra las GTs formando un mismo operón y otros 

genes adyacentes al operón. Los colores dentro del contexto génico 

corresponden a diferentes categorías funcionales: Amarillo (procesamiento de 

información ambiental), Anaranjado (metabolismo de aminoácidos), verde 

brillante (metabolismo de terpenoides y poliquétidos), rosa brillante (metabolismo 

de cofactores y vitaminas), rosa tenue (procesamiento de información génetica), 

verde tenue (procesos celulares), azul brillante (metabolismo de carbohidratos), 

azul tenue (metabolismo y síntesis de polisacáridos). 

Una vez definidas las secuencias de GTs formando operones, se 

definieron los promotores, la búsqueda de las secuencias de los promotores se 

llevó a cabo mediante las herramientas proporcionadas por la base de datos 

Ensembl Genome Browser (ensembl.org). Las cajas FUR se definieron en base 

a los trabajos de Gonzalez et al., 2014 y Sevilla et al., 2019, de donde se 

escogieron secuencias con una longitud de 23 pb para FurA y 19 pb para FurC, 

que se ilustran en la Figura 51 mediante WebLogo 

(https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi). 

Caja FurA:  

 

Caja FurC: 

 

Figura 51.  Secuencias correspondientes a cajas FUR para FurA y FurC que se analizaron mediante el 

software MEME, (Multiple Em for Motif Elicitation) (http://meme-suite.org/) 
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Con la herramienta FIMO (Find Individual Motif Ocurrence) se identificaron las 

cajas FurA y FurC para las secuencias de glicosiltransferasas (Tabla 19). Las 

cajas se detectaron usando como parámetro de sensibilidad un p-value menor a 

10-5. En este caso, el p-value se define como la probabilidad de que una 

secuencia aleatoria de la misma longitud que el motivo analizado coincida con 

esa posición de la secuencia. 

 

Tabla 19. Resultado de la búsqueda de Cajas FurA y FurC para las 80 secuencias de promotores de 

glicosiltransferasas de Anabaena sp. PCC7120. 

Caja FurA 

Secuencias de GTs de 
Anabaena sp. PCC7120 

p-value Matched Sequence 

alr2408 1,23x10-8 TGCAAAATAGTCTCAATAAATCT 

all0042 2,42x10-7 TGATAAGAATTTTCAATAAATTT 

alr2828 1,42x10-6 TTGTATAAAGAATGAGTAAATAT 

alr5307 4,35x10-6 TAATTTTATTCCTCATAAAATGA 

alr3699 4,64x10-6 TTATAAATGATTTAAAAAAATAG 

alr3698 4,64x10-6 TTATAAATGATTTAAAAAAATAG 

alr1668 5,41x10-6 TAATATTAAAATTGATATTGCCT 

all1345 5,64x10-6 TAAAAAATGAATACAACAAATAA 

operón_alr0557-alr055 6,97x10-6 TGAAAAATATTTTGCGTAAATCC 

all2549 9,38x10-6 TTGAAAAAATCATCAACAAAAAT 

operón_alr3057-3073 1,15x10-5 TAGAATTTAATTTCATTAATTTA 

all2806 1,66x10-5 TACAAGATATAAAGAATAAACAT 

all4376 1,7x10-5 TTACATTTAATCTCTTTATATAT 

alr4347 1,92x10-5 TACTTTAATTATTCAATATATGG 

operón_alr3370-alr3380 2,21x10-5 TAAAATAAAGCTGGAAAATATAG 

all1059 2,32x10-5 TTAAAAAAAATATCAACTTTTGA 

alr2076 3,01x10-5 TAATTATTGTCATGTAAAAATGA 

alr5326 3,65x10-5 TCATAAAAAATCTGACTTTATGA 

alr1705 3,87x10-5 TATTAGAAAATTTGATAAACTAT 

all2952 4,27x10-5 TAAAATAACAATACATTAAATAA 

alr1117 4,83x10-5 TAATTGTTATACTCCTTTATTTA 

alr5101 5,33x10-5 TGGATTTAAAAATCAAAATTTAT 

alr4005 5,63x10-5 AGATATTTAACTACAAAAAATTA 

all2770 5,78x10-5 TGGCAAAAAACCTGAACCAATAC 

operón_alr5234-5238 5,97x10-5 TTAAAATCAACATCAATAAATGC 

operón_alr2836-alr2840 6x10-5 TGAATACAATCCTCATTAATTTA 

alr2832 6,14x10-5 TAGAATCAATTTTGAGTTTATTT 

all4424 6,24x10-5 GAAAATCAAATCTGCAAAAATAA 

alr4323 7,34x10-5 TTGTTAATGTATTAATTATATAA 

all4793 8,03x10-5 TATTAATAAATTCCCATTAATCA 

all4985 8,27x10-5 TTGTCGATATTCTAAGTAAATAA 

alr3425 8,89x10-5 TAGAATAAACCCTCAGTAATTCT 

operón_all4431-all4425 9,41x10-5 TGACAGAAATGCTGCGTAATTAT 

all4432 3,6x10-4 TTTATAAAAGTTTGTATATATGA 

alr5223 3,33x10-4 AACCAATAATCATGAATAAAATG 

Caja FurC 

Secuencias de GTs de 
Anabaena sp, PCC7120 

p-value Matched Sequence 

all1345 8,63x10-5 TATCTTGAGAACATGACAACA 

all4376 9,09x10-5 TAGTGTGCTGACACCACTATA 

all4432 1,46x10-4 AGAATACAGTACACGATTTTG 

 

Con FIMO se identificaron un total de 35 posibles cajas FurA y 3 posibles cajas 

FurC para las 80 secuencias de promotores de glicosiltransferasas analizadas. 

Los resultados de la búsqueda bioinformática de cajas FUR realizadas en este 
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apartado se validaron experimentalmente con un conjunto de genes 

seleccionados mediante ensayos de retardos en gel (EMSA). 

4.5. Identificación de glicosiltransferasas potencialmente reguladas por 

FurA y FurC mediante ensayos de retardo en gel (Electrophoretic Mobility 

Shift Assay: EMSA). 

Los genes para los ensayos de retardos en gel (EMSA) se escogieron en base 

a la presencia de posibles cajas FUR en los promotores, junto con la información 

publicada por otros autores (Mitschke et al. 2011 y Yoshimura et al. 2007 y 2012) 

donde identificaron glicosiltransferasas cuyo nivel de transcripción cambia 

significativamente en condiciones de estrés salino, deshidratación y deficiencia 

de nitrógeno.    

Se seleccionaron cinco glicosiltransferasas alr3057, all4424, all4431, 

alr5223, alr5237 y un gen responsable de la síntesis de polisacáridos 

extracelulares (all4432) los ensayos de retardos en gel se realizaron siempre en 

presencia de un DNA competidor inespecífico, un fragmento interno del gen 

pkn22 (ifpkn22) de Anabaena sp. PCC7120, al cual no se unen FurA y FurC y en 

presencia de Mn2+ y DTT (Figura 52). 
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Figura 52. Ensayos de retardo en gel de los promotores de glicosiltransferasas involucradas en la síntesis 

de exopolisacáridos y la formación de biofilms enfrentados a la proteína FurA y a la proteína FurC. En cada 

gel, el primer carril de izquierda a derecha corresponde al control negativo (sin proteína). Los siguientes 

carriles contienen la proteína a una concentración final de 300, 400 y 500 nM para FurA y 400, 600 y 800 

nM para FurC. Se cargaron geles con controles de afinidad para FurA (500 nM para sodB y 250 nM y 500 

nM para pfurA) y controles de afinidad para FurC (200, 400 y 600 nM para sodB y para prxA) 
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Los seis promotores evaluados presentaron retardo en presencia de FurA, 

mientras que solo el gen all4432 responsable de la síntesis de polisacáridos 

extracelulares, presentó retardo al ser enfrentado a FurC.  

4.6. Efecto de la presencia de exopolisacáridos y otros metabolitos en el 

sobrenadante de Anabaena sp. PCC7120 sobre la germinación de Oryza 

sativa de la variedad Ariete. 

En Asia, se ha descrito el uso de cianobacterias para mejorar la fertilidad en 

campos de arroz y para recuperar suelos intervenidos por la sobreexplotación 

agrícola (Nisha et al. 2007; Mącik et al. 2020). La matriz del biofilm protege a la 

cianobacteria y le permite crecer en condiciones hostiles, como deficiencia de 

nutrientes o altos niveles de salinidad, por lo que puede proliferar en suelos 

erosionados por la sobrecarga de actividades agrícolas y proveer un soporte 

para el crecimiento de otros microorganismos beneficiosos. Además, Anabaena 

contribuye a la fertilización con el proceso de fijación biológica de nitrógeno. En 

este trabajo, se estudió la capacidad protectora de los exopolisacáridos 

obtenidos del sobrenadante de Anabaena sp. PCC7120 en la germinación de 

semillas de arroz (Oryza sativa) de la variedad Ariete, sometiendo las semillas 

durante su germinación en placas de Petri a condiciones de estrés salino. 

El análisis del efecto los exopolisacáridos y otros metabolitos de la estirpe 

silvestre de Anabaena sp. PCC7120 sobre la germinación de semillas de arroz 

en condiciones estándar, así como bajo condiciones de salinidad (NaCl 100 mM) 

evidenció la actividad de las células de estas dos estirpes como promotoras de 

crecimiento, incrementando el porcentaje de germinación, el crecimiento de la 

raíz pivotante, y la longitud del tallo. También se evidenció que la susceptibilidad 

de las semillas de arroz al estrés salino, fue menor en presencia de las células y 

el sobrenadante de este microorganismo. 

4.6.1. Consecuencias del estrés salino y su efecto sobre la germinación: 

El porcentaje de germinación de las semillas de arroz de la variedad Ariete fue 

similar en condiciones estándar (90% en BG-11, 92% en el sobrenadante de la 

estirpe silvestre y80% en las células de la estirpe silvestre) (Figura 53A). Sin 
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embargo, el estrés salino disminuyó notablemente el porcentaje de germinación 

en BG-11 (48%) (Figura 53B).  

Esta susceptibilidad de las semillas de arroz durante la exposición al 

estrés salino fue menor cuando las semillas germinaron en presencia de los 

tratamientos.  

 

 

Figura 53. Efecto de los exopolisacáridos presentes en el sobrenadante y las células de la estirpe silvestre 

de Anabaena sp. PCC7120 en el porcentaje de germinación de Oryza sativa de la variedad Ariete tras 8 

días de germinación en A. condiciones estándar y B. NaCl 100 mM. 

 

Comparando las semillas de arroz que germinaron en BG-11 en condiciones 

estándar (Figura 53A), con las semillas que germinaron en BG-11 NaCl 100 mM 

(Figura 53B), se observa que exponer las semillas de arroz altas concentraciones 

de NaCl, disminuyó su porcentaje de germinación en 0,5 veces. Sin embargo, en 

condiciones de salinidad, la exposición de las semillas a los tratamientos 

(sobrenadante de la estirpe silvestre y células de la estirpe silvestre) permitió una 

recuperación en el porcentaje de germinación (72% y 79% respectivamente). 
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4.6.1.1. Efecto en el crecimiento de la raíz pivotante: 

Por otro lado, el crecimiento de la raíz pivotante de las semillas de arroz de la 

variedad Ariete que germinaron en condiciones estándar fue mayor en el BG-11 

(27 mm), que en presencia del sobrenadante de la estirpe silvestre (16 mm). Sin 

embargo, las células de la estirpe silvestre parecen promover el crecimiento de 

la raíz pivotante (38 mm y 31 mm respectivamente) (Figura 54A).  

Con respecto al estrés salino, hubo una notable disminución en el 

crecimiento de la raíz en BG-11 (4 mm). Esta susceptibilidad de las semillas de 

arroz durante la exposición al estrés salino fue menor cuando las semillas 

germinaron en presencia de los tratamientos (Figura 54B). 

 

Figura 54. Efecto de los exopolisacáridos presentes en el sobrenadante y las células de la estirpe silvestre 

de Anabaena sp. PCC7120 en la longitud de la raíz de Oryza sativa de la variedad Ariete tras 8 días de 

germinación en A. condiciones estándar y B. NaCl 100 mM. 

 

Comparando las semillas de arroz que germinaron en BG-11 en condiciones 

estándar con las semillas que germinaron en BG-11 NaCl 100 mM, se observó 

que exponer las semillas de arroz altas concentraciones de NaCl, disminuyó la 

longitud de la raíz en 6,5 veces. Sin embargo, en condiciones de salinidad, la 

exposición de las semillas a los tratamientos (sobrenadante de la estirpe silvestre 
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y células de la estirpe silvestre) permitió una pequeña recuperación en la longitud 

de las raíces (7,3 mm y 12 mm respectivamente). 

4.6.1.2. Efecto en la longitud del tallo. 

La evaluación del efecto del sobrenadante y las células de la estirpe silvestre 

sobre la longitud del tallo, mostró un comportamiento similar al observado para 

el crecimiento de la raíz. La longitud del tallo de las semillas de arroz de la 

variedad Ariete que germinaron en condiciones estándar fue mayor en BG-11 

(21,6 mm), que en presencia del sobrenadante de la estirpe silvestre (12,4 mm) 

y no presentó diferencias significativas con el tratamiento de las células de la 

estirpe silvestre (22,1mm). (Figura 55A).  

Con respecto al estrés salino, nuevamente, hubo una notable disminución 

en el crecimiento del tallo (8,3 mm) y no hubo diferencias significativas cuando 

las semillas germinaron en presencia del sobrenadante y en presencia de las 

células de la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120. (Figura 55B). 

 

Figura 55. Efecto de los exopolisacáridos presentes en el sobrenadante y las células de la estirpe silvestre 

de Anabaena sp. PCC7120 en la longitud del tallo de Oryza sativa de la variedad Ariete tras 8 días de 

germinación en A. condiciones estándar y B. NaCl 100 mM. 
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Comparando las semillas de arroz que germinaron en BG-11 en condiciones 

estándar con las semillas que germinaron en BG-11 NaCl 100 mM, se observó 

que exponer las semillas de arroz altas concentraciones de NaCl, disminuyó la 

longitud del tallo en 2,6 veces. En este caso, sin embargo, los tratamientos no 

consiguieron una recuperación en la longitud del tallo (18 mm). 

4.6.1.3. Efecto en la cantidad de hojas.  

Finalmente, la cantidad de hojas desarrolladas por las plántulas de arroz de la 

variedad Ariete que germinaron en condiciones estándar fue mayor en BG-11 (3 

hojas), que en los tratamientos con el sobrenadante de la estirpe silvestre (2 

hojas) y con las células de la estirpe silvestre (1 hoja (Figura 56A). El estrés 

salino no permitió el desarrollo de hojas por parte de las semillas en BG-11 y en 

presencia del sobrenadante de la estirpe silvestre (Figura 56B). 

 

Figura 56. Efecto de los exopolisacáridos presente en el sobrenadante y las células de la estirpe silvestre 

de Anabaena sp. PCC7120 en la cantidad de hojas de Oryza sativa de la variedad Ariete tras 8 días de 

germinación en A. condiciones estándar y B. NaCl 100 mM. 
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Comparando las semillas de arroz que germinaron en BG-11 en condiciones 

estándar con las semillas que germinaron en BG-11 NaCl 100 mM, se observó 

que exponer las semillas de arroz altas concentraciones de NaCl no permitió el 

desarrollo de hojas. Sin embargo, en condiciones de salinidad, la exposición de 

las semillas al tratamiento (células de la estirpe silvestre) permitió que se 

desarrollaran hojas por parte de las semillas. 

4.6.2. Ensayos de germinación en otras condiciones de estrés 

Además de evaluar la capacidad de los sobrenadantes y las células de 

Anabaena sp. PCC7120 de promover la germinación de semillas de arroz y 

protegerlas contra el estrés salino, se realizaron ensayos en presencia de otros 

estreses. Se testó un posible efecto protector de la cianobacteria y sus 

metabolitos frente al tratamiento con el herbicida (ácido 2,4-diclorofenoxiacético), 

el pesticida lindano y la cianotoxina microcistina. Esto con base en experimentos 

propuestos por Morita et al., 1999, Moore & Kroger 2010 y Saqrane et al., 2008. 

Sin embargo, en el caso del 2-4D la concentración experimentada fue letal y para 

los otros experimentos no se encontraron diferencias significativas respecto al 

control, por lo que se propone realizar futuros estudios modificando las 

concentraciones usadas y exponiendo las semillas a otros estreses para evaluar 

la capacidad de la cianobacteria como promotora de germinación y crecimiento. 
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5. Discusión 

El objetivo global de este trabajo fue ampliar el conocimiento sobre los factores 

que modulan la formación de biofilms en Anabaena sp. PCC7120 y su posible 

relación con la familia de reguladores transcripcionales FUR. También se evaluó 

la capacidad de los exopolisacáridos de Anabaena sp. PCC7120 de proteger las 

semillas de arroz contra condiciones de estrés similares a las presentadas en 

suelos intervenidos por la sobreexplotación agrícola durante la germinación. 

Para ello se emplearon diferentes estrategias experimentales. En primer 

lugar, se caracterizó la influencia de factores ambientales como son la deficiencia 

de una fuente de nitrógeno combinado en el medio y altas concentraciones de 

NaCl. Se llevó a cabo inicialmente una caracterización fenotípica parcial de la 

estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y de las estirpes de sobreexpresión 

de FurA, FurB y FurC. Una vez definidos estos parámetros, se estudió el efecto 

de la desregulación de las proteínas FUR en la respuesta a la deficiencia de 

nitrógeno y a la salinidad (NaCl 300 mM), determinando cómo afectan estas 

condiciones de estrés a la síntesis de exopolisacáridos y la formación de biofilm 

en la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y en las diferentes estirpes de 

sobreexpresión. 

Estos resultados se complementaron mediante un análisis bioinformático 

de las glicosiltransferasas presentes en el genoma de Anabaena sp. PCC7120. 

Aunque las glicosiltransferasas son enzimas clave en la producción de biofilms 

bacterianos, hasta el momento no se dispone de estudios sistemáticos de las 

mismas en cianobacterias. En este apartado se presenta una clasificación de las 

glicosiltransferasas de Anabaena sp. PCC7120 y su relación con otras rutas 

metabólicas de acuerdo a su disposición en superfamilias estructurales y en 

subfamilias, que posteriormente se organizaron mediante un análisis 

filogenético. Dicho análisis ha permitido clasificar y establecer las relaciones 

filogenéticas mas próximas de un número de glicosil transferasas que hasta el 

momento no habían sido asignadas a ninguna familia estructural.  

Por otra parte, se obtuvieron las secuencias de las regiones promotoras 

de las glicosiltransferasas presentes en Anabaena sp. PCC7120 y se analizó la 

presencia de posibles cajas FUR, como base para la identificación de 
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glicosiltransferasas potencialmente reguladas por FurA y FurC, que se corroboró 

mediante ensayos de retardo en gel (Electrophoretic Mobility Shift Assay: 

EMSA). Finalmente, se estudió el efecto de los exopolisacáridos presentes en el 

sobrenadante de Anabaena sp. PCC7120 sobre la germinación de Oryza sativa 

de la variedad Ariete y su efecto sobre la germinación, el crecimiento de la raíz 

pivotante, la longitud del tallo y el desarrollo de hojas, en condiciones estándar 

de crecimiento y en estrés salino. 

Las diferentes estrategias empleadas proporcionaron una valiosa 

información acerca del papel de la familia de proteínas FUR en la regulación de 

genes implicados en la síntesis de exopolisacáridos y formación de bofilms, así 

como del potencial de Anabaena sp. PCC7120 como biofertilizante. Se 

presentan a continuación la discusión e implicaciones de los resultados 

obtenidos. 

5.1. Influencia de diferentes factores ambientales en el fenotipo de 

Anabaena sp. PCC7120 y de las variantes de sobreexpresión de los 

parálogos FurA, FurB y FurC: 

Para este trabajo se seleccionaron dos condiciones de estrés, la deficiencia de 

nitrógeno combinado y la presencia de NaCl 300 mM en el medio de cultivo por 

ser similares a las condiciones experimentadas por las plantas en suelos 

intervenidos por la sobreexplotación agrícola (Singh et al. 1970; Perez., 2014). 

Ambas condiciones produjeron cambios importantes en el fenotipo tanto de las 

células de Anabaena sp. PCC7120 como de las cepas de sobreexpresión de las 

diferentes proteínas FUR. La presencia de heterocistos fue indicativa de la 

deficiencia de nitrógeno y el tratamiento de los cultivos con NaCl 300 mM produjo 

alteraciones en la morfología y ultraestructura de las células que se evidenció 

como un cambio en la turgencia afectando a la membrana celular, al espacio 

periplasmático y al citoplasma, produciendo células con formas irregulares. Las 

condiciones de estrés evaluadas también produjeron cambios en el crecimiento, 

la agregación, la pigmentación, la producción de pigmentos fotosintéticos y de 

proteínas totales, así como de las actividades fotosintética y respiratoria. Así 

mismo, estos estreses afectaron a la cantidad de exopolisacáridos y a los niveles 

de formación de biofilms, tal y como se discutirá en los siguientes apartados. 
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5.1.1. Influencia de la deficiencia de nitrógeno y la alta salinidad sobre el 

crecimiento y la morfología de Anabaena sp. PCC7119. 

La deficiencia de nitrógeno produce cambios drásticos en el metabolismo de las 

cianobacterias que se traducen en la ralentización del crecimiento, el 

desmantelamiento del ficobilisoma, que es concomitante con un descenso de la 

fotosíntesis y síntomas de clorosis (Wood & Haselkorn, 1980., Adir et al, 2006., 

Tamary et al, 2012., Sendersky et al., 2015, Krauspe et al, 2021). Además, en el 

caso de la mayoría de las cianobacterias filamentosas fijadoras de nitrógeno, 

como Anabaena sp. PCC7120, se produce una reorganización del genoma que 

conduce a la diferenciación y desarrollo de los heterocistos claramente 

diferenciables de las células vegetativas y de los acinetos (Adams, 2000., 

Gerdtzen et al, 2009., Kumar et al, 2010., Herrero unet al, 2016). Por lo tanto, tal 

y como es habitual, la deficiencia de nitrógeno se siguió mediante la aparición de 

heterocistos visualizados con un microscopio óptico convencional. 

En cuanto a la salinidad, ésta produce señales de alerta que también 

inducen cambios transcripcionales y metabólicos que son esenciales para la 

defensa de la célula, como la modificación de la composición de la membrana y 

la inducción de procesos de transporte relacionados con la homeóstasis 

intracelular (Mauch-Mani et al., 2017). Hay dos respuestas celulares 

fundamentales contra el estrés salino, una de ellas es la acumulación de iones 

K+ y la consecuente expulsión de iones Na+. Alternativamente, otra estrategia 

consiste en acumular solutos compatibles como betaina glicina, glucosil glicerol 

y carbohidratos de bajo peso molecular como trehalosa y sacarosa, todas estas 

moléculas son altamente solubles, sin carga y con baja masa molecular, que no 

tienen efecto adverso en la maquinaria enzimática de la célula y que además 

exhiben protección de la actividad nitrogenasa (Singh et al., 2013, Pade & 

Hagemann 2014).  

Como resultado de la deficiencia de nitrógeno y la alta salinidad, en este 

trabajo se aprecia una reducción en el crecimiento de todas las estirpes 

estudiadas, tanto de la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 como de las 

cepas de sobreexpresión de FurA, FurB y FurC. Sin embargo, el efecto en la 



5  Discusión 

131 
 

reducción del crecimiento celular para las cuatro estirpes fue mayor en presencia 

del estrés salino que en deficiencia de nitrógeno. En el caso de Anabaena sp. 

PCC 7120, su capacidad para fijar nitrógeno atmosférico le permite adaptarse a 

esta condición adversa. Nuestro trabajo demuestra que tanto en condiciones 

estándar (BG11), como en deficiencia de nitrógeno combinado, la estirpe que 

presentó mayor tasa de crecimiento fue EB2770FurC, seguida de AG2770FurA, 

VCS2770FurB, y la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 (Figuras 24, 25 

y 26 y Tabla 10). Sin embargo, la deficiencia de nitrógeno afectó a la tasa de 

crecimiento de todas las cepas evaluadas, y la susceptibilidad  a la deficiencia 

de nitrógeno fue diferente, siendo la estirpe de sobreexpresión de FurC la más 

susceptible a la deficiencia con una disminución en el crecimiento de un 80% a 

las 24 horas y del 70% tras 48 horas, seguido de la estirpe de sobreexpresión de 

FurA (disminución del 70% tanto a las 24 como a las 48 horas), y la estirpe de 

sobreexpresión de FurB (disminución del 50% a las 24 y a las 48 horas). La 

estirpe silvestre fue la menos susceptible al estrés provocado por la deficiencia 

de nitrógeno, con una disminución de apenas un 40%. Trabajo previo de nuestro 

grupo mostró que tanto FurA como FurC están relacionadas con la regulación de 

la diferenciación y el desarrollo del heterocisto y la fijación de nitrógeno 

(González et al., 2013 y Sarasa-Buisán, Tesis doctoral).   

FurA modula la expresión de NtcA, conectando de esta manera la 

homeostasis del hierro y con la regulación del metabolismo nitrogenado en 

cianobacterias (Gonzalez et al., 2013). La sobreexpresión del metalorregulador 

FurA bajo condiciones de deficiencia de nitrógeno combinado en el medio de 

cultivo bloquea de manera parcial el proceso de diferenciación a heterocistos en 

estadios tempranos del desarrollo (González et al., 2016). FurA reconoce y se 

une específicamente al promotor de NtcA, por lo tanto, la sobreexpresión del 

metalorregulador afecta el incremento transitorio de NtcA que tiene lugar en las 

primeras horas del desarrollo y que resulta esencial para la expresión de una 

variedad de genes implicados en la cascada regulatoria que define este proceso 

de diferenciación. Como se ha mencionado, la variante de sobreexpresión de 

FurC es la cepa más afectada por la deficiencia de nitrógeno. Trabajo realizado 

en nuestro grupo (Sarasa-Buisán et al. enviada para publicar) indica que esta 

estirpe tiene afectada su capacidad para diferenciar heterocistos, lo que 
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explicaría su mayor susceptibilidad a la deficiencia de nitrógeno combinado. 

Aunque la cepa que sobreexpresa FurA también presenta una ralentización en 

la diferenciación de estas células especializadas, el efecto de la desregulación 

de FurA es mucho menor que el observado en la variante de sobreexpresión de 

FurC. Por otra parte, esta cepa está sometida a un mayor estrés oxidativo que la 

cepa silvestre y que las otras cepas de sobreexpresión de FurA y FurB (Sevilla 

et al. 2019., González et al, 2010., Sein-Echaluce, 2015). Recientemente se ha 

demostrado que el estrés oxidativo interfiere con el sistema de señalización de 

la cianobacteria, afectando a la detección de la señalización de la ratio C:N, lo 

que podría causar esta mayor sensibilidad de la estirpe EB2770FurC (Robles-

Rengel et al. 2019). Por otra parte, se ha descrito que los tres parálogos FUR 

están relacionados directa o indirectamente con la regulación de las superóxido 

dismutasas presentes en la cianobacteria (González et al, 2010; Sein-Echaluce 

et al, 2015 y trabajo del grupo pendiente de publicación). En Anabaena sp. PCC 

7120 se han identificado dos superóxido dismutasas, una de ellas dependiente 

de manganeso (sodA) y otra dependiente de hierro (sodB). (Li et al., 2002; Zhao 

et al., 2007). La Mn-SOD, cuya regulación se ve afectada en las cepas de 

sobreexpresión de FUR, podría ejercer un papel importante en condiciones de 

deficiencia de nitrógeno, pues está implicada en el mantenimiento de la actividad 

nitrogenasa (Zhao et al., 2007, Calvo et al., 2016).  

Respecto al estrés salino, como ya se ha mencionado, éste afectó a la 

tasa de crecimiento de todas las cepas evaluadas, las estirpes de 

sobreexpresión de FurC y FurA presentaron una susceptibilidad similar a la 

mostrada en deficiencia de nitrógeno, con una disminución en el crecimiento del 

80% a las 24 horas y del 70% a las 48 horas, seguido de la estirpe de 

sobreexpresión de FurB (disminución en torno al 60% durante todo el 

experimento). La estirpe silvestre fue la menos susceptible al estrés provocado 

por la deficiencia por el NaCl, con una pérdida en el crecimiento de apenas el 

50% durante todo el experimento. En microorganismos como Anabaena spp, la 

salinidad induce estrés osmótico en las células al disminuir su potencial hídrico, 

causando la consecuente acumulación de iones intracelulares, afectando de esta 

manera la homeostasis iónica y alterando la permeabilidad de la membrana, 

ocasionando deficiencia de nutrientes (Swapnil et al., 2015). El estrés hídrico se 
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hace patente en nuestros resultados. El tratamiento de los cultivos con NaCl 300 

mM produjo alteraciones visibles en la morfología y ultraestructura de las células. 

El efecto de altas concentraciones de sal en las células de Anabaena sp. 

PCC7120 se evidenció como un cambio gradual en la turgencia. Usando el 

microscopio electrónico de barrido se detectaron además cristales de NaCl 

formándose en la superficie de las células y se observó cómo se afectaron la 

membrana celular, el espacio periplasmático y el citoplasma, produciendo 

células con formas irregulares.  

Trabajos similares llevados a cabo en Anabaena fertilissima expuesta a 

diferentes concentraciones de NaCl (250 mM–500 mM) para evaluar su 

respuesta fisiológica, han demostrado que 500 mM es una concentración letal 

(Swapnil & Rai 2018). Por otra parte, el exceso de sal genera especies reactivas 

de oxígeno (ROS), produciendo como consecuencia daño oxidativo a la célula, 

conduciéndola a procesos de apoptosis (Swapnil et al., 2017). El hecho de que 

la estirpe de sobreexpresión de FurB, que muestra mas tolerancia al estrés 

oxidativo que las cepas que sobrexpresan FurA o FurC, sea la que menos 

afectada se vea en presencia de sal estaría en concordancia con esta 

observación. Además, en cianobacterias fijadoras de nitrógeno, el estrés 

producido por altos niveles de salinidad afecta también la actividad de la enzima 

nitrogenasa (Moisander et al. 2001). 

Por otra parte, se ha reportado que concentraciones de 200 mM de NaCl 

incrementan los niveles de cAMP en cultivos de Anabaena sp. PCC7120. Ese 

metabolito podría estar actuando en una cascada de señalización con la 

consecuente expresión de algunos genes responsables de la diferenciación a 

heterocistos (Imashimizu et al. 2005). Uno de los procesos más eficientes en 

términos de gasto energético para adaptarse a la sal es el transporte de Na+. La 

presencia de altas concentraciones de NaCl en el medio reduce el tamaño de las 

células debido a la perdida de agua, esta pérdida de tamaño se revierte por el 

rápido influjo de sales desde el exterior como Na+ y Cl- que permiten la 

recuperación de agua al interior celular. En cianobacterias de agua dulce como 

Synechocystis sp. PCC6803 se ha descrito la acumulación de azúcares como 

trehalosa y sacarosa y otras moléculas como glucosilglicerol y glicinia betaína 

actuando como solutos compatibles para resistir condiciones similares a las 
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presentadas en ambientes marinos (600 mM NaCl). Estas moléculas parecen 

estar involucradas también en la resistencia a estrés por deshidratación (Potts 

1999, Singh et al., 2013). Una variedad de oligosacáridos y aminoácidos como 

la prolina desempeñan el papel de solutos compatibles en Anabaena spp. y otras 

cianobacterias del orden Nostocales (Fischer et al., 2006, Singh et al., 2013). 

Otra estrategia utilizada por las cianobacterias para resistir las condiciones 

adversas que representa un entorno salino es la síntesis de exopolisacáridos y 

la formación de biofilms. 

La participación de Fur en la respuesta a altas concentraciones de sal se 

ha estudiado en otros microorganismos: Desulfovibrio vulgaris (Bender et al., 

2007, He et al., 2010, Mukhopadhyay et al., 2006), Chromohalobacter salexigens 

(Argandona et al., 2010), Bacillus subtilis (Hahne et al., 2010, Hoffmann et al., 

2002, Steil et al., 2003) y B. cereus (den Besten et al., 2009) Helicobacter pylori 

(Gancz & Merrell 2011). Muchos de los genes que muestran cambios marcados 

en la transcripción después de la exposición a la sal pertenecen al regulón de 

Fur. En B. subtilis se identificaron cuatro proteínas inducidas por alta salinidad 

(DhbA, DhbB, DhbC y DhbE) enzimas que participan en la síntesis de 2,3-

dihidroxibenzoato (DHB). Estas proteínas están codificadas por el operón 

dhbACEBF, que está reprimido por la proteína Fur y la activación de este gen 

depende de la limitación del hierro (Hoffmann et al., 2002). En Jeotgalibacillus 

malaysiensis, la exposición a altas concentraciones de sal da como resultado un 

aumento en la expresión del factor de transcripción de la familia Fur aumentando 

también la expresión de todas las proteínas de sideróforos iónicos y las 

permeasas transportadora de tipo ABC de hierro. Asimismo, la expresión de los 

genes znuABC, que codifican un transportador de Zn, se incrementa en 

respuesta al estrés de NaCl, esto sugiere que los iones inorgánicos, en particular 

el hierro, juegan un papel en la adaptación osmótica en situaciones de estrés 

salino en J. malaysiensis. (Gancz & Merrell 2021; Yaakop et al. 2016). Por lo 

tanto, además de actuar como un regulador transcripcional global que responde 

a una variedad de señales ambientales (Bijlsma et al. 2002; Carpenter et al. 

2010), hay un vínculo entre la respuesta a estrés salino y la homeostasis del 

hierro que corresponde a diferentes taxones bacterianos (Gancz & Merrell 2011). 

Estas observaciones están en concordancia con nuestros resultados que 
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demuestran que la desregulación de FurA (ortólogo de Fur de heterótrofos) 

afecta notablemente a la tolerancia de la cianobacteria al estrés salino. Por otra 

parte, la vinculación existente entre el metabolismo del hierro y la generación de 

especies reactivas de oxígeno, de cuya homeostasis se encargan 

mayoritariamente FurA y FurC también justificaría la mayor sensibilidad al NaCl 

de las variantes que sobreexpresan estos reguladores con respecto a la 

observada en la estirpe silvestre. 

5.1.2. Efecto de la deficiencia de nitrógeno y la alta salinidad sobre la 

agregación y el contenido en pigmentos fotosintéticos y proteína total. 

La deficiencia de nitrógeno produce la proteólisis y degradación de 

ficobiliproteínas y de la cianoficina en los heterocistos para obtener el nitrógeno 

necesario para la síntesis de nuevas proteínas (Wood & Haselkorn, 1980). El 

efecto de los estreses en las cepas de sobreexpresión AG2770FurA, 

VCS2770FurB y EB2770FurC tanto en cultivos líquidos en tubos cónicos o 

Erlenmeyer, como en cultivos crecidos en placas de microtitulación de 12 pocillos 

pudo apreciarse como un cambio en la pigmentación y en el grado de agregación 

de las células. Es de destacar que el NaCl indujo una mayor clorosis que la 

deficiencia de nitrógeno.  

Tras el crecimiento en condiciones estándar se pudo apreciar una 

diferencia en la pigmentación de la estirpe silvestre con respecto a las tres 

variantes, presentando una mayor Abs 750 nm las estirpes de sobreexpresión 

AG2770FurA y EB2770FurC, seguidas por la estirpe silvestre. La estirpe de 

sobreexpresión VCS2770FurB presentó una coloración más tenue, indicativa de 

una menor concentración de ficobiliproteínas, en concordancia con los estudios 

previos del grupo (González et al, 2010., Gonzalez et al, 2013., Sein-Echaluce 

et al, 2014., González et al, 2016., Sevilla et al, 2019). Este comportamiento fué 

similar en deficiencia de una fuente de nitrógeno combinado. Sin embargo, este 

estrés disminuyó la intensidad en la pigmentación de las cuatro estirpes, siendo 

la estirpe de sobreexpresión AG2770FurA la que mostró un aspecto y coloración 

similares a los que se observan en condiciones estándar de crecimiento. Con 

estos datos se podría deducir que la estirpe de sobreexpresión de FurA podría 

estar mejor adaptada a la deficiencia de nitrógeno. Sin embargo, estudios previos 
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(González et al., 2013) demuestran que la desregulación de FurA inhibe 

parcialmente los procesos de diferenciación y desarrollo del heterocisto a través 

de la modulación de ntcA y otros actores clave en este proceso. Es posible que 

en los primeros estadíos de deficiencia de nitrógeno, aunque el proceso de 

diferenciación del heterocisto esté ralentizado, la cantidad de pigmentos 

fotosintéticos y de proteína total de la cianobacteria no se vea todavía afectado 

por la desregulación de FurA y sean necesarios tiempos más largos de estrés 

para apreciar el desmantelamiento del ficobilisoma y la subsecuente 

degradación de clorofila y ficobiliproteínas, que son las proteínas mayoritarias en 

la cianobacteria. 

El estrés salino induce cambios en la biosíntesis de pigmentos 

fotosintéticos (Jeanjean & Matthijs., 1993, Hasegawa et al., 2000, Allakhverdiev 

et al. 2008, Rai et al., 2014, Swapnil et al., 2017). En nuestro caso, la salinidad 

produjo una evidente clorosis en todas las estirpes evaluadas. Un 

comportamiento similar pudo apreciarse en los pocillos de las placas de 

microtitulación. Se ha observado que el nivel de expresión de cada uno de los 

parálogos FUR tiene una clara influencia en procesos relacionados con la 

producción de pigmentos fotosintéticos y el metabolismo de la cianobacteria en 

general, tal y como se discutirá en los siguientes apartados. 

Otros datos de caracterización de las estirpes como los pigmentos 

implicados en el proceso fotosintético: clorofila, carotenoides, ficobiliproteínas y 

proteínas totales fueron tomados al final del experimento. En este caso, la 

cantidad de pigmentos fotosintéticos y proteínas totales solubles fue mayor para 

la estirpe AG2770FurA, seguida de VCS2770FurB, de la estirpe silvestre 

Anabaena sp. PCC7120. La estirpe EB2770FurC fue la que presentó menor 

cantidad de pigmentos fotosintéticos y proteínas totales solubles. 

El efecto de la deficiencia de nitrógeno sobre la abundancia de moléculas 

de pigmento en varias cianobacterias ha sido bien documentado en Anacystis 

nidulans (Allen & Smith.1969), Synechococcus sp. (Yamanaka et al., 1980), 

Anabaena sp. (Wood & Haselkorn. 1980), Synechococcus sp. PCC 7002 

(Stevens et al., 1981) y Synechocystis sp. PCC 6803 (Elmorjani et al., 1987). Los 

ficobilisomas (PBS) son los principales complejos captadores de luz del aparato 
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fotosintético de las cianobacterias (MacColl R. 1998). Estos pigmentos se 

asocian con las membranas tilacoides y recolectan luz principalmente mediante 

el fotosistema II. Los PBS consisten de conjuntos ordenados de ficobiliproteínas 

pigmentadas (PBP) y otras proteínas de enlace. Las cianobacterias se adaptan 

a las condiciones ambientales cambiantes modulando la cantidad de PBS, en 

respuesta al agotamiento de nutrientes (Kiyota et al., 2014, Nagarajan 2019).  

En condiciones de deficiencia de nitrógeno combinado (Baier et al., 2004), 

azufre, fósforo (Richaud et al., 2001) y hierro (Schwarz & Forchhammer. 2005), 

los ficobilisomas se degradan. El PBS se degrada de manera progresiva, rápida 

y casi por completo; el contenido de clorofila también disminuye, esto conduce a 

un cambio dramático en el color celular del normal azul verdoso a un amarillo 

verdoso, que se conoce como clorosis. (Richaud et al., 2001). Una disminución 

en la fotosíntesis y la pérdida de pigmentos son cruciales para la supervivencia 

celular en situación de deficiencia de nitrógeno, azufre o fósforo (Sauer et al., 

2001). La degradación de los ficobilisomas proporciona aminoácidos que son 

esenciales para el mantenimiento de las actividades metabólicas centrales (Adir 

et al., 2006). 

 Una de las características del heterocisto es una autofluorescencia 

significativamente menor en comparación con las células vegetativas que 

poseen pigmentos fotosintéticos (Bradley & Carr 1976). Las ficobiliproteínas 

continúan degradándose por una proteasa específica para este fin, hasta que se 

forman heterocistos y se establece la fijación de nitrógeno (Magnuson & Cardona 

2016). Un polipéptido de 59 aminoácidos denomindado NblA que se induce tras 

la deficiencia de nitrógeno, es esencial en el proceso de degradación de los 

ficobilisomas (Collier et al. 1994; Kiyota et al. 2014; Nguyen et al. 2017). NblA 

está regulado diferencialmente por la disponibilidad de hierro en Synechocystis 

sp. PCC 6803 (Singh et al., 2000) y se ha determinado que FurA se une 

específicamente a la región promotora de la proteína NblA (Asr4517). (Bienert et 

al., 2006, Gonzalez et al. 2016). 

5.1.4. Actividades fotosintética y respiratoria 

A medida que el metabolismo celular se ralentiza durante el agotamiento de los 

nutrientes, la cantidad de energía luminosa recolectada debe disminuir para 
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evitar que se creen especies reactivas de oxígeno. En consecuencia, la 

degradación del PBS desempeña una función importante en la fotoprotección, el 

mantenimiento, el crecimiento y el desarrollo celular (Nagarajan 2019). Muchas 

de las proteínas que componen la maquinaria fotosintética contienen hierro, el 

hierro también participa en la síntesis de clorofila. El nivel de clorofila se ve 

afectado por la disponibilidad de hierro por lo que muy posiblemente FurA tiene 

una importante participación la regulación de este proceso. 

Nuestros resultados mostraron que, en condiciones estándar de 

crecimiento, y en concordancia con estudios previos (González et al, 2010., Sein-

Echaluce et al, 2015., y Sevilla et al, 2019), el desprendimiento de oxígeno 

durante la fotosíntesis fue mayor para la estirpe silvestre (10,4 mol O2 s-1x106 

células), seguida de la estirpe de sobreexpresión de FurB (5,9 mol O2 s-1x106 

células) y de la estirpe de sobreexpresión de FurA (3,8 mol O2 s-1x106 células). 

La cepa que presentó menor desprendimiento de oxígeno fué la estirpe de 

sobreexpresión de FurC (0,6 mol O2 s-1x106 células). La condición de deficiencia 

de nitrógeno incrementó el desprendimiento de oxígeno por parte de las cuatro 

estirpes, siendo de 2 a 14 veces mayor que en condiciones estándar y con 

diferencias significativas en todos los casos (Anabaena sp. PCC7120=2,2 mol 

O2 s-1x106 células., AG2770FurA=5,1 mol O2 s-1x106 células., VCS2770FurB=1,7 

mol O2 s-1x106 células., EB2770FurC=14 mol O2 s-1x106 células). El estrés salino 

por su parte disminuyó el desprendimiento de oxígeno durante la actividad 

fotosintética de todas las estirpes respecto a las condiciones estándar. En cuanto 

a la respiración, en condiciones estándar la estirpe VCS2770FurB mostró un 

consumo de oxígeno similar al de la cepa silvestre, mientras que éste disminuyó 

en las variantes AG2770FurA y EB2770FurC. 

Las condiciones de estrés incrementaron la respiración en las cuatro 

cepas, especialmente la deficiencia de nitrógeno, que presentó diferencias 

significativas para todas las estirpes, siendo de 3 a 6 veces mayor que en 

condiciones estándar de crecimiento (Anabaena sp. PCC7120=3,4 mol O2 s1x106 

células, AG2770FurA=6,1 mol O2 s-1x106 células., VCS2770FurB=4 mol O2 s-

1x106 células., EB2770FurC=3,3 mol O2 s-1x106 células). El estrés salino por su 

parte aumentó la respiración de todas las estirpes respecto a las condiciones 

estándar. 
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El aumento de la actividad respiratoria en condiciones de deficiencia de 

nitrógeno podría deberse a la necesidad de la cianobacteria de disminuir la 

presión de oxígeno intracelular como paso previo a la diferenciación de los 

heterocistos, cuyo entorno es microaeróbico. La disponibilidad de nitrógeno 

modula la expresión de FurA y NtcA (López-Gomollón et al. 2007; Botello et al., 

2013). et al. Ambos factores de transcripción, junto con FurC comparten un 

importante número de dianas principalmente relacionadas con la fotosíntesis y 

la respiración, captación e incorporación de hierro, respuesta al estrés oxidativo 

y metabolismo del nitrógeno (López Gomollon et al., 2007; Sevilla et al., 2019).  

Estudios previos demuestran que la alta concentración de sal en el 

citoplasma inhibe el metabolismo celular, disminuyendo así la fotosíntesis, la 

trascripción y la traducción (Marin et al., 2004). El exceso de sal afecta al 

crecimiento, así como a las cadenas transportadoras de electrones implicadas 

en fotosíntesis y respiración (Swapnil & Rai 2018). Los resultados obtenidos en 

este trabajo utilizando NaCl 300 mM muestran que en el caso de Anabaena sp. 

PCC7120 la actividad respiratoria no se ve afectada en dichas condiciones, a 

pesar de los cambios claramente observados en la turgencia y en la 

pigmentación de la célula.  

Las alteraciones inducidas por la salinidad en cianobacterias, conducen a 

una serie de desórdenes metabólicos tales como cambios en la actividad de los 

fotosistemas I y II, en la fotosíntesis neta y la respiración (Jeanjean & Matthijs., 

1993, Hasegawa et al., 2000, Allakhverdiev et al. 2008, Rai et al., 2014, Swapnil 

et al., 2017). La salinidad inhibe la fotosíntesis bruta y la cadena transportadora 

de electrones e incrementa la tasa respiratoria. Para otras especies del género 

Anabaena, en estrés salino las células presentan una mayor tasa respiratoria 

para cumplir con la alta demanda energética requerida para restringir el influjo 

de iones Na+ y para permitir su eflujo. La baja tasa de crecimiento en presencia 

de altas concentraciones de NaCl, puede ser consecuencia del incremento en la 

respiración debido a la disponibilidad limitada de energía para otros procesos 

fisiológicos esenciales (Jeanjean et al. 1993; Moisander et al. 2002; 

Allakhverdiev et al. 2005; Rai et al. 2014; Swapnil & Rai 2018). El NaCl disminuye 

el contenido de clorofila, y reduce la actividad del fotosistema II. Sin embargo, el 

estrés salino incrementa la actividad del fotosistema I (Swapnil et al., 2017). 
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Además, el estrés producido por altas concentraciones de sal disminuye la 

expresión de muchos genes implicados en la biosíntesis de proteínas y el 

metabolismo energético. Solo algunos genes muestran un incremento, por 

ejemplo, genes relacionados con el metabolismo de ácidos grasos y proteínas 

relacionadas con la adquisición de CO2 (Swapnil et al., 2017). 

Los estudios de nuestro grupo llevados a cabo con estirpes de 

sobreexpresión de FurC de Anabaena (EB2770FurC) demostraron que en esta 

cianobacteria hay una conexión mediada por furC entre la respuesta a estrés 

oxidativo y el metabolismo fotosintético. La sobreexpresión de furC disminuye la 

tasa de fotosíntesis y aumenta la actividad respiratoria de la célula. Así mismo, 

la estirpe de sobreexpresión presenta alteraciones en la composición y eficiencia 

de los dos fotosistemas. Además de ser un regulador de la respuesta a peróxido, 

FurC controla de forma directa genes como ftsH (proteasa de la membrana del 

tilacoide) que está relacionada con el metabolismo del PSII. Hay diferentes 

genes controlados directamente por FurC que no se habían descrito previamente 

como dianas de PerR, como el gen ftsZ relacionado con la división celular y la 

proteasa de membrana tilacoidal FtsH. La elevada trascripción de ftsH en la 

estirpe de sobreexpresión de FurC está relacionada con la reducción en los 

niveles de trascripción de la proteína D1 que tiene un papel importante en la 

reparación del fotosistema II. Estos resultados muestran la conexión entre FurC, 

la división celular y la fotosíntesis en cianobacterias filamentosas (Sevilla et al., 

2019).  

Dado el papel central que juegan las proteínas FUR en la regulación de la 

homeostasis de metales y el estatus redox de la célula, es lógico que su 

desregulación afecte a procesos como la fotosíntesis. FurA y FurC controlan 

genes cruciales en la fotosíntesis y la respuesta a estrés oxidativo, como isiA, 

isiB (flavodoxina) y varias tiorredoxina-reductasas y peroxiredoxinas (Kunert et 

al. 2003; González et al, 2014, González et al, 2016 y Sevilla et al, 2019). Por su 

parte, FurB modula la homeostasis de zinc (Napolitano et al, 2012), muy 

importante para mantener la estabilidad del PSII, así como diversos genes 

implicados en la respuesta a estrés oxidativo (Sein-Echaluce et al, 2015). Por lo 

tanto, la correcta regulación de estas proteínas es extraordinariamente 

importante para la supervivencia de la cianobacteria en condiciones adversas.    
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5.2. Síntesis de exopolisacáridos 

5.2.1 Consecuencias del déficit de nitrógeno y el estrés salino en la síntesis 

de EPSs en Anabaena sp. PCC7120.  

Tanto la deficiencia de nitrógeno como el estrés salino produjeron cambios 

importantes en la cantidad de exopolisacáridos y en los niveles de formación de 

biofilms producidos por la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120. Respecto 

a las condiciones estándar de crecimiento, la deficiencia de nitrógeno combinado 

incrementó la producción de exopolisacáridos en 3 y 4 veces pasadas 24 y 48 

horas de experimento respectivamente. Este incremento en la producción de 

exopolisacárido en condiciones de estrés es aún mayor en presencia de 300 mM 

de NaCl en el medio de cultivo, presentándose incrementos de hasta 7 y 9 veces 

en 24 y 48 horas. En cuanto a la formación de biofilm, se observó que a partir de 

los primeros 5 días de déficit de nitrógeno combinado se presentó un incremento 

significativo, aumentando 1,45 veces tras 10 días de deficiencia y 

manteniéndose a los 15 días para reducirse ligeramente tras 20 días de 

deficiencia de nitrógeno. El tratamiento con NaCl 300 mM presentó un resultado 

opuesto, produciendo una disminución en la formación del biofilm en torno al 

50% a los 5 días del tratamiento, y que se mantuvo en el tiempo. 

Estos resultados nos permiten inferir que la sal induce una mayor 

producción de exopolisacáridos en Anabaena sp. PCC7120, lo que podría 

significar que la sal es una condición de estrés más agresiva que la deficiencia 

de nitrógeno, probablemente debido a la acumulación de ROS (Swapnil et al., 

2017) y a la consecuente activación de procesos apoptóticos en las células 

enfrentadas a 300 mM de NaCl. Anabaena sp. PCC7120 recurre a la 

diferenciación a heterocistos para adaptarse a la deficiencia de nitrógeno y paliar 

la carencia de este nutriente. Además de incrementarse la cantidad de 

exopolisacáridos excretados, la diferenciación del heterocisto va asociada a la 

producción de tres paredes celulares adicionales, incluyendo una de glucolípido 

que forma una barrera hidrofóbica para el oxígeno (Herrero et al., 2016). Por otra 

partenuestros resultados también sugieren que el aumento del nivel de 

polisacáridos excretados al medio ayuda a la célula a disminuir las 

consecuencias de las altas concentraciones de NaCl. Así, la mayor producción 
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de exopolisacárido en condiciones de estrés indica que los EPSs son una 

herramienta eficaz de adaptación para incrementar la capacidad de colonización 

de las cianobacterias en entornos hostiles. Por otra parte, hay que tener en 

cuenta que la cuantificación del EPSs es exclusivamente el excretado al medio 

de cultivo, es decir que los EPS capsulares no están incluidos en estas 

determinaciones. En general, cualquier condición ambiental adversa que 

represente estrés para la célula activa los mecanismos de síntesis y de 

movimiento al exterior celular de exopolisacáridos, pues los EPSs representan 

una barrera física que protege a las células (Rossi & De Philippis, 2016). Otros 

factores que inducen la producción de exopolisacáridos en cianobacterias son el 

pH variable (se han evaluado rangos de 5 a 10, siendo 8,5 el pH óptimo para la 

producción de EPSs de Anabaena sp. BTA992), la tasa de dilución, la fase de 

crecimiento, la presencia o ausencia de magnesio, calcio, potasio y metales 

pesados, entre otros (Di Pippo et al, 2013., Rossi & De Philippis, 2015., Romi et 

al. 2015).  

En la naturaleza, las cianobacterias contribuyen principalmente a la 

síntesis de estos EPSs que forman parte de biofilms mixtos, lo que permite a 

estos microorganismos ser los primeros colonizadores de ambientes 

intervenidos, como suelos desérticos y sustratos en estado de descomposición 

o contaminados con agroquímicos, lo que resulta de gran interés en el estudio 

de la recuperación de suelos erosionados por procesos agrícolas (Nisha et al., 

2007, Li et al, 2013). 

5.2.2. Efecto de la desregulación de FurA, FurB y FurC en la síntesis de 

exopolisacáridos. 

En condiciones estándar de crecimiento la mayor la producción de 

exopolisacáridos se observó en la estirpe de sobreexpresión de FurC 

(EB2770FurC), con un incremento de 2,4 veces a las 24 horas y de 3,7 veces a 

las 48 horas del experimento, con respecto a la producción en la cepa silvestre. 

La variante AG2770FurA también mostró una mayor producción de 

exopolisacáridos que Anabaena sp. PCC7120, en torno a 1,2 veces y a 3,1 veces 

a las 24 y 48 horas respectivamente. Sin embargo, la cepa de sobreexpresión 

de FurB (VCS2770FurB) presentó una menor producción de exopolisacáridos, 
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en torno al 70% de la cantidad registrada en el sobrenadante de los cultivos de 

Anabaena sp. PCC7120, tanto a las 24 como a las 48 horas del experimento.  

La disponibilidad de nitrógeno, fosfato, sulfato y carbono pueden influir en 

la producción de EPSs. Particularmente, la relación C/N es un parámetro 

importante (Otero & Vincenzini et al. 2004). Una mayor cantidad de carbono en 

comparación con los niveles de nitrógeno impulsa la producción de EPSs para 

almacenar el exceso de carbono. No obstante, una disminución en el carbono 

disponible también puede conducir a la síntesis de EPSs debido al mecanismo 

de concentración de carbono (CCM), que puede permitir la acumulación de 

carbono del medio ambiente, como se observa en la microalga Chlorella (Izumo 

et al., 2007). La privación de nutrientes como fósforo y nitrógeno aumenta la 

síntesis de EPSs hasta en 63% del peso seco de las células según lo reportado 

en Spirulina platensis y S. máxima (Sohm et al., 2011, Austin et al., 2004, Moreno 

et al., 1998; Rossi & De Philippis. 2015). Nuestro trabajo previo demuestra que 

existe una estrecha relación entre la actividad reguladora de FurA y FurC en 

rutas metabólicas implicadas en el metabolismo central y en el metabolismo 

nitrogenado (López-Gomollón et al, 2006., Gonzalez et al, 2013 y González et 

al, 2014). Sin embargo, las dianas descritas para FurB están más relacionadas 

con el transporte de zinc y la neutralización de los radicales libres (Napolitano et 

al, 2012 y Sein-Echaluce et al, 2015). Estos datos están en concordancia con lo 

observado en este trabajo,y justifican el menor efecto de la desegulación de FurB 

en la excreción de EPSs en cultivos en condiciones estándar con respecto a las 

variantes que sobreexpresan los otros parálogos.   

5.2.3. Efecto de la desregulación de FurA, FurB y FurC en la síntesis de 

exopolisacáridos en cultivos en deficiencia de nitrógeno. 

Tras retirar el nitrógeno combinado del medio se apreció un notable incremento 

en la producción de exopolisacáridos por parte de todas las estirpes estudiadas, 

tanto del tipo silvestre de Anabaena sp. PCC7120 como de las cepas de 

sobreexpresión de FurA, FurB y FurC. De las tres variantes que presentan 

desregulado algún parálogo FUR, las estirpes que produjeron una cantidad 

mayor de exopolisacáridos fueron las cepas de sobreexpresión de AG2770FurA 

y EB2770FurC. La producción de exopolisacáridos se vió más afectada por la 
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deficiencia de nitrógeno en la variante VCS2770FurB, cuyo aumento fue de 5 

veces con respecto al registrado en condiciones estándar de crecimiento, frente 

a los cuantificados en las cepas AG2770FurA y EB2770FurC (4.7 y 4,3 veces), 

respectivamente. 

Como ya se ha mencionado, además de intervenir en el proceso de 

captación y almacenamiento de hierro, FurA participa en la regulación de 

diferentes rutas metabólicas, relacionadas con la fijación de nitrógeno y la 

fotosíntesis entre otras (González et al., 2010., Gonzalez et al., 2013, González 

et al., 2016). Por otro lado, en Anabaena sp. PCC7120 FurB es un factor clave 

en la respuesta a estrés oxidativo, aumentando la resistencia de la cepa a 

peróxido de hídrogeno cuando FurB se encuentra sobreexpresada (Sein-

Echaluce et al., 2015). La estirpe de sobreexpresión de FurB, en principio, al no 

tener afectada la regulación de genes implicados en la fijación de nitrógeno, 

sufriría un estrés menor que las otras variantes en las mismas condiciones. Por 

otra parte, esta cepa estaría más capacitada para neutralizar los posibles 

radicales libres generados por condiciones de estrés como la deficiencia de 

nitrógeno o NaCl 300 mM, lo que explicaría además la menor cantidad de EPSs 

sintetizados por la variante VCS2770FurB. 

5.2.2. Efecto de la desregulación de FurA, FurB y FurC en la síntesis de 

exopolisacáridos en exposición a altas concentraciones de sal. 

Con respecto al efecto del estrés producido por la presencia de altas 

concentraciones de sal en el medio (300 mM de NaCl), se apreció un notable 

incremento en la producción de exopolisacáridos por parte de todas las estirpes 

estudiadas, tanto del tipo silvestre de Anabaena sp. PCC7120 como de las cepas 

de sobreexpresión de FurA, FurB y FurC. Cabe destacar que la cantidad relativa 

de exopolisacáridos producidos en condiciones de estrés salino cuando se 

comparan las distintas cepas entre sí fue similar a la presentada en condiciones 

estándar de crecimiento, siendo mayor la producción en EB2770FurC, seguido 

de AG2770FurA y la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120. La estirpe que 

presentó la menor producción de exopolisacáridos es VCS2770FurB. Si se 

asume que la síntesis de EPSs ocurre, entre otros factores, como una resuesta 

al estrés salino, nuestros resultados sugieren que el tratamiento con alta 
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salinidad causaría un menor estrés en la variante que sobreexpresa FurB que en 

las cepas que presentan desregulación de FurA y FurB. La salinidad induce la 

acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS). La cianobacteria recurre 

entonces a estrategias defensivastales como un incremento en la expresión de 

superóxido dismutasas, catalasas y otras proteínas de su batería antioxidante 

(Srivastava et al. 2005). Es de destacar que en la variante que sobreexpresa 

FurB, los niveles de transcripción de superóxido-dismutasa de hierro sodB, así 

como de las peroxiredoxinas Gct1 y Gct3 y la proteína All4145 (probable DNA-

binding stress protein) son significativamente mayores que en la estirpe silvestre 

(Sein-Echaluce, 2015), lo que está en buena concordancia con los resultados 

observados en este trabajo. 

Por otra parte, cabe destacar que el incremento en la producción de 

exopolisacárido debido a la presencia de sal para la estirpe silvestre de 

Anabaena sp. PCC7120 y para las estirpes de sobreexpresión AG2770FurA, 

VCS2770FurB y EB2770FurC, fue aproximadamente el doble que el registrado 

en condiciones de deficiencia de nitrógeno, lo que sugiere que en estas 

condiciones la cianobacteria está experimentando un mayor estrés que el que 

tiene en condiciones de déficit de nitrógeno, y que es solventado gracias a su 

capacidad de fijación de este nutriente. 

5.3. Formación de biofilms en condiciones de estrés 

El crecimiento de una colonia como parte del biofilm implica que su 

comportamiento metabólico respecto a una colonia creciendo en condiciones 

estándar sufre cambios que son regulados por un conjunto de genes 

diferenciados. La identificación de estos genes constituye el principal objeto de 

interés de diferentes estudios relacionados actualmente con una gran variedad 

de microorganismos. Los mecanismos de regulación génica responsables del 

fenotipo las cianobacterias formando parte de biofilms están siendo dilucidados. 

Este trabajo explora el posible papel de los reguladores transcripcionales de la 

familia FUR en la síntesis de exopolisacáridos, por su gran relevancia en la 

formación del biofilm dado su papel estructural, de adhesión y de protección 

contra diferentes tipos de estrés. (Lembre et al, 2012). 
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En cuanto al biofilm producido por la estirpe silvestre de Anabaena sp. 

PCC7120 en condición de deficiencia de nitrógeno, se observó un 

comportamiento similar al de la producción de exopolisacáridos. A partir de los 

primeros 5 días de déficit nitrógeno combinado se incrementó significativamente 

la formación de biofilm, este aumento se mantuvo durante todo el experimento 

para reducirse ligeramente tras 20 días de deficiencia de nitrógeno. En contraste, 

el tratamiento con NaCl 300 mM afectó notablemente la capacidad de formación 

de biofilm, produciendo una disminución en torno al 50% a los 5 días del 

tratamiento, que se mantuvo en el tiempo hasta alcanzar 20 días de exposición 

al estrés. La comparación de estos resultados con los obtenidos al cuantificar la 

producción de EPS, proceso que se incrementa notablemente tanto en 

condiciones de deficiencia de nitrógeno como en cultivos sometidos a estrés 

salino, indica que una mayor concentración de EPSs excretados al medio no 

siempre conlleva una mayor producción de biofilms. 

El biofilm se produce como una respuesta directa a la presión selectiva 

del medio ambiente (Steenackers et al., 2016). La síntesis de biofilms en 

procariotas se activa como respuesta a diferentes factores, como señales 

nutricionales, el reconocimiento de sitios de unión a superficies o sustratos 

específicos, o factores adversos como la desecación, una alta intensidad 

lumínica o la disponibilidad de nitrógeno combinado. (An & Parsek, 2007). 

Nuestros resultados corroboran que tanto la disponibilidad de nitrógeno en el 

medio, como la salinidad influyen en la formación de biofilms. 

El establecimiento de biofilms se ha señalado como una estrategia que 

las bacterias han desarrollado para colonizar nichos específicos, como por 

ejemplo la rizosfera de las plantas (Ramey et al., 2004). Además de las 

cianobacterias, otras bacterias fijadoras de nitrógeno como la rizobacteria 

Pseudomonas stutzeri A1501 forma biofilms en deficiencia de nitrógeno desde 

que se disponga de una fuente de carbono suficiente (Wang et al., 2017). En 

condiciones de deficiencia, las bacterias recurren a la fijación de nitrógeno para 

poder crecer (Desnoues et al., 2003). Sin embargo, Anabaena solo fija nitrógeno 

en condiciones microaeróbicas porque su nitrogenasa se inactiva rápidamente 

después de una exposición breve al oxígeno (Murry et al. 2011). La correcta 

actividad de la nitrogenasa depende en este caso de la formación de biofilms, 
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pues los EPSs que forman el biofilm puede proporcionar un entorno 

microaeróbico adecuado compatible con la síntesis de esta enzima (Wang et al., 

2017). 

5.3.1. Efecto de la desregulación de FurA, FurB y FurC en la formación de 

biofilm. Consecuencias de la deficiencia de nitrógeno.  

Al igual que ocurrió con la síntesis de exopolisacáridos, la desregulación de los 

parálogos FUR afectó a la formación de biofilm en las diferentes condiciones 

estudiadas. En condiciones estándar de crecimiento, la estirpe de 

sobreexpresión de FurA presentó la mayor cantidad de biofilm desde el principio 

del experimento y este comportamiento se mantuvo a lo largo del tiempo. Le 

siguió la estirpe de sobreexpresión de FurC. La estirpe que presentó una menor 

cantidad de biofilm respecto a la estirpe silvestre, fue la cepa de sobreexpresión 

de FurB. La menor capacidad de la variante de sobreexpresión de FurB para 

formar biofilm en medio BG11 completo está en concordancia con la menor 

producción de EPSs por esta cepa. 

Con respecto al efecto de la deficiencia de nitrógeno en las diferentes 

cepas de Anabaena, se aprecia un notable incremento en la formación de biofilm 

por parte de todas las estirpes estudiadas, tanto del tipo silvestre de Anabaena 

sp. PCC7120 como de las cepas de sobreexpresión de FurA, FurB y FurC. En 

todos los casos, la formación de biofilm se incrementó en condiciones de déficit 

de nitrógeno. Este incremento con respecto al biofilm observado en condiciones 

estándar fue similar en las cuatro cepas, siendo ligeramente superior para la 

estirpe EB2770FurC, al igual que ocurre con la formación de EPSs al retirar el 

nitrógeno combinado del medio.  

5.3.2. Efecto de la desregulación de FurA, FurB y FurC en la formación de 

biofilm en exposición a altas concentraciones de sal 

Con respecto al efecto del estrés producido por la presencia de altas 

concentraciones de sal en el medio (300 mM de NaCl) y al contrario del efecto 

evidenciado en deficiencia de nitrógeno, se aprecia una notable disminución en 

la formación de biofilm por parte de todas las estirpes estudiadas. 
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En todos los casos, la formación de biofilm disminuyó en condiciones de 

altas concentraciones de sal. Esta disminución con respecto al biofilm observado 

en condiciones estándar fue similar en las cuatro cepas, siendo ligeramente 

mayor para las estirpes EB2770FurC y VCS2770FurB (60% y 70% 

respectivamente, frente a una reducción del 50% en AG2770FurA y en 

Anabaena sp. PCC7120). Estos resultados sugieren que el estrés salino podría 

afectar algo más a genes incluidos en los regulones de FurB y FurC, aunque la 

pequeña diferencia en la cantidad de biofilm cuantificado también podría deberse 

a la aproximación experimental u otros factores. 

A diferencia del experimento de cuantificación de exopolisacáridos en el 

que el estrés por deficiencia de nitrógeno o por la exposición a altas 

concentraciones de sal aumentó la producción del exopolisacárido para la estirpe 

silvestre de Anabaena sp. PCC7120 y para las estirpes de sobreexpresión 

AG2770FurA, VCS2770FurB y EB2770FurC, en el experimento de formación de 

biofilm solo la deficiencia de nitrógeno produjo un incremento en las cuatro 

estirpes evaluadas. Aunque las condiciones de estrés incrementen la producción 

de exopolisacáridos y la formación de biofilm para protegerse de condiciones 

adversas, como ya se ha mencionado en la discusión sobre el efecto del estrés 

salino en la síntesis de exopolisacáridos, 300 mM de NaCl puede ser una 

condición más agresiva que la deficiencia de nitrógeno. La disminución en el 

crecimiento celular frente a NaCl puede apreciarse en los datos de conteo 

celular. La mayor cuantificación de exopolisacáridos respecto a una pobre 

cantidad de biofilm en sal puede deberse a la presencia de algunos polisacáridos 

en el sobrenadante que se liberaron al medio después de producirse la lísis de 

las células. 

5.4. Análisis filogenético de las glicosiltransferasas presentes en el 

genoma de Anabaena sp. PCC7120 

En este trabajo se clasificaron las secuencias de 131 proteínas anotadas como 

glicosiltransferasas o probables glicosiltransferasas presentes en el genoma de 

Anabaena sp. PCC7120. De estas secuencias, 50 pertenecen a la superfamilia 

estructural GT-A (que se caracteriza por presentar un dominio con plegamiento 

de tipo Rossmann sencillo, 63 secuencias a la superfamilia estructural GT-B (que 
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se caracteriza por presentar un dominio con plegamiento de tipo Rossmann 

doble), 4 secuencias pertenecen a la superfamilia estructural GT-C (que son 

proteínas integrales de membrana con múltiples dominios transmembrana) y 14 

de estas secuencias no tienen asignada una familia de acuerdo a su estructura 

tridimensional. Cabe destacar que hay una gran cantidad de genes relacionados 

con la biosíntesis de polisacáridos que se encuentran clasificados en la Base de 

Datos de Enzimas Activas de Carbohidratos (http://www.cazy.org/), como 

consecuencia de la secuenciación de numerosos genomas. La mayoría de estas 

secuencias codifican GTs con función y especificidad desconocidas. Asimismo, 

la caracterización bioquímica de las GTs es difícil debido a su amplia diversidad 

en las categorías de donantes, aceptores y productos, lo que da como resultado 

una baja proporción de GTs caracterizadas. (Wang et al. 2014; Tegl & Nidetzky. 

2020). Además de la organización en las mencionadas superfamilias, la base de 

datos Cazy establece una clasificación por subfamilias (ver Tabla 16), con una 

serie de actividades y rutas metabólicas con las que estas glicosiltransferasas 

están relacionadas. Dichas subfamilias comparten un ancestro más reciente, y 

por lo tanto se espera que tengan mecanismos moleculares más parecidos.  

En esta tesis se muestra que las secuencias de las glicosiltransferasas de 

Anabaena sp. PCC7120 que corresponden a la superfamilia GT-A es la más 

homogénea, pues pertenecen todas a la subfamilia GT2, mientras que las 

glicosiltransferasas que comprenden la superfamilia estructural GT-B están 

distribuidas en las subfamilias GT1, GT4, GT5, GT9, GT19, GT28, GT35 y GT41 

y por último las glicosiltransferasas de la superfamilia estructural GT-C están 

distribuidas en las subfamilias GT39 y GT83. Debido a su gran tamaño (3042 

pb), el gen alr0558 codifica una proteína con motivos estructurales presentes en 

las superfamilias estructurales GT-A y GT-B y en las subfamilias 2 y 41, sin 

embargo, en este trabajo este gen se encuentra formando parte del clado 1, 

compartiendo ramas con las secuencias de All2770 y All4126 que pertenecen a 

la superfamilia estructural GT-A, por lo que se consideró esta secuencia como 

parte de la superfamilia GT-A. Además, 14 proteínas clasificadas como 

probables glicosiltransferasas (representados en las ramas verdes del filograma) 

no se encuentran asignadas a una superfamilia, y pertenecen a las subfamilias 
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GT14, GT26, y GT51 o no están clasificadas como parte de ninguna subfamila 

(GTnc). 

Los alineamientos correspondientes a las secuencias de 

glicosiltransferasas de Anabaena sp. PCC7120, se hicieron mediante MUSCLE 

(Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation). Las secuencias se curaron 

posteriormente con Gblocks, sin embargo, la gran heterogeneidad de las 

secuencias para la superfamilia estructural GT-B hizo necesario disminuir la 

astringencia durante el curado de los alineamientos con Gblocks, es decir, se 

permitieron bloques finales más pequeños, se permitieron gaps, y posiciones en 

los extremos menos estrictas.  

Cabe destacar que los ocho clados en los que se distribuyeron las 131 

secuencias de aminoácidos de glicosiltransferasas de Anabaena sp. PCC7120 

contienen secuencias pertenecientes a la superfamilia estructural GT-B, 

mientras que todas las secuencias de la familia GT-A se organizan en el clado 

1. En el árbol queda representada la gran heterogeneidad de estas secuencias, 

especialmente en la superfamilia estructural GT-B, que la componen las 

subfamilias GT1, GT4, GT5, GT9, GT19, GT28, GT35 y GT41 mientras que la 

superfamilia estructural GT-A solo está representada por la subfamilia GT2. Por 

otro lado, la distribución de las secuencias de la superfamilia estructural GT-C 

también está relacionada con las subfamilias a las que pertenecen estas 

glicosiltransferasas, pues las secuencias (Alr4347, Alr2076 y All2870) que se 

agruparon dentro del clado número 8, están todas clasificadas como parte de la 

subfamilia GT83 mientras que la secuencia Alr3150 que se encuentra dentro del 

clado 4 corresponde a la subfamilia GT39. Además, Alr4347 y Alr2076 tienen 

una alta similitud, presentándose las dos como parte de la misma rama, por lo 

que podría tratarse de glicosiltransferasas con funciones parecidas. Sin 

embargo, estas secuencias aparecen anotadas en la base de datos como 

proteínas hipotéticas, por lo que su función no está todavía clara. Al igual que las 

glicosiltransferasas de la superfamilia estructural GT-B, las 14 secuencias que 

se encuentran sin asignación a una familia (S.A.F.), se encuentran repartidas por 

casi todos los clados del árbol filogenético (1, 3, 4 y 6). De estas secuencias, 11 

se encuentran formando parte del clado 1 aunque hay que destacar que el clado 

1 está formado en su mayoría por las secuencias de la familia estructural GT-A. 
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De estas secuencias sin clasificación destacan Alr5326, All2981 y Alr5324 que 

se encuentran formando parte de la misma rama, las tres están clasificadas en 

Cazy como parte de la subfamilia GT51 y están anotadas como proteínas de 

unión a penicilina.  

El clado 1 parece estar formado en su mayoría por las glicosiltransferasas 

de la superfamilia estructural GT-A, mientras que las secuencias de la 

superfamilia estructural GT-B están distribuidas entre los clados restantes, esta 

superfamilia está representada especialmente por la subfamilia GT4, que es la 

subfamilia más abundante de la superfamilia GT-B y que se encuentra presente 

en todos los clados excepto en el clado número 1, en el que solamente la 

secuencia All4440 corresponde a una glicosiltransferasa de la subfamilia GT4. 

Con respecto a la superfamilia GT-C, se observa que no hay suficientes 

secuencias representando a esta superfamilia para formar un clado aparte, 

aunque la mayoría de secuencias de esta familia se agruparon en el clado 8. 

Finalmente, las glicosiltransferasas sin asignación a una familia podrían 

pertenecer a las superfamilias GT-A y GT-B de acuerdo a los clados a los que 

pertenecen. 

La base de datos Cazy es un recurso valioso para generar nuevas 

hipótesis funcionales al clasificar las GTs en familias individuales en función de 

la similitud de secuencia (Lombard et al., 2014). Sin embargo, una comprensión 

más amplia de cómo estas enzimas evolucionaron para reconocer diversos 

sustratos donantes y aceptores requiere una comparación global. Estas 

comparaciones son actualmente un desafío debido a la similitud de secuencia 

limitada entre familias y la falta de un marco filogenético para detectar eventos 

evolutivos asociados con la especialización funcional de GTs. Los esfuerzos 

para investigar la evolución de la GTs se han centrado en gran medida en 

familias o rutas metabólicas específicas (Taujale et al. 2016; Lombard, 2016) y 

no se ha abordado explícitamente el desafío de mapear la evolución de la 

diversidad funcional entre familias (Taujale et al., 2020). Finalmente, cabe 

destacar que este es el primer estudio que clasifica las GTs de una cianobacteria 

en arboles filogenéticos, como una primera aproximación en la búsqueda de GTs 

responsables de la síntesis de EPSs y formación de biofilms en Anabaena sp. 

PCC7120. 



5  Discusión 

152 
 

5.5. Presencia de cajas FUR en los promotores de las glicosiltransferasas 

potencialmente reguladas por FurA y FurC y ensayos de retardo en gel 

(Electrophoretic Mobility Shift Assay: EMSA). 

Los datos sobre la influencia de la desregulación de algunos parálogos FUR en 

la formación de biofilms, sugieren que las proteínas FurA y FurC podrían estar 

implicadas en la regulación de algunas glicosiltransferasas. Por este motivo se 

buscaron cajas FurA y FurC en las secuencias de los promotores de todas las 

GTs descritas en el genoma de Anabaena sp. PCC7120. Cabe resaltar que, de 

estos 131 genes, más del 40 % se encuentra formando operones lo que redujo 

la búsqueda de cajas FurA y FurC a 80 secuencias de promotores.  

Se identificaron un total de 35 cajas FurA y 3 cajas FurC para las 80 

secuencias de promotores de glicosiltransferasas analizadas. Los resultados de 

la búsqueda bioinformática de cajas FUR realizadas en este apartado se 

validaron experimentalmente con un conjunto de genes seleccionados mediante 

ensayos de retardos en gel (EMSA).  

Se seleccionaron cinco glicosiltransferasas alr3057, all4424, all4431, 

alr5223, alr5237 y un gen responsable de la síntesis de polisacáridos 

extracelulares (all4432), estos genes se escogieron en base a la presencia de 

cajas FUR en los promotores, junto con la información publicada por otros 

autores (Mitschke  et al., 2011 y Yoshimura et al., 2007 y 2012) donde 

identificaron glicosiltransferasas cuyo nivel de transcripción cambia 

significativamente en condiciones de estrés salino, deshidratación y deficiencia 

de nitrógeno. Los seis genes evaluados presentaron retardo en presencia de 

FurA, mientras que solo el gen all4432 responsable de la síntesis de 

polisacáridos extracelulares, presentó retardo al ser enfrentado a FurC, 

confirmando así que el regulador transcripcional FurC, pero especialmente FurA 

estarían implicados en la regulación de glicosil trasnferasas y por lo tanto en la 

producción de exopolisacáridos y la formación de biofilms. 
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5.6. Efecto de la presencia de exopolisacáridos y otros metabolitos en el 

sobrenadante de Anabaena sp. PCC7120 sobre la germinación de Oryza 

sativa de la variedad Ariete. 

La salinidad es una de las mayores problemáticas en cultivos de arroz en el 

mundo y su efecto en la germinación ha sido ampliamente estudidado (Cristo et 

al., 2001, Sam 2007, Reddy et al., 2017). Estudios previos han caracterizado el 

efecto de exopolisacáridos y el biofilm producido por cepas de Halomonas 

variabilis y Planococus rifieotensis en el crecimiento de garbanzo (Cicer 

arietinum) bajo condiciones de estrés salino y se ha concluido que no solo 

protegen a la planta contra las altas concentraciones salinas, sino que además 

promueven su crecimiento y mejoran la estructura del suelo (Qurashi & Sabri 

2012). Además de las cianobacterias, gran variedad de microorganismos ha 

demostrado promover la germinación de arroz y otros cultivos, como Azospirilum 

sp. y Pseudomonas sp. (Hofte et al. 1991; Loredo-Osti et al. 2004), Nitrosomonas 

europea, Rhodoseudomonas palustris, Acinetobacter sp. (Supari et al., 2014), 

entre otros (Lu et al. 2017). 

En el presente trabajo, el análisis del efecto los exopolisacáridos y otros 

metabolitos de la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 sobre la 

germinación de semillas de arroz en condiciones estándar, así como bajo 

condiciones de salinidad (NaCl 100 mM) evidenció la actividad de las células 

como promotoras de crecimiento, incrementando el porcentaje de germinación, 

el crecimiento de la raíz pivotante, y la longitud del tallo. También se evidenció 

que la susceptibilidad de las semillas de arroz al estrés salino, fue menor en 

presencia de las células y el sobrenadante de esta estirpe. 

En Asia, desde hace varias décadas se ha descrito la simbiosis de Azolla 

con Nostoc spp. para mejorar la fertilidad en campos de arroz. Actualmente, 

diferentes especies de cianobacterias están siendo utilizadas como como un 

recurso en la mejora de la fertilidad del suelo y de la calidad del medio ambiente, 

entre ellas: A. variabilis, Nostoc muscorum, Aulosira fertissima, y Tolypothrix 

tenuis que han demostrado ser bastante eficientes en cultivos de arroz en China, 

Vietnam, Filipinas, Japón e India (Singh et al. 2016; Shweta & Kritika. 2018; 

Mącik et al. 2020).  
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Además de ser un potencial biofertilizante, las cianobacterias también 

cumplen un papel fundamental en la recuperación de los suelos. Sumado a la 

baja fertilidad, los suelos erosionados por la explotación agrícola excesiva se 

caracterizan por presentar alta compactación, deficiencia hídrica y problemas 

relacionados con la salinidad. Consecuentemente, la baja aireación e infiltración 

del agua en el suelo disminuyen la diversidad microbiana, lo que produce un 

impacto adverso en el crecimiento de las plantas y en la productividad de los 

cultivos. Las cianobacterias desarrollan una red superficial de filamentos en el 

que unen las partículas de suelo y reparan además sus características 

fisicoquímicas, debido a su capacidad para retener agua y al aporte de minerales 

y nutrientes a suelos degradados, mejorando entre otras cosas su pH y su 

conductividad.  
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6. Conclusiones: 

 

 La síntesis de exopolisacáridos en Anabaena sp. PCC7120 se incrementa 

frente a factores ambientales como la deficiencia de una fuente de 

nitrógeno combinado y las altas concentraciones de sal, este incremento 

es mayor frente al estrés salino. Al igual que con los exopolisacáridos, la 

formación de biofilms se incrementa al enfrentar a la estirpe silvestre de 

Anabaena sp. PCC7120 a deficiencia de una fuente de nitrógeno 

combinado. Sin embargo, las altas concentraciones de sal produjeron el 

efecto contrario.  

 

 La desregulación de las proteínas FUR afecta la síntesis de 

exopolisacáridos y la formación de biofilm en Anabaena sp. PCC7120. 

Además, FurC, y FurA estarían implicados en la regulación de 

glicosiltransferasas responsables de la la producción de exopolisacáridos 

y la formación de biofilms. 

 

 La base de datos CAZy es un recurso valioso para clasificar las GTs en 

familias individuales y generar nuevas hipótesis acerca de su función de 

acuerdo a la similitud de secuencia y a su estructura tridimensional, sin 

embargo, la variedad de subfamilias y la gran heterogeneidad en las 

secuencias dificultan su organización sistemática. La organización 

filogenética en este trabajo es una primera aproximación en la búsqueda 

de GTs responsables de la síntesis de EPSs y formación de biofilms en 

Anabaena sp. PCC7120. 

 

 La búsqueda de cajas Fur en las 80 secuencias de glicosiltransferasas 

identificadas en el genoma de Anabaena sp. PCC7120 permitieron definir 

un total de 35 posibles cajas FurA y 3 cajas FurC potencialmente 

reguladas por FurA y FurC. Los posteriores ensayos de retardo en gel 

confirmaron este resultado para seis promotores cuyo nivel de 

transcripción cambia significativamente en condiciones de estrés salino, 
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deshidratación y deficiencia de nitrógeno (alr3057, all4424, all4431, 

all4432, alr5223 y alr5237). Estos resultados sugieren que FurA y FurC 

están relacionados con el control de la expresión de genes implicados en 

la formación de biofilms en Anabaena.  

 

 Tanto los exopolisacáridos presentes en el sobrenadante, como las 

células de la estirpe silvestre de Anabaena sp. PCC7120 demostraron 

tener potencial biofertilizante, pues produjeron un incrementando en el 

porcentaje de germinación, el crecimiento de la raíz pivotante, y la longitud 

del tallo y disminuyeron la susceptibilidad de las semillas de arroz al estrés 

salino.
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