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Introduccion. ErsA es un pequefio RNA regulador
(sRNA) reportado en Pseudomonas aeruginosa
homélogo al SRNA Spot 42 de E. coli (1), al que se le
ha relacionado con el control de la represion
catabdlica. Originalmente a ErsA, el cual fue
encontrado bioinformaticamente, se le conocié como
Pseudomon-1. Posteriormente, Pseudomon-1 fue
renombrado como ErsA y se reporté que regulaba, a
nivel post-transcripcional, y de forma negativa la
expresion del gen algC. En P. aeruginosa algC es un
gen esencial para la sintesis de alginatos y es
controlado transcripcionalmente por el factor sigma
22 (AlgV) (2). En Azotobacter vinelandii, una bacteria
GRAS relacionada filogenéticamente con P.
aeruginosa, se encontré un homélogo del gen ersA
(Castafieda et al., 2016). De forma interesante la
regién reguladora del gen ersA de A. vinelandii
contiene una region promotora putativa dependiente
del factor sigma 22. En A. vinelandii la transcripcion
de algC es controlada por el factor sigma 22, y
también es esencial para la sintesis de alginatos (3)
estableciendo un circuito regulador de la sintesis de
alginatos entre algC y AlgU. Por lo anterior,
postulamos la hipétesis de que en A. vinelandii el
homologo de ersA controla negativamente, a nivel
post-transcripcional, la expresién del gen algC y por
ende la sintesis de alginatos, estableciendo una via
alterna de control que usa el factor sigma 22 para
regular la sintesis de alginatos.

Metodologia. Para generar la mutacion del gen ersA
se utilizaron técnicas moleculares basicas. La
generacion de la mutante EersA se realiz6 por
intercambio alélico. La mediciéon de produccion de
alginatos se realiz6 por el método del carbazol.

Resultados. Biotecnolégicamente es interesante
generar una mutante ersA que podria presentar
capacidades mejoradas en la produccién del
polimero. Para generar la mutacién del gen ersA se
amplific6 por PCR un fragmento de 1.5 kb, que
contiene a ersA, usando como molde DNA total de la
cepa E de A. vinelandii. El locus ersA se cloné en el
vector pJET1.2 generando el pldsmido pJETersA1.5.
Usando como molde el pJETersAl.5 se realiz6 una
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PCR inversa con la finalidad de remover los 120
nucledtidos correspondientes al gen ersA, el producto
de la PCR se recirculariz6 generando un sitio Unico
corte Kpnl. En el sitio Kpnl se ligd un casete que
confiere resistencia a gentamicina. El plasmido
generado (pJETAersAGm) se transformé en la cepa
silvestre E de A. vinelandii, seleccionadose presuntas
mutantes resistentes a gentamicina. El intercambio
alélico en las presuntas mutantes se verificG por
andlisis de PCR. Una vez verificada la recombinacion
en las mutantes se determiné el efecto de la mutacion
sobre la produccién de alginatos. La mutante EersA
presenta un fenotipo hipermucoide como reflejo de la
produccion aumentada de los alginatos. Lo anterior se
verificd cuantificando la produccién de alginatos y la
expresion del gen algC como posible blanco de
regulacion.

A

Fig. 1. Fenotipo de la mutante EersA

Conclusiones. El sRNA ErsA regula la sintesis de
alginatos en A. vinelandii.
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