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Resumen 
 
La biosíntesis del molibdocofactor, MoCo, en Escherichia coli requiere productos codificados por los genes mol (moa, 
mob, mod, moe, mog, molR) y es insensible a los factores fisiológicos que inducen la biosíntesis de la molibdoenzima 
NRA. En el presente trabajo se construyó una fusión de operón estabilizada moa::lac y se estudiaron los efectos de 
diferentes factores fisiológicos sobre su expresión transcripcional, en un medio sintético, estimando la biosíntesis 
acumulativa de la βGal. En cultivos de fase estacionaria prolongada, la expresión de la fusión presentó el patrón de 
regulación siguiente: i. Ocurrió aún en ausencia de algún inductor exógeno y fue relativamente insensible a los controles 
que regulan la inducción de la NRA; ii. Incrementó bajo condiciones aeróbicas frente a las anaeróbicas; iii. Incrementó 
con casaminoácidos en anaerobiosis, pero disminuyó en aerobiosis; iv. Disminuyó por crecimiento con glucosa. En las 
cinéticas de expresión, se observó que un cultivo creciendo constantemente en aerobiosis mostró un patrón bifásico de 
inducción y los niveles incrementaron durante la fase exponencial, parecido a la biosíntesis del MoCo; además se 
confirmaron los efectos moduladores, mediados por la glucosa, las condiciones de aeración y la edad del cultivo. Se 
propone la necesidad de circuitos de control acoplados para un balance adecuado entre la expresión del operón moa y la 
biosíntesis del MoCo.  
 
Palabras clave: Operón moa, cinéticas expresión moa::lac; biosíntesis MoCo; mutantes Nit--Gas--; mutantes ChlR. 
 

 
Abstract 

 
Physiological control in a fusion moa:: lac of Escherichia coli K12: Expression kinetics under different growth 

conditions. 
 
The MoCo molybdocofactor biosynthesis in Escherichia coli requires products encoded by the mol genes (moa, mob, 
mod, moe, molR) and is insensitive to the physiological factors which induce the molibdoenzyme NRA biosynthesis. In 
the present work, it was constructed a stabilized moa::lac operon fusion, and the effects of physiological factors different 
on its transcriptional expression were studied in a synthetic media, estimating the ßGal accumulative biosynthesis. In 
cultures of prolonged stationary phase, the fusion expression showed the regulation pattern as follow: i. Occurred without 
any possible hexogen inductor and was relatively insensitive to the controls which regulate the NRA induction; ii. 
Increased under aerobic versus anaerobic conditions; iii. Increased with casaminoacids in anaerobiosis, but decreased in 
aerobiosis; iv. Decreased by growing with glucose in the expression kinetics, it was observed that a culture constantly 
growing in aerobics showed an induction biphasic pattern and the levels increased during the exponential phase, similar 
to the MoCo biosynthesis; in addition, the modulator effects mediate by glucose, the aeration conditions and the culture 
age were confirmed. The need of coupled control circuits for an adequate balance between the moa operon expression 
and the MoCo biosynthesis is proposed. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La reducción anaeróbica del nitrato es una de las vías 
respiratorias alternativas que son inducibles en 
Escherichia coli. la Nitrato Reductasa A (NRA) es la 
enzima terminal de la cadena respiratoria FDH-N-NRA 
(Ruiz-Herrera and DeMoss 1969, Ingledew and Poole 
1984, Stewart 1988, 1993); mutantes defectivos (Nit--) 
pueden seleccionarse por resistencia al clorato (ChlR) 
(Piéchaud et al. 1969).  
Los genes nar (originalmente llamados chlC) (Puig and 
Azoulay 1967, Shanmugan et al. 1992) participan en la 
biosíntesis de la apomolibdoenzima NRA (operón 
narGHJI ) (Bonnefoy-Orth et al. 1981, Sodergren and 
DeMoss 1988, Stewart 1988) y su control 
transcripcional (operón narXL), excepto el gen narK 
(Bonnefoy-Orth et al. 1981, Edwards et al. 1983, 
Sodergren and DeMoss 1988, Stewart 1988, 1993). Los 
genes mol, que incluyen moa, mob, mod, moe y mog 
(originalmente llamados chlA, chlB, chlD, chlE, chlG, 
respectivamente) (Puig and Azoulay 1967, Shanmugan 
et al. 1992), además de molR (Lee et al. 1990), 
determinan la biosíntesis y/o procesamiento de un 
molibdocofactor (MoCo = complejo molibdopterina 
molibdato) requerido en la activación de la apoNRA 
(Amy and Rajagopalan 1979, Giordano et al. 1990, 
Johnson et al. 1984) y de otras apomolibdoenzimas 
bacterianas (Stewart 1988); la mayoría de los genes mol 
se encuentran organizados en operones (Shanmugan et 
al. 1992, Maupin-Furlow et al. 1995, Iobbi-Nivol et al. 
1995). 
Evidencias formales acerca de los controles que regulan 
la expresión de los genes arriba mencionados, están 
siendo aportadas mediante estudios con fusiones lac. El 
operón narGHJI es inducido por nitrato reprimido por 
oxígeno y sensible a los niveles intracelulares de 
molibdato (Ruiz-Herrera and Salas-Vargas 1976, 
Fimmel and Haddock 1979, Giordano et al. 1980, 
Chippaux et al. 1981, Stewart 1988, 1993). El operón 
mod(ABCD) Shanmugan et al. 1992, Maupin-Furlow et 
al. 1995, Rosentel et al. 1995) es controlado por nitrato, 
pero insensible a la represión por oxígeno (Miller et al. 
1987); se expresa constitutivamente a muy bajo nivel 
(Maupin-Furlow et al. 1995), es sensible a la represión 
por el molibdato (Miller et al. 1987) y los productos 
Mod, pero insensible al efecto de mutaciones en 
cualquiera de los genes moa, mob y moe (Rosentel et al. 
1995). En contraste, el operón mob(AB) se expresa a 
muy bajo nivel, en aerobiosis y anaerobiosis, siendo 
además insensible al control por nitrato, tungstato y 
molibdato, y al efecto de mutaciones en cualquiera de 
los genes moa, mob, mod, moe y mog (Iobbi-Nivol et al. 

1995); el operón moe(AB) (Shanmugan et al. 1992) 
también es insensible a los mismos factores fisiológicos 
(Pascal and Chippaux 1982). Estos dos últimos 
operones mol están regulados de manera similar que la 
biosíntesis del MoCo, estimada mediante ensayos donde 
mutaciones nit-1 de Neurospora crassa son 
complementadas in vitro utilizando preparaciones de E. 
coli (Amy 1981); la biosíntesis aeróbica de este cofactor 
alcanza los niveles máximos en la mitad de la fase 
exponencial del cultivo, para luego disminuir al inicio 
de la estacionaria (Miller and Amy 1983), y todo este 
proceso transcurre independientemente de algún 
inductor exógeno. 
Otros estudios con fusiones lac indicaron que la 
expresión del operón moa(ABCDE) (Shanmugan et al. 
1992, Rivers et al. 1993) es insensible al control por 
nitrato y molibdato, pero en anaerobiosis se induce a 
muy altos niveles (Baker and Boxer 1991). Esto último 
no es consistente con su participación, junto con el 
operón moe, en la biosíntesis del MoCo (Johnson and 
Rajagopalan 1987a, 1987b, Pitterle et al. 1989, Wooton 
et al. 1991), pero muestra similitud con la expresión del 
operón narGHJI (Chippaux and Pichinoty 1970, Ruiz-
Herrera and Salas-Vargas 1976, Fimmel and Haddock 
1979, Giordano et al. 1980, Chippaux et al. 1981, 
Stewart 1988, 1993). Tal discrepancia, entre la 
regulación de la biosíntesis del MoCo y la expresión 
transcripcional del operón moa(ABCDE), plantea la 
necesidad de realizar estudios más detallados que 
permitan dilucidar los circuitos de control que allí 
participan. 
El presente trabajo describe por primera vez un estudio 
de regulación de los genes mol, basado en cinéticas de 
expresión transcripcional. Clones ChlR obtenidos 
previamente (Ortega de L. 1982) por mutagénesis con el 
fago MudI(lac,apR) se caracterizaron para luego 
construir nuevas cepas conteniendo una fusión de 
operón única y estabilizada moa::lac, cuya presencia 
fue confirmada mediante ensayos fenotípicos y 
activación en trans. La cepa denominada OM86 se 
utilizó para estudiar la regulación fisiológica en un 
medio de cultivo sintético, estimando la biosíntesis 
acumulativa de ßGal (codificada por el gen lacZ 
fusionado), en la fase estacionaria prolongada y a lo 
largo del tiempo de cultivo. 
 
METODOLOGÍA 
 
1. Cepas utilizadas. Las cepas de E. coli K12, fagos y 
plásmidos se describen en la Tabla 1. 
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2. medios de cultivo. El medio sintético contenía (g/l): 
KH2PO4 5.98; K2HPO4 . 3H2O 10.18; Na3H5C6O7 . 
2H2O 1.12; MgSO4 . 6H2O 0.31; (NH4)2SO4 2.0. La 
composición de otros medios de cultivo está descrita por 
Miller (1972). Cuando se indicó el medio fue suplido 
con alguno de los siguientes compuestos: KNO3 (Nit) 
0.1 nM; NaN3 (Azi) 10 nM, K2MO4 (Mob) 1 nM, 
KClO3 (Chl) 16 nM, casaminoácidos libres de vitaminas 
(Cas) 2 mg/ml; fumarato de sodio (Fum) 40 nM y 5-
bromo-4-cloro-3 indolil-ß-D-galactósido (X-Gal) 20 
mg/ml; la ampicilina (Ap) 0.05 mg/ml y el 2,3,5 trifenil 
tetrazolio cloruro (TTC) 0.1 mg/ml. La galactosa (Gal), 
lactosa (Lac), glucosa (Glu) o glicerol (Gli) se utilizaron 
a las concentraciones finales de 2 mg/ml y 1 mg/ml en 
cultivos anaeróbicos (Ana) y aeróbicos (Aer), 
respectivamente. 
 
Tabla 1. Cepas de bacterias, fagos y plásmidos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Todas las cepas bacterianas son F-, excepto la CSH41. 
OEG: Laboratorio de Organización y Expresión del 
Gen. 
 
3. Condiciones de crecimiento. La temperatura de 
incubación fue de 30º C. Los cultivos fueron preparados 
diluyendo en medio fresco, inóculos precultivados una 
noche. Los cultivos anaeróbicos (Ana) crecieron en 
tubos totalmente llenos con el medio, y sin agitación; 
cuando fue requerido, la anaerobiosis estricta se realizó 
bajo atmósfera de hidrógeno y dióxido de carbono 
utilizando el sistema Gas-Pack. Los cultivos aeróbicos 
(Aer) se crecieron en fiolas cónicas de 250 ml 
conteniendo 10 ml de medio y con agitación vigorosa. 
Se ensayaron las siguientes combinaciones: Aer-Aer, 
precultivos y cultivos Aer; Ana-Ana, precultivos y 
cultivos Ana; Aer-Ana, precultivos Aer y cultivos Ana; 
Ana-Aer, precultivos Ana y cultivos Aer. En los 
cultivos de fase estacionaria prolongada Aer-Aer, el 
precultivo fue diluido hasta 10-5 en el medio y los 
valores A600 alcanzados después de una noche de 
crecimiento variaron de 0.8 a 1.2; en los Ana-Ana, se 

diluyó hasta 10-4 y variaron de 0.1 a 0.3. En las cinéticas 
aeróbicas Aer-Aer, el precultivo se diluyó hasta el valor 
inicial A600 de 0.2; en las Ana-Aer y Aer-Ana fue 
cercano a 0.1. 
 
4. Métodos de aislamiento y ensayos fenotípicos. 
Resistencia al clorato (fenotipo ChlR). Se modificó el 
método descrito (Piéchaud et al. 1969) y la capacidad de 
crecer en anaerobiosis estricta con clorato fue ensayada 
sembrando en superficie o por rayado en cajas de agar 
nutritivo (Ortega de L. 1982). Coloración en el medio 
TNC (fenotipo TNC+). Se modificó el método descrito 
(Fimmel and Haddock 1979) y los mutantes Nit- en 
cualquiera de los genes nar o mol fueron distinguidos 
por formar colonias rojas durante el crecimiento en 
cajas de medio semisintético suplementado con 
tetrazolio, nitrato y casaminoácidos (Ortega de L. 1982). 
Reducción fisiológica del nitrato (fenotipo Nit+). Se 
verificó en cultivos anaeróbicos de una noche, por 
coloración con el reactivo de nitritos (Piéchaud et al. 
1969, Chippaux et al. 1981). Reversión fenotípica por 
molibdato. Se verificó la acumulación de nitritos, pero 
utilizando un medio de cultivo suplementado con 10-3 M 
de molibdeno /Glacer and DeMoss 1971). Liberación de 
Gas (fenotipo Gas+). se verificó la aparición de 
burbujas en tubos durham (Puig et al. 1969), generadas 
por crecimiento fermentativo de una noche. Reducción 
fisiológica del fumarato (fenotipo frd+). Se ensayó en 
cajas de medio sintético, por crecimiento a expensas de 
glicerol y fumarato como aceptor final de electrones 
(Lambden and Guest 1976). Requerimientos 
nutricionales y presencia de fusiones lac. Se utilizaron 
metodologías descritas por Miller (1972); las fusiones 
fueron verificadas mediante l adquisición simultánea de 
los fenotipos ApR, Ts+, ImmMu y Lac+ (Casadaban and 
Cohen 1979). 
 
5. Transducciones, análisis de ligamiento y 
determinación de fusiones genómicas.  Siguiendo las 
metodologías descritas por Miller (1972), cepas 
bacterianas Gal+ Nit—Gas—fueron utilizadas como 
donantes para preparar lisados del fago Pivir’ los cuales 
se usaron en la obtención de clones transductantes 
independientes Gal+, aislados en medio diferencial. Esos 
clones fueron purificados y sometidos a los ensayos 
correspondientes (aparte 4), para determinar la 
cotransferencia del fenotipo pleiotrópico Nit+ Gas--. El 
grado de ligamiento fue expresado como porcentaje de 
Gal+ Nit— Gas— con respecto al total Gal+ ensayados. La 
presencia de una fusión de operón en la cepa donante 
fue presumida cuando el 100% de los transductantes 
Gal+ Nit— Gas—  adquirió el fenotipo Lac+, y todos los 
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Gal+ Nit+ Gas + continuaron siendo Lac--. Transductantes 
con una fusión única y estabilizada se aislaron como 
clones termotolerantes espontáneos (Wanner et al. 1981, 
Griffiths and Cole 1987) Gal+ Nit— Gas—  que sólo 
conservaban el carácter Lac+ conferido por el fago 
MudI. A partir de ellos se obtuvieron células curadas del 
F´, empleando naranja de acridina, las cuales fueron 
identificadas por la pérdida simultánea de los caracteres 
Pro+ y sensibilidad del fago M13, ambos conferidos por 
el F´(Miller 1972). 
 
6. Construcción de merodiploides heterocigotas para 
el operón moa+. La cepa receptora de interés fue 
transformada con el plásmido pSJE100 (Rivers et al. 
1993), según metodología descrita (Saambrook et al. 
1989). Clones independientes ApR Nit+ fueron 
seleccionados en el medio TNC suplementado con 
ampicilina, y una vez purificados se verificó la 
restauración de los fenotipos Nit+  Gas+; el plásmido fue 
extraído por lisis alcalina y su presencia física detectada 
en geles de agarosa (Saambrook et al. 1989). 
 
7. Ensayos enzimáticos. Actividad βGalactosidasa 
(βGal). Se utilizaron células provenientes de cultivos 
crecidos en medio sintético. Volúmenes constantes de 
0.25 ml se retiraron de cada cultivo, sometidos a 
tratamiento con cloranfenicol (CAM) a una 
concentración final de 25 µg/ml y conservados en frío. 
Siguiendo la metodología descrita por Miller (1972), las 
células se permeabilizaron con tolueno y se estimó 
espectrofotométricamente la hidrólisis del o-nitrofenol-
β-D-galactopiranósido (ONPG); los valores se 
expresaron como Unidades Miller y fueron 
reproducibles en al menos tres experimentos 
independientes, con un porcentaje de desviación cercano 
a 10. Actividad Bencil Viológeno Nitrato Reductasa 
(BV-NR). Se ensayó electrofotométricamente en células 
enteras utilizando BV reducido como donador artificial 
de electrones (Ruiz-Herrera and Demos 1969, Jonson et 
al. 1984) y bajo atmósfera de nitrógeno. Una unidad de 
NR es la cantidad de enzima que cataliza la producción 
de 1 µmol de nitrito min—1 mg—1 de proteína (Blasco et 
al. 1982). Las proteínas fueron estimadas 
espectrofotométricamente (Lowry et al. 1951). 
 
RESULTADOS 
 
Identificación de fusiones moa::lac. 
Mutantes ChlR ApR Nit— de E. Coli inducidos por 
mutagénesis biológica de la cepa PC90 con el fago 
Mudl(Mu-lcts, lacOZYA, ln3)8 se seleccionaron 

previamente (Ortega de L. 1982) para obtener nuevas 
cepas bacterianas conteniendo una fusión 
transcripcional moa::lac. Era de esperar que esos 
mutantes fuesen termolábiles (Casadaban and Cohen 
1979), pleiotrópicamente Nit-- Gas— (Puig et al. 1969) y 
no respondiesen a la reversión fenotípica por molibdato 
(Glaser and Demos 1971); además, si los genes lac 
portados por el genoma viral se integraron en el sentido 
de transcripción del operón moa, los mutantes 
manifestarían adicionalmente el fenotipo Lac+ 
(Casadaban and Cohen 1979). 
La resistencia al clorato (Piéchaud et al.1969) es el 
método de selección más utilizado porque permite 
recuperar un alto porcentaje de mutaciones pleiotrópicas 
que mapean en el operón moa (Puig et al. 1969, Case 
1970, Glaser and Demos 1972, Lee et al. 1990, Ortega 
de L. 1982). Un centenar de clones independientes ChlR 
ApR Nit—, identificados como MA, se caracterizaron 
aplicando criterios fisiológicos conocidos. 
Efectivamente, un 98% resultó Nit-- Gas— y en su 
mayoría (90%) no revirtieron con molibdato; todos ellos 
conservaron el fenotipo Frd+ (Lambden and Guest 
1976), descartando que el efecto pleiotrópico fuese 
ocasionado por una mutación en el gen inr (Spiro and 
Guest 1990). La adquisición del fenotipo Lac+ se ensayó 
en medios sólidos (sintéticos y diferenciales) y por 
coloración azul en presencia de Xgal. Sólo un 10% 
manifestó llevar una fusión transcripcional, porque 
además habían adquirido los fenotipos ImmMu y Ts+ 
conferidos por la presencia del profago MudI 
(Casadaban and Cohen 1979); las fusiones se 
expresaron indistintamente de la presencia del nitrato y 
las condiciones de seración. El fenotipo Nit— fue 
confirmado por la pérdida de actividad BV-NRA. 
 
Construcción de cepas con una fusión moa::lac 
estabilizada. 
El operón moa está localizado en el minuto 17.8 del 
cromosoma de E. coli K12 (Rivers et al. 1993) y al igual 
que los operones mod y moe, puede sercotransferido con 
la región gal (Bachman 1990). Mutaciones en 
cualquiera de ellos se localizan claramente según los 
valores de ligamiento (Puig and Azoulay 1967, 
Venables and Guest 1968, Puig et al. 1969, Glaser and 
Demos 1972, Venables 1972, Dagert and Puig 1976, 
Stewart 1988), además sólo las que ocurren en mod 
revierten fenotípicamente con molibdato (Glaser and 
Demos 1971). En un análisis preliminar, tres clones Nit--  
Gas— Lac+ identificados como MA17, MA25 y MA30 
se cruzaron con la cepa receptora LCB413. Un centenar 
de transductantes independientes Gal+ se ensayaron en 
cada cruce, obteniéndose valores de ligamiento cercanos 
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a 20% (MA25), 28% (MA30) y 32% (MA17). Esos 
valores caen dentro del rango (20%), que es consistente 
con una mutación en el operón moa; además, la 
totalidad de los Gal+ Nit— Gas—  ensayados adquirieron 
el fenotipo Bio+, indicando que la mutación está 
localizada a la derecha de la región gal (Puig et al. 
1969, Bachman 1990, Shanmugan et al. 1992). Valores 
de ligamiento muy similares a los anteriores fueron 
luego obtenidos con la cepa receptora CSH41 (    lac); 
de cien clones independientes Gal+ ensayados sólo los 
Nit— Gas—  recibieron el carácter Lac+, mostrando que 
las tres cepas donantes analizadas contienen una fusión 
transcripcional moa::lac. 
El proceso de transducción permite construir cepas 
conteniendo fusiones únicas, al reducir la posibilidad de 
cotransferir simultáneamente más de una fusión que 
pudiera estar contenida en la cepa donante. 
Transductantes Gal+ Nit--  Gas— Lac+ (cruce MA25 x 
CSH41), termotolerantes espontáneos, manifestaron las 
características de una fusión única y además 
estabilizada: habían perdido los fenotipos ImmMu y 
ApR junto con el Ts+ (Griffiths and Cole 1987), 
presumiblemente por una delección en el extremo c 
terminal del genoma viral (Wanner et al. 1981). La 
presencia de ese tipo de fusión fue confirmada en el 
clón OM86 (Tabla 1), usando los derivados 
merodiploides heterocigotos construidos al transferirle 
el plásmido pSJE100moa+ (Rivers et al. 1993). De 
cincuenta transformantes independientes ApR 
ensayados, todos mostraron el fenotipo restaurado Nit+  

Gas+ y continuaron siendo Lac+ termotolerantes; dicha 
restauración es atribuible a la activación en trans 
mediada por el operón moa+ del plásmido, cuya 
presencia física fue confirmada en geles agarosa. 
La localización genómica de la fusión fue confirmada 
por tratamiento con naranja acridina, obteniéndose 
derivados que se habían curado del factor F´residente, y 
aún conservaban los fenotipos conferidos por la fusión 
moa::lac. La localización precisa de esta fusión en uno 
de los cinco cistrones que conforman el operón moa 
(Rivers et al. 1993) no fue objeto de análisis en este 
trabajo. 
 
Expresión de la fusión moa::lac en cultivos de fase 
estacionaria prolongada. 
La regulación del promotor moa en el nivel 
transcripcional se estudió en la cepa OM86 que por 
contener una fusión única y estabilizada moa::lac, 
reduce la posibilidad de que se generen fusiones 
secundarias (Wanner et al. 1981, Griffiths and Cole 
1987). Los efectos mediados por diferentes condiciones 

de cultivo, incluyendo las que controlan la expresión de 
los operones narGHIJ y mod, fueron valorados en 
cultivos de fase estacionaria prolongada (una noche de 
crecimiento) estimando la biosíntesis acumulativa de la 
βGal codificada por el gen lacZ fusionado. 
La fusión moa::lac se expresó bajo las distintas 
condiciones ensayadas (Tabla 2) y no pareció depender 
de algún factor exógeno o fisiológico. No obstante, se 
observó una diferencia en los niveles acumulativos 
alcanzados, con respecto al control crecido con 
galactosa, así vale destacar lo siguiente: i. En aerobiosis, 
los valores fueron inferiores por efecto de la glucosa 
(25%) 0 de los casaminoácidos (33%), pero 
incrementaron con molibdato, azida y nitrato (12-19%); 
ii. En anaerobiosis, los valores fueron inferiores por 
efecto de la glucosa (27%), pero incrementaron en 
forma parcial con clorato (31%) y marcadamente con 
casaminoácidos (121%). Con respecto al valor relativo 
de la expresión aeróbica frente a la anaeróbica, fue 
mayor a la unidad, indicando que las condiciones 
aeróbicas favorecen la expresión; sin embargo, un 
efecto inverso se observó en presencia de los 
casaminoácidos, pero su explicación aún se desconoce. 
 
Tabla 2. Expresión transcripcional de la fusión moa::lac 
en cultivos crecidos bajo diferentes condiciones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a: Dos precultivos crecidos con Gal se diluyeron en 
medio sintético fresco para preparar cultivos paralelos 
Aer-Aer y Ana-Ana, respectivamente, que crecieron 
bajo las condiciones indicadas; el cultivo control sólo 
contiene Gal. 
b: Biosíntesis acumulativa de βGal (unidades Miller), 
como una medida de la expresión de la fusión en 
cultivos de fase estacionaria prolongada. 
c: Porcentaje del efecto ejercido por la condición de 
crecimiento, calculado como 100 x Unidades Miller (en 
una condición dada – control/control). 
d: Variación relativa de la expresión aeróbica, calculada 
como Unidades Miller (Aer/Ana). 
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Cinética de expresión de la fusión moa::lac en 
repuesta a cambios transitorios de aeración. 
La expresión de la fusión moa::lac en cultivos de fase 
estacionaria prolongada respondió preferencialmente a 
señales aeróbicas más que anaeróbicas (Tabla 2). Fue 
así de interés valorar la cinética de expresión aeróbica 
(Aer-Aer) y compararla con  los efectos que pudiesen 
ocasionar los cambios transitorios de aeración (Ana-Aer 
y Aer-Ana), estimando la biosíntesis acumulativa de 
βGal durante las primeras 5 h de cultivo. 
En la cinética Aer-Aer (Fig. 1) los niveles se 
incrementaron durante el tiempo de cultivo, 
observándose dos etapas de expresión aeróbica donde el 
valor máximo alcanzado a las 5.0 h superó 1.5 veces al 
de las 2.30 h; por el contrario, el porcentaje de 
incremento fue 1.4 veces mayor en este último caso 
(Tabla 3). El incremento progresivo en los niveles de 
expresión aeróbica refleja un proceso de inducción 
(Kepes 1969) que se ve favorecido por la edad del 
cultivo, similar a la biosíntesis aeróbica del MoCo 
(Miller and Amy 1983). El nivel máximo alcanzado en 
la segunda etapa de expresión disminuirá después de 
una noche de incubación (Tabla 2), lo cual puede ser 
atribuible a los siguientes factores: i. El cultivo se 
encuentra en la fase estacionaria prolongada, lo cual está 
a favor del posible efecto mediado por la edad del 
cultivo; y ii. La disponibilidad de oxígeno es limitante, 
debido al incremento celular acumulado durante una 
noche, y esa condición desfavorece la expresión. 
Por el contrario, en la cinética Ana-Aer (Fig. 1) se 
observó un pequeño pico de incremento máximo del 
67%. En este caso, cuando las bacterias fueron 
precultivadas en anaerobiosis, el nivel máximo de 
expresión aeróbica también fue alcanzado 
tempranamente a las 2.30 h del tiempo de cultivo y los 
niveles máximos alcanzados mostraron similitud; sin 
embargo, el porcentaje de incremento fue 1.3 veces 
inferior al de la cinética Aer-Aer (Tabla 3) y el nivel 
máximo estuvo precedido y seguido por una 
disminución progresiva de los valores acumulativos, 
indicando que durante ese tiempo la expresión de la 
fusión estuvo reducida a una velocidad inferior al 
crecimiento del cultivo (Unidades Miller = Unidades 
Totales/A600). 
Con respecto a la cinética Aer-ANA, los niveles de 
expresión anaeróbica presentaron variaciones similares 
a fluctuaciones cíclicas, con un primer incremento a 1 h 
del tiempo de cultivo, seguido por dos picos de 
expresión distribuidos a las 2.3º h y 4.30 h 
respectivamente, y cuyos valores máximos 
disminuyeron en forma progresiva (Fig. 1); sin 
embargo,  

Tabla 3. Variación porcentual en la expresión máxima 
de la fusión moa::lac, durante el tiempo de cultivo. 
 
 
 
 
 
                           (  Incluir Tabla 3  aquí !!) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los datos presentados provienen de las Fig. 1 y 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Efectos ejercidos por cambios transitorios en las 
condiciones de aeración sobre la expresión de la fusión 
moa::lac. Precultivos crecidos con Gal se diluyeron en 
medio sintético fresco para permitir el crecimiento bajo 
nuevas condiciones de aeración. Tres cinéticas paralelas 
se iniciaron, por adición de Gal: Aer-Aer (  ), Ana-Aer 
(*) y Aer-Ana (X). A intervalos de tiempo 
predeterminados, se cuantificaron el crecimiento celular 
(A600) y la biosíntesis acumulativa de βGal (Unidades 
Miller). 
 
el porcentaje de incremento máximo en los tres casos no 
mostró diferencias apreciables, además resultó similar al 
observado en las cinéticas Aer-Aer (5.0 h) y Ana-Aer 
(2.30) (Tabla 3). La disminución en los niveles 
máximos de expresión anaeróbica podría atribuirse a la 
adaptación progresiva de las células, desde las 
condiciones aeróbicas (precultivo) hacia las anaeróbicas 
de crecimiento; esto además es consistente con los 
menores niveles observados en los cultivos anaeróbicos 
de fase estacionaria prolongada frente a los aeróbicos 
(Tabla 2). 
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Efecto de la glucosa sobre la cinética de expresión 
aeróbica de la fusión moa::lac. 
 
Por cuanto la expresión de la fusión, en cultivos de fase 
estacionaria prolongada, se mostró sensible a la 
represión catabólica, fue de interés evidenciar si además 
responde a la represión transitoria mediada por glucosa 
(Kepes 1969, Alberts et al. 1983). Se realizó un 
experimento de cinética Aer-Aer, donde células 
precultivadas con Gal fueron ahora crecidas con Glu y 
la expresión aeróbica de la fusión se valoró estimando la 
biosíntesis acumulativa de βGal durante las primeras 
cinco horas de cultivo. 
Fue posible observar una disminución progresiva en los 
niveles de expresión aeróbica (Fig. 2) seguida por una 
fase de expresión máxima que comenzó tardíamente 
alrededor de las 3 h del tiempo de cultivo (A600 de 0.58), 
para luego incrementar en 52% a las 5.00  horas (Tabla 
3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Efecto de la represión transitoria por glucosa 
sobre la cinética de expresión aeróbica de la fusión 
moa::lac. Un precultivo aeróbico crecido con Gal se 
diluyó en medio sintético fresco para permitir el 
crecimiento bajo las mismas condiciones de aeración. 
Una cinética Aer-Aer se inició por adición de Glu (  ) a 
la concentración final de 1 mg/ml. A intervalos de 
tiempo predeterminados, se cuantificaron el crecimiento 
celular (A600) y la biosíntesis acumulativa de βGal 
(unidades Miller). 
Como curva control (  ) se incluyeron los valores del 
cultivo Aer-Aer creciendo con Gal (Fig. 1). 
   
Comparando con el cultivo control Aer-Aer que se 
mantuvo creciendo a expensas de Gal, se observó 
claramente que el crecimiento con Glu fue superior a lo 
largo del tiempo y conllevó a una reducción progresiva 
en la expresión aeróbica de la fusión. El control 
negativo mediado por la glucosa fue transitorio, ya que 

la expresión comenzó a incrementar en una etapa 
avanzada del crecimiento exponencial; esta transición 
puede ser atribuible a una disminución en la 
disponibilidad de dicho azúcar durante el crecimiento, 
ya que el efecto represivo fue reproducible cuando se 
adicionó glucosa al inicio de la fase estacionaria (datos 
no presentados). El nivel máximo de expresión, por 
crecimiento con Glu fue 1.6 veces menor que con Gal a 
las 5 h de cultivo; sin embargo, el porcentaje de 
incremento resultó similar en ambos casos (Tabla 3).  
 
 
DISCUSIÓN 
 
En E. coli K12, los genes mol (moa, mob, mod, moe, 
mog) (Shanmugan et al. 1992) participan en la 
biosíntesis de un molibdocofactor, MoCo, requerido 
para la activación de diferentes molibdoenzimas y una 
de ellas es la NRA (Stewart 1988). 
En este trabajo se construyó una cepa bacteriana, la 
OM86, que presenta una fusión de operón única y 
estabilizada moa::lac, con el propósito de estudiar los 
factores de control fisiológico que actúan sobre la 
regulación transcripcional del operón moa. 
Pudo observarse que en los cultivos de fase estacionaria 
prolongada, la expresión de la fusión moa::lac bajo 
estudio no pareció depender de algún inductor 
fisiológico exógeno ni fue susceptible a un efecto 
negativo mediado por la aerobiosis, mostrando similitud 
con la regulación de la biosíntesis del MoCo (Amy 
11981, Miller and Amy 1983), pero no así con la 
molibdoenzima NRA (Ruiz-Herrera and Salas-Vargas 
1976, Fimmel and Haddock 1979, Giordano et al. 1980, 
Chippaux et al. 1981, Stewart 1988, 1993). Dado que 
los productos Moa participan en la biosíntesis de la 
molibdopterina (MPT) del MoCo (Johnson and 
Rajagopalan 1987a y 1987b, Wooton et al. 1991), estos 
resultados son consistentes con la presencia de la fusión 
deseada. Además, se observó que la expresión de la 
fusión es parcialmente sensible a la represión por 
glucosa y variablemente afectada por la presencia de 
casaminoácidos, dependiendo de las condiciones de 
aeración; ningún estudio sobre los efectos mediados por 
esos dos factores se había reportado con anterioridad. 
Se realizaron cinéticas de expresión por crecimiento con 
Gal, y se estudió el posible efecto ejercido por los 
cambios transitorios en las condiciones de aeración. 
Comparando las cinéticas Aer-Aer, Ana-Aer y Aer-Ana 
(Fig. 1) fue posible observar que la expresión de la 
fusión moa::lac bajo estudio mostró un patrón de 
inducción que parecía transcurrir en forma periódica, y 
presentaba más de una etapa de expresión a lo largo del 
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tiempo de cultivo, las cuales coincidían en las tres 
cinéticas, pero diferían particularmente según los 
cambios transitorios de seración; dichas etapas de 
expresión son las siguientes: i. Inmediatamente 
temprana (0-2 h), que sólo mostró un incremento 
máximo apreciable en la cinética Ana-Aer; ii. Temprana 
(2-3.3 h), con incremento máxima en todas las cinéticas, 
pero la inducción fue favorecida en células mantenidas 
bajo condiciones aeróbicas de crecimiento Aer-Aer; iii. 
Tardía (3.3-5 h), sólo mostró incremento máximo en 
Aer-Aer y Aer-Ana. 
Tal comportamiento en la expresión de la fusión 
moa::lac mostró similitud con procesos que transcurren 
con oscilaciones biológicas donde pudiesen participar 
más de dos fenómenos distintos en respuesta al estado 
metabólico de las células según las condiciones de 
aeración (Sanwall 1970, Smith and Neidhart 1983). Los 
controles de oscilación pueden ser mediados por pocas 
enzimas, las cuales en principio podrían proveer un reloj 
interno que le permite a una célula "medir el tiempo" y, 
por ejemplo, realizar ciertas funciones a intervalos fijos 
(Alberts et al. 1983). 
De esa manera, la ocurrencia de oscilaciones biológicas 
durante la expresión de la fusión moa::lac, está 
indicando la participación de controles fisiológicos 
internos relacionados con la función de los genes mol. 
Dado que la acción génica del operón moa es requerida 
para la biosíntesis de la MPT, uno de los precursores 
iniciales en la ruta biosintética del MoCo (Johnson and 
Rajagopalan 1987a y 1987b, Wooton et al. 1991), 
dichas oscilaciones podrían representar un mecanismo 
muy eficiente para las bacterias, al permitirle controlar 
tempranamente dicho proceso frente a la demanda del 
metabolismo celular, y en asociación con otros factores 
como la edad del cultivo, la velocidad del crecimiento y 
las condiciones de aeración. 
la biosíntesis aeróbicas del MoCo (Miller and Amy 
1983) y la inducción anaeróbica de la molibdoenzima 
NRA (Chippaux and Pichinoty 1970, Fimmel and 
Haddock 1979, Giordano et al. 1980), también son 
procesos con dos fases que difieren entre sí con respecto 
a su eficiencia, pero ellos no están sometidos a las 
mismas señales de control. Estos hechos, junto a los 
resultados obtenidos en el presente trabajo, están a favor 
de la participación de circuitos de control múltiple sobre 
la expresión del operón moa. El papel negativo del 
MoCo fue evidenciado previamente sobre la expresión 
transcripcional de este operón (Baker and Boxer 1991). 
Por último, se estudió el efecto de la glucosa sobre la 
cinética de expresión aeróbica de la fusión moa::lac 
(Fig. 2). Los resultados indicaron que, además de la 
represión catabólica observada en los cultivos de fase 

estacionaria prolongada, la expresión de la fusión fue 
sensible a la represión transitoria durante el crecimiento 
exponencial. Dado que los productos Moa participan en 
la biosíntesis de la MPT del MoCo (Johnson and 
Rajagopalan 1987a y1987b, Wooton et al. 1991), estos 
resultados permiten sugerir que dicho proceso es 
sensible a la represión por glucosa. 
En los estudios aquí realizados, los niveles de expresión 
siempre disminuyeron parcialmente cuando los cultivos 
se encontraban en la fase estacionaria prolongada (Tabla 
2). Estos resultados son consistentes con que la edad del 
cultivo y la limitación en la disponibilidad de oxígeno 
debido al incremento celular, son factores que actúan 
modulando la expresión de la fusión. 
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Resumen 
 
En el presente artículo se enfatizan los cambios que están sufriendo las organizaciones actualmente. Esos cambios exigen 
organizaciones saludables para que puedan funcionar con agilidad y dinamismo. Se parte del supuesto que las 
organizaciones sanas sean organizaciones seguras y se ofrece un enfoque de la seguridad industrial desde la óptica de la 
salud organizacional. Se plantean los cambios que han ocurrido en la concepción de la seguridad. De un enfoque pasivo 
de la seguridad se pasa a un enfoque participativo donde el trabajador es el responsable principal de su seguridad. Se 
plantea una concepción de la  Seguridad Basada en Valores (SBV) que rebasa los límites del comportamiento en el 
trabajo. Se asume que el trabajador que incorpora la seguridad como valor actuará seguro en las diferentes áreas y 
actividades donde se desenvuelve (trabajo, familia, comunidad). Se presenta una experiencia de aplicación exitosa del 
Proceso SBV en una empresa venezolana.. Se concluye señalando que los cambios en seguridad reflejan cambios en la 
salud psicológica de los trabajadores y en la salud de la organización como un todo. 
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Abstract 

 
Industrial Safety: a matter of organizational health 

 
The present article emphasizes the changes that organizations are going through. Those changes demand organizations to 
be healthy in order to be able to function adequately. It has been assumed that healthy organizations are safe 
organizations, and industrial safety is approached from the point of view of organizational health. The changes that have 
occurred in relation to safety are presented. A passive approach to safety moves on to a more interactive approach, where 
the employee is responsible for his/her own safety. A conception of Safety Based on Values (SBV) is also presented, 
which goes beyond the limits of behavior in the job. It is assumed that the employee who incorporates safety as a value 
will act safety in different areas, such as work, family, and community. A successful application of the Process SBV in a 
Venezuelan company is presented. To conclude, it is shown that the changes in safety reflect changes in the 
psychological health of employees and in the organizational health as a whole. 
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