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RESUMEN 

El quorum sensing (QS) o percepción de quorum, es un sistema bacteriano de 

comunicación célula-célula el cual regula genéticamente mecanismos dependientes de 

la densidad celular. Los sistemas canónicos QS en bacterias Gram-negativas poseen una 

sintasa autoinductor (familia LuxI) y un regulador transcripcional (familia LuxR) que 

responde a una molécula autoinductora. En bacterias Gram-positivas, los reguladores 

transcripcionales LuxR solos (que no están asociados con un homólogo LuxI) pueden 

desempeñar funciones clave en la comunicación intercelular. Arthrobacter sp. UMCV2 es 

una actinobacteria que promueve el crecimiento vegetal por la emisión del compuesto 

orgánico volátil N, N-dimetilhexadecilamina (DMHDA). Este compuesto estimula la 

adquisición de hierro, respuestas de defensa en plantas, y motilidad swarming en 

Arthrobacter sp. UMCV2. En este estudio, el borrador del genoma de esta bacteria fue 

ensamblado y comparado con los genomas de cepas tipo del género Arthrobacter, 

encontrando que no pertenece a ninguna de las especies descritas anteriormente. 

Exploraciones del genoma también revelaron la presencia de 16 genes relacionados a 

luxR, pero no se descubrieron homólogos luxI. Once de estas secuencias poseen el 

dominio de unión a DNA característico LuxR con un motivo hélice-giro-hélice y fueron 

designados como reguladores relacionados con autoinductores (AirR). Cuatro 

secuencias poseían dominios análogos LuxR y fueron designados como reguladores 

análogos a autoinductores (AiaR). Cuando la motilidad swarming fue inducida con 

DMHDA, ocho genes airR y dos genes aiaR aumentaron su expresión. Estos resultados 

indican que la expresión de múltiples genes relacionados con luxR se induce en 

actinobacterias, tales como Arthrobacter sp. UMCV2, por la acción del biocompuesto 

bacteriano DMHDA cuando se produce el comportamiento QS. 

 

Palabras Clave 

Actinobacteria, LuxR solos, DMHDA, genes airR, genes aiaR, motilidad swarming 
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ABSTRACT 

Quorum sensing (QS) is a bacterial cell-cell communication system with genetically 

regulated mechanisms dependent on cell density. Canonical QS systems in Gram-

negative bacteria possess an autoinducer synthase (LuxI family) and a transcriptional 

regulator (LuxR family) that respond to an autoinducer molecule. In Gram-positive 

bacteria, the LuxR transcriptional regulators solos (not associated with a LuxI homolog) 

may play key roles in intracellular communication. Arthrobacter sp. UMCV2 is an 

actinobacterium that promotes plant growth by emitting the volatile organic compound N, 

N-dimethylhexadecylamine (DMHDA). This compound induces iron deficiency, plant 

defense responses, and Arthrobacter sp. UMCV2 swarming motility. In this study, the draft 

genome of this bacterium was assembled and compared with the genomes of type strains 

of the Arthrobacter genus, finding that it does not belong to any previously described 

species. Genome explorations also revealed the presence of 16 luxR-related genes, but 

no luxI homologs were discovered. Eleven of these sequences possessed the LuxR 

characteristic DNA-binding domain with a helix-turn-helix motif and were designated as 

auto-inducer-related regulators (AirR). Four sequences possessed LuxR analogous 

domains and were designated as auto-inducer analogous regulators (AiaR). When 

swarming motility was induced with DMHDA, eight airR genes and two aiaR genes were 

upregulated. These results indicate that the expression of multiple luxR-related genes is 

induced in actinobacteria, such as Arthrobacter sp. UMCV2, by the action of the bacterial 

biocompound DMHDA when QS behavior is produced. 

 

Keywords 

Actinobacteria, LuxR solos, DMHDA, airR genes, aiaR genes, swarming motility 
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I. INTRODUCCIÓN 

1.1. Comunicación celular 
El fenómeno de comunicación se ha desarrollado en diversos organismos, 

alcanzando la forma más sofisticada en organismos sociales, particularmente en seres 

humanos. Para que una verdadera comunicación ocurra, se necesitan dos sucesos 

fundamentales. Primero, uno o más individuos deben producir una señal que sea 

percibida por otros (receptores) y segundo, los receptores deben alterar su 

comportamiento en respuesta a la señal (Keller y Surette, 2006). 

Organismos superiores y multicelulares, en los que cada una de las células debe 

cumplir con sus actividades y funcionar como un todo, requiere que las células posean 

un sistema de generación, transmisión, recepción y respuesta de diversas señales que 

las comuniquen e interrelacionen funcionalmente entre sí. Este mecanismo se conoce 

como comunicación celular (Sifri, 2008). 

Hasta hace algunas décadas, se creía que los organismos unicelulares procariotes 

como las bacterias, vivían en forma independiente respondiendo sólo a estímulos físicos 

y químicos de origen ambiental. Hoy se sabe que las bacterias se comunican con otras 

mediante moléculas orgánicas, que actúan de manera similar a como lo hacen las 

hormonas en organismos superiores. La producción y posterior percepción de estas 

moléculas permite a las bacterias comunicarse y coordinar su comportamiento, para así 

funcionar como un microorganismo multicelular (Mukherjee y Bassler, 2019). 

 

1.2. Percepción de quorum 
La percepción de quorum (QS) es un sistema de comunicación célula-célula, que se 

basa en la producción liberación y detección de señales químicas llamadas 

autoinductores (AI), para regular la expresión de genes en respuesta a cambios en la 

densidad de la población bacteriana, originando un comportamiento coordinado colectivo 

de respuesta a las condiciones del medio ambiente (Fuqua et al., 1994; Waters y Bassler, 

2005). Entre las funciones celulares reguladas por estos sistemas se encuentran, la 

bioluminiscencia, síntesis de antibióticos, producción de factores de virulencia, formación 

de biopelículas, motilidad “swarming”, competencia genética y esporulación, entre otros 

(Polkade et al., 2016). Estos comportamientos celulares son improductivos cuando se 
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llevan a cabo por una bacteria, pero se vuelven efectivos por la acción simultánea de 

grupos de células bacterianas (Figura 1) (Bassler, 2002). Los sistemas QS se han 

identificado tanto en bacterias Gram-negativas como Gram-positivas (Hawver et al., 

2016). 

 

 

Figura 1. Percepción de quorum. Regulación de genes dependiente de la densidad celular. Una 

población de microorganismos se acumula sobre una superficie. El aumento en el número de 

células puede deberse al crecimiento o reclutamiento. Los círculos cerrados representan señales 

intercelulares (autoinductores) de percepción de quorum (Modificada de Fuqua et al., 2001). 

 

1.3. Percepción de quorum en bacterias Gram-negativas 
El primer sistema biológico estudiado, regulado por percepción de quorum fue la 

bioluminiscencia en la bacteria Vibrio fischeri (Aliivibrio fischeri), que es un simbionte 

facultativo de peces marinos y calamares (Hastings y Nealson, 1977). El sistema de 

percepción de quorum de esta bacteria es el más sencillo descrito y cuenta con un único 

autoinductor, una acil-homoserina lactona (AHL) (Figura 2) (Fuqua et al., 2001). La 

bacteria habita en los órganos de luz de estos animales marinos y es responsable de la 

producción de luminiscencia, lo cual se cree que ayuda a los animales a escapar de 

depredadores y en la comunicación. Interesantemente, la bioluminiscencia solo se 

presenta cuando existe la interacción simbiótica entre la bacteria y el órgano del pez y no 

cuando está en el estado de vida libre (Hastings y Nealson, 1977). 
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Figura 2. Estructura general de las acil-homoserina lactonas (AHLs), la molécula 

autoinductora característica de bacterias Gram-negativas. Están compuestas por una cadena 

acilo de 4 a 18 átomos de carbono unida por un enlace amida a un anillo de homoserina lactona. 

Además de la longitud, pueden variar en su estructura por el nivel de saturación y por la presencia 

de un grupo ceto o hidroxilo en el carbono 3 de la cadena acilo (Modificada de Fuqua et al., 2001). 

 

 

A nivel molecular, el operón lux es el responsable para la producción de esta 

bioluminiscencia, consiste en ocho genes repartidos en dos operones denominados 

luxICDABEG y luxR, con una región promotora común, transcritos bidireccionalmente 

(Engebrecht et al., 1983; Swartzman, 1990). Consta de seis genes estructurales (luxA-E) 

y (luxG). Los genes, luxA y luxB codifican para las subunidades de la enzima 

heterodimérica luciferasa. Esta enzima cataliza en bacterias, la oxidación por oxígeno 

molecular de un aldehído (RCHO) y un flavin mononuleótido reducido (FMNH2). La 

liberación simultánea de exceso de energía libre, evidente como luz azul-verde resulta 

en el fenotipo asociado con bioluminiscencia en microorganismos (Dunn et al., 1973; 

Hastings y Nealson, 1977; Nealson y Hastings, 1979). Los genes (luxC-E) codifican 

proteínas que forman un complejo multienzimático responsable de la síntesis del sustrato 

(luciferina) utilizado por la luciferasa (Boylan et al., 1985; Boylan et al., 1989), luxG 

codifica una probable flavin reductasa (Zenno y Saigo, 1994), y los dos genes 

Cadena acilo Enlace amida 
Homoserina 

lactona 
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reguladores, luxI y luxR, que codifican para proteínas del mismo nombre, para la 

producción (LuxI) y la percepción (LuxR) de las moléculas señal por los microorganismos 

(Figura 3A) (Fuqua et al., 1994; Miller y Bassler, 2001). 

La regulación de la bioluminiscencia está mediada por el sistema LuxI-LuxR que 

consta de una sintasa (familia LuxI) y de un regulador transcripcional (familia LuxR) 

(Fuqua et al., 1994). Los sistemas QS más estudiados son los regulados por un miembro 

de la familia de las N-acil-homoserina lactonas (AHLs) en bacterias Gram-negativas 

(Swift et al., 1994), dichos compuestos, actúan como una molécula señal difusible, la 

síntesis de la cual, es controlada por miembros de la familia de la sintasa LuxI. La 

regulación de este sistema comienza cuando la proteína LuxI, sintetiza en el citoplasma 

la señal química (autoinductor), una acil-homoserina lactona (AHL) de seis carbonos, la 

N-3-oxo-hexanoil-l-homoserina lactona (3-oxo-C6-AHL), la cual difunde a través de la 

membrana plasmática hacia el medio circundante y, a medida que la molécula señal se 

acumula en el exterior, esta aumenta su concentración, por el incremento en la densidad 

celular bacteriana, lo que lleva a la unión y activación de un miembro de la familia de 

reguladores transcripcionales LuxR (Fuqua et al., 1996). El complejo estable LuxR-AHL 

actúa como factor transcripcional, de manera que se une entonces a secuencias 

reguladoras palindrómicas específicas en la región del promotor, llamadas cajas lux, 

favoreciendo el reclutamiento de la RNA polimerasa, para activar o reprimir la 

transcripción de sus genes blanco en el DNA (Figura 3B) (Fuqua et al., 2001; González 

y Keshavan, 2006; Ng y Bassler, 2009). 

 

1.4. Proteínas reguladoras de la familia LuxI 
Todas las proteínas de la familia LuxI identificadas a la fecha en bacterias Gram-

negativas, se parecen a LuxI de Aliivibrio fischeri, y catalizan la misma reacción de 

síntesis del autoinductor (González y Marketon, 2003). La proteína LuxI es una acil 

sintasa con un tamaño promedio de entre 190 y 219 aminoácidos aproximadamente 

(Rajput y Kumar, 2017), que utiliza como sustrato a la proteína acarreadora de grupos 

acilo para añadir el grupo N-acil a la L-homoserina lactona derivada de la S-

adenosilmetionina para producir AHLs (Hanzelka et al., 1999). 
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Figura 3. Regulación de la bioluminiscencia por percepción de quorum en la bacteria 
Aliivibrio fischeri. A) Cuando la densidad celular es baja, la concentración de la molécula 

autoinductora, producto de la actividad sintasa de LuxI, es baja y los genes estructurales del 

operón lux no son transcritos. B) La existencia de una alta densidad celular supone una mayor 

producción del autoinductor. Cuando la concentración alcanza un umbral, la molécula 

autoinductora se une a su receptor intracelular (LuxR). El receptor activado se une al promotor 

(caja lux) y se activa la transcripción de los genes del operón lux, originándose la producción de 

luz o bioluminiscencia (Modificada de Whitehead et al., 2001). 

A) Baja densidad celular

B) Alta densidad celular
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En otras bacterias, los homólogos a LuxI añaden diferentes grupos N-acil a l-

homoserina lactonas para producir diferentes AHLs (Figura 4) (Fuqua et al., 1994; 

Zavilgelsky y Manukhov, 2001). Esto provee variación y especificidad a la comunicación 

por percepción de quorum, ya que determinadas bacterias solo pueden producir ciertos 

tipos de AHLs (Verbeke et al., 2017; González y Keshavan, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Biosíntesis de autoinductores de AHLs dirigida por LuxI. La familia de proteínas 

LuxI, utiliza a la S-adenosilmetionona (SAM) y a la proteína específica transportadora de grupos 

acilo (acilo-ACP) como sustratos para la biosíntesis del autoinductor. Las proteínas de la familia 

LuxI dirigen la formación de un enlace amida entre la SAM y el residuo acilo de la proteína acilo-

ACP (flecha 1). Posteriormente ocurre una lactonización del ligando intermediario con la 

liberación simultánea de metiltioadenosina (flecha 2). Este paso resulta en la formación de la 

homoserina lactona acetilada (flecha 3). En la figura se muestra la AHL autoinductora de ocho 

carbonos, la N-(3-oxooctanoil)-homoserina lactona, la cual es sinetizada por la proteína homóloga 

TraI de Agrobacterium tumefaciens (Modificada de Miller y Bassler, 2001). 

Autoinductor AHL

acilo-ACP
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1.5. Proteínas reguladoras de la familia LuxR 
Los reguladores transcripcionales de la familia LuxR en bacterias Gram-negativas 

detectan y responden a AHLs, estos presentan un tamaño promedio de entre 200 y 300 

aminoácidos aproximadamente (Rajput y Kumar, 2017; Whitehead et al., 2001) y 

comparten dos regiones estructurales conservadas (González y Marketon, 2003), un 

dominio de unión al autoinductor (ABD) en la región N-terminal (Shadel et al., 1990; Slock 

et al., 1990), y un dominio de unión a DNA con un motivo hélice-giro-hélice (HTH), en la 

región C-terminal (Choi y Greenberg, 1991, 1992; Fuqua et al., 1994). El modelo actual 

muestra que LuxR actúa como una proteína dimérica (De Silva et al., 2007; Kim et al., 

2010). 

La unión de una AHL afín al dominio de unión al autoinductor (ABD) en las proteínas 

LuxR, resulta en un cambio conformacional que modifica su capacidad para unirse al 

DNA en la región del promotor en secuencias conservadas llamadas cajas lux, (Devine, 

et al., 1989; Stevens y Greenberg, 1997), que contienen secuencias invertidas repetidas 

de 18 a 22 pares de base (pb) (Fuqua et al., 1996). La unión de LuxR a la caja lux favorece 

el reclutamiento de la RNA polimerasa, para activar o reprimir la transcripción de sus 

genes blanco en el DNA (Fuqua et al., 2001; González y Keshavan, 2006; Ng y Bassler, 

2009) 

Las proteínas LuxR comparten nueve residuos de aminoácidos altamente 

conservados (Whitehead et al., 2001; Zhang et al., 2002), seis son hidrofóbicos o 

aromáticos y forman parte de la cavidad del dominio de unión al autoinductor y los tres 

residuos restantes están en el dominio de unión a DNA en el motivo hélice-giro-hélice 

(HTH) (Zhang et al., 2002). La familia de proteínas LuxR son una fuente de adaptabilidad 

y flexibilidad en los sistemas de percepción de quorum debido a que pueden responder 

a diferentes tipos de AHLs o de moléculas señal. En particular, la especificidad de la señal 

puede ser alterada por cambios específicos en algunos residuos de aminoácidos de los 

receptores LuxR (Lintz et al., 2011). 

 

1.6. Proteínas reguladoras LuxR solos 
El análisis de diferentes genomas de proteobacteria, ha descubierto la amplia 

presencia de reguladores LuxR que se encuentran sin el homólogo correspondiente LuxI, 
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estos se conocen como LuxR huérfanos o solos (Fuqua, 2006; Case et al., 2008; 

Patankar y González, 2009). Estos reguladores transcripcionales, presentan la misma 

organización de dominios y estructura modular como la de las proteínas canónicas LuxR 

(Bez et al., 2021). Stenotrophomonas maltophilia codifica el regulador transcripcional 

SmoR, un homólogo LuxR no asociado a LuxI que une una molécula de oxo-C8-

homoserina lactona producida por Pseudomonas aeruginosa. SmoR regula la 

transcripción de su operón y promueve la motilidad swarming en S. maltophilia (Martínez 

et al., 2015). 

Las proteínas LuxR solos se han implicado en la señalización inter-reinos, 

respondiendo a las señales producidas por eucariotes (Venturi y Fuqua, 2013; Kan et al., 

2017). Una subfamilia de estas proteínas, se encuentra presente exclusivamente en 

bacterias asociadas a plantas (PAB), y responde a compuestos de bajo peso molecular 

de origen vegetal (González et al., 2013; González y Venturi, 2013; Venturi y Fuqua, 

2013). Estructuralmente, los miembros de esta subfamilia son muy similares a las 

proteínas canónicas LuxR, pero difieren en uno o dos, de los seis residuos de 

aminoácidos aromáticos o hidrofóbicos altamente conservados en el dominio de unión al 

autoinductor, que se han reportado como importantes para la unión de la molécula señal 

(González y Venturi, 2013). Las proteínas LuxR-PAB están presentes en bacterias 

fitopatógenas como XccR de Xanthomonas campestris (Zhang et al., 2007), u OryR de 

Xanthomonas oryzae (Ferluga y Venturi, 2009) y, en bacterias benéficas de plantas, tales 

como, PipR de Pseudomonas sp. GM79 (Coutinho et al., 2018) y PsrR de Kosakonia sp. 

KO348 (Mosquito et al., 2020). 

Otras proteínas LuxR solos, responden a moléculas autoinductoras endógenas, 

diferentes de AHLs, como PluR presente en Photorhabdus luminescens, que responde a 

α-pironas producidas por su síntasa PpyS, mientras que, PauR del patógeno de humanos 

Photorhabdus asymbiotica percibe diacilresorcinoles y ciclohexanedionas producidas por 

la bacteria (Brachmann et al., 2013; Brameyer et al., 2014, 2015). 

Se sugieren dos mecanismos reguladores para la percepción de quorum por proteínas 

LuxR solos. En un caso (Figura 5A), la proteína LuxR solo responde a AHLs que pueden 

ser producidas por un circuito de percepción de quorum (LuxI/LuxR) dentro de la misma 

célula o del exterior, de bacterias a su alrededor, para la regulación transcripcional de sus 



UMSNH  IIQB 

18 
 

genes blanco. En otro caso (Figura 5B), la proteína LuxR solo responde a una señal 

externa, la cual, no necesariamente es una molécula tipo AHL (Hudaiberdiev et al., 2015). 

 

 
Figura 5. Mecanismo regulador por proteínas LuxR solo. A) LuxR solo responde a las señales 

producidas (AHLs) por sintasas LuxI internas o de bacterias vecinas. B) LuxR solo responde a 

una señal externa (Modificada de Hudaiberdiev et al., 2015). 

 

 

Aunque los sistemas LuxI/LuxR están mínimamente presentes en bacterias Gram-

positivas, los genes luxR solos son frecuentemente encontrados en este grupo de 

bacterias (Rajput y Kumar, 2017). 

 

1.7. Percepción de quorum en bacterias Gram-positivas 
Las bacterias Gram-positivas utilizan principalmente oligopéptidos modificados como 

autoinductores para la regulación de genes por QS. Los oligopéptidos no difunden a 

través de la membrana plasmática, por lo que, para su liberación requieren de 

transportadores especializados donde, generalmente, el proceso de transporte está 

asociado a escisiones o modificaciones como la ciclización del péptido (Rutherford y 

Bassler, 2012; Monnet y Gardan, 2015; Hawver et al., 2016; Aframian y Eldar, 2020). 
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1.7.1. Oligopéptidos autoinductores de QS en bacterias Gram-positivas 
Existen cuatro clases de péptidos autoinductores llamados PapR en el género Bacillus 

(Figura 6A), los cuales presentan variaciones principalmente en los primeros y últimos 

residuos de heptapéptidos, dando lugar a la especificidad de los ligandos (Slamti y 

Lereclus, 2002, 2005). Por otro lado, se conocen cuatro diferentes clases de estructuras 

de péptidos autoinductores (AIP) en Staphylococcus aureus. Su longitud varía de entre 7 

aminoácidos (AgrD-III) y ocho aminoácidos (AgrD-I y AgrD-IV), a 9 aminoácidos (AgrD-

II), y contienen un anillo tiolactona de 5 miembros, entre el extremo C-terminal y un 

residuo de cisteina (Cys) conservado (Figura 6B) (Novick, 2003; Thoendel et al., 2011; 

Jarraud et al., 2000). 

 

 
Figura 6. Estructura de oligopéptidos autoinductores en bacterias Gram-positivas. A) 
Pequeños péptidos autoinductores llamados PapR producidos por el género Bacillus. La región 

predicha, fisiológicamente importante de los heptapéptidos, se indica mediante residuos 

adicionales en azul. B) Cuatro variantes de los oligopéptidos AgrD producidos por 

Staphylococcus aureus (Modificada de Hawver et al., 2016). 

 



UMSNH  IIQB 

20 
 

Se producen y detectan oligopéptidos cortos, pero en la mayoría de los casos, la 

molécula señal se sintetiza como un péptido precursor más largo, el cual posteriormente, 

es modificado y liberado por un transportador específico al ambiente extracelular, donde 

la señal se acumula por un incremento en la población bacteriana y entonces son 

detectados por un receptor transmembrana. La detección del autoinductor dispara una 

cascada de señalización, a través de la fosforilación/defosforilación sucesiva de la 

proteína sensora transmembrana (histidina cinasa) y una proteína que actúa como 

regulador transcripcional, de un sistema de dos componentes, que interactúa con el DNA 

regulando la expresión de genes y controlando la respuesta QS (Figura 7A y 7B) (Lyon 

y Novick, 2004; Dufour y Lévesque, 2013; Monnet et al., 2014). 

Algunos ejemplos de sistemas QS en bacterias Gram-positivas que se basan en 

la percepción de oligopéptidos autoinductores son, ComD/ComE de Streptococcus 

pneumoniae que controla el desarrollo de la competencia celular (Pestova et al., 1996). 

ComP/ComA de B. subtilis que participan en la inducción de competencia celular y en el 

desarrollo de los mecanismos para la formación de esporas de resistencia (Magnuson et 

al., 1994), y AgrC/AgrA de S. aureus que controla la patogénesis (Ji et al., 1995). Además, 

el QS controla la producción de factores de virulencia en diferentes patógenos Gram-

positivos de humanos incluyendo, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis y 

Clostridium perfringens (Autret et al., 2003; Podbielski y Kreikemeyer 2004; Ohtani et al., 

2009; Riedel et al., 2009; Thoendel et al., 2011). El sistema mejor estudiado en este grupo 

de patógenos es el Agr de S. aureus, que se ha establecido como el paradigma para la 

comprensión de la traducción de señales en sistemas de percepción de quorum inducidos 

por oligopéptidos (Ng y Bassler, 2009). 

 

1.7.2. Percepción de quorum en Staphylococcus aureus 
S. aureus es un patógeno oportunista que ha desarrollado una compleja red 

regulatoria para controlar su virulencia, por lo que, su capacidad para causar una 

enfermedad depende de la expresión de un conjunto de moléculas, incluidas adhesinas 

de la superficie celular, toxinas y enzimas extracelulares (Jenul y Horswill, 2018). Sus 

principales sitios de colonización son la piel y las mucosas y, aproximadamente el 30%  
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Figura 7. Sistemas principales de percepción de quorum en bacterias Gram-positivas. A) 
Sistema QS de un componente. Los péptidos autoinductores (AIP) son producidos por la sintasa 

AIP y entonces liberados en el ambiente extracelular a través de un transportador, donde se lleva 

a cabo proteólisis de los autoinductores y son entonces transportados de nuevo al citoplasma a 

través de una permeasa. En el citoplasma, los péptidos autoinductores modificados son 

detectados por un receptor de QS que actúa como un regulador transcripcional. B) Sistema QS 

de dos componentes. Los péptidos autoinductores (AIP) son producidos por la sintasa AIP y 

liberados en el ambiente extracelular a través de un transportador, donde estos sufren 

modificaciones post-traduccionales y son entonces detectados por un receptor transmembrana. 

La detección del autoinductor dispara una cascada de fosforilación que controla la respuesta QS 

(Modificada de Hawver et al., 2016). 
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de la población adulta sana está colonizada por S. aureus (Wertheim et al., 2005), y 

aunque es principalmente un microorganismo comensal benigno humano, tiene el 

potencial de causar una amplia variedad de enfermedades, convirtiéndose en patógeno 

mortal al penetrar los tejidos del hospedero (Tenover y Gaynes, 2000). 

La percepción de quorum regula la expresión de genes que codifican los factores de 

virulencia en esta bacteria (Rutherford y Bassler, 2012), la cual presenta una estrategia 

bifásica para causar la enfermedad (Waters y Bassler, 2005). Cuando se encuentra a 

baja densidad celular, la bacteria expresa factores proteicos que le permiten adherirse y 

colonizar superficies, mientras que, a alta densidad celular, la síntesis de estos factores 

se reprime e inicia la producción de toxinas y proteasas que son probablemente 

requeridos para la diseminación (Lyon y Novick, 2004). 

 

1.7.3. El sistema Agr de percepción de quorum en Staphylococcus aureus 
El control en la expresión de genes a diferente densidad celular en S aureus, está 

regulado por un sistema accesorio de dos componentes, Agr (Accesory gene regulator), 

como circuito de QS principal (Waters y Bassler, 2005; Jenul y Horswill, 2018), que la 

bacteria utiliza para adaptarse a las condiciones ambientales cambiantes durante el 

crecimiento y para regular su virulencia (Recsei et al., 1986; Dunman et al., 2001; 

Thoendel et al., 2011). Este sistema Agr esta conservado entre estafilococos (Hawver, 

2016). 

El sistema agr consiste en dos transcritos adyacentes llamados, RNAII y RNAIII, cuya 

expresión es dirigida por los promotores P2 y P3, respectivamente (Peng et al., 1988). El 

RNAII es transcrito de un operón de cuatro genes, agrBDCA, que codifica la maquinaria 

del sistema de percepción de quorum, y el transcrito RNAIII, es el efector principal, que 

regula la expresión de la mayoría de los genes blanco dependientes de agr y también del 

gen de la delta-hemolisina o toxina delta (hld) (Novick et al., 1993). Como se muestra en 

la Figura 8, AgrD es el péptido precursor ribosomal del péptido autoinductor (AIP) (Ji et 

al., 1995), y es proteolíticamente procesado por AgrB, una peptidasa integral de 

membrana (Thoendel y Horswill, 2009; 2013). La escisión de AgrD mediada por AgrB da 

como resultado la formación de un intermediario tiolactona (Thoendel and Horswill, 2009; 

2010; 2013), y a través de un mecanismo que no es claro todavía, esta estructura se 
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transporta a través de la membrana. La peptidasa señal tipo I SpsB, realiza el paso de 

procesamiento final para liberar el péptido autoinductor (AIP) en el ambiente extracelular 

(Kavanaugh et al., 2007). Una vez fuera de la célula, AIP es detectado entonces por AgrC, 

la proteína sensora histidina cinasa unida a la membrana de un sistema de dos 

componentes. La unión de AIP al receptor AgrC conduce a su autofosforilación en un 

residuo de histidina (Lina et al., 1998), y esta señal se transmite a un residuo de aspartato 

en la proteína reguladora de respuesta AgrA (Novick et al., 1995). AgrA fosforilado puede 

entonces unirse a los promotores P2 y P3, para llevar a cabo la expresión del RNAII y 

RNAIII, respectivamente (Figura 8) (Koenig et al., 2004). 

La expresión del RNAIII, que codifica para todos los componentes del sistema agr, 

conduce a un ciclo de retroalimentación positiva. Esta regulación autocatalítica es una 

característica de los sistemas de percepción de quorum y permite que cuando S. aureus 

se encuentra a bajas concentraciones, exprese factores proteicos que le permiten 

adherirse y colonizar superficies, sin embargo, a elevadas concentraciones celulares la 

síntesis de estos factores se reprime y comienza a secretar factores de virulencia, aunque 

el crecimiento disminuya (Novick et al., 1995). 

Por otro lado, se descubrió que AgrA también regula la expresión de los genes de las 

Modulinas Solubles en Fenol (PSMs: Phenol Soluble Modulins), un grupo nuevo de 

toxinas, que han recibido atención considerable en los últimos años por su participación 

en la virulencia de S. aureus (Figura 8) (Wang et al., 2007; Peschel y Otto, 2013; Cheung 

et al., 2014). 
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Figura 8. Organización molecular del sistema agr de percepción de quorum de 
Staphylococcus aureus. La señal del péptido autoinductor (AIP) (en azul) está codificada dentro 

de AgrD, el cual, es procesado y transportado al medio ambiente por AgrB, con la ayuda de la 

peptidasa señal SpsB. Cuando la concentración extracelular del AIP alcanza una concentración 

umbral, la histidina cinasa AgrC detecta la señal, y se autofosforila. Luego, el fosfato se transmite 

a AgrA, que entonces puede unirse a los promotores P2 y P3, permitiendo la transcripción de los 

ARNII y ARNIII, respectivamente. La transcripción de ARNII contiene el operón agrBDCA, que 

codifica la maquinaria primaria de percepción de quorum para la biosíntesis y detección del AIP. 

El RNAIII es la molécula efectora principal del sistema agr y permite la expresión río abajo de sus 

genes blanco. AgrA fosforilado también regula la expresión de los genes de las modulinas 

solubles en fenol (PSMs) (Modificada de Jenul y Horswill, 2018). 
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1.8. Clasificación de los sistemas de percepción de quorum 
Utilizando como base las diferentes moléculas autoinductoras, se puede establecer 

una clasificación de los distintos sistemas bacterianos de percepción de quorum. Esta 

clasificación tiene en cuenta tanto la composición química, como el número y las posibles 

interacciones que se establezcan entre las distintas moléculas autoinductoras (Waters y 

Bassler, 2005; Díaz y de la Sen, 2010; Hawver, 2016). 

Así, esta clasificación permite diferenciar entre sistemas sencillos, regulados por una 

única molécula autoinductora y sistemas complejos donde existe más de un autoinductor, 

con una composición química que puede ser heterogénea (Figura 9). De la misma forma, 

los autoinductores de los sistemas complejos pueden tener efectos sinérgicos o 

antagónicos sobre la ruta que regulan (Waters y Bassler, 2005; Marquina y Santos, 2010; 

Hawver, 2016). 

 

1.8.1. Sistemas de percepción de quorum con un autoinductor 
Son los sistemas más sencillos y los primeros que se empezaron a estudiar. Dentro 

de estos, los más representativos son los modelos descritos para la bacteria-Gram 

negativa, Aliivibrio fischeri y para la bacteria Gram-positiva, Staphylococcus aureus (Díaz 

y de la Sen, 2010). 

 

1.8.2. Sistemas de percepción de quorum con dos o más autoinductores 
En general, los sistemas bacterianos regulados por QS son mucho más complejos 

que los anteriormente descritos, y tienen dos o más moléculas autoinductoras. Así, dentro 

de estos sistemas podemos encontrar dos tipos, en función de la forma en que actúan 

los autoinductores: sistemas cooperativos y sistemas competitivos. Dentro de los 

sistemas cooperativos se encuentran los circuitos en paralelo, son aquellos en los 

que las moléculas autoinductoras se producen a la vez y tienen un efecto positivo 

sinérgico sobre el sistema que regulan (Figura 9). Ejemplo de estos, es el del sistema 

que regula la bioluminiscencia en V. harveyi (Díaz y de la Sen, 2010). 

Mientras que, los circuitos en serie son aquellos en los que las moléculas 

autoinductoras se producen secuencialmente ejerciendo un efecto beneficioso sobre el 
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sistema que regulan. Un ejemplo es el de la regulación de la inducción de la 

patogenicidad en P. aeruginosa (Díaz y de la Sen, 2010). 

Los sistemas competitivos o jerárquicos, son aquellos en los que la acción de las 

moléculas autoinductoras tiene efectos antagónicos sobre el proceso en el que actúan. 

Generalmente, estos sistemas regulan rutas alternativas en los microorganismos, es 

decir, el desarrollo de una vía implica la inhibición de la otra (Figura 9). Es el caso de la 

regulación del ciclo de esporulación/competencia celular en B. subtilis (Díaz y de la Sen, 

2010). 

 

 

 

 
Figura 9. Clasificación de los sistemas de percepción de quorum. En los sistemas con un 

autoinductor, un solo receptor controla la respuesta completa de QS. En un circuito paralelo, la 

información contenida en múltiples autoinductores se integra junta para controlar la respuesta 

QS. En un sistema jerárquico, varios receptores de QS están conectados en una cascada de 

señalización en la cual, la actividad de un receptor río abajo es controlada por un receptor río 

arriba. Las flechas y las barras-T, denotan patrones hipotéticos de activación y represión, 

respectivamente (Modificada de Hawver, 2016). 
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1.9. Compuestos orgánicos volátiles (COVs) 
Se ha reportado que muchos metabolitos secundarios están involucrados en 

interacciones microbianas. Un grupo de metabolitos secundarios producidos por 

microorganismos del suelo y asociados a plantas, son los compuestos orgánicos volátiles 

o VOCs (Volatile Organic Compounds). Son típicamente compuestos que contienen 

carbono, poseen baja masa molecular (<300 Da), alta presión de vapor, bajo punto de 

ebullición y una fracción lipofílica (Schulz-Bohm et al., 2017). Estas propiedades facilitan 

la evaporación y la difusión a temperatura ambiente de los COVs, a través de los poros 

con gas y agua del suelo y ambientes rizosféricos (Vespermann et al., 2007; Insam y 

Seewald, 2010; Effmert et al., 2012). 

Los compuestos orgánicos volátiles microbianos (COVm) pertenecen a diferentes 

clases químicas, incluidos alquenos, alcoholes, cetonas, bencenoides, pirazinas, sulfuros 

y terpenos (Schulz y Dickschat, 2007; Lemfack et al., 2014, 2017; Kanchiswamy et al., 

2015; Schmidt et al., 2015). La producción de estos volátiles en suelo está influenciada 

por varios factores, incluyendo la etapa de crecimiento de los microorganismos, la 

disponibilidad de nutrientes, la temperatura, la disponibilidad de oxígeno, el pH y el 

contenido de humedad en el suelo (Wheatley, 2002; Insam y Seewald, 2010). Estudios 

recientes han reportado que la producción de ciertos COVm pueden ser inducidos o 

suprimidos durante interacciones microbianas inter-específicas (Garbeva et al., 2014a; 

Schulz-Bohm et al., 2015; Tyc et al., 2015; Piechulla et al., 2017). 

Las funciones ecológicas de los volátiles bacterianos no son comprendidas en detalle, 

pero se han sugerido diversas funciones como comunicación, defensa y la promoción del 

crecimiento de las plantas (Kai et al., 2009). 

Dentro de estos, los compuestos orgánicos volátiles producidos por bacterias, pueden 

actuar como moléculas señal, participando en procesos que son frecuentemente 

regulados por QS (Schulz-Bohm et al., 2017; Xie et al., 2018). La resistencia a 

antibióticos, virulencia y motilidad son ejemplos de comportamientos regulados por VOCs 

bacterianos. El mecanismo involucrado en la comunicación mediada por VOCs y la 

regulación de estos comportamientos son en gran parte desconocidos (Kim et al., 2013; 

Enkataraman et al., 2014; Mansurova et al., 2018). La participación de reguladores 

transcripcionales LuxR no está descartada. 
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II. ANTECEDENTES 

Arthrobacter sp. UMCV2, es una Actinobacteria y, por lo tanto, un organismo Gram-

positivo, el cual fue aislado de la rizósfera de maíz (Zea mays L.) (Valencia-Cantero et 

al., 2007). Esta cepa de Arthrobacter promueve el crecimiento vegetal a través de la 

emisión de compuestos orgánicos volátiles (COVs), predominantemente N, N-

dimetilhexadecilamina (DMHDA) (Velázquez-Becerra et al., 2011). La DMHDA emitida 

por Arthrobacter sp. UMCV2, se acumula en el medio extracelular y modula su propio 

crecimiento y motilidad en enjambre o swarming (tipo de desplazamiento coordinado 

bacteriano sobre una superficie semi-sólida, impulsado por flagelo), así como el de otras 

bacterias (Velázquez-Becerra et al., 2013; Martínez-Cámara et al., 2020) 

Martínez-Cámara et al., en el 2020 estudió el efecto del compuesto orgánico volátil 

DMHDA producido por la Actinobacteria, sobre su propio crecimiento, encontrando que 

el compuesto afectó de una manera dependiente de la concentración el crecimiento de 

UMCV2, que va desde la estimulación a bajas concentraciones (1.5 µM) hasta casi la 

total inhibición del 92 y 99 % a altas concentraciones (6 y 12 µM), donde aún, una 

considerable proporción de células permanecieron viables (40%) (Figura 10 A y B). El 

ensayo para determinar la viabilidad celular se basa en la reducción metabólica del 

compuesto MTT (sal de tetrazolio) para formar el compuesto formazán, por la enzima 

succinato deshidrogenasa de cadena respiratoria, midiendo la absorbencia a 570 nm. La 

cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad del compuesto reducido (Vázquez-

Rivera et al., 2015). 

El genoma de Arthrobacter se ha secuenciado y muestra la presencia de genes con 

secuencias homólogas a genes luxR solos, que podrían codificar para probables 

moduladores de la respuesta de la bacteria a moléculas de QS para su adaptación al 

medio ambiente. 
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Figura 10. Efecto de la dimetilhexadecilamina (DMHDA) sobre el crecimiento y viabilidad celular de Arthrobacter sp. UMCV2. 
A Placas de Agar Nutritivo se prepararon con concentraciones crecientes de DMHDA y se inocularon con la bacteria. Después de 72 

h de cultivo, la bacteria se colectó cuidadosamente, se diluyó en 5 ml de agua desionizada y se determinó la absorbencia a 595 nm. 

B Las bacterias fueron cultivadas por 72 h en caldo nutritivo preparado con las mismas concentraciones de DMHDA. Las células fueron 

entonces colectadas y se determinó la viabilidad usando el método de MTT. Barras y las barras de error representan la media ± y 

valores de error estándar, respectivamente, para tres réplicas biológicas. Las letras indican las medias que difieren significativamente, 

siguiendo una prueba de rango múltiple de Duncan (p< 0.05). 
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III. JUSTIFICACIÓN 

 La percepción de quorum (QS) es un mecanismo de regulación genética, 

dependiente de la densidad celular para la comunicación célula-célula en bacterias. Los 

reguladores transcripcionales LuxR solos, (que no están asociados a un homólogo LuxI) 

son moléculas clave de señalización química para la comunicación intercelular. 

Arthrobacter sp. UMCV2 es una Actinobacteria rizosférica, promotora del crecimiento 

vegetal, cuyo genoma se ha secuenciado y muestra la presencia de secuencias 

homólogas a genes luxR solos. Analizar el funcionamiento de los genes de tipo luxR de 

Arthrobacter sp. UMCV2, permitirá también mejorar el entendimiento de las capacidades 

de las actinobacterias rizosféricas para percibir y responder a moléculas de comunicación 

célula-célula como mecanismos de adaptación a su medio ambiente. 
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IV. HIPÓTESIS 

 Arthrobacter sp. UMCV2 posee un sistema de reguladores transcripcionales 

relacionados a LuxR solos que son inducidos por su compuesto N, N-

dimetilhexadecilamina (DMHDA). 
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V. OBJETIVOS 
 

OBJETIVO GENERAL 

 Caracterizar la funcionalidad del sistema de reguladores transcripcionales LuxR 

solos de Arthrobacter sp. UMCV2 como moduladores de la respuesta de la bacteria a su 

compuesto N, N-dimetilhexadecilamina (DMHDA). 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1.- Identificar, analizar y clasificar los genes luxR solos presentes en el genoma de 

Arthrobacter sp. UMCV2. 

 

2.- Demostrar la expresión de los genes relacionados a luxR solos de Arthrobacter sp. 

UMCV2 en presencia de su compuesto DMHDA. 

 

3.- Determinar la capacidad de los reguladores transcripcionales LuxR solos de 

Arthrobacter sp. UMCV2 para modular la respuesta a quorum de la bacteria. 
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VI. RESULTADOS 

 Los resultados obtenidos durante el presente trabajo se encuentran divididos en 

dos capítulos. 

 El capítulo 1 corresponde a un artículo publicado recientemente en la revista 

Frontiers in Microbiology, (https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.1040932), titulado 

“Comparative genomic and functional analysis of Arthrobacter sp. UMCV2 reveals the 

presence of luxR-related genes inducible by the biocompound N, N-

dimethylhexadecilamine”, donde participo como primer autor. En este estudio, se realizó 

un análisis bioinformático del genoma de Arthrobacter, y se identificaron 16 genes 

relacionados a luxR, pero no se descubrieron homólogos luxI. Once de estas secuencias 

poseen dominios de unión a DNA característicos de reguladores transcripcionales LuxR, 

y fueron designados como reguladores relacionados con autoinductores (AirR). Cuatro 

secuencias poseían dominios análogos LuxR y fueron designados como reguladores 

análogos con autoinductores (AiaR). Cuando la motilidad swarming fue inducida con 

DMHDA, ocho genes airR y dos genes aiaR incrementaron su expresión, indicando que 

los genes relacionados con luxR de Arthrobacter sp. UMCV2, son inducidos por la acción 

del biocompuesto bacteriano DMHDA cuando se produce el comportamiento QS. 

 En el capítulo 2, se presenta el trabajo inicial realizado para la obtención de la 

transformación genética por el método de electroporación de Arthrobacter sp. UMCV2 

utilizando los plásmidos pART2 y pART3, por ser un requisito previo para la realización 

de estudios genéticos, como es la generación de cepas mutantes que permitirán 

determinar la regulación de los genes relacionados a luxR solos, para modular la 

respuesta a quorum de la bacteria. 
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Capítulo 1. 
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Capítulo 2 

 

Transformación genética por electroporación de Arthrobacter sp. UMCV2 con los 

vectores pART2 y pART3 

 

Martha Patricia Chávez-Moctezuma1, Gustavo Santoyo2, Eduardo Valencia-Cantero3 

 
1,2,3Instituto de Investigaciones Químico Biológicas, Universidad Michoacana de San 

Nicolás de Hidalgo, Morelia, Michoacán, México 
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RESUMEN 

El género Arthrobacter comprende un grupo de bacterias Gram-positivas que es 

conocido por su capacidad para biodegradar compuestos orgánicos naturales y 

artificiales en el ambiente, además de producir enzimas importantes para la industria. La 

cepa Arthrobacter sp. UMCV2, es una rizobacteria, promotora del crecimiento vegetal a 

través de la emisión del compuesto orgánico volátil N, N-dimetilhexadecilamina 

(DMHDA), cuyo genoma se ha secuenciado y muestra la presencia de genes con 

secuencias homólogas a genes luxR solos, que podrían codificar para probables 

moduladores de la respuesta de la bacteria a moléculas de percepción de quorum para 

su adaptación al medio ambiente. Estos genes se han designado como auto-inducer-

related Regulator (airR), e inducen motilidad swarming y la expresión de dichos genes, 

cuando la cepa es expuesta al compuesto DMHDA, producido por la propia bacteria. Sin 

embargo, debido a la escasez de herramientas para la manipulación genética de 

Arthrobacter, solo pocas especies se han investigado a nivel molecular. En este estudio, 

se establecieron las condiciones para la transformación genética por electroporación de 

Arthrobacter sp. UMCV2, haciendo modificaciones al procedimiento, como la adición de 

penicilina a las células durante la fase temprana de crecimiento, además de adicionar 

sorbitol 0.5 M en la solución de glicerol al 10% para la preparación de las células 

competentes, y en el medio de recuperación de las células, incubando durante 8 h. La 

tasa de transformación varió dependiendo de los parámetros eléctricos y de la 

concentración de DNA. Usando estas condiciones de electroporación se alcanzó una 

eficiencia de 2.8 x 104 transformantes/µg del plásmido pART2 y 1.5 x 104 transformantes 

/µg del plásmido pART3. Este constituye el primer reporte sobre la transformación 

genética por electroporación de la cepa Arthrobacter sp. UMCV2 

 

Palabras Clave: Arthrobacter, transformación genética, plásmidos pART2 y pART3 
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ABSTRACT 

The Arthrobacter genus encompasses a group of Gram-positive bacteria known for 

their ability to biodegrade natural and artificial organic compounds in the environment and 

to produce important enzymes used in the industry. The Arthrobacter sp. UMCV2 strain 

is a rhizobacteria that promotes plant growth through the emission of the volatile organic 

compound N, N-dimethylhexadecylamine (DMHDA), whose genome has been 

sequenced and shows the presence of genes with sequences homologous to luxR solos 

genes. Such genes could codify for probable modulators of the bacterium's response to 

quorum sensing molecules, fostering its environmental adaptation. These genes have 

been designated as auto-inducer-related Regulators (airR) as, when the strain is exposed 

to the self-produced DMHDA compound, they induce swarming motility and their own self-

expression. However, due to the scarcity of tools for the genetic manipulation of 

Arthrobacter, only a few species have been investigated at the molecular level. This study 

establishes the requirements for the genetic transformation by electroporation of 

Arthrobacter sp. UMCV2. Our proposed modifications to the standard procedure include: 

the addition of penicillin to the cells during the early growth phase, the addition of sorbitol 

0.5 M in the 10% glycerol preparation solution for the competent cells, as well as its 

addition to the cell recovery medium, with an 8 h incubation time. The transformation rate 

also varied depending on the electrical parameters and the DNA concentration. Using 

these electroporation conditions, we achieved an efficiency of 2.8 x 104 transformants/µg 

for the pART2 plasmid and 1.5 x 104 transformants/µg for the pART3 plasmid. This is the 

first report on the genetic transformation by electroporation of the Arthrobacter sp. UMCV2 

strain. 

 

Keywords: Arthrobacter, genetic transformation, pART2 and pART3 plasmids 
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I. INTRODUCCIÓN 

Los miembros del género Arthrobacter son bacterias Gram-positivas, con forma de 

bastón en su fase exponencial de crecimiento y forma de coco en su fase estacionaria; 

son capaces de crecer tanto en condiciones aerobias como anaerobias y pertenecen al 

Phylum Actinobacteria. Diferentes especies de Arthrobacter producen enzimas 

importantes para la industria y para la estimulación del crecimiento vegetal, denotando 

su importancia para la agricultura y la biotecnología (Singh et al., 2016). Por ejemplo, 

Arthrobacter sp. CGMCC 3584 es capaz de producir altos rendimientos de adenosín 

monofosfato cíclico, por lo que esta cepa es utilizada a nivel industrial para la producción 

de AMPc. (Niu, et al., 2020). 

En plantas que crecen en suelos salinos, en sequía, contaminados y con bajo 

contenido de nutrientes, especies de Arthrobacter ejercen efectos benéficos al proteger 

del estrés abiótico y mejorar la nutrición, la salud y el rendimiento de estas (Krishnan et 

al., 2016). Por ejemplo, se ha evaluado la tolerancia a la salinidad en plantas de guisantes 

mediante la reducción de los niveles de etileno a través de la inoculación de cepas de 

Arthrobacter protophormiae; estas bacterias también promueven el crecimiento de las 

plantas mejorando su colonización por otras bacterias benéficas como Rhizobium 

leguminosarum, la colonización tripartita actúa sinérgicamente para inducir un 

mecanismo contra el estrés salino (Barnawal et al., 2014). 

Este grupo de bacterias es conocido también por su capacidad para degradar 

compuestos orgánicos naturales y artificiales en el ambiente. Miembros del género 

existen ubicuamente tanto en suelos comunes como en ambientes extremos, incluyendo 

hielo marino antártico, áreas contaminadas con metales, sitios contaminados con 

productos químicos y entornos radiactivos (Mongodin et al., 2006; Nordin et al., 2005; 

Fredrickson et al., 2004; Strong et al., 2002; Fong et al., 2001). 

La prevalencia ambiental de Arthrobacter y sus potenciales aplicaciones industriales 

resultan de interés para el diseño de métodos de manipulación genética y mejora de estas 

cepas (Zhang et al., 2011). 

La transformación genética de microorganismos en el laboratorio, es una técnica 

rutinaria de enorme utilidad para estudios de genética básica y aplicada. La 

electroporación, en la cual un pulso de alta intensidad produce poros transitorios en la 
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membrana celular y, por lo tanto, facilita la captación de ADN exógeno, es un rápido y 

ampliamente utilizado método de transformación (Zhang et al., 2011). A la fecha, existen 

solo pocos reportes de electroporación de cepas de Arthrobacter. Morikawa (1994), 

reportó el primer ejemplo de transformación genética por electroporación de la cepa de 

Arthrobacter sp. MIS38, con una eficiencia de transformación de 3.0 x 105 

transformantes/µg de DNA de plásmido, el cual ha servido como punto de partida para 

realizar trabajos subsecuentes de ingeniería genética en esta actinobacteria. A partir de 

este primer reporte, se han descrito varios métodos para introducir ADN en esta bacteria, 

estos incluyen el método de electroporación para Arthrobacter sp. A3, optimizando la 

concentración de DNA, el tiempo de recuperación de las células y los parámetros 

eléctricos, entre otros factores, con lo que se alcanzó una eficiencia de 6.8 x 107 

transformantes/µg de DNA de plásmido, además se incluyó a A. globiformis, A. 

nicotinovorans, A. aurescens y A. crystallopojetes (Zhang et al., 2011). También se ha 

reportado la transformación por electroporación para Arthrobacter simplex CPCC 140451, 

con resultado de 3.76 x 104 transformantes/µg de DNA, examinando factores que afectan 

la eficiencia de transformación como, la fase celular de crecimiento del microorganismo, 

condiciones de tratamiento con compuestos debilitadores de la pared celular, cantidad 

de DNA de plásmido, entre los parámetros principales de electroporación (Luo, et al., 

2018), pero ninguna de estas cepas en el clado al que pertenece Arthrobacter sp. 

UMCV2. 

Las bacterias se comunican entre sí para su adaptación y sobrevivencia en el medio 

ambiente (Mukherjee y Bassler, 2019). El sistema representativo de comunicación 

bacteriana es la percepción de quorum (QS), que se basa en la producción de moléculas 

que actúan como señales químicas llamadas autoinductores, para regular la expresión 

de genes en respuesta a cambios en la densidad de la población bacteriana (Fuqua et 

al., 1994). El sistema canónico luxI-luxR es típicamente el componente central de QS en 

bacterias Gram-negativas (Whiteley et al., 2017), pero raramente está presente en 

bacterias Gram-positivas, los reguladores transcripcionales LuxR solo (que no están 

asociados a un homólogo LuxI), son moléculas clave para la comunicación intercelular, 

que pueden permitir a estas bacterias percibir señales químicas (Rajput y Kumar, 2017). 
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Arthrobacter sp. UMCV2 es una actinobacteria (Gram-positiva), aislada de la rizósfera 

de plantas de maíz (Valencia-Cantero et al., 2007), cuyo genoma se ha secuenciado y 

muestra la presencia de genes con secuencias homólogas a genes luxR, que podrían 

codificar para probables moduladores de la respuesta de la bacteria a moléculas de QS 

para su adaptación al medio ambiente. Esta cepa de Arthrobacter promueve el 

crecimiento vegetal a través de la emisión de compuestos orgánicos volátiles (COVs), 

principalmente N, N-dimetilhexadecilamina (DMHDA) (Velázquez-Becerra et al., 2011). 

La DMHDA emitida por Arthrobacter sp. UMCV2 se acumula en el medio extracelular y 

modula el crecimiento y motilidad swarming de Arthrobacter sp. UMCV2 y otras bacterias 

(Velázquez-Becerra et al., 2013; Martínez-Cámara et al., 2020). 

El presente estudio tiene como objetivo la transformación genética de Arthrobacter sp. 

UMCV2 por ser un requisito previo para la obtención de cepas mutantes en los genes 

relacionados a luxR solos, que han sido designados como auto-inducer-related Regulator 

(airR), e inducen motilidad swarming y la expresión de dichos genes, cuando la cepa es 

expuesta al compuesto DMHDA, producido por la propia bacteria, para determinar la 

capacidad de los reguladores transcripcionales AirR para modular la respuesta a quorum 

de la bacteria. La manipulación genética de esta ha resultado compleja, debido a que un 

protocolo adecuado de transformación para Arthrobacter sp. UMCV2 no se había 

reportado. 
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Reactivos y medios de cultivo 
Los medios de cultivo utilizados o sus componentes se adquirieron de los laboratorios 

Bioxon de México S.A., o Sigma Chemical Corporation, estos fueron: 

Caldo nutritivo (CN): Peptona de caseína 5.0 g, extracto de carne 3.0 g y agua 

destilada cbp 1 L. Se utilizó para el crecimiento de bacterias. 

Agar nutritivo (AN): La misma preparación del caldo y se le agregaron 15 g/L de agar 

bacteriológico. Se utilizó para el crecimiento de Arthrobacter sp. UMCV2 y Escherichia 

coli JM101. 

Caldo Luria Bertani (CL): NaCl 1%, peptona de caseína 1% y extracto de levadura 

0.5%. Se empleó para crecimiento de bacterias para el aislamiento de DNA. 

Agar Luria Bertani (AL): Al caldo Luria se le agregó 1.5% de agar bacteriológico. Se 

utilizó para crecer las bacterias luego de la transformación y para la resiembra de las 

mismas. 

A los medios de cultivo se agregó el antibiótico Kanamicina (Km) para la selección 

de bacterias que portaran los plásmidos recombinantes, a concentración final de 140 

µg/mL en el caso de Arthrobacter sp. UMCV2 y 20 µg/mL para E. coli JM101. 

 

2.2. Cepas empleadas 
Arthrobacter sp. UMCV2 (Valencia-Cantero et al., 2007), dicha cepa se depositó en 

la Colección de Microorganismos del Centro Nacional de Recursos Genéticos (Boulevard 

de la Biodiversidad 400, Rancho las Cruces, 47600 Tepatitlán de Morelos, Jalisco, 

México), y fue cultivada rutinariamente a 22 °C. 

E. coli JM101 (Yanisch-Perron et al., 1985). Cepa que se empleó como control 

positivo de transformación y para la preparación de plásmidos. Fue cultivada 

rutinariamente a 37 °C. 

 

2.3. Vectores 
Los vectores pART2 y pART3, utilizados en este estudio, fueron amablemente 

proporcionados por el D.C. Marius Mihasan (Universidad Alexandru Ioan Cuza, Iaşi, 
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Rumania). pART2 es un vector para expresión constitutiva de genes, mientras que, 

pART3 además contiene el gen hnoR y es un vector para expresión inducible de genes. 

Estos tienen un tamaño de 4.6 y 5.4 Kb, respectivamente, y contienen un gen de 

resistencia a kanamicina y orígenes de replicación para Corynebacterium glutamicum 

(para la actinobacteria) (pCG100) y E. coli (ColE1) (Figura 1) (Sandu et al., 2005). 

 

 

Figura 1. Mapas de DNA de los plásmidos pART2 y pART3. Las características de los 

plásmidos son las siguientes: pCG100 y ColE1, orígenes de replicación; Kanr, gen de resistencia 

a kanamicina: P, promotor/operador; MCS, sitio de clonación múltiple; His8, secuencia que 

codifica una etiqueta de ocho histidinas; y tamaño del plásmido en pares de bases (pb). Se 

presentan los sitios de restricción importantes, incluidos los sitios de restricción únicos y su 

localización. pART3, además contiene el gen represor hdnO de (hnoR). La secuencia inferior 

muestra las características siguientes: rbs, sitio de unión al ribosoma; ATG, codón de inicio de la 

traducción; MCS con nueve sitios de restricción única; secuencia codificante para la etiqueta His8; 

y TAA, codón de paro de la traducción (Modificada de Sandu et al., 2005). 

 

2.4. Análisis de plásmidos 

2.4.1. Aislamiento de DNA plasmídico 
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El aislamiento del DNA plasmídico se realizó mediante el método de lisis alcalina 

(adaptado Birmboin y Doly, 1979), con base al protocolo siguiente: 

Se creció un cultivo bacteriano en CL durante 18 h con agitación constante a 220 rpm, 

se distribuyó en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se centrifugó durante 2 min a 12,000 rpm 

a temperatura ambiente. Enseguida se decantó el sobrenadante y se resuspendió la 

pastilla en 100 µL de solución STE (Sacarosa 50 mM; Tris-HCl 25 mM, pH 8.0 y EDTA 

10 mM, pH 8.0). Inmediatamente se le adicionaron 20 µL de una solución de lisozima (20 

mg/mL), se mezcló ligeramente y se incubó a 37 °C durante 5 min. Posteriormente se le 

agregaron 300 µL de la solución de lisis recién preparada con hidróxido de sodio (NaOH) 

0.2 N y dodecil sulfato de sodio (SDS) 1%, se agitó suavemente y se colocó en hielo 

durante 5 min. Luego se adicionaron 200 µL de una solución de acetato de potasio 5 M, 

ajustada a pH 4.8 con ácido acético glacial, se mezcló ligeramente y se colocó en hielo 

durante 10 min. Se centrifugó durante 5 min a 12,000 rpm a temperatura ambiente. 

Posteriormente con un palillo estéril se retiraron los restos celulares. Al sobrenadante se 

le adicionaron 500 µL de una mezcla de fenol/cloroformo (1:1), se mezcló 

moderadamente y se centrifugó durante 10 min a 12,000 rpm. Se recuperó la fase acuosa 

superior a la que se le adicionó 1 mL de etanol absoluto frío y se mantuvo durante 20 min 

a -80 °C. Se centrifugó durante 15 min a 12,000 rpm. Se desecho el sobrenadante y el 

sedimento se lavó dos veces con 500 µL de etanol al 70%, centrifugando durante 1 min 

entre cada lavado. Se secó la pastilla a 65 °C y se resuspendió en 50 µL de agua 

desionizada estéril. Se agregó 1 µL de RNAsa (Invitrogen) y se incubó a temperatura 

ambiente durante 15 min. Las muestras obtenidas se almacenaron a -20 °C o fueron 

sometidas a corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1% (peso/volumen). 

 

2.4.2. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) en colonia 
Se amplificó por PCR el gen de resistencia kanamicina de los plásmidos pART2 y 

pART3, utilizando los oligonucleótidos directo 5´-ATGAGCCATATTCAACGGGAAACG-

3´ y reverso 5´-TTAGAAAAACTCATCGAGCATC -3´, respectivamente, para originar un 

producto de amplificación de 816 pb (Zhang et al., 2011). Se tomó una sola colonia 

crecida sobre una placa de AL con Km, se resuspendió en 50 µL de agua desionizada 

estéril y se hirvió por 15 min. Un microlitro de esta muestra se utilizó como DNA molde 
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para una reacción de PCR. Alícuotas de 5 µL de los productos de PCR se sometieron a 

corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1% (peso/volumen). El DNA de los 

plásmidos pART2 y pART3 y el de Arthrobacter sp. UMCV2, se emplearon como los 

controles positivo y negativo, respectivamente. 

 

2.5. Electroforesis en geles de agarosa 
La separación del DNA plamídico y de los productos de PCR se realizó en geles de 

agarosa (Sigma) al 1% (p/v), empleando como amortiguador TAE (Tris-acetato 0.04 M y 

EDTA 1 mM). El gel se depositó en una cámara de electroforesis horizontal, que contenía 

el mismo amortiguador. Una muestra de 4 µL de DNA plasmídico se mezcló con 2 µL de 

amortiguador de carga (Promega), [Blue/Orange Loading Dye, 6X, conteniendo naranja 

G 0.4%, azul de bromofenol 0.03%, xileno cianol FF 0.03%, Ficol® 400 al 15%, Tris-HCl 

(pH 7.5) 10 mM y EDTA (pH 8.0) 50 mM] y se colocaron en los orificios del gel. La cámara 

se sometió a un voltaje constante de 95 voltios por un periodo de 45 min. Posteriormente 

las bandas teñidas con Bromuro de etidio (añadido previamente a la agarosa, a 

concentración de 1 µg/mL) se observaron en un transiluminador de luz UV de onda corta 

(BioRad). Como marcador de tamaño molecular se utilizó el marcador de 1Kb (Promega). 

 

2.6. Restricción con endonucleasas 
El DNA de los plásmidos se digirió utilizando una unidad de endonucleasa de 

restricción (Promega) por cada µg de DNA y se incubó a 37 °C durante toda la noche. 

Posteriormente se realizó el corrimiento electroforético de las mezclas de restricción en 

geles de agarosa al 1% para determinar el tamaño de los plásmidos. 

 

2.7. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
El procedimiento de amplificación del gen de Kanamicina de los plásmidos se llevó a 

cabo utilizando 1 µL de DNA, 7.5 µL de mezcla de reacción Go Taq® G2 Green Master 

MIx (Promega), que contiene la enzima Taq polimerasa suministrada en amortiguador 2X 

(pH 8.5), dNTPs 400 µM y MgCl2 3 mM, 1 µL de cada oligonucleótido en sentido y reverso 

y H2O libre de nucleasas para un volumen final de 15 µL. 
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2.8. Transformación por electroporación 

2.8.1. Preparación de células electrocompetentes de E. coli JM101 
Para la preparación de las células electrocompetentes a emplear, se realizó el 

protocolo siguiente: un inóculo del 0.1% de un pre-cultivo en fase estacionaria de E. coli 

crecido en CL fue inoculado en medio fresco y cultivado a 37 °C con agitación constante, 

hasta obtener una absorbencia de 0.6 a 590 nm. Posteriormente, el cultivo fue 

rápidamente colocado en baño de hielo-agua durante 20 min y las células fueron 

cosechadas por centrifugación a 6,000 rpm por 10 min a 4 °C. Seguido de tres lavados 

con glicerol al 10% frío, y concentrando las células 100 veces en el último lavado. 

Finalmente, la suspensión celular se distribuyó en alícuotas de 100 µL y fueron 

almacenadas a -80 °C. 

 

2.8.2. Preparación de células electrocompetentes de Arthrobacter sp. UMCV2 
Se prepararon células electrocompetentes siguiendo el protocolo descrito por Zhang 

et al., (2011) con algunas modificaciones. Un inoculo del 1% de un pre-cultivo en fase 

estacionaria de Arthrobacter sp. UMCV2 en CN, fue inoculado en medio fresco y cultivado 

a 22 °C, con agitación constante. Cuando la densidad óptica (D.O.) alcanzó entre 0.3-0.5 

a 600 nm, se añadió penicilina G a una concentración final de 30 µg/mL y se continuó el 

cultivo durante una hora adicional. Después, el cultivo fue rápidamente colocado en baño 

de hielo-agua por al menos 10 min y las células fueron cosechadas por centrifugación a 

5,000 rpm, por 15 min a 4 °C. Seguido de tres lavados en buffer de electroporación 

(glicerol al 10% adicionado con 0.5 M de sorbitol) frío, y concentrando las células 100 

veces en el último lavado. Finalmente, la suspensión celular se distribuyó en alícuotas de 

50 µL y fueron almacenadas a -80 °C. 

 

2.8.3. Transformación por electroporación de E. coli JM 101 
La transformación con DNA de plásmido se realizó mediante el método de 

electroporación, que se describe a continuación: se descongelaron las células 

electrocompetentes en hielo, se mezclaron 100 µL de las células con 100 ng de DNA de 

los plásmidos pART2 y pART3, respectivamente, y cada una de estas mezclas se 

transfirió a una celda de electroporación (0.1 cm, Eppendorf) fría. Se ajustó el micropulso 
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a 18 kV/cm, la celda se colocó en la cámara deslizable de un electroporador Eppendorf 

y se dio un pulso de 4-5 milisegundos. Inmediatamente después del pulso eléctrico, cada 

suspensión de células fue transferida a un tubo Eppendorf con 800 µL de CL y se incubó 

a 37 °C por 1 h con agitación constante a 120 rpm. Para la selección de las células 

transformantes, se tomaron 100 µL de cada una de las mezclas previamente 

concentradas por centrifugación a 12,000 rpm y se distribuyeron en cajas de AL con 

Kanamicina. 

 

2.8.4. Transformación por electroporación de Arthrobacter sp. UMCV2 
El protocolo de electroporación que se utilizó fue el siguiente: después de 

descongelar las células electrocompetentes en hielo, se mezclaron 50 µL de las células 

con 100 ng de DNA de los plásmidos pART2 y pART3, respectivamente, y cada una de 

estas mezclas se transfirió a una celda de electroporación (0.1 cm, Eppendorf) fría, a la 

que se dio un solo pulso de 4-5 milisegundos utilizando un electroporador Eppendorf, 

ajustado a 15 kV/cm. Inmediatamente después del pulso eléctrico, cada suspensión de 

células fue transferida a un tubo Eppendorf con 800 µL de medio de recuperación (CL 

conteniendo 0.5 M de sorbitol) y se incubó a 22 °C por 8 h con agitación constante a 120 

rpm. Para la selección de las células transformantes, se tomaron 100 µL de cada una de 

las mezclas previamente concentradas por centrifugación a 12,000 rpm, y se 

distribuyeron en cajas de AL con Kanamicina. Con cada experimento, se realizó el control 

negativo omitiendo la adición de DNA de plásmido. La eficiencia de transformación se 

definió como el número de colonias obtenidas por microgramo de DNA utilizado. 
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III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. Transformación de E. coli JM101 
La transformación genética es un proceso mediante el cual una célula puede captar 

moléculas de DNA libre y las mantiene en su interior como un replicón extracromosómico 

o las incorpora a su genoma por recombinación homóloga. Pocas bacterias pueden 

incorporar activamente DNA exógeno mediante una capacidad genéticamente 

programada denominada competencia natural (Sinha y Redfield, 2012). Sin embargo, se 

han desarrollado algunos procedimientos in vitro que hacen posible introducir DNA en 

organismos no relacionados genéticamente. La electroporación es un método de 

transformación artificial que utiliza un pulso eléctrico para crear poros transitorios en la 

membrana citoplasmática (estado de competencia), para facilitar la captación de DNA 

(Dower et al., 1988). Por otra parte, la introducción de un vector plasmídico en una célula 

bacteriana constituye la primera etapa para la manipulación genética de esta y la bacteria 

Gram-negativa E. coli, es ampliamente utilizada en este tipo de estudios por tener la 

capacidad de duplicarse cada 20 minutos, y porque las herramientas disponibles para 

esta son de fácil manipulación, ya que no posee requerimientos costosos asociados a 

medios de cultivo o equipamiento. 

Por ello, con el propósito de establecer las condiciones de electroporación, utilizando 

los vectores pART2 y pART3, se realizó primero la transformación en E. coli JM101, que 

se empleó como control positivo del procedimiento, utilizando las condiciones estándar 

del método ya reportado (Green y Sambrok, 2020). Además, estos plásmidos poseen un 

gen que codifica resistencia al antibiótico Kanamicina, que permitió seleccionar las 

colonias transformantes, ya que la replicación y la expresión de la resistencia a 

antibióticos son requerimientos evidentes para una transformación exitosa de plásmidos, 

en muchos casos los sistemas de modificación-restricción pueden representar barreras 

para la transformación (Miller, 1994). Con estos plásmidos se obtuvo una eficiencia de 

transformación de 3.8 x 106 transformantes/µg de DNA con el plásmido pART2 y de 3.0 

x106 transformantes/µg de DNA con el plásmido pART3. En la Figura 2A, se observa el 

crecimiento de la cepa transformada con pART2 y pART3, respectivamente, en placas 

de AL. Con la obtención de las cepas transformantes de E. coli se guardó la información 
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genética de los vectores en una célula bacteriana, la cual puede almacenarse por largo 

periodo de tiempo. 

 

3.2. Transformación de Arthrobacter sp UMCV2 
Arthrobacter sp. UMCV2, es una bacteria Gram-positiva, y su pared celular intacta se 

considera una fuerte barrera para la entrada de DNA (Dunny et al., 1991). El tratamiento 

de la célula con agentes debilitadores de la pared celular, como glicina, treonina, lisozima 

o penicilina, es uno de los métodos más efectivos para mejorar la eficiencia de 

electroporación (Sunairi et al., 1996). 

Para establecer las condiciones de transformación de Arthrobacter sp. UMCV2, se 

realizaron modificaciones al método de electroporación con base al protocolo reportado 

por Zhang et al., (2011). Estas consistieron en agregar penicilina G a una concentración 

final de 30 µg/mL, como agente debilitador de la pared celular bacteriana, además de la 

adición de sorbitol 0.5 M en la solución de glicerol al 10%, para la preparación de las 

células competentes. Igualmente, se utilizó CL adicionado con 0.5 M de sorbitol para la 

recuperación de las células después de la electroporación, utilizando un periodo de 

recuperación de las células más largo, incubando por 8 h. Por otro lado, también fue 

reportado por Zhang et al., 2011, que la concentración de DNA es otro factor clave para 

incrementar la eficiencia de transformación, obteniendo un aumento en el número de 

transformantes incrementando la cantidad de DNA, sin embargo, concentraciones por 

arriba de 1000 ng, condujeron a una significativa disminución de la eficiencia de 

transformación. Por lo que, en el presente estudio, con base a lo reportado, se utilizaron 

100 ng de DNA para la transformación de Arthrobacter sp. UMCV2, concentración que 

fue suficiente para la obtención de las transformantes. 

Para las células sin tratamiento no se obtuvieron colonias transformantes, sin 

embargo, se obtuvo una eficiencia de transformación de 2.8 x 104 transformantes/µg de 

DNA del plásmido pART2, y de 1.5 x 104 transformantes/µg de DNA del plásmido pART3, 

utilizando las modificaciones mencionadas. En la Figura 2B, se observa el crecimiento 

de la actinobacteria transformada con los vectores pART2 y pART3, respectivamente, 

sobre placas de AL. Con estos resultados, se determinó que estos vectores son 
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funcionales en Arthrobacter sp. UMCV2 y se establecieron las condiciones para la 

manipulación genética de este microorganismo. 

 

3.3. Confirmación de la transformación por restricción de los vectores 
La mayoría de los vectores proceden de plásmidos, que son moléculas de DNA 

extracromosómico que se encuentran de manera natural en las bacterias. 

Los vectores cumplen con ciertas propiedades que los hacen ideales para almacenar 

y replicar la información genética : 1) Poseen un pequeño tamaño que oscila entre 3,000 

y 10,000 pares de bases (pb), que permite que su DNA sea manipulado con facilidad; 2) 

tienen un origen de replicación autónomo, de manera que su replicación en la célula 

ocurre de manera independiente del control directo del cromosoma; 3) generalmente, 

tienen alto número de copias (de 500 a 700 copias por célula), lo que genera DNA en 

gran cantidad; 4) contienen sitios únicos para el corte con enzimas de restricción 

diferentes, que se usan para insertar en esta región (sitio de clonación múltiple) un gen o 

secuencias de DNA de interés o para determinar el tamaño del plásmido y 5) cuentan 

con genes que permiten identificar las células que hayan incorporado el vector, siendo 

los más utilizados los genes que confieren resistencia a los antibióticos (Chávez-

Moctezuma, 2017). 

Por otro lado, conociendo el mapa de DNA de los vectores pART2 y pART3 (Figura 
1), fue posible cortar en sitios específicos estas moléculas con enzimas de restricción, ya 

que en este se localizan las posiciones de corte para cada una de las distintas enzimas. 

Después, los fragmentos de DNA producto de la restricción pudieron separarse por 

electroforesis en gel de agarosa, el cual se calibró utilizando como marcadores moléculas 

de DNA de tamaño conocido y de esta manera fue posible determinar el tamaño de los 

vectores. 

De colonias obtenidas de la transformación de células competentes de E. coli y de 

Arthrobacter sp. UMCV2, se hizo el aislamiento de DNA de plásmido como se describe 

en materiales y métodos. La presencia y el tamaño de los plásmidos pART2 y pART3 

fueron verificados por digestión con las enzimas de restricción HindIII, BamHI y EcoRI, 

con las cuales se observó la presencia de estos de aproximadamente 4.6 y 5.4 kb, 

respectivamente (Figuras 3A y 3B). Confirmando la transformación de las cepas 
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bacterianas por el aislamiento de los vectores de colonias crecidas en medio de cultivo 

adicionado con el antibiótico Km como marcador de selección. 

 

3.4. Confirmación de la transformación por PCR en colonia 
El PCR en colonia es un método simple y rápido para distinguir a través de un número 

potencialmente grande de colonias transformantes, cuales contienen realmente el 

plásmido de nuestro interés. Esta técnica aprovecha la alta sensibilidad de la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR), ya que se requiere una muy pequeña cantidad de DNA 

molde obtenida de células crudas, para visualizar una banda en un gel de agarosa 

después de la amplificación (Bergkessel y Guthrie, 2013). En algunos casos, esta es una 

alternativa a la estrategia de crecer pequeños cultivos de varias colonias para obtener 

microgramos de DNA de cada uno para realizar análisis de restricción de los plásmidos, 

sin embargo, puede también complementar esta técnica, ya que el DNA aislado de 

diferentes colonias puede ser utilizado para transformaciones o clonaciones posteriores. 

Para validar la autenticidad de la transformación de Arthrobacter sp. UMCV2, se 

seleccionaron al azar colonias obtenidas de la transformación por electroporación, para 

realizar de estas, amplificación por PCR en colonia, como se describe en materiales y 

métodos. Como se muestra en la Figuras 4A y 4B, en todas las colonias transformantes 

examinadas se obtuvo la amplificación del fragmento de 816 pb correspondiente al gen 

de kanamicina de los plásmidos pART2 y pART3. Estos resultados permitieron verificar 

definitivamente la transformación por electroporación de esta cepa de Arthrobacter. 

Con este trabajo, se establecieron las condiciones iniciales óptimas para la 

transformación por electroporación de Arthrobacter sp. UMCV2, constituyendo el primer 

reporte de manipulación genética de esta actinobacteria. Además, se sentaron las bases 

experimentales para realizar estudios sobre la capacidad de los reguladores AirR para 

modular la respuesta a quorum de esta bacteria, teniendo como perspectiva, la obtención 

de cepas mutantes en los genes relacionados a luxR (airR) que permitirán dilucidar su 

función ecológica. 
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IV. CONCLUSIÓN 
 Se establecieron las condiciones para la transformación por electroporación de 

Arthrobacter sp. UMCV2, constituyendo el primer reporte sobre la manipulación genética 

de esta actinobacteria. 
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Figura 2. Cepas transformadas de E. coli JM101 y Arthrobacter sp. UMCV2. A) Fotografías 

de E. coli JM101 transformada con los plásmidos pART2 y pART3, respectivamente, en placas 

de AL con 20 µg/mL de Km, con incubación a 37 °C por 20 h. B) Fotografías de Arthrobacter sp. 

UMCV2 transformada con los mismos plásmidos, en placas de AL con 140 µg/mL de Km, con 

incubación a 22 °C por 72 h. 

 

Escherichia coli 

pART2 pART3 

Arthrobacter sp. UMCV2 

pART2 pART3 
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Figura 3. Confirmación de las transformantes por restricción de los vectores. A) Esquema 

que representa el tamaño de los plásmidos pART2 y pART3 (pb). B) Fotografía del gel de agarosa 

que muestra el análisis de restricción de los plásmidos. M, marcador de tamaño molecular (1 kb); 

carriles, 1, 2, y 3, restricción pART2 en E. coli JM101 con enzimas HindIII, BamHI y EcoRI; carriles 

4 y 5, restricción pART2 en Arthrobacter sp. UMCV2 con enzimas HIndIII y BamHI; carriles 6 y 7, 

restricción pART3 en Arthrobacter sp. UMCV2 con enzimas HindIII y BamHI. A la izquierda se 

indican los tamaños de las bandas del marcador utilizadas como referencia y a la derecha se 

indica el tamaño de los plásmidos. 
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Figura 4. Confirmación de las transformantes de Arthrobacter sp. UMCV2 por PCR en 
colonia. A) Fotografía del gel de agarosa que muestra la amplificación del gen de kanamicina de 

pART2. M, marcador de tamaño molecular (1 kb); carril 1, amplificación del gen de Km del 

plásmido, control (+); carril 2, amplificación del gen de Km en Arthrobacter sp. UMCV2, control (-

); carriles 3 y 4, amplificación del gen de Km de pART2 en Arthrobacter sp. UMCV2. B) Fotografía 

del gel de agarosa de la amplificación del gen de kanamicina de pART3. M, marcador de tamaño 

molecular (1 kb); carril 1, amplificación del gen de Km del plásmido, control (+); carril 2, 

amplificación del gen de Km de Arthrobacter sp. UMCV2, control (-); carril 3, amplificación del gen 

de Km de pART3 en Arthrobacter sp. UMCV2. En ambos casos, a la izquierda se indica los 

tamaños de las bandas del marcador utilizadas como referencia y a la derecha se indica el tamaño 

de la amplificación. 
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VII. DISCUSIÓN GENERAL 

 La siguiente discusión de resultados se referirá a los capítulos 1 y 2, y el número 

de figuras a las que hace referencia corresponden al número de figura asignado al artículo 

en el capítulo 1 y a las figuras en el capítulo 2. 

 Arthrobacter sp. UMCV2 es una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal que 

se aisló durante la búsqueda de bacterias reductoras de hierro, capaces de suministrar 

hierro ferroso a las plantas en suelos alcalinos donde este metal es limitado para el 

crecimiento y desarrollo de las plantas (Valencia-Cantero et al., 2007). Esta bacteria 

benéfica también promueve el crecimiento vegetal a través de la emisión del compuesto 

orgánico volátil DMHDA (Velázquez-Becerra et al., 2011). La DMHDA actúa como una 

molécula señal inter-reino interactuando con la vía de señalización de la citoquinina 

vegetal que involucra al receptor AHK2 (Vázquez-Chimalhua et al., 2021a) y produciendo 

de esta manera, una señalización cruzada con la ruta del ácido jasmónico en el control 

del crecimiento de la raíz (Vázquez-Chimalhua et al., 2019). La organogénesis y el 

crecimiento vegetal son modulados por la DMHDA, a través de la modificación del 

equilibrio entre el nicho de células madre y la expresión génica dependiente del ácido 

jasmónico (Vázquez-Chimalhua et al., 2021b). La DMHDA también induce la expresión 

de genes involucrados en los mecanismos de defensa sistémicos de las plantas y las 

estrategias de adquisición de Fe, que se han sugerido para mejorar la fotosíntesis y la 

producción de biomasa (Orozco-Mosqueda et al., 2013; Castulo-Rubio et al., 2015; 

Montejano-Ramírez et al., 2020). Resultados previos mostraron que Arthrobacter sp. 

UMCV2 adopta un ciclo de vida endofítico y coloniza tejidos vegetales, proporcionando 

beneficios a las plantas hospederas (Montejano-Ramírez et al., 2018; Hernández-

Soberano et al., 2020). 

 El genoma de Arthrobacter sp. UMCV2 tiene un tamaño típico para el género 

(Figura 1) con 3, 435, 243 pares de bases (bp). Los genes implicados en la supervivencia 

y colonización, como SOD, posibilitan la colonización de las raíces por parte de la bacteria 

(Kim et al., 2000; Alquéres et al., 2013), además del operón ars, que confiere resistencia 

al arsénico, un metaloide tóxico (Wang et al., 2009). La presencia de los genes fhuDCB 

puede ser importante para la captación de hierro por los sideróforos, para facilitar el 
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transporte de este ion (Koster, 1991; Galet et al., 2015), lo que es relevante para la 

competencia en el suelo por los microorganismos. 

 Los genes del RNA ribosomal se consideran la herramienta idónea para la 

clasificación taxonómica ya que son altamente conservados y evolutivamente estables, 

pero que contienen regiones variables. La secuenciación de dichas regiones ha generado 

grandes bases de datos que ayudan a la clasificación taxonómica (D´Amore et al., 2016). 

Los ribosomas de bacterias constan de dos subunidades, la subunidad pequeña que 

contiene un solo tipo de RNA (16S) y una subunidad grande que contiene dos tipos de 

RNA (5S y 23S) (Patwardhan et al., 2014). El tamaño relativamente largo de los RNA 

ribosomales 16S (alrededor de 1500 nucleótidos) minimiza las fluctuaciones estadísticas, 

y la conservación de su estructura secundaria favorece el alineamiento preciso durante 

la comparación de secuencias (Rodicio y Mendoza, 2004) 

 Arthrobacter sp. UMCV2 se identificó inicialmente como Arthrobacter agilis debido 

a que las secuencias de sus RNAr 16S mostraron un porcentaje de identidad por arriba 

de 99.5% (Valencia-Cantero et al., 2007). Sin embargo, las secuencias del RNAr 16S de 

A. echini (Lee et al., 2016), A. ruber (Liu et al., 2018), A. bussei (Flegler et al., 2020), A. 

sedimenti (Lin et al., 2020), y A. cheniae (Yang et al., 2021), todas ellas especies descritas 

posteriormente, también comparten un porcentaje de identidad superior al 99.5% con el 

RNAr 16S de Arthrobacter sp. UMCV2. En este estudio se utilizó TYGS, un servidor para 

la taxonomía de procariotas basada en el genoma, y se empleó para producir árboles 

filogenéticos de las cepas tipo de las especies más estrechamente relacionadas con 

Arthrobacter sp. UMCV2 en el gen de RNAr 16S y términos genómicos (Figura 2), para 

determinar la posición taxonómica específica de Arthrobacter sp. UMCV2. Aunque los 

resultados situaron a UMCV2 dentro del género Arthrobacter, dicha cepa no está incluida 

en la rama de A. agilis o en ramas junto con otras cepas tipo. Entonces, se utilizó el 

enfoque dDDH, para calcular la relación entre los genomas de Arthrobacter sp. UMCV2 

y las cepas tipo de especies estrechamente relacionadas. La dDDH es un procedimiento 

estándar reconocido para la delimitación de especies basada en la secuenciación del 

genoma (Meier-Kolthoff et al., 2013). De este modo, se encontró que los valores más 

altos de dDDH fueron compartidos entre Arthrobacter sp UMCV2 y un grupo de cepas 

tipo que incluyen A bussei, A. agilis, A. cheniae, A. ruber, y A. sedimenti, oscilando entre 



UMSNH  IIQB 

77 
 

el 40.3 y el 36.2%, claramente por debajo del 70%, que es generalmente el valor mínimo 

aceptado para considerar dos organismos dentro de la misma especie (Chun et al., 2018); 

en concordancia, los valores de dDDH detectados entre las cepas tipo, fueron igualmente 

bajos (Tabla 2). Por lo tanto, se concluyó que Arthrobacter sp. UMCV2 podría ser una 

nueva especie que puede ser eventualmente descrita. 

 La presencia de los genes luxR anotados en el genoma de Arthrobacter fue 

particularmente interesante ya que estos están involucrados en el proceso de QS. 

Previamente, se reportó que la DMHDA induce motilidad swarming en Arthrobacter sp. 

UMCV2, frecuentemente reconocido como un comportamiento regulado por QS 

(Martínez-Cámara et al., 2020). Los sistemas canónicos luxI-luxR son típicamente el 

componente principal de QS en bacterias Gram-negativas (Whiteley et al., 2017), sin 

embargo, excepcionalmente están presentes en bacterias Gram-positivas (Rajput y 

Kumar, 2017). Por otro lado, no se localizaron homólogos luxI en el análisis del genoma 

de Arthrobacter sp. UMCV2. En contraste, se identificaron 18 secuencias de proteínas 

predichas homólogas a genes luxR. 

 Para examinar las supuestas proteínas relacionadas con luxR, se utilizó un 

enfoque basado en el análisis de dominios y se compararon con cuatro proteínas LuxR 

bien caracterizadas. Se incluyó como una proteína de referencia, la primera proteína 

descrita como LuxR, originalmente encontrada en Aliivibrio fischeri (Fuqua et al., 1994). 

También la proteína PipR de Pseudomonas sp. GM79 (Coutinho et al., 2018), se incluyó 

como una referencia, debido a que esta es una proteína bien caracterizada 

experimentalmente, perteneciente a la familia de proteínas LuxR que responde al 

compuesto derivado de planta N-(2-hidroxietil)-2-(2-hidroxietilamino) acetamida, a través 

de una proteína de unión periplásmica. PipR se ha incluido también en la subfamilia PAB 

que está integrada por proteínas LuxR que responden a compuestos de bajo peso 

molecular de origen vegetal (Mosquito et al., 2020; Xu, 2020). La proteína LuxR de 

Streptomyces purpurogeneiscleroticus NRLL B-2952 (Rajput y Kumar, 2017) también fue 

incluida como una referencia, debido a que forma parte de un sistema canónico LuxI/LuxR 

de QS, presente en actinobacteria y caracterizado in-silico. Además, RevU se incluyó 

como una proteína LuxR no canónica de actinobacteria (Panthee et al., 2020) ya que esta 

proteína une al biomediador BR-1, un compuesto de β-carbolina, que regula la síntesis 
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de reveromicina en Streptomyces sp. SN-593. RevU pertenece a la subfamilia LAL-LuxR 

(reguladores grandes que unen ATP de la familia LuxR), que se caracterizan por su 

tamaño grande (más de 900 residuos de a.a.) y un dominio de unión a ATP en el extremo 

N-terminal. Y aunque están presentes en bacterias gram-negativas, es más frecuente 

encontrarlas en actinobacterias (De Schrijver y De Mot, 1999; Panthee et al., 2020). Las 

proteínas canónicas LuxR de A. fischeri y de S. purpurogeneiscleroticus, así como PipR 

de Pseudomonas sp. GM79, mostraron la misma arquitectura, compuesta del dominio de 

unión al autoinductor IPR005143 en el extremo N-terminal y el dominio de unión a DNA 

IPR00792 en el C-terminal. Como era de esperar, para la proteína RevU, miembro de la 

subfamilia LAL-LuxR, el dominio de unión al autoinductor fue reemplazado por un dominio 

ATPasa, además del tamaño grande de la proteína (Figura 3). 

 Ninguna de las secuencias de Arthrobacter sp. UMCV2 mostraron arquitecturas 

presentes en las secuencias LuxR modelo, aunque en 11 secuencias se identificaron los 

dominios de unión a DNA IPR000792 (Figura 3). Este dominio contiene un motivo HTH 

que se ha utilizado previamente como criterio para incluir proteínas dentro de la familia 

de proteínas LuxR (De Schrijver y De Mot, 1999; Lopes-Santos et al., 2012; Rajput y 

Kumar, 2017). Se concluyó que estas 11 proteínas pertenecen a la familia de reguladores 

transcripcionales LuxR y fueron designadas como Reguladores relacionados con 

autoinductor (AirR). Entre estas proteínas, ocho se colocaron en el grupo I (Figura 4) y 

seis de ellas presentaron un dominio receptor de regulador de respuesta, transductor de 

señal (IPR001789), que sustituye al dominio de unión al autoinductor de las proteínas 

canónicas LuxR. En otras proteínas con dominios de unión a DNA que presentan el 

motivo HTH, el dominio de unión al autoinductor fue substituido por un dominio ATPasa 

(como sucede en RevU) o no fue identificado dominio amino terminal. Tres de estas 

secuencias se agruparon con RevU de Streptomyces y LuxR o proteínas relacionadas a 

LuxR de Streptomyces iranensis, Streptosporangium roseum, A. terricola, y Arthrobacter 

spp., apoyando el involucramiento de estas proteínas en la familia LuxR. Se estableció 

un grupo separado (grupo II de Figura 4), en el cual el dominio canónico de unión a DNA 

con motivo HTH fue substituido con un dominio de unión a DNA tipo OmpR/PhoB junto 

con el mismo dominio receptor de regulador de respuesta, transductor de señal, presente 

en la mayoría de las secuencias AirR del grupo I (Figuras 3 y 4). Este grupo se designó 
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como reguladores análogos a autoinductor (AiaR), porque ellos forman un grupo hermano 

de las secuencias AirR dentro del grupo de proteínas LuxR de actinobacteria, pero no 

poseen el motivo HTH que define a las proteínas LuxR, además de la función análoga de 

ambos dominios con los presentes en las LuxR canónicas. Y debido a que no se 

encontraron proteínas homólogas a LuxI en Arthrobacter sp. UMCV2, todas las AirR 

constituyen proteínas “solo” dentro de la familia LuxR. 

 Las proteínas LuxR solos se han estudiado ampliamente en bacterias Gram-

negativas. Algunos LuxR solos unen AHL de otras especies bacterianas, probablemente 

como una estrategia para ampliar su red regulatoria, utilizando los componentes 

existentes de los sistemas de percepción de quorum de bacterias vecinas (Martínez et 

al., 2015; Mosquito et al., 2020). También, otras LuxR solos han evolucionado para 

responder a diferentes moléculas incluyendo señales de plantas (Patel et al., 2013). 

Aunque las funciones de estas proteínas se han estudiado poco en bacterias Gram-

positivas, especialmente en actinobacterias distintas de Streptomyces, el phylum se ha 

explorado filogenéticamente por Lopes-Santos et al. (2012) y revisado por Polkade et al. 

(2016). En A. aurescens y A. chlorophenolicus, se han reportado múltiples secuencias de 

homólogos luxR (16 y 17 secuencias, respectivamente). Sin embargo, no se ha realizado 

ningún trabajo experimental (Lopes-Santos et al., 2012). 

 Debido a que las proteínas AirR no presentan el dominio de unión al autoinductor 

LuxR canónico, no se espera que las AHL sean la molécula señal para las proteínas AirR. 

Sin embargo, un estudio previo reveló que la DMHDA indujo motilidad swarming en 

Arthrobacter sp. UMCV2 y al mismo tiempo estimuló la expresión de genes marcadores 

del aparato flagelar (Martínez-Cámara et al., 2020). Debido a que la motilidad swarming 

es frecuentemente regulada por QS (Krishnan et al., 2012; Nickzad et al., 2015), en este 

estudio, se reprodujo la inducción de motilidad swarming por DMHDA (Figura 5) y se 

determinó la expresión de los genes airR. Se encontró, que 10 de los 16 genes 

relacionados a luxR incrementaron su expresión de manera estadísticamente significativa 

(Figura 6), entre estos los genes airR3 y airR5 (agrupadas con RevU), y airR1, airR2 y 

airR7 presentaron un incremento en su expresión de 10 veces. Las inducciones múltiples 

de los genes airR sugiere la existencia de una red jerárquica para regulación de estos 
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genes. En P. aeruginosa PAO1, se han descrito cuatro circuitos QS individuales. Cada 

uno de estos circuitos individuales están estrechamente interconectados e implican su 

autoinducción. La inducción de un circuito por su autoinductor, resulta en la inducción (o 

represión) de uno o más de los otros tres (Papenfort y Bassler, 2016). Similarmente, es 

posible que la inducción de un gen airR por la DMHDA, regule la expresión directa o 

indirectamente de otros genes airR a través de un mecanismo desconocido. Sin embargo, 

se requieren estudios adicionales para dilucidar la función y regulación de los genes 

airR/aiaR. 

 Esto podría demostrarse mediante el estudio de cepas mutantes en estos genes 

relacionados a luxR, por lo que con esto mente, en el presente trabajo se buscó 

desarrollar la metodología necesaria para establecer primeramente un protocolo para la 

transformación genética de Arthrobacter sp. UMCV2, por ser un requisito previo para la 

manipulación genética de esta actinobacteria. 

 La transformación bacteriana se lleva a cabo cuando una cepa naturalmente 

competente realiza la captación activa de DNA de cadena sencilla extracelular, no es 

degradado por nucleasas en el citoplasma de esta y además lleva a cabo la incorporación 

hereditaria de la información genética, proporcionándole a la célula nuevas 

características para adaptarse a las condiciones ambientales cambiantes (Lorenz y 

Wackernagel, 1994). Para que esto ocurra, es necesario que en su genoma contenga 

diferentes genes que codifiquen para diferentes proteínas que ayudarán a la bacteria a 

captar el DNA (competencia celular) y en la mayoría de las bacterias dichos genes solo 

se expresan bajo condiciones específicas (Johnston et al., 2014), por lo que, en la 

naturaleza, pocas especies bacterianas tienen la capacidad de captar DNA foráneo de 

forma habitual mediante transformación. Hasta el 2014, se estimaba que existían 

alrededor de 82 especies diferentes capaces de transformarse de manera natural dentro 

de las cuales destacan Staphylococcus aureus Mu50 (Morikawa et al., 2012), Bacillus 

subtilis 168, Haemophilus influenzae Rd KW20, Helicobacter pylori (Lorenz y 

Wackernagel, 1994), Bradyrhizobium japonicum (Johnsborg et al., 2007), entre otras 

(Johnston et al., 2014). Sin embargo, en el laboratorio la competencia celular se puede 

inducir de forma artificial, teniendo en cuenta dos parámetros principales que están 
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implicados en la transformación eficiente de una bacteria, el primero de ellos es el método 

utilizado para inducir la competencia celular, o permeabilidad de la membrana 

citoplasmática, necesaria para la adopción de material genético externo y el segundo es 

la constitución genética de la cepa huésped del organismo que se desea transformar ya 

que una variedad de genes puede influir en el resultado de los experimentos de 

transformación (Hanahan et al., 1991). Hacer que las células sean permeables a ácidos 

nucleicos mediante la exposición a campos eléctricos es una técnica denominada 

electroporación o electro-transformación (Dower et al., 1988), y la técnica se ha aplicado 

con éxito a diferentes especies bacterianas, tanto de organismos Gram-negativos como 

Gram-positivos (Miller, 1994). 

 La transformación de E. coli por electroporación es un método confiable para 

obtener eficiencias de transformación alrededor de 109 ufc/µg de DNA (Dower et al., 

1988), debido a que, es aproximadamente 10 veces más eficiente que la transformación 

química, además de tener una producción más rápida y fácil de células competentes 

(Green y Sambrook, 2020). Por otro lado, diferentes cepas de esta bacteria son las más 

utilizadas, gracias al vasto conocimiento que se tiene acerca de su genética, bioquímica 

y biología molecular, siendo generalmente el primer sistema que se escoge para 

ensayos, como los de transformación genética (Hanahan et al., 1991). 

En este estudio, se realizó primero la transformación por electroporación de la 

cepa de E. coli JM101 con los plásmidos pART2 y pART3 (Figura 1), los cuales están 

diseñados para realizar una manipulación genética en cepas de Arthrobacter, pero que 

también contienen origen de replicación para E. coli, esto permitió por un lado verificar el 

adecuado funcionamiento de los vectores, y también obtener el control positivo de 

transformación. Para lo cual, se utilizaron las condiciones establecidas de electroporación 

para E. coli (Green y Sambrok, 2020), obteniendo eficiencias de transformación del orden 

de 106 transformantes/µg de DNA, aunque esta eficiencia no es tan alta como la reportada 

por Dower et al. (1988), esta fue suficiente y rápida para obtener las transformantes 

necesarias para verificar que los plásmidos estaban funcionando correctamente en esta 

cepa. 

La replicación y la expresión de la resistencia a antibióticos son requerimientos 

evidentes para una transformación exitosa de plásmidos, en muchos casos los sistemas 
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de modificación-restricción pueden representar barreras para la transformación (Miller, 

1994). En nuestro caso, los plásmidos para la manipulación genética en Arthrobacter 

fueron proporcionados liofilizados, por lo que además se requería tenerlos en una cepa 

de E. coli para la conservación y replicación del DNA plasmídico para su utilización 

posterior. En la Figura 2A se observa el crecimiento de la cepa de E. coli JM101 

transformada con los plásmidos pART2 y pART3. 

Debido a sus considerables capacidades metabólicas y tolerancia a condiciones 

de estrés, diferentes especies de Arthrobacter han atraído interés ecológico y de 

potencial aplicación industrial, por lo que, la disponibilidad de herramientas para 

manipulación genética de esta bacteria es de gran importancia. Sin embargo, pocas 

moléculas, como plásmidos o vectores, se han reportado a la fecha para este género y 

la escasez de estos limita fuertemente la investigación en esta actinobacteria (Niu et al., 

2020). 

 En el presente trabajo se establecieron las condiciones de transformación por 

electroporación para Arthrobacter sp. UMCV2, obteniendo una eficiencia de 

transformación de 3.4x104 transformantes/µg de DNA del plásmido pART2, y de 1.5x104 

transformantes/µg de DNA del plásmido pART3, modificando factores que afectan la 

eficiencia de transformación. En la figura 2B se muestra el crecimiento de la cepa de 

Arthrobacter sp. UMCV2 transformada con los plásmidos pART2 y pART3. 

En bacterias Gram-positivas, la pared celular se considera una fuerte barrera para 

la entrada de DNA (Dunny et al., 1991), por lo que, el tratamiento con agentes 

debilitadores de la pared celular como glicina, treonina, lisozima y penicilina, es uno de 

los métodos más efectivos para aumentar la eficiencia de transformación, haciendo las 

células más permeables para la captación de DNA (Sunairi et al., 1996). Para 

Arthrobacter sp. UMCV2 se evaluó el efecto de la penicilina G sobre la permeabilidad de 

la pared celular debido a que de acuerdo a lo reportado por Zhang, 2011, mediante el 

uso de los otros debilitadores de la pared celular se obtuvieron solo modestos 

incrementos en la tasa de transformación, mientras que, el más eficiente tratamiento 

debilitador de la pared se obtuvo suplementando el medio de cultivo con penicilina, ya 

que como se sabe, esta es un potente inhibidor de la síntesis de peptidoglucano, y ha 



UMSNH  IIQB 

83 
 

mostrado previamente que estimula la electrocompetencia en diferentes bacterias 

(Sunairi et al., 1996; Park y Stewart, 1990). 

Otra aproximación para vencer las paredes celulares rígidas de las bacterias consiste 

en la aplicación de pulsos de alto voltaje, esto puede ser útil para incrementar la 

permeabilización de la membrana en cierto grado y facilitar la transferencia eficiente de 

DNA (Weaver, 1995). Dos parámetros son importantes, la intensidad del campo eléctrico 

y la duración del pulso, estos deben ser optimizados probando diferentes combinaciones 

de ambos. Los resultados de este trabajo sugieren que el pulso eléctrico de 15kV/cm por 

entre 4.0 y 4.7 ms está en concordancia con los pulsos usados para la electroporación 

en la mayoría de las bacterias Gram-positivas, tales como Corynebacterium en estrecha 

relación filogenética con Arthrobacter, por ser ambas actinobacterias (Zhang, et al., 

2011). 

La fase de crecimiento de la bacteria es otro factor importante para una transformación 

exitosa. A medida que las células entran en fase estacionaria, se vuelven más sensibles 

a la muerte causada por la electroporación (Tryfona y Bustard, 2006). Por lo que, las 

células por lo general se acondicionan cuando el cultivo se encuentra en la mitad de la 

fase exponencial ya que, en esta etapa, tanto la pared como la membrana de las células 

aún no están totalmente formadas, lo cual facilita la formación de poros no selectivos al 

aplicar el pulso eléctrico (Kotnik et al., 2015). En apoyo a esta idea, las células que son 

colectadas en la fase exponencial temprana producen mayores eficiencias de 

transformación que aquellas que son colectadas en fase exponencial tardía o 

estacionaria. Por lo que las células de Arthrobacter sp. UMCV2 fueron colectadas en la 

fase exponencial temprana, midiendo la D.O. a 595 nm en 0.443, lo que ocurrió a las 12 

h aproximadamente de incubación. Además, para evitar que la penicilina agregada al 

cultivo tuviera un efecto sobre el crecimiento de Arthrobacter, esta se agregó en la fase 

exponencial, para maximizar sus efectos sin comprometer el crecimiento bacteriano. 

Previamente se ha reportado (Ito y Nagane, 2001), que la adición de agentes 

osmóticos estabilizadores, tales como manitol o sorbitol, en cada uno de los procesos de 

crecimiento, electroporación y recuperación de las células, mejoran considerablemente 

la tasa de transformación de B. subtilis, además, también se ha reportado por Zhang et 

al., 2011, que la adición de sorbitol no solo mejoró la eficiencia de transformación sino 
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también promovió la reproducibilidad del método. Por lo que para Arthrobacter sp. 

UMCV2 se llevó a cabo la adición de sorbitol 0.5 M a la solución de glicerol al 10%, para 

la preparación de las células competentes y también se adicionó al CL para la 

recuperación de las células después de la electroporación, favoreciendo la 

transformación de la actinobacteria. Esto es probablemente debido a que el sorbitol, 

proporciona alguna protección de osmolaridad a las células que han sido dañadas por un 

pulso eléctrico, especialmente aquellas que han sido tratadas con agentes debilitadores 

de la pared celular, como se ha reportado también para otras especies (Turgeon et al., 

2006; Lee et al., 2002; Ito y Nagane, 2001). 

Cabe señalar, que el paso de incubación de las células después de su exposición a 

la descarga eléctrica, es esencial para permitir su recuperación genotípica. Sin embargo, 

los tiempos de recuperación demasiado largos (˃10 h) pueden favorecer la muerte celular 

por disminución de la replicación celular y, por lo tanto, se produce el envejecimiento del 

cultivo. Por lo que, para Arthrobacter sp. UMCV2, se utilizó un tiempo de recuperación de 

las células de 8 h, en base también a que las células tienen una velocidad de crecimiento 

más lenta en medio osmótico (Zhang et al., 2011), con lo que, se obtuvo una buena 

eficiencia de transformación para Arthrobacter, lo que es un reflejo de la sobrevivencia 

de las células a la electroporación. 

La transformación genética de cepas en el laboratorio generalmente se realiza 

utilizando DNA plasmídico, ya que al ser una doble cadena circular covalentemente 

cerrada presenta una menor susceptibilidad a ser degradada por las endonucleasas 

presentes en el citoplasma de las bacterias (Kotnik et al., 2015). Por otro lado, se ha 

probado que la cantidad de DNA tiene una función importante en la eficiencia de 

transformación, debido a que se produce un decremento lineal en la eficiencia de 

transformación con el incremento de la cantidad de DNA de 10 ng a 2000 ng (Zhang et 

al., 2011). Una posible explicación es que altos niveles de DNA son perjudiciales para la 

viabilidad celular lo que origina una mayor tasa de mortalidad bacteriana (Tryfona y 

Bustard, 2006). Los resultados obtenidos, demuestran la viabilidad de la transformación 

de Arthrobacter sp. UMCV2, utilizando una concentración pequeña (100 ng) de DNA de 

plásmido. 
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 Por otro lado, se seleccionaron cinco colonias transformantes de Arthrobacter sp. 

UMCV2 en medios de selección con antibiótico, para verificar la presencia de los 

plásmidos pART2 y pART3 (Figura 3A). Mediante análisis de restricción se observó el 

tamaño esperado de 4634 pb para pART2 y de 5406 pb para pART3 (Figura 3B). 

 También se verificó la presencia de los plásmidos pART2 y pART3 mediante PCR 

en colonia, como se muestra en la Figura 4A y 4B, observando una banda esperada de 

816 pb correspondiente al gen de kanamicina que se localiza en ambos plásmidos. 

Aunque, en el caso del plásmido pART3 se observó poca cantidad del amplificado 

correspondiente al gen de kanamicina, en comparación con el control. Esto puede ser 

debido a algún problema en el funcionamiento en el origen de replicación para 

Corynebacterium glutamicum del vector, que es el que le permite tener más de una copia 

de este en la célula hospedadora. 

 En el presente estudio se establecieron las condiciones experimentales para la 

transformación genética por electroporación de Arthrobacter sp. UMCV2, una 

actinobacteria rizosférica, promotora del crecimiento vegetal, en cuyo genoma se han 

localizado secuencias homólogas a genes luxR solos, los cuales resultaron de interés 

debido a que están involucrados en procesos de QS. Si bien no se obtuvieron cepas 

mutantes en los genes homólogos luxR, se desarrollaron las herramientas metodológicas 

necesarias para la realización de análisis de manipulación genética y así dilucidar la 

función y regulación de estos genes y entender mejor su relevancia ecológica. 
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VII. CONCLUSIONES GENERALES 

 El análisis del genoma de Arthrobacter sp. UMCV2 indicó que forma una rama 

separada dentro del género Arthrobacter, constituyendo potencialmente una nueva 

especie. 

 Se identificó un grupo de 16 genes designados como airR en Arthrobacter sp. 

UMCV2, 10 de los cuales fueron inducidos por el compuesto DMHDA, que 

simultáneamente indujeron el comportamiento QS. 

 En nuestro conocimiento, este es el primer reporte sobre la inducción de una 

familia de genes luxR en el género Arthrobacter por un compuesto producido por la propia 

bacteria. 

 Este trabajo constituye el primer reporte sobre la transformación genética por 

electroporación de la cepa Arthrobacter sp. UMCV2 
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