
 

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE 

SAN NICOLÁS DE HIDALGO 

 

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUÍMICO BIOLÓGICAS 

 

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

OPCIÓN BIOLOGÍA EXPERIMENTAL 

 

TÍTULO: 

“ANÁLISIS DE LA ACTIVACIÓN DE LA VÍA TOR/S6K DE Arabidopsis thaliana 

POR CICLODIPÉPTIDOS PRODUCIDOS POR Pseudomonas aeruginosa” 

 

 

TESIS 

PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTOR EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

 

PRESENTADO POR: 

M.C. OMAR GONZÁLEZ LÓPEZ 

 

 

ASESOR: 

D.C. HOMERO REYES DE LA CRUZ 

CO-ASESOR: 

D.C. JESÚS CAMPOS GARCÍA 

 

 

MORELIA, MICHOACÁN, MARZO DE 2021 



2 
 
 

 

 

 

AGRADECIMIENTOS 

 A la Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo y al CONACyT por 

el apoyo económico recibido. 

 A mi asesor el DC Homero Reyes de la Cruz por recibirme en su laboratorio 

y apoyarme en la realización de mi proyecto de tesis. Además, por 

consejarme, transmitirme sus conocimientos y siempre estar disponible para 

ayudarme. 

 A mi co-asesor el DC Jesús Campos García por todas las enseñanzas y 

consejos. 

 A todos mis compañeros y amigos del laboratorio de Biotecnología Molecular 

de Plantas, que siempre hicieron ameno el trabajo en el laboratorio. 

 A mi familia que siempre me han apoyado y alentado en mis propósitos y 

metas. 

 Especialmente a Gaby, mi compañera de vida, que me alentó a alcanzar este 

paso en mi formación. Su cariño y compañía han sido determinantes para 

continuar a pesar de los problemas y adversidades.  



3 
 
 

 

 

DEDICATORIA 

 

 

 

 

 

 

A mi familia, 

gracias a su cariño y apoyo, 

hacen de mí una mejor persona. 

Este logro es por y para ellos.  

Especialmente esta dedicado a Gaby, 

que me es mi complemento y guía.  

Mientras estes a mi lado podremos 

superar cualquier adversidad. 

 

 

 

 



4 
 
 

 

 

ÍNDICE 

 Pag 

Índice de figuras……………………………………………………………...... 6 

Índice de tablas………………………………………………………………… 7 

A. Resumen…………………………………………………………………….. 8 

B. Summary................................................................................................ 9 

I. Introducción………………………………………………………………….. 10 

II. Marco teórico……………………………………………………………….. 12 

1. La rizósfera...................................................................................... 12 

1.1. Interacciones entre organismos................................................. 12 

2. Quórum sensing.............................................................................. 14 

2.1. Quórum sensing en bacterias Gram negativas........................... 15 

2.1.1. Autoinductores en bacterias Gram negativas............................. 17 

2.1.1.1. Acil-homoserina lactonas...................................................... 17 

2.1.1.2. Autoinductor-2...................................................................... 18 

2.1.1.3. Bradioxetina.......................................................................... 18 

2.1.1.4. DSF...................................................................................... 18 

2.1.1.5. Ciclodipéptidos..................................................................... 19 

2.1.1.5.1. Peptido sintesas no ribosomales.......................................... 20 

2.1.1.5.2. Ciclodipéptido sintasas......................................................... 22 

2.1.1.5.3. Comparación en las enzimas que sintetizan CDPs.............. 24 

2.2. Quórum sensing en bacterias Gram positivas............................ 25 

3. Generalidades de P. aeruginosa..................................................... 27 

3.1. Regulación del quórum sensing en P. aeruginosa.................... 28 

3.1.1. Regulación del quórum sensing por los sistemas las, rhl y pqs 29 

3.1.2. Señal IQS................................................................................... 33 

3.1.3. Factor de señal difusible............................................................ 33 

3.1.4. Sistema de señalización mediado por poliaminas..................... 34 



5 
 
 

 

 

3.1.5. Ácido fenilacético....................................................................... 34 

3.1.6. CDPs en P. aeruginosa............................................................. 35 

3.2. Regulación del quórum sensing sobre otras sistemas 

regulatorios................................................................................ 

 

36 

4. Vía de TOR..................................................................................... 39 

4.1. Vía de TOR en plantas.............................................................. 44 

III. Justificación………………………………………………………………… 49 

IV. Hipótesis…………………………………………………………………….. 50 

V. Objetivos................................................................................................ 51 

VI. Resultados............................................................................................ 52 

Capitulo 1......................................................................................... 53 

Capitulo 2......................................................................................... 62 

Capitulo 3......................................................................................... 79 

Capitulo 4......................................................................................... 93 

Capitulo 5......................................................................................... 97 

VII. Discusión de resultados....................................................................... 101 

VII. Conclusion........................................................................................... 106 

IX. Referencias bibliográficas..................................................................... 107 

 

  



6 
 
 

 

 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 Pag 

Fig 1. Interacción entre plantas, patógenos, bacterias promotoras del 

crecimiento y suelo........................................................................... 

 

13 

Fig 2. Representación esquemática de la regulación de genes por 

quórum sensing................................................................................ 

 

15 

Fig 3. Típico sistema de quórum sensing tipo LuxIR de bacterias Gram 

negativas.......................................................................................... 

 

16 

Fig 4. Síntesis de ciclodipéptidos por el operón de aureusimina en 

Staphylococcus aureus.................................................................... 

 

21 

Fig 5. Mecanismo catalítico propuesto para la formación de ciclo(L-Phe-

L-Leu) por AlbC de Streptomyces noursei....................................... 

 

24 

Fig 6. Típico sistema de dos componentes del sistema de quórum sensing 

de bacterias Gram positivas............................................................. 

 

26 

Fig 7. Algunos oligopéptidos autoinductores del quórum sensing de 

bacterias Gram positivas.................................................................. 

 

27 

Fig 8. Sistema de comunicación por quórum sensing de P. aeruginosa... 32 

Fig 9. Interconexión del sistema de quórum sensing con otras redes 

regulatorias en P. aeruginosa.......................................................... 

 

36 

Fig 10. Estructura de TOR y sus complejos............................................... 41 

Fig 11. Vía de señalización de TOR en mamíferos.................................... 43 

Fig 12. Vía de señalización de TOR en plantas......................................... 47 

Fig 13. Comparación entre los dominios de S6K de humanos y A. thaliana 48 

 

  



7 
 
 

 

 

ÍNDICE DE TABLAS 

 Pag 

Tabla 1.  Algunas moléculas autoinductoras identificadas en bacterias 

Gram negativas........................................................................... 

 

17 

Tabla 2. Estructuras de señales químicas y sus derivados producidos 

por P. aeruginosa........................................................................ 

 

30 

 



8 
 
 

 

 

A. RESUMEN 

Los ciclodipéptidos (CDPs) son las moléculas de origen peptídico más pequeñas 

que pueden ser producidas por diversos organismos como bacterias, hongos y 

animales. Han sido estudiados por sus diferentes propiedades biológicas como 

antibacterianos, antifúngicos, antivirales, anticancerígenos, entre otros. En el 

presente trabajo, examinamos la capacidad de los CDPs producidos por la bacteria 

Pseudomonas aeruginosa de activar la vía de señalización de TOR (blanco de la 

Rapamicina, por sus siglas en inglés) y regular la arquitectura de la raíz en 

Arabidopsis thaliana. Esta bacteria es conocida como patógeno oportunista de 

humanos y patógeno de plantas. P. aeruginosa produce cuatro ciclodipéptidos 

bioactivos: ciclo(L-Pro-L-Leu), ciclo(L-Pro-L-Phe), ciclo(L-Pro-L-Tyr), and ciclo(L-

Pro-L-Val). Estas moléculas fueron capaces de modular los programas celulares 

básicos no sólo por la activación de la vía auxínica, sino por la promoción de la 

fosforilación de la cinasa de la proteína ribosomal S6 (S6K), un sustrato río abajo 

de la cinasa TOR. La inoculación de plantas de Arabidopsis thaliana con P. 

aeruginosa PAO1 (WT) ó JM2 (cepa no patógena ΔlasI/Δrhll) o por la exposición de 

plantas a la mezcla de CDPs, estimuló el crecimiento de la raíz primaria y promovió 

el incremento de raíces laterales por un incremento en la proliferación celular. 

Mientras que con el uso de plantas de líneas afectadas en la expresión de TOR se 

indicó el papel determinante de esta vía en la fitoestimulación. 

Palabras clave: ciclodipéptidos; promoción del crecimiento; interacción planta-

bacteria; vía TOR; fitoestimulación. 
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B. Summary 

Cyclodipeptides (CDPs) are the smallest molecules of peptide origin that can be 

produced by several organisms such as bacteria, fungi and animals. These 

molecules have been studied due to their different biological properties such as 

antibacterial, antifungal, antiviral, anticancer, among others. In the present work, we 

examine the ability of CDPs produced by the bacterium Pseudomonas aeruginosa 

to activate the TOR signaling pathway (Rapamycin target) and regulate root 

architecture in Arabidopsis thaliana. This bacterium is known as an opportunistic 

human pathogen and a plant pathogen. P. aeruginosa produces four bioactive 

cyclodipeptides: cycle (L-Pro-L-Leu), cycle (L-Pro-L-Phe), cycle (L-Pro-L-Tyr), and 

cycle (L-Pro-L- Val). These molecules were able to modulate basic cellular programs 

not only by activating the auxinic pathway, but by promoting the ribosomal protein 

kinase S6 (S6K) phosphorylation, a downstream substrate of TOR kinase. The 

inoculation of Arabidopsis thaliana plants with P. aeruginosa PAO1 (WT) or JM2 (a 

non-pathogenic strain ΔlasI/Δrhll) or by the exposure of plants to the CDPs mixture, 

stimulated the primary root growth and promoted the growth of lateral roots by an 

increasing cell proliferation. Moreover, the use of plants lines affected in TOR 

expression, the determining role of this pathway in phytostimulation was indicated. 
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I. INTRODUCCIÓN 

La bacteria Gram negativa con forma de bacilo Pseudomonas aeruginosa, ha sido 

ampliamente estudiada y es conocida como un patógeno oportunista en humanos y 

patógeno de plantas, es ubicua en la naturaleza, pero se pude localizar en la 

rizósfera, donde prolifera alimentándose de los exudados radiculares y otros 

nutrientes del suelo (Plotnikova et al., 2000; Rahme et al., 1995). Está bacteria 

puede evadir las defensas del hospedero a través de la producción de diversos 

factores de virulencia, como son: toxinas, adesinas, piocianina, ciclodipéptidos 

(CDPs) y otros (Dela Ahator y Zhang, 2019). Los CDPs son moléculas cicladas de 

tamaño pequeño, que están compuestos de dos aminoácidos enlazados por 

enlaces peptídicos. Estos compuestos pueden ser sintetizados por una gran 

variedad de microorganismos como bacterias, hongos y animales (Canu et al., 2018; 

Mishra et al., 2017). Los ciclodipéptidos tienen la capacidad de modular las 

interacciones de quórum sensing y comunicación cruzada entre especies de 

organismos evolucionariamente distantes como bacterias y plantas (González and 

Keshavan, 2006; Ortiz-Castro et al., 2011). Se ha reportado que P. aeruginosa 

produce los ciclodipéptidos ciclo(L-Pro-L-Leu), ciclo(L-Pro-L-Phe), ciclo(L-Pro-L-

Tyr) y ciclo(L-Pro-L-Val), que promueven el crecimiento y desarrollo de Arabidopsis 

thaliana, mediante un mecanismo que parece sustituir a las auxinas en la unión con 

su receptor y son capaces de activar los genes de respuesta a auxinas (González 

et al., 2017; Ortiz-Castro et al., 2011).  

El crecimiento y desarrollo de las plantas requieren la activación de la vía de TOR 

(blanco de la Rapamicina, por sus siglas en inglés), que es el regulador maestro del 

crecimiento en eucariontes (Rexin et al., 2015). La vía de TOR desempeña un papel 

central en la percepción de estímulos intra y extracelulares como factores de 

crecimiento, nutrientes, niveles de energía y el daño celular, a través de la 

integración de estos estímulos, la activación de TOR regula una variedad de 

procesos celulares esenciales como el metabolismo, el ciclo celular, la autofagia y 
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la síntesis de proteínas, mediante la fosforilación de diferentes proteínas blanco 

(Deprost et al., 2007; Dobrenel et al., 2016; Rexin et al., 2015). La proteína cinasa 

de la proteína ribosomal S6 (S6K) es uno de los blancos de TOR más ampliamente 

estudiados, debido a que la activación de S6K induce un incremento en la síntesis 

de proteínas (Fenton y Gout, 2011; Van Dam et al., 2011). Previamente nuestro 

grupo de trabajo reportó que los CDPs producidos por P. aeruginosa activaron a la 

proteína S6K en plantas de maíz (ZmS6K), como se mencionó es un blanco de 

TOR, por lo que podríamos decir que la vía de TOR puede ser activada por los 

CDPs (Corona-Sánchez et al., 2019). Si tomamos en cuenta que la vía de TOR se 

encuentra conservada entre maíz y Arabidopsis, entonces podríamos hipotetizar 

que los CDPs también pueden activar la vía de TOR en A. thaliana. En el presente 

trabajo determinamos que la promoción del crecimiento durante la interacción 

Arabidopsis-Pseudomonas requiere la activación de la proteína S6K de A. thaliana 

(AtS6K) y que los CDPs producidos por P. aeruginosa fueron responsables de dicha 

activación. Además, determinamos que los CDPs indujeron un aumento de la 

proliferación celular del meristemo de la raíz primaria y la maduración de primordios 

de raíces laterales, indicando que los ciclodipéptidos estimulan la proliferación 

celular en plantas de A. thaliana mediante un mecanismo dependiente de la 

activación de la vía de TOR. 
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II. MARCO TEÓRICO 

 

1. La rizósfera  

La rizósfera se refiere a la zona del suelo que se encuentra directamente 

influenciada por las secreciones o exudados de las raíces de las plantas. Estos 

exudados constituyen una variedad de moléculas liberadas por las raíces como son 

ácidos orgánicos, azúcares, polisácaridos y otros, que pueden ser utilizados como 

nutrientes por otros organismos como hongos, bacterias, protistas, nematodos e 

invertebrados. Entonces, la rizósfera se considera como una zona densamente 

poblada. Está población puede ser modificada por la secreción de metabolitos 

primarios (por ejemplo, ácidos orgánicos, carbohidratos y aminoácidos) y 

secundarios (por ejemplo, alcaloides, terpenoides y fenoles) de las raíces que 

ayudan a la atracción de organismos benéficos y a combatir patógenos. El proceso 

de exudación está altamente regulado ya que la síntesis de metabolitos representa 

un proceso altamente costoso, hablando en términos energéticos, por el consumo 

de carbono y nitrógeno de la planta (Venturi y Keel, 2016).  

1.1. Interacciones entre microorganismos 

La rizósfera sirve como huésped de inmensa diversidad de microorganismos que 

pueden establecer diferentes interacciones como comensales, mutualistas y 

parasíticas o también llamadas positivas o benéficas, negativas o patogénicas y 

neutras (Fig 1) (Venturi y Keel, 2016). En el caso de las bacterias benéficas, también 

llamadas rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPR), colonizan 

competitivamente las raíces de las plantas, estimulan el crecimiento y pueden 

mostrar una actividad de biocontrol hacia organismos patógenos que causan 

enfermedades de plantas. Para llevar a cabo dichos procesos, lo realizan a través 

de varios mecanismos como la fijación de nitrógeno atmosférico, la solubilización 

de fosfato y otras sales, la producción de hormonas y la liberación de antibióticos 

y/o toxinas (Haas y Défago, 2005; Venturi y Keel, 2016; Vishwakarma et al., 2020). 
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Algunas PGPR se denominan como biopesticidas por su propiedad biocontrol 

sobresaliente. Estas PGPR pertenecen principalmente a los géneros Pseudomonas 

y Bacillus (Haas y Défago, 2005). Al conjunto de organismos benéficos que 

colonizan la rizósfera se le conoce como microbiota de la rizósfera o rizomicrobioma. 

Esta colonización de la rizósfera, está regulada directamente por la composición de 

los exudados radiculares y esta composición se determina por los eventos de 

comunicación llevados a cabos entre los microorganismos, tanto benéficos y 

patogénicos, y las raíces de las plantas (Venturi y Keel, 2016; Vishwakarma et al., 

2020). La comunicación entre microorganismos y plantas es llevada a cabo 

mediante moléculas señal. En bacterias, este mecanismo de comunicación 

mediante moléculas señal se denomina “quórum sensing” (Venturi y Keel, 2016). 

 

Fig 1. Interacción entre planta, patógenos, bacterias promotoras del crecimiento y suelo (tomada de 

Haas y Défago, 2005). 

Planta

Patógeno PGPR biocontrol

Infección

ExudadosDefensa
Elicitores
de
defensa

Antibióticos, 
antagonismo específico

Suelo
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2. Quórum sensing 

Por mucho tiempo se pensó que las bacterias trabajaban como organismos 

individuales diseñados para proliferar bajo diversas condiciones, pero incapaces de 

interactuar con otros individuos y responder colectivamente a estímulos 

ambientales, que es un comportamiento típico de organismos pluricelulares (Juhas, 

et al., 2005). Posteriormente se descubrió que la percepción de estímulos 

ambientales se lleva a cabo de manera sincronizada a partir de la densidad de la 

población, como fue observado con el fenómeno de bioluminiscencia en la bacteria 

Gram negativa Vibrio fischeri o la regulación de la competencia genética en la 

bacteria Gram positiva Streptococcus pneumoniae (Gonzalez y Keshavan, 2006). 

Ambos fenómenos que parecen tan diferentes y aislados, son controlados por lo 

que se conoce como “quórum sensing” o “percepción del quórum” (QS). Se 

denomina QS al proceso de comunicación célula a célula en el cual las bacterias 

usan la producción y posterior detección de señales químicas extracelulares 

llamadas autoinductores, esta señal difunde al medio circundante (Reading y 

Sperandio, 2006). Entonces, a medida que incrementa la población se van 

acumulando las señales hasta que se llega al umbral de concentración, una vez que 

se excede un umbral de concentración, esto lleva a la activación de vías de 

señalización que, a su vez, activaran la expresión de genes relacionados a la 

regulación de una población (Fig 2) (Gonzalez y Keshavan, 2006; Juhas et al., 

2005). 



15 
 
 

 

 

 

Fig 2. Representación esquemática de la regulación de genes por quórum sensing (modificado de 

Pérez-Velázquez et al., 2016). 

Las bacterias usan la señalización por quórum sensing para regular una variedad 

de fenómenos, como la producción de exopolisacáridos, la producción de factores 

de virulencia y la motilidad, las cuales son esenciales para el establecimiento exitoso 

de una relación simbiótica o patógena con su respectivo huésped (Gonzalez y 

Keshavan, 2006).  

2.1. Quórum sensing en bacterias Gram negativas 

El QS fue descubierto en la bacteria luminiscente marina Vibrio fischeri, que es un 

simbionte facultativo de peces marinos y calamares. La bacteria vive 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). Esta regulación 

de la bioluminiscencia esta mediada por el sistema LuxI-LuxR (ó LuxIR), que 

pertenece a la red de señalización de quórum sensing (Fig 3). Este sistema funciona 

cuando la proteína, LuxI, sintetiza en el citoplasma la señal química que es una acil-

homoserina lactona (HSL) de seis carbonos, 3-oxo-hexanoil-HSL, la cual difunde a 

través de la membrana plasmática hacia el medio circundante y, a medida que las 
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HSL se acumulan llevan a la unión y activación de su regulador especifico LuxR. 

Cuando LuxR es activado, actúa como factor transcripcional, de manera que se une 

a secuencias palindrómicas especificas del ADN, llamadas “caja lux”, favoreciendo 

el reclutamiento de la ARN polimerasa, y así activando la expresión de genes 

específicos (Gonzalez y Keshavan, 2006; Ng y Bassler, 2009). 

 

Fig 3. Típico sistema de quórum sensing tipo LuxIR de bacterias Gram negativas. Cuando LuxI 

sintetiza HSL (pentágonos rojos) difunde al medio, cuando se alcanza la concentración necesaria la 

señal activa a LuxR que actúa como regulador transcripcional para la activación de genes blanco 

(tomada de Ng y Bassler, 2009).  

La gran mayoría de sistemas de QS en bacterias Gram negativas que han sido 

estudiadas utilizan HSL como moléculas señalizadoras (de Kievit e Iglewski, 2000). 

Además de las HSL, se sabe que existen otros tipos de señales autoinductoras, 

cuyas estructuras son químicamente diferentes y cada una de ellas forman parte de 

una red regulatoria diversa, como el autoinductor-2, los ciclodipéptidos, y otros 

(Tabla 1) (Gonzalez y Keshavan, 2006; Atkinson y Williams, 2009). 

 

 

 

Genes blanco
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Tabla 1. Algunas moléculas autoinductoras identificadas en bacterias Gram negativas (tomada de 

Gonzalez y Keshavan, 2006). 

  

2.1.1. Autoinductores de bacterias Gram negativas 

2.1.1.1. Acil-homoserina lactonas 

Las HSL son el grupo de autoinductores más ampliamente estudiado y su actividad 

se ha relacionado principalmente en la regulación de la patogenicidad. Están 

compuestos de un anillo de homoserina lactona y un grupo acilo de longitud 

variable, siendo la cadena más corta de 4 carbonos y 18 la cadena más larga. 

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

por la presencia de un grupo oxo o hidroxilo en el carbono 3 de la cadena acilo. Esto 

provee variación y especificidad a la comunicación de quórum sensing, ya que 

Autoinductores Estructura general Especies productoras
Fenotipo(s) 
regulados

HSL

Gran diversidad
bacterias        gram-
negativas

Motilidad, 
exopolisacáridos, 
otros

ciclo(L-Phe-L-
Pro), ciclo(L-Tyr-L-
Pro)

P. fluorescens, 
P. alkaligenes

Cepas indicadoras de 
activación cruzada de 
quorum-sensing

AI-2

V. harvei, S. entérica 
serotovar
Tiphymurium

Bioluminisencia, 
transportadores ABC

Bradioxetina

B. japonicum Nodulación

DSF

X. campestris Producción 
endoglucanasa
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determinadas bacterias solo pueden producir ciertos tipos de HSL (Debunne et al., 

2017; Gonzalez y Keshavan, 2006).  

2.1.1.2. Autoinductor-2 

El autoinductor-2 (AI-2), se ha descrito como una molécula señal para la 

comunicación interespecies, ya que puede ser producida por bacterias Gram 

positivas y negativas. Esta molécula se descubrió en Vibrio harveyi, identificada 

como una furanosil borato diéster donde es responsable de la regulación de la 

bioluminiscencia. La molécula AI-2 aislada de Salmonella enterica serotovar 

Typhimurium es una (2R,4S)-2-metil-2,3,3,4-hidroxitetrahidrofurano que carece de 

Boro. Ambas bacterias reconocen estas dos formas de AI-2, que derivan del 

precursor dihidroxil-2,3-pentanodiona. La señalización de AI-2 se ha relacionado 

con la regulación de la secreción tipo 3 en E. coli O15:H7, el factor de virulencia VirB 

en Shigella flexner y alrededor de 400 genes mediante un microarreglo en cepas de 

E. coli (Debunne et al., 2017; Gonzalez y Keshavan, 2006).   

2.1.1.3. Bradioxetina 

La estructura de la bradioxetina, 2-{4- [[ 4-( 3-aminooxetan-2- il) fenil] (imino) metil] 

fenil} oxetan-3-il amina es similar al sideróforo ácido mugeneico y parece que la 

bradioxetina es regulada por las concentraciones de hierro del medio. Esta molécula 

se ha relacionado con la regulación de los genes nod en Bradyrhizobium japonicum, 

una bacteria simbionte fijadora de nitrógeno en muchas plantas leguminosas. 

Dichos genes nod son reprimidos a altas densidades poblacionales (Gonzalez y 

Keshavan, 2006).  

2.1.1.4. DSF  

El factor de señal difusible, ácido cis-11-metil-dodecanoico (DSF), es una molécula 

compuesta de un esqueleto de ácido graso insaturado. Es otra señal de 

comunicación célula a célula que está ampliamente conservada en diversas 
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especies bacterianas. Está se considera como una molécula de señalización inter e 

intraespecie y se le ha implicado en la regulación de la producción de factores de 

virulencia y biofilm. El sistema de quórum sensing dependiente de DSF fue 

identificado en Xantomonas campestris pv. campestris y consta de RpfF, requerido 

para la síntesis de DSF, y un sistema regulatorio de dos componentes, la cinasa 

sensora RpfC y su regulador de respuesta RpfG (Dela Ahator y Zhang, 2019; 

Gonzalez y Keshavan, 2006). 

2.1.1.5. Ciclodipéptidos 

Los ciclodipéptidos (2,5-dioxopiperazinas, 2,5-dicetopiperazinas o dipéptidos 

anhídridos) y sus derivados las dicetopiperazinas (DKPs), son los compuestos 

peptídicos más pequeños, los cuales constituyen una gran clase de metabolitos 

secundarios metabolizados por diversos microorganismos como bacterias, hongos 

e incluso mamíferos (Belin et al., 2012; Nilov et al., 2018; Prasad 1995). Desde el 

primer reporte, en 1924, han sido descubiertos un gran número de ciclodipéptidos 

bioactivos y recientemente han cobrado cierto interés debido a la diversidad de 

actividades biológicas que muestran, como son antibacterial, antifúngica, antiviral, 

antitumoral, inmunosupresoras y antiinflamatorias (de Carvalho y Abraham, 2012; 

Wang et al., 2017).  

El papel biológico de los CDPs en los organismos que los producen permanece aún 

poco claro. Se cree que algunos ciclodipéptidos pueden actuar como pequeñas 

moléculas difusibles involucradas en la comunicación célula-célula. Estos parecen 

constituir una nueva clase de señales de quórum sensing bacteriano o entre 

especies bacterianas (González et al., 2017; Martínez-Carranza et al., 2018). 

Debido a los efectos en plantas y cultivos celulares humanos, incluso se considera 

un nuevo mecanismo de comunicación entre reinos (Hernández-Padilla et al., 2017; 

Ortiz-Castro et al., 2011). 
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Los ciclodipéptidos, como su nombre lo indica, están constituidos de dos 

aminoácidos enlazados de manera cíclica por dos enlaces peptídicos, lo que genera 

un anillo central diceto y los grupos sustituyentes orientados hacia extremos 

opuestos (Prasad, 1995). Por lo que se pueden obtener combinaciones de los 20 

aminoácidos esenciales, además de aminoácidos no esenciales.  

Como se mencionó anteriormente, los CDPs pueden ser sintetizados por diversos 

organismos. Dicha síntesis se puede realizar enzimáticamente mediante dos 

mecanismos. El primer mecanismo, y el primeramente descubierto, se lleva a cabo 

por la acción de las péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) y el segundo 

mecanismo es realizado por las ciclodipéptido sintasas (CDPS). 

2.1.1.5.1. Péptido sintetasas no ribosomales. 

Las NRPS son las enzimas responsables de la síntesis de muchos productos 

naturales usados en la industria farmacológica, incluyendo antibióticos (por ej. 

vancomicina, penicilina), compuestos anticancerígenos (por ej. bleomicina, 

epotilona) e inmunosupresores (ciclosporina) (Wyatt et al., 2012). Las NRPS son 

enzimas grandes, multimodulares involucradas en la síntesis de muchos péptidos 

no ribosomales. Cada módulo es responsable de la incorporación de un aminoácido 

y está constituido generalmente por tres dominios: adenilación (A), tiolación (T) y 

condensación (C) (Fig 4) (Grünewald y Marahiel, 2006). 
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Fig 4. Síntesis de ciclodipéptidos por el operón de aureusimina en Staphylococcus aureus. A) El 

operón está conformado por los genes ausA, que codifica para una péptido sintetasa no ribosomal y 

ausB, que codifica para una fosfopantetenil transferasa. B) Esquema de los dominios de AusA para 

la síntesis de péptidos no ribosomales. Para el ensamble de los ciclodipéptidos consta de dos 

modulos conformados por los dominios de adenilación (A), tiolación (T), condensación (C) y 

reductasa (Re). De la actividad de AusA se obtienen tres productos: aureusimina A (1), aureusimina 

B (2) y leuvalina (3) (tomada de Wyatt et al., 2012). 

El dominio A (~550 aminoácidos) controla el primer paso de la síntesis enzimática, 

que es el reconocimiento y activación del aminoácido. Este dominio cataliza dos 

reacciones. Primero, selecciona el aminoácido de la poza disponible de sustratos, 

seguido de la activación como un aminoacil adenilado. El segundo paso, el 

aminoacil adenilado activado es transferido al grupo tiol del cofactor 4-fosfopanteína 

(ppan) del dominio T, el cual es el único dominio de las NRPS sin una actividad 

catalítica. El dominio T (~80 aminoácidos) facilita el transporte ordenado de 
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sustratos y productos intermedios de elongación a los centros catalíticos 

(Grünewald y Marahiel, 2006). 

La formación del enlace peptídico es mediada por el dominio C (~450 aminoácidos). 

Este dominio cataliza el ataque nucleofílico entre el grupo amino del aminoácido 

unido al dominio T río abajo con el tioéster electrofílico del aminoácido o péptido 

unido al dominio T río arriba. La direccionalidad de esta reacción está dada por un 

sitio donador y un sitio aceptor para electrófilos y nucleófilos, respectivamente. De 

acuerdo a este mecanismo el sitio aceptor une al nucleófilo con gran afinidad hasta 

que la entrada del electrófilo completa el proceso de condensación (Grünewald y 

Marahiel, 2006). 

2.1.1.5.2. Ciclodipéptido sintasas. 

En 2002, fue descubierto que para la formación de la albonoursina (ciclo(α,β-

deshidroPhe- α,β-deshidroLeu ó cΔFΔL) producida por Streptomyces noursei se 

requiere de AlbC, una enzima pequeña (239 residuos) que fue caracterizada como 

una CDPS y cuya actividad cataliza la formación del ciclodipéptido ciclo(L-Phe-L-

Leu), que es el precursor de la albonoursina (Gondry et al. 2009). Esta enzima 

mostró no estar relacionada estructural ni funcionalmente con las enzimas NRPS 

anteriormente descritas, cuya acción cataliza la formación de péptidos no 

ribosomales (Gondry et al. 2009; Watanabe et al. 2007). 

Las CDPS utilizan aminoacil-ARNt como sustratos para la formación de diferentes 

ciclodipéptidos y no son dependientes de ATP para la formación del enlace 

peptídico (Canu et al., 2019; Gondry et al., 2009). Desde la primera descripción de 

la proteína AlbC, ha aumentado considerablemente el número de enzimas 

identificadas con la actividad de sintetizar ciclodipéptidos, más 120 miembros hasta 

mediados de 2019 (Canu et al., 2019; Gondry et al., 2018; Jacques et al., 2015). 
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Las CDPS usan dos aminoacil-ARNt como sustratos en un mecanismo secuencial 

tipo “ping-pong” para formar los dos enlaces peptídicos del ciclo dipéptido (Moutiez 

et al., 2014). Este mecanismo fue caracterizado en AlbC para la formación de 

ciclo(L-Phe-L-Leu) (Fig 5). Donde la unión del primer aminoacil-ARNt se lleva por el 

enlace covalente del aminoácido al residuo S37, generando un intermediario acil-

enzima. El segundo aminoacil-ARNt se une al intermediario acil-enzima para formar 

un intermediario dipeptidil-enzima (Moutiez et al., 2014). Y finalmente, se lleva a 

cabo la ciclación intramolecular, donde el residuo T202 sirve como un donador de 

protones y así generando el ciclodipéptido. Además de los residuos mencionados, 

que interactúan directamente, también los residuos Y178 y E182 participan en el 

anclaje y estabilización de los aminoácidos a la enzima (Canu et al., 2019; Moutiez 

et al., 2014). Estos cuatro residuos S37, T202, Y178 y E182, se han encontrado 

conservados en todas las CDPS (Canu et al., 2019). Como estos residuos adoptan 

posiciones similares en las estructuras de otras CDPS, podemos pensar que todas 

las CDPS comparten el mismo mecanismo catalítico (Bourgeois et al., 2020; Canu 

et al., 2019). 
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Fig 5. Mecanismo catalítico propuesto para la formación de ciclo(L-Phe-L-Leu) por AlbC de 

Streptomyces noursei. 1) Incorporación y estabilización del primer Phe-ARNt (color azul). 2) 

Formación de un intermediario acil-enzima. 3) Interacción del segundo Leu-ARNt (color rojo) con el 

acil-enzima y ataque del grupo amino de la primer Phe al ester carbonilo del segundo Leu-ARNt. 4) 

Formación del intermediario dipéptido-enzima. 5) Reacción de ciclación del dipéptido. 6) Liberación 

de la enzima para formar ciclo(L-Phe-L-Leu) (modificada de Canu et al., 2019) 

Una característica estructural importante de las enzimas CDPS es el alto grado de 

similitud estructural con los dominios catalíticos de las aminoacil-ARNt sintetasas 

de clase Ic, como TyrRS y TrpRS, sugiriendo que las CDPS pudieran derivar de un 

precursor común. Las CDPS constan de dos bolsillos, P1 y P2, localizados cercanos 

uno del otro. El bolsillo P1 es estructuralmente similar al bolsillo de TyrRS y TrpRS 

en cuanto a la unión del aminoacil, mientras que el bolsillo P2 no es equivalente a 

esta clase de enzimas e interactúa con el segundo aminoacil (Gondry et al., 2009; 

Moutiez et al., 2014).    

2.1.1.5.3. Comparación de las enzimas que sintetizan CDPs. 

Los sistemas enzimáticos de NRPS y CDPS producen DKPs en la naturaleza. Las 

CDPS son proteínas pequeñas (alrededor de 26 kDa), mientras que las NRPS son 

sistemas multimodulares y multienzimáticos grandes, de alrededor de diez veces 
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mayor tamaño comparado con las CDPS. La gran diferencia en tamaño se debe a 

las estrategias que utilizan para la activación de los aminoácidos: 1) las NRPS 

utilizan a los dominios de adenilación y tiolación para reconocer y activar a los 

aminoácidos, además de requerir del empleo de ATP; y 2) las CDPS utilizan 

aminoacil-ARNt con lo que no requiere la activación del aminoácido. Por lo tanto, 

las CDPS están restringidas a los aminoácidos canónicos enlazados a los ARNt 

mientras que el rango de sustratos que pueden ser usados por las NRPS es muy 

amplio, debido a que los sustratos pueden estar modificados previo o posterior a la 

síntesis enzimática y una variedad de orígenes, además de aminoácidos pueden 

emplear ácidos grasos, anillos hidrocarbonados, azucares, etc. 

En cuanto a su distribución en la naturaleza, es interesante que las NRPS se 

encuentran en ampliamente distribuidas en bacterias y hongos, pero no se han 

encontrado en animales, y las CDPS han sido identificadas en bacterias, hongos, 

protozoarios y animales.  

Algo más a resaltar es que de las DKPs obtenidas a partir de CDPS solamente se 

tienen hipótesis acerca de su función, mientras que para las NRPS generalmente 

se le ha asignado una función (sideróforos, toxinas, etc.). 

2.2. Quórum sensing en bacterias Gram positivas 

Las bacterias Gram positivas utilizan principalmente oligopéptidos modificados 

como autoinductores para la regulación de genes por quórum sensing. A diferencia 

de las HSL que difunden a través de la membrana, los péptidos son impermeables 

a las membranas biológicas. Por lo que para su secreción requieren de 

transportadores especializados donde, generalmente, el proceso de transporte está 

asociado a modificaciones como la ciclación del péptido. Una vez liberada la señal, 

está se acumula y a medida que incrementa la población también incrementa la 

concentración de autoinductores, hasta que se rebasa el umbral de concentración 

y es percibida la señal por un receptor membranal, que típicamente son receptores 



26 
 
 

 

 

tipo histidina cinasa, por lo que son llamados proteínas señales de dos 

componentes. Una vez que es percibida la señal está es transducida por varios 

eventos de fosforilación, hasta que es activado el regulador citoplásmico que 

también funciona como regulador transcripcional que activa la expresión de genes 

blanco (Fig 6) (Ng y Bassler, 2009).   

 

Fig 6. Típico sistema de dos componentes del sistema de quórum sensing de bacterias Gram 

positivas (tomado de Ng y Bassler, 2009).  

Los péptidos autoinductores están codificados genéticamente, por lo que cada 

especie bacteriana puede producir péptidos con una secuencia específica y única 

(Fig 7), a diferencia de las HSL producidas por bacterias gran negativas que parten 

de una molécula nuclear y sólo hay modificaciones de la misma molécula.  
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Fig 7. Algunos oligopéptidos autoinductores del quórum sensing de bacterias Gram positivas. En la 

parte superior se muestran las secuencias de aminoácidos de los péptidos autoinductores ComX y 

CSF de Bacillus subtilis y CSP de Streptococcus pneumoniae. En la parte inferior se muestran los 

cuatro péptidos autoinductores producidos por Staphylococcus aureus (tomada de Ng y Bassler, 

2009). 

3. Generalidades de P. aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa con forma de bastón, con 

metabolismo aeróbico, que mide alrededor de 0.5-0.8 µm de ancho y 1.5-3.0 µm de 

largo, casi todas las cepas son móviles debido a un único flagelo polar, pertenece a 

la clase de las Gamma Proteobacterias. Es capaz de crecer en condiciones 

atmosféricas adversas, por lo que ha colonizado una gran cantidad de nichos 

ecológicos, así su hábitat está ampliamente distribuido, considerándose como una 

bacteria ubicua por su capacidad de colonizar suelos, aguas y otros ambientes 
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naturales y artificiales (Jayaseelan et al., 2013). El género Pseudomonas fue 

incluido en la familia Pseudomonadaceae. Otros miembros del género incluyen P. 

alcaligenes, P. anguilliseptica, P. citronellolis, P. flavescens, P. jinjuensis, P. 

mendocina, P. nitroreducens, P. oleovorans, P. pseudoalcaligenes, P. resinovorans 

y P. straminae, entre otros. 

En cuanto a la importancia clínica de P. aeruginosa, se refiere como un patógeno 

oportunista, que se encuentra entre las principales causantes de infecciones 

oportunistas en humanos, afectando a víctimas de quemaduras, infecciones del 

tracto urinario de pacientes cateterizados y neumonía en pacientes 

intrahospitalarios. También es una causa predominante de morbilidad y mortalidad 

en pacientes con fibrosis cística. Estas infecciones son difíciles de erradicar debido 

a la resistencia natural de la bacteria a los antibióticos comúnmente usados 

(Karatuna y Yagci, 2010; Stover et al., 2000). P. aeruginosa es capaz de causar 

infecciones en diversas especies, además de mamíferos, como insectos, 

nematodos y plantas (Walker et al., 2004). Esta capacidad de invasión se puede 

atribuir a la capacidad de producir una amplia variedad de factores de virulencia 

(como toxinas, adhesinas, piocianina, ciclodipéptidos, entre otros) y mecanismos de 

defensa (como bombas de expulsión, formación de biofilm, entre otros) (Dela Ahator 

y Zhang, 2019; Walker et al., 2004).  

3.1. Regulación de quórum sensing en P. aeruginosa 

Uno de los sistemas de comunicación célula a célula más estudiados es el de P. 

aeruginosa. En este organismo, al igual que otros patógenos, se descubrió que el 

circuito de QS regula la expresión de factores de virulencia, así como la formación 

de biofilm y se ha especulado que la actividad patógena y la regulación por QS están 

estrechamente ligadas, siendo un determinante para el establecimiento efectivo de 

la infección (de Kievit e Iglewski, 2000; Juhas et al., 2005). 
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3.1.1. Regulación del quórum sensing por los sistemas las, rhl y pqs. 

En P. aeruginosa, operan dos sistemas principales de QS íntimamente ligados. 

Estos son el sistema las, que consiste del activador transcripcional, LasR y de la 

sintetasa de HSL, LasI (Tabla 2), esta última cataliza la síntesis de N-3-

oxododecanoil-homoserina lactona (3OC12HSL); y el sistema rhl, que consiste del 

regulador transcripcional, RhlR y de la sintetasa de HSL, RhlI (Tabla 2), esta última 

cataliza la síntesis de N-butanoil-homoserina lactona (C4HSL) (Dela Ahator y 

Zhang, 2019; Juhas et al., 2005; Schuster y Greenberg, 2006) (Fig 8). Los sistemas 

las y rhl son homólogos al sistema LuxIR de V. fischeri, por lo que el modelo de 

señalización por quórum sensing funciona de una manera similar, inicia con el 

autoinductor (3OC12HSL ó C4HSL) que es producido a niveles basales a bajas 

densidades celulares. Entonces conforme aumenta la densidad celular, también 

incrementa la concentración del autoinductor hasta que es alcanzado un umbral de 

concentración. A esta concentración, el autoinductor se une a su proteína blanco 

específica (LasR ó RhlR) y así la activa, lo que conduce a la expresión de diversos 

genes, entre los que incluyen las sintetasas de HSL (LasI y RhlI), creandose un 

circuito de retroalimentción o autoinducción. Estos sistemas están arreglados de 

manera jerárquica donde el sistema las activa al sistema rhl, esto resulta en un 

empalme en su regulón que ejerce un control trascripcional en la expresión de 

factores de virulencia como elastasa, proteasa alcalina, la proteasa LasA, exotoxina 

A, ramnolípidos, cianuro de hidrogeno, lecitinas citotoxinas y la motilidad bacteriana 

(Pearson et al., 1997; Dela Ahator y Zhang, 2019). 
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Tabla 2. Estructuras de señales químicas y sus derivados producidos por P. aeruginosa. 

Molécula Estructura 

 
 

HSL 
 
 
 

Quinolonas 
 

 
IQS 

 

 
 

PAA 

 

 
Poliaminas 

 

 
 
 

DFS 
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CDP 

 

  

Existe un tercer sistema de regulación de QS en P. aeruginosa, es llevado a cabo 

por señales de quinolonas, químicamente caracterizado como 2-heptil-3-hidroxi-4-

quinolona (PQS) (Tabla 2). El grupo de genes pqsABCD está involucrado en la 

producción del precursor de PQS, 2-heptil-4(1H)-quinolona (HHQ), el cual es 

convertido a PQS por PqsH. La producción de PQS es regulada por el regulador 

PqsR (también nombrada MvfR) y este sistema de quórum sensing controla la 

síntesis de ciertos factores de virulencia como piocianina, ramnolípidos, elastasa, 

lecitinas y afecta el desarrollo de biofilm (Dela Ahator y Zhang, 2019). El sistema 

pqs provee un enlace entre los sistemas las y rhl. La transcripción de genes 

requerida para la síntesis de PQS es regulado positivamente por LasR pero está 

bajo control negativo del sistema rhl. Por lo que la producción de PQS está 

directamente relacionado a las concentraciones de 3OC12HSL y C4HSL, sugiriendo 

un delicado balance entre los dos sistemas (Dela Ahator y Zhang, 2019; Juhas et 

al., 2005). 
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Fig 8. Sistema de comunicación por quórum sensing de P. aeruginosa (tomado de Dela Ahator y 

Zhang, 2019). 
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3.1.2. Señal IQS   

También se ha identificado otro sistema de QS en P. aeruginosa, el cual es 

controlado por la señal química 2-(2-hidroxipentil)-tiazol-4-carbaldehído (IQS) 

(Tabla 2), cuya síntesis es regulada por el grupo de genes ambBCDE. Este sistema 

fue identificado bajo condiciones limitantes de fosfato, donde regula a los sistemas 

pqs y rhl, y además se determinó que este sistema es independiente de LasR y 

dependiente de PhoB, que es un regulador de respuesta a fosfato (Fig 8). Aunque 

aún se requiere mucha información sobre este mecanismo y su papel en la 

regulación del quórum sensing, por ejemplo, no se ha determinado el receptor de 

IQS y el papel del antimetabolito ácido L-2-amino-4-metoxi-trans-3-butenoico (AMB) 

que es sintetizado por las enzimas AmbCDBA (Dela Ahator y Zhang, 2019). 

3.1.3. Factor de señal difusible 

P. aeruginosa produce un análogo de DSF, ácido cis-2-decenoico (CDA) (Tabla 2), 

que requiere de DspI, considerado el homólogo de PpfF y se cree que la percepción 

de la señal es realizada por PA4982, que tiene un 32% de similitud con RpfC. En 

esta bacteria, la mutación de dspI abole la producción de CDA y afecta la regulación 

de determinantes de virulencia como pioverdina y piocianina, la motilidad formación 

de biofilm y tolerancia a antibióticos (Dela Ahator y Zhang, 2019; Gonzalez y 

Keshavan, 2006). Además de responder a CDA, P. aeruginosa puede responder a 

DSF y BDSF (de Burkholderia cenocepacia) para la regulación de la virulencia, 

formación de biofilm, tolerancia al estrés y resistencia a poliximinas. Por el contrario, 

CDA no puede ser percibido por B. cenocepacia ni por X. campestris, por lo que P. 

aerginosa puede co-habitar con estas bacterias en infecciones de pulmón y plantas, 

respectivamente. CDA y sus derivados modulan la formación de biofilm y motilidad 

en otras bacterias como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Proteus mirabilis, Streptococcus pyogenes, y Bacillus subtilis. Aún no 
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se ha determinado si el sistema de regulación por CDA cruza con otros mecanismos 

de quórum sensing (Dela Ahator y Zhang, 2019).  

3.1.4. Sistema de señalización mediado por poliaminas 

Se conocen como poliaminas a un grupo de policationes orgánicos lineares de bajo 

peso molecular. En bacterias, la biosíntesis de poliaminas involucra una serie de 

descarboxilasas que utilizan como sustrato a los aminoácidos arginina, ornitina y 

lisina. P. aeruginosa produce principalmente tres poliaminas, que son putresina, 

espermidina y cadaverina (Tabla 2). Cuando se mutaron los genes del transportador 

de espermidina, SpuDEFGH, se interrumpió la inducción de los genes del sistema 

de secreción tipo III (T3SS). En P. aeruginosa, T3SS desempeña un papel 

importante en la infección al inyectar proteínas efectoras para la supresión de la 

respuesta inmune del hospedero y facilitar las infecciones sistémicas. Las 

poliaminas y sus precursores también participan en la modulación de procesos 

como la respuesta al estrés, tolerancia ácida y resistencia antimicrobiana (Dela 

Ahator y Zhang, 2019).   

3.1.5. Ácido fenilacético  

P. aeruginosa cuenta con múltiples sistemas regulatorios que le permiten adaptarse 

a diferentes condiciones y lograr una infección efectiva. Como se mencionó arriba 

en el texto, T3SS es un importante marcador de la respuesta patógena de la 

bacteria. En este sentido, se identificó que derivados del triptófano como los es el 

ácido 3-indolacético (AIA) inhibió la señal T3SS. Más tarde, se identificó que P. 

aeruginosa produce durante la fase estacionaria otro derivado del triptófano 

denominado ácido fenilacético (PAA) (Tabla 2), que funciona como un inhibidor más 

potente de T3SS, por lo que funciona río arriba de los sistemas reguladores de 

T3SS. Fue reportado que un derivado de PAA, el ácido 3-fenilacético, tiene actividad 

antifúngica contra Fusarium sporotrichioides, Aspergillus fumigatus y 

Kluyveromyces marxianus. Aún se desconoce detalladamente la regulación por 
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PAA en P. aeruginosa, pero se considera que funciona como un mecanismo que 

ayuda a generar infecciones crónicas y persistentes (Dela Ahator y Zhang, 2019). 

3.1.6. CDPs en P. aeruginosa. 

En sobrenadantes del cultivo de P. aeruginosa PAO1 se identificó la presencia de 

los CDPs ciclo (L-Pro-L-Leu), ciclo (L-Pro-L-Phe), ciclo(L-Pro-L-Tyr) y ciclo(L-Pro-L-

Val) (Tabla 2). Mediante análisis de genética reversa, se identificaron a 10 posibles 

genes PSNR como responsables de la síntesis de estos compuestos, entre estos 

genes se encuentran a las proteínas hipotéticas PA3327 y PA4078, enzimas 

relacionadas con la síntesis de pioverdina PvdD, PvdJ, PvdI y PvdL, la síntesis de 

pioquelina PchE y PchF, y de síntesis de IQS como AmbB y AmbE (González et al., 

2017). Los ciclodipéptidos se descubrieron por su capacidad de activar biosensores 

de HSL, aunque se requieren concentraciones muy altas con su sustrato especifico, 

por ejemplo, se requiere una concentración de 0.3 mM de CDPs para la activación 

de LasR, mientras que sólo se requiere de 1 nM de 3OC12HSL. Incluso, los CDPs 

ciclo(L-Ala-L-Val), ciclo(L-Pro-L-Tyr) y ciclo(L-Phe-L-Pro) tienen una actividad 

antagonista competitiva con 3OC12HSL por la unión con LasR e inhiben los genes 

regulados por el quórum sensing. Resulta interesante que en algunas cepas 

bacterianas los CDPs actúan como agonistas y en otras como antagonistas, por 

ejemplo, ciclo(L-Ala-L-Val) antagonizó la bioluminiscencia de una cepa biosensor 

de E. coli y en Chromobacterium violaceum CV026 activó la producción del 

pigmento violaceína (Dela Ahator y Zhang, 2019). Además del papel de los CDPs 

en la comunicación bacteriana célula a célula, se les ha atribuido un papel 

importante en la comunicación entre reinos, donde presentan diferentes efectos. Por 

ejemplo, en plantas de A. thaliana, los CDPs producidos por P. aeruginosa PAO1, 

promueven el crecimiento vegetal mediante la activación de la vía auxínica, mientras 

que en cultivos celulares de la línea cancerosa HeLa tienen un efecto citotóxico por 

un mecanismo que involucra la vía Akt/mTOR/S6K (Hernández-Padilla et al., 2017; 

Ortiz-Castro et al., 2011).  
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3.2. Regulación del quórum sensing sobre otros sistemas regulatorios. 

El QS de P. aeruginosa es un sistema de regulación global, bastante complejo, que 

afecta diversas funciones celulares. En este sentido, parece evidente que el sistema 

de regulación por QS actúa dentro de una red de regulación global, con múltiples 

interconexiones (Schuster y Greenberg, 2006). Está regulación sugiere que la 

activación de la mayoría de los genes controlados por quórum sensing no es 

únicamente detonado por la acumulación de la señal o autoinductor, y parece 

requerir de factores adicionales. De acuerdo con esta hipótesis, se han identificado 

varios sistemas regulatorios que afectan el quórum sensing mediado por los 

sistemas las y rhl en P. aeruginosa (Fig 9). 

 

Fig 9. Interconexión del sistema de quórum sensing con otras redes regulatorias en P. aeruginosa 

(tomada de Schuster y Greenberg, 2006). 

Las interacciones entre los sistemas regulatorios y el quórum sensing es un tanto 

ambiguo. Sin embargo, es conocido que existen por lo menos dos niveles de 
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jerarquía que pueden funcionar para la interconexión de las diferentes señales 

producidas por P. aeruginosa. El regulador del sistema las, LasR, representa el 

punto central con la mayor interconexión de las vías. Esto se fundamenta en el 

hecho de que regula la expresión de cientos de genes, incluidos algunos de los 

reguladores dentro de la red de regulación. Un segundo nivel de integración de 

señales parece ocurrir por los reguladores que tienen una interacción directa con 

LasR, así teniendo un empalme en los genes que pueden ser regulados por diversos 

reguladores. Este empalme de diversas vías de señalización que regulan la 

expresión de genes permite respuestas específicas ante varias condiciones de 

crecimiento, lo cual puede explicar la excepcional versatilidad y adaptabilidad 

ambiental de P. aeruginosa (Schuster y Peter Greenberg, 2006). 

A continuación, se describen algunos de los componentes principales de la red de 

regulación de P. aeruginosa y la ubicación de cada uno de estos componentes se 

puede observar en la Fig 9.   

Vrf. El represor catabólico homologo Vrf, un regulador global de las funciones de 

virulencia de P. aeruginosa, esta responde a la alarmona AMPc, que induce 

directamente la transcripción de LasR. 

RelA. La proteína de respuesta astringente RelA, es responsable de la síntesis de 

tetrafosfato de guanosina (ppGpp) bajo condiciones de deficiencia de aminoácidos, 

lleva a la inducción temprana de muchos procesos controlados por quórum sensing, 

producción de HSL, así como la expresión de lasR y rhlR.  

GacAS/RsmAZ. El sistema regulatorio de dos componentes GacA/GacS afecta el 

quórum sensing post-transcripcionalmente a través del pequeño ARN regulatorio 

RsmZ y la proteína de unión a ARN RsmA. RsmZ, el cual es activado por GacA, 

antagoniza la actividad de RsmA. En ausencia de RsmZ, RsmA reprime la síntesis 

de señales HSL. RsmA también regula la producción de muchos factores de 
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virulencia controlados por quórum sensing, reprimiendo a algunos (ácido cianhídrico 

y piocianina) e induciendo a otros (lipasa y ramnolípidos). 

ANR. El regulador anaeróbico ANR, activa la expresión de los genes biosintéticos 

del ácido cianhídrico hcnABC que son controlados por quórum sensing. La 

activación ocurre en conjunto con LasR y RhlR y requiere un elemento de secuencia 

conservado, llamado caja FNR/ANR, en la región regulatoria río arriba de hcnABC. 

ANR parece ser un factor importante en la co-regulación de genes controlados por 

quórum sensing bajo condiciones limitadas de oxígeno.  

RsaL. El gen rsaL, que es activado directamente por LasR, codifica para una 

proteína de 11 kDa que se ha visto que inhibe el quórum sensing al reprimir la 

transcripción de lasI. 

RpoS. El factor sigma de fase estacionaria RpoS, afecta la expresión del 40 % de 

los genes controlados por quórum sensing, la mayoría de los genes son inducidos, 

pero algunos otros son reprimidos. RpoS puede regular directamente la expresión 

de genes controlados por quórum sensing. 

QscR. P. aeruginosa posee a QscR que es un tercer regulador tipo Lux, el cual 

carece de una sintetasa cognada, por lo que puede activarse en respuesta a HSL 

de otras especies bacterianas. Parece que QscR retrasa la activación de genes 

controlados por quórum sensing a través de la formación de heterodímeros con 

LasR y RhlR. Sin embrago, también puede actuar como activador transcripcional de 

genes blanco. 

VqsR. El regulador transcripcional VqsR, que es activado por LasR, es esencial 

para la producción de HSL y la expresión de muchos genes regulados por quórum 

sensing. VqsR es miembro de la superfamilia de los factores trasncripcionales FixJ-

NarL, que son similares a las proteínas tipo LuxR, pero sin el dominio de unión a 

HSL. 
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MvfR. La proteína MvfR activa los genes requeridos para producir el precursor 

directo de PQS, y está bajo control de LasR, además hay un gran empalme entre 

los regulones del quórum sensing y MvfR, principalmente regula genes controlados 

por el sistema rhl sin afectar la producción de señales de HSL o la expresión de 

lasR y rhlR. 

4. Proteína cinasa TOR 

La proteína blanco de la rapamicina (TOR, por sus siglas en inglés) es una proteína 

cinasa evolutivamente conservada relacionada a la cinasa de 3-fosfoinostol (PI3K), 

que controla múltiples procesos celulares como el metabolismo, ciclo celular, 

autofagia y síntesis de proteínas, bajo varios estímulos intra y extracelulares 

(Dobrenel et al., 2016; Rexin et al., 2015; Tatebe y Shiozaki, 2017). La proteína TOR 

consta de 5 dominios conservados, en el extremo amino se encuentra el dominio de 

repeticiones HEAT (Huntinting, factor de Elongación 3, proteína fosfatasa 2A y 

cinasa TOR1 de levaduras), seguido del domino FAT (FRAP, ATM y TRRAP o 

domino de adhesión focal), el dominio FRB (FKBP12, proteína 12 de unión a 

fármacos/unión a rapamicina), un dominio cinasa Ser/Thr y un dominio FATC en 

extremo carboxilo (Fig 10a) (Bakshi et al., 2019). La secuencia de la proteína TOR 

de Arabidopsis (AtTOR)comparte una conservación de dominios de alrededor de 

40% con TOR de levaduras (ScTOR) y mamíferos (mTOR). Por ejemplo, la similitud 

entre los dominios FATC es de alrededor del 70%, la secuencia del dominio cinasa 

de TOR de plantas y humanos comparten una similitud de alrededor de 75% (Xiong 

y Sheen, 2014), mientras que el dominio FRB de Arabidopsis tiene una 

conservación muy baja y esta puede ser la causa de la insensibilidad a la rapamicina 

en este organismo (Bakshi et al., 2019), por lo que en plantas es necesario el uso 

de inhibidores competitivos de ATP de nueva generación como AZD8055, Torin1 y 

2, KU-63794, PP242, etc (Montané y Menand, 2019). En cuanto a la función de los 

dominios, el dominio FAT provee estabilidad estructural y está involucrado en 

interacciones proteína-proteína, en el dominio FRB se lleva a cabo la inhibición de 
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la proteína por la unión con el complejo rapamicina/FKBP12 y FK506 (Fig 10b), el 

dominio cinasa Ser/Thr se encarga de la actividad cinasa de la proteína y el dominio 

FATC cumple funciones similares a FAT (Bakshi et al., 2019; Rexin et al., 2015). 

TOR está codificado en un solo gen en mamíferos y plantas, mientras que, en 

levaduras existen dos genes que codifican para la proteína TOR (Shimobayashi y 

Hall, 2014). Para llevar a cabo su función, TOR se puede asociar con diferentes 

proteínas con las que forma dos complejos diferentes en función y composición 

TORC1 y TORC2, que han sido identificados en levaduras y mamíferos (Bakshi et 

al., 2019; Rexin et al., 2015; Ryabova et al., 2019; Shimobayashi y Hall, 2014). 

Mientras que, en plantas no se ha podido determinar la presencia de TORC2, por lo 

que se considera que solo cuenta con TORC1 (Bakshi et al., 2019; Rexin et al., 

2015). Los componentes esenciales de TORC1 son las proteínas TOR, la proteína 

regulatoria asociada a TOR (RAPTOR) y la proteína letal con SEC13-8 (LST8); 

TORC2 está formado por las proteínas TOR, la proteína acompañante de TOR 

insensible a rapamicina (RICTOR), la proteína 1 de interacción con SAPK (SIN1) y 

LST8 (Fig 10c) (Shimobayashi y Hall, 2014). A estos componentes esenciales se 

pueden sumar otros componentes según el organismo al que se haga referencia 

(Bakshi et al., 2019). 
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Fig 10. Estructura de TOR y sus complejos. a) TOR se conforma de 5 dominios: dominio de 

repeticiones HEAT, dominio FAT, dominio FRB de unión a rapamicina, dominio cinasa Ser/Thr y 

dominio FATC. b) La unión del complejo rapamicina-FKBP12 al dominio FRB de TOR resulta en la 

inactivación de TOR. c) TOR puede formar dos complejos distintos en levaduras y mamíferos TORC1 

y TORC2, mientras que en plantas no está clara la existencia de un complejo TORC2 (tomada de 

Bakshi et al., 2019). 
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La vía de TOR ha sido ampliamente estudiada, principalmente en mamíferos y 

levaduras, donde se han encontrado una gran cantidad de componentes de dicha 

vía. mTORC1 puede ser activado por factores de crecimiento (por ejemplo, insulina), 

nutrientes (como aminoácidos) y por el estado energético (alta disponibilidad de 

ATP) (Fig 11) (Bakshi et al., 2019; Shimobayashi y Hall, 2014). Los factores de 

crecimiento, como la insulina, activan a mTORC1 a través de la vía PI3K-cinasa 1 

dependiente de fosfoinositidos (PDK1)-AKT, denominada como vía clásica. 

Posteriormente AKT fosforila al complejo 2 de esclerosis tuberosa (TSC2, también 

llamado tuberina) para inducir la inhibición de TSC1 (también llamado hamartina) 

por disociación del complejo TSC, este complejo actúa como una proteína 

activadora de GTPasa (GAP) de la proteína GTP pequeña homologa de RAS 

enriquecida en cerebro (RHEB). Cuando RHEB está cargada con GTP, se une al 

dominio catalítico de mTOR para activar a TORC1 por un mecanismo aún 

desconocido (Shimobayashi y Hall, 2014; Tatebe y Shiozaki, 2017). La regulación 

de mTOR por aminoácidos, es llevada a cabo por un heterodimero RAG, que media 

la translocación de TORC1 del citoplasma hacia el lisosoma, donde puede ser 

activado por RHEB. Para el caso de la regulación por disponibilidad de energía, se 

determina por la relación ATP/AMP. Cuando hay una relación baja ATP/AMP (baja 

energía), la proteína cinasa dependiente de AMP (AMPK) fosforila a TSC2 en Ser-

1387 y a RAPTOR en Ser-792, que lleva a la inhibición de mTORC1 (Shimobayashi 

y Hall, 2014). Una vez que TORC1 está activo, fosforila a diferentes proteínas 

blanco, regulando diferentes procesos celulares como la autofagia, la respuesta al 

estrés, el ensamblaje de polisomas, la función mitocondrial, el metabolismo de 

glucosa, el ciclo celular y la síntesis de proteínas. Entre los blancos mejor 

caracterizados está la cinasa de la proteína ribosomal S6 (S6K). Una vez que S6K 

es activada, fosforila a la proteína ribosomal S6 (S6RP) y de esta manera es 

inducida la síntesis de proteínas al promover la traducción de ARNm que contienen 

una etiqueta de oligopirimidinas en 5’ (5’ TOP). Entre los ARNm que contienen 5’ 
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TOP se encuentran componentes de la maquinaria de traducción, como proteínas 

ribosomales y factores de elongación (Shimobayashi y Hall, 2014; Tatebe y 

Shiozaki, 2017). 

 

Fig 11. Vía de señalización de TOR en mamíferos (mTOR). Las flechas indican activación y las líneas 

truncas indican inhibición (modificada de Bakshi et al., 2019). 

En cuanto a la regulación de TORC2, es poco lo que se conoce en comparación a 

la regulación de TORC1. Se sabe que la actividad cinasa de TORC2 es activada 

por factores de crecimiento, por una vía que depende de PI3K (Fig 11). TORC2 
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regula procesos como la organización del citoesqueleto, la polarización de actina y 

está implicado en la regulación del metabolismo (Shimobayashi y Hall, 2014). 

4.1. Vía de TOR en plantas 

La vía de TOR es esencial para la regulación del crecimiento y desarrollo, procesos 

que requieren ser altamente regulados y por lo cual, la vía de TOR participa en todas 

las etapas de crecimiento y desarrollo importantes durante el ciclo de vida de las 

plantas, desde la germinación, el crecimiento vegetativo, la floración, hasta la 

senescencia (Quilichini et al., 2019). Como se mencionó anteriormente, la mayor 

parte del conocimiento de la vía de TOR se ha obtenido por el estudio de la vía en 

mamíferos y levaduras. A pesar de que se han realizado un gran número de 

investigaciones de la vía de TOR en plantas, no se han logrado encontrar ortólogos 

funcionales para todos los componentes de la vía encontrados en mamíferos y 

levaduras, por ejemplo, en plantas no se han encontrado proteínas ortologas para 

formar un TORC2. Para explicar esto, se ha hipotetizado que la divergencia en la 

vía de TOR proviene del último ancestro eucarionte común (LECA), cuando existió 

la divergencia evolutiva que dio origen a plantas y algas, y se considera que TORC2 

se originó después de este suceso (Tatebe y Shiozaki, 2017). A pesar de la aparente 

ausencia de TORC2 en plantas, se han identificado homólogos de los componentes 

de TORC1, además de TOR, están presentes RAPTOR (RAPTOR1 y RAPTOR2) y 

LST8 (LST8-1 y LST8-2). La vía de señalización de TOR en plantas responde a 

señales como la luz, estrés biótico y abiótico, disponibilidad de energía (ATP) y 

nutrientes (como aminoácidos), factores de crecimiento (similares a insulina) y 

hormonas (como auxinas) (Rexin et al., 2015; Schepetilnikov y Ryabova, 2017b). 

mTORC1 puede ser activado por glucosa para inducir el crecimiento de la raíz 

(Xiong y Sheen, 2014). Además de la glucosa, otros nutrientes funcionan como 

reguladores de la vía de TOR. Por ejemplo, leucina y arginina activan la vía por 

diferentes sensores, pero convergen en la activación de GTPasas RAG 
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heterodiméricas para reclutar a TORC1 a la membrana lisosomal, donde las 

GTPasas RAG se asocian con el complejo Ragulador, v-ATPasa y RHEB, por lo 

que actúan como activador de mTOR. Aunque, las plantas carecen de estos 

sensores de aminoácidos de mamíferos y RAGs, los aminoácidos pueden activar la 

señalización de TOR en plantas (Shi et al., 2018; Tatebe y Shiozaki, 2017). También 

los niveles de otros nutrientes como nitrógeno, fosfato y azufre funcionan como 

reguladores de la actividad de TOR en plantas (Shi et al., 2018; Wu et al., 2019).  

Se ha reportado ampliamente la activación de la vía de señalización de TOR por 

factores de crecimiento en levaduras y mamíferos. Aunque, en plantas se ha 

identificado un factor de crecimiento similar a insulina, y este es capaz de activar la 

vía (Reyes de la Cruz et al., 2004), las plantas producen otros factores de 

crecimiento y hormonas que son funcional y estructuralmente diferentes a 

mamíferos y levaduras. De las principales hormonas vegetales reguladoras del 

crecimiento en plantas podemos encontrar a las auxinas, las cuales pueden activar 

la señalización de TOR a través de la proteína G pequeña tipo Rho, ROP2 

(Schepetilnikov y Ryabova, 2017a). Las señales de luz, glucosa y auxinas, actúan 

de manera sinérgica en la activación de TOR. Por el contrario, la vía de señalización 

del ácido abscísico (ABA) inhibe la vía de TOR, a través de la fosforilación de 

RAPTOR por SnRK2 (Bakshi et al., 2019).  

A pesar de que varios componentes de la vía de TOR en plantas está ausente, 

existe una gran conservación de las proteínas blanco de TOR, por lo que la vía de 

señalización de TOR en plantas participa en la regulación de procesos similares a 

los reportados en levaduras y mamíferos (Fig 12). Al igual que en mamíferos, uno 

de los blancos más ampliamente estudiados es la cinasa S6K (Rexin et al., 2015). 

En Arabidopsis thaliana, S6K es una cinasa Ser/Thr homologa funcional y 

estructuralmente a p70S6K de humanos, que está codificada por dos genes, S6K1 

y S6K2, las cuales tienen una gran similitud en su secuencia y por splicing se 

pueden producir dos isoformas de cada una, p70 y p85 de S6K1 y, de S6K2 se 
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pueden obtener p54 y p56 (Turck, 2004; Yaguchi et al., 2020). Las S6Ks de 

mamíferos contienen cuatro dominios, el dominio amino terminal, el dominio cinasa, 

la región enlazadora y el dominio carboxilo terminal. Las S6Ks de plantas, 

comparadas con mamíferos, contienen un dominio amino terminal más largo, no 

contiene un dominio carboxilo terminal, pero conserva una alta homología en el 

domino cinasa y conservación en los tres sitios importantes de fosforilación, el sitio 

T-loop, el sitio TM y el sitio HM (Fig 13). La fosforilación del sitio HM es mediada por 

TOR y la fosforilación del sitio T-loop es mediada por PDK1 y se considera que la 

fosforilación en el sitio TM es mediada por TOR, aunque aún no se conoce a detalle 

(Yaguchi et al., 2020). La fosforilación ocurre en orden jerárquico, ocurriendo 

primero la fosforilación en TM y después puede ser fosforilado el sitio T-loop (Turck, 

2004). Una vez que S6K es fosforilado, se considera es completamente activa y 

desarrolla su actividad cinasa sobre varias proteínas blanco, la primeramente 

descubierta y más estudiada es la proteína ribosomal S6 (S6RP) que es fosforilada 

en S240 por S6K. Una vez que S6RP es activada induce la síntesis de proteínas, 

por la traducción de ARNm que poseen una región no traducida (uORF) en su 

extremo 5’ (5’ UTR) (Schepetilnikov y Ryabova, 2017a). 
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Fig 12. Vía de señalización de TOR en plantas. Las líneas sólidas indican que se ha demostrado 

experimentalmente, las líneas discontinuas que el mecanismo no se ha sido descrito a detalle, las 

flechas indican activación y las líneas truncas inhibición (modificada de Bakshi et al., 2019). 
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Fig 13. Comparación entre los dominios de S6K de humanos y A. thaliana. Se representan los 

dominios, motivos y sitios de fosforilación importantes de las isoformas de S6K1 (p70 y p85) y S6K2 

(p54 y p56) de humanos y S6K1 y S6K2 de A. thaliana (tomado de Yaguchi et al., 2020). 
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III. JUSTIFICACIÓN 

Durante la interacción planta-microorganismo existen diferentes eventos de 

comunicación. Específicamente, durante la interacción entre P. aeruginosa y A. 

thaliana ocurre la regulación vegetal por sustancias liberadas por la bacteria 

conocidas como ciclodipéptidos. Sin embargo, se han descrito parcialmente las vías 

de señalización que participan durante la regulación del crecimiento vegetal. 

La vía de TOR se ha considerado como uno de los reguladores maestros del 

crecimiento, por lo que es de nuestro interés estudiar la participación de esta vía en 

el desarrollo inducido en A. thaliana por la interacción con P. aeruginosa y mutantes 

afectadas en la producción de CDPs. 
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IV. HIPÓTESIS 

Los ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa promueven el 

desarrollo de la raíz primaria y la maduración de primordios de raíces laterales de 

Arabidopsis thaliana a través de la activación de la ruta TOR/S6K. 
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V. OBJETIVOS 

Objetivo general: 

Determinar la participación de los ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa en 

la activación la ruta de señalización TOR/S6K de Arabidopsis thaliana durante la 

promoción del desarrollo. 

Objetivos específicos: 

1. Evaluar el efecto de los ciclodipéptidos producidos por P. aeruginosa sobre 

el crecimiento y la proliferación celular de la raíz de plantas de A. thaliana. 

2. Determinar el efecto de los ciclodipéptidos producidos por P. aeruginosa 

sobre la actividad de la vía TOR/S6K durante la inducción del desarrollo de 

A. thaliana. 
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VI. Resultados 

Los resultados más importantes obtenidos durante el presente proyecto se 

muestran divididos en los siguientes capítulos. El capitulo 1 corresponde al artículo 

publicado más recientemente en Journal of Plant Physiology titulado “Growth 

promotion in Arabidopsis thaliana by bacterial cyclodipeptides involves the TOR/S6K 

pathway activation”, en donde se participó como primer autor. El capitulo 2 

corresponde al artículo publicado en 2019 en PeerJ titulado “Cyclodipeptides from 

Pseudomonas aeruginosa modulate the maize (Zea mays L.) root system and 

promote S6 ribosomal protein kinase activation”, donde se participó como segundo 

autor. El capitulo 3 corresponde al artículo publicado en 2016 con el titulo “Non-

ribosomal Peptide Synthases from Pseudomonas aeruginosa Play a Role in 

Cyclodipeptide Biosintesis, Quorum-Sensing Regulation, and Root Development in 

a Plant Host”, donde se participó como primer autor. Finalmente, los capítulos 4 y 5 

corresponden a los artículos de divulgación publicados en la revista de divulgación 

Saber más titulados “Quorum sensing o percepción del quorum” y “Una bacteria 

“mala” que también es “buena””. 
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Capitulo 1. 
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VII. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

En la siguiente discusión de resultados, se hará alusión al capitulo 1 de los 

resultados y el número de figuras a las que se hace referencia corresponden al 

número de figura asignado en dicho capitulo.  

Los ciclodipéptidos han atraído la atención debido a sus importantes actividades 

biológicas, entre estas actividades, está la modificación de la arquitectura en 

plantas. Mediante un sistema de interacción in vitro, se demostró que mediante la 

producción de CDPs, P. aeruginosa es capaz de promover el crecimiento de A. 

thaliana (Ortiz-Castro et al., 2011). Mientras que, en el presente estudio se utilizó 

una mezcla de CDPs que se extrajeron del medio de cultivo de P. aeruginosa y se 

evaluó su capacidad en la promoción del crecimiento (Fig 1). Se observó que la 

mezcla de CDPs indujo el crecimiento y desarrollo en concentraciones de 0.1 hasta 

10 µg/mL. Mientras que, a la dosis mayor que se probó de 100 µg/mL, se reprimió 

el crecimiento de la raíz primaria de A. thaliana. Si tomamos en cuenta el fenotipo 

clásico de la administración de dosis altas de auxinas, donde se reprime la longitud 

de la raíz primaria y se estimula el número de raíces laterales, entonces podríamos 

atribuir este efecto a la activación de la vía de señalización de auxinas que los CDPs 

son capaces de activar por interacción con el receptor de auxinas TIR1 (Ortiz-Castro 

et al., 2011). 

El crecimiento a nivel de tejido se puede atribuir a un incremento en la proliferación 

y/o elongación celular. Para investigar si los CDPs son capaces de estimular la 

proliferación, evaluamos la expresión de CYCB1 inducida por diferentes 

concentraciones de la mezcla de CDPs en plantas transgénicas de la línea 

CycB1::uidA. La proteína CYCB1 se expresa durante la transición de la fase G2/M 

del ciclo celular, por lo que se puede usar como gen reportero de la división celular 

(Colón-Carmona et al., 1999). Se observó que la administración por 24 h de la 
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mezcla de CDPs a 1 y 10 µg/mL al medio de cultivo de las plantas reporteras 

incrementó la expresión del marcador en el meristemo de la raíz (Fig 2), indicando 

que los CDPs pueden inducir la proliferación celular. Enseguida, se probó si el 

incremento de la división celular se mantenía a los 8 días de tratamiento con la 

mezcla de CDPs, observando que a las concentraciones de 0.1 hasta 10 µg/mL 

existe un incremento en la proliferación en el meristemo de la raíz inducido por los 

CDPs, excepto a 100 µg/mL (Fig S1), lo cual es consistente con el efecto en la raíz 

primaria previamente observado en la Fig 1. Además, se determinó la etapa de 

desarrollo de LRP para determinar si el incremento en el número de raíces laterales 

inducido por los CDPs se debe a un incremento en la maduración de LRP (Fig S1b). 

Con lo que se confirmó que los CDPs inducen un aumento de raíces laterales al 

estimular la maduración de LRP. Esto indica que el incremento en el crecimiento y 

desarrollo de la raíz de A. thaliana por los CDPs, se debe a un incremento en la 

proliferación celular en la raíz primaria y raíces laterales. Adicional a esto, para 

relacionar el efecto de los CDPs sobre el crecimiento y desarrollo de la raíz con la 

vía de TOR, se utilizó PF-470871, un inhibidor de la proteína S6K (Pearce et al., 

2010). Al utilizar PF-470871 0.16 µM, como se esperaba, disminuyó la división 

celular en el meristemo de la raíz. Mientras que, al administrar el inhibidor y los 

CDPs en conjunto, la mezcla de CDPs a 100 µg/mL lograron reestablecer la 

proliferación a valores normales, indicando que se requiere una vía de TOR activa 

para la promoción del crecimiento inducida por los ciclodipéptidos (Fig 2b y c). 

La proteína cinasa TOR se considera como el regulador maestro del crecimiento en 

organismos eucariontes, involucrada en las principales etapas del crecimiento y 

desarrollo durante el ciclo de vida de las plantas (Shi et al., 2018). Esta funciona 

como un sensor de las condiciones celulares y puede ser activada por diferentes 

estímulos internos y externos, como las auxinas (Deng et al., 2016; Turck, 2004), 

en una vía que involucra a la proteína G pequeña ROP2 (Schepetilnikov & Ryabova, 

2017a). Como se mencionó anteriormente, los CDPs tienen una actividad tipo 
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auxina, por lo que determinamos si los CDPs son capaces de activar a la vía de 

TOR. Por este motivo, usamos plantas con una expresión reducida de TOR (tor-es) 

y se trataron con diferentes dosis de CDPs (Fig 3). Donde se observaron cambios 

morfológicos menores y si los comparamos con el tratamiento en plantas Col-0, 

podemos resaltar la importancia de la expresión TOR en el efecto promotor vegetal 

de los CDPs. Ya que en condiciones normales la expresión de TOR no se ve 

modificada, sino su activación por fosforilación. Por esta razón se determinó la 

activación de la vía por el cambio en la fosforilación de S6K1, un blanco directo de 

TOR (también llamada únicamente S6K). En la cinasa S6K, se han identificado 

múltiples sitios de fosforilación relevantes conservados entre mamíferos y 

Arabidopsis, siendo relevante la fosforilación en Thr-449, ya que se usa como 

indicador de la actividad de TOR (Rexin, Meyer et al., 2015; Turck, 2004). Donde 

observamos que la mezcla de CDPs incrementó la fosforilación de S6K en todas las 

dosis probadas en un tiempo de 2 h (Fig 4a). Después se seleccionó la dosis de 1 

µg/mL para realizar un tratamiento en diferentes tiempos de 30, 60, 90 y 120 min 

(Fig 4b), donde se observó un incremento gradual en la fosforilación, hasta que se 

observa un máximo a los 90 min y una disminución de la fosforilación a los 120 min, 

indicando que la activación cíclica de S6K por los ciclodipéptidos. Además, para 

corroborar el efecto de los CDPs sobre la vía de TOR, se usó AZD8055, que es un 

inhibidor de TOR. Conforme a lo esperado, la aplicación de AZD8055 1 µM 

disminuyó la fosforilación de S6K (Fig 4c) y cuando se usó conjuntamente el 

inhibidor y los CDPs se vio un aumento en la fosforliación de S6K (Fig 4d), indicando 

que el aumento en la fosforilación S6K inducida por los CDPs se lleva a cabo a 

través de TOR y esta fosforilación indica un aumento en la actividad de la vía de 

TOR.        

Arriba en el texto, se estableció que la mezcla de ciclodipéptidos obtenida del 

extracto del medio de cultivo de P. aeruginosa PAO1, indujo la promoción del 

crecimiento por un aumento de la proliferación celular y maduración de primordios 
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de raíces laterales, y que este efecto es dependiente de la actividad de la vía 

TOR/S6K. Por lo que, enseguida se determinó la importancia de la vía de TOR 

durante la interacción de P. aeruginosa con A. thaliana. Para esto, se utilizaron 

plántulas de A. thaliana Col-0 co-inoculadas con P. aeruginosa PAO1 (cepa 

silvestre) y JM2 (ΔlasI/ΔrhlI) por 10 días, se usaron extractos de proteína de estas 

plantas y se analizaron por electroforesis 2-D, para la detección de la proteína S6K 

se utilizó un anticuerpo específico (Fig 6), con esto se pudo observar cambios post-

traduccionales en S6K. Donde, con la co-inoculación con ambas cepas bacterianas 

(PAO1 y JM2) se observó un desplazamiento en la movilidad electroforética de S6K 

hacia el polo positivo, indicando cambios como la fosforilación que, a su vez, indica 

una activación de la vía de TOR. Aunque la inoculación con ambas cepas indujo un 

desplazamiento hacia el polo positivo, solo la inoculación con PAO1 indujo cambios 

en el peso molecular. Esto se puede atribuir a que P. aeruginosa produce otras 

moléculas, además de los CDPs, que pueden modificar la arquitectura radicular de 

A. thaliana, como la pioverdina y HSL, que inducen un aumento en el número de 

raíces laterales y el número y longitud de pelos radiculares (Ortíz-Castro et al., 2008; 

Ortiz-Castro et al., 2014), por lo que está variedad de moléculas producidas por P. 

aeruginosa podrían ser los responsables de inducir diversos cambios post-

traduccionales en S6K. 

Previamente, Corona-Sánchez et al. (2019) determinaron la capacidad de los 

ciclodipéptidos producidos por P. aeruginosa de activar a S6K en maíz (ZmS6K), 

mediante inmunodetección (Capitulo 2). Si bien es importante, en el presente trabajo 

determinamos la relevancia de la vía de TOR en el efecto promotor vegetal de los 

CDPs utilizando otro modelo de estudio. Arabidopsis thaliana se usa ampliamente 

como organismo modelo debido sus características como tamaño pequeño, ciclo de 

vida corto, alta producción de semillas, un genoma relativamente pequeño y 

completamente secuenciado, facilidad de manipular sugenoma y la disponibilidad 

de una biblioteca de mutantes de prácticamente todos los genes (The Arabidopsis 
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Genome Initiative, 2000). De estas líneas modificadas de A. thaliana se obtuvieron 

y probaron las líneas sobreexpresoras de TOR (OX-TOR) y con expresión baja de 

TOR (tor-es) en interacción cercana con las cepas P. aeruginosa PAO1 y JM2 (Fig 

7). Con lo que se observó que en las plántulas tor-es no se observaron cambios 

morfológicos significativos, contrario a lo observado con plántulas Col-0 que hubo 

grandes cambios morfológicos. Por el contrario, con las plántulas OX-TOR se 

incrementó la biomasa, comparado con las plantas control Col-0. Esto resalta la 

importancia de la vía de TOR en el efecto promotor inducido por los CDPs. 

Ortiz-Castro et al (2011) determinaron que los CDPs son capaces de imitar a las 

auxinas, incluso a nivel del receptor de auxinas, por lo que los CDPs podrían activar 

la vía de TOR a través de ROP2, que funciona como activador de TOR en respuesta 

a auxinas (Schepetilnikov et al., 2014). Además, en líneas celulares cancerígenas 

humanas, los CDPs inducen un efecto citotóxico, donde se identificó la participación 

de la vía de TOR por la inhibición de la fosforilación de AKT en Ser-473 y S6K en 

Thr-389 (río arriba de TOR y río abajo de TOR, respectivamente) (Hernández-

Padilla et al., 2017). En el presente trabajo, se determinó que los CDPs inducen la 

fosforilación de S6K, dependiente de TOR en A. thaliana, por lo que, parece 

importante determinar si los CDPs pueden afectar la vía de AtTOR en componentes 

río arriba de TOR. Aunque hasta el momento no se ha encontrado una proteína 

homologa de AKT en plantas, se podría rastrear la activación de otros componentes.  
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VIII. CONCLUSION 

Los ciclodipéptidos producidos por P. aeruginosa PAO1 inducen el crecimiento de 

la raíz primaria y el desarrollo de raíces laterales en A. thaliana de manera 

dependiente de la dosis, por un mecanismo que involucra la activación de la vía 

TOR/S6K.  
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