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RESUMEN 

Halomonas anticariensis FP35T es una gammaproteobacteria perteneciente a la familia 

Halomonadaceae que fue aislada de suelos salinos de la Laguna de Fuente de Piedra, situada en 

Antequera (Málaga). En esta bacteria halófila moderada se describió por primera vez en 2004 

la producción de moléculas señal N-acil homoserín lactonas (AHLs) típicas de los sistemas 

quorum sensing (QS). En el presente trabajo se ha caracterizado dicho sistema a nivel genético y 

está compuesto por genes homólogos a los del tipo luxR/luxI: el gen hanR (regulador 

transcripcional) y el gen hanI (sintasa de AHLs). Los genes QS hanR/hanI en H. anticariensis 

FP35T forman parte de un único operón cuya transcripción es dependiente de la densidad celular. 

El análisis transcripcional de ambos genes indicó que se transcriben a partir de sus propios 

promotores y de forma independiente de las moléculas señal AHLs lo que sugirió que dicho 

sistema QS no estaba autorregulado a diferencia del sistema de regulación clásico. La 

producción de AHLs y la expresión de los genes QS hanR/hanI en H. anticariensis RP35T están 

regulados de forma positiva por un sistema regulador global de dos componentes (TCS) 

compuesto por una proteína histidina quinasa híbrida (HK-GacS) y un regulador de respuesta 

(RR-GacA). Este sistema también controla la producción del exopolisacárido (EPS), la movilidad y 

la formación del biofilm, aunque el control de estos fenotipos no tiene lugar a través de las 

moléculas señal AHLs del sistema QS hanR/hanI. Mediante la tecnología del microarray 

fenotípico se ha puesto de manifiesto que el sistema QS mediado por las AHLs interviene de 

forma directa o indirecta en el metabolismo de carbohidratos, nitrógeno y fosfato posiblemente a 

través del control de los sistemas de transporte, y con ello se afecta la resistencia o sensibilidad 

hacía ciertos compuestos químicos. En definitiva este trabajo representa un primer estudio de los 

mecanismos de comunicación intercelular en H. anticariensis FP35T y los fenotipos asociados que 

posiblemente reflejan su papel en la adaptación al medio ambiente. Por otra parte, mediante el 

análisis de la producción de moléculas señal tipo AHLs en 42 especies de la familia 

Halomonadaceae se ha demostrado que este tipo de comunicación se encuentra ampliamente 

distribuida en dicho grupo bacteriano en el que existe una diversidad de AHLs producidas entre 

los diferentes géneros e incluso entre las diferentes especies. 
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ABSTRACT 

Halomonas anticariensis FP35T is a gammaproteobacterium belonging to the Halomonadaceae 

family, which was isolated from soil samples taken from Fuente de Piedra, a saline wetland in the 

province of Málaga (Spain). This halophilic bacterium has been reported to produce N-acyl 

homoseríne lactones (AHLs), signal molecules in quorum-sensing (QS) systems. We have 

characterized this system at the genetic level and found that it is composed of luxR/luxI 

homologues: hanR, believed to be the transcriptional regulator gene, and hanI, the autoinducer 

synthase gene. The hanR and hanI genes are on the same transcript and their transcription is 

growth-phase dependent. Moreover, both genes appear to be transcribed from their own 

promoters and their expression does not depend upon AHL signalling molecules, which suggests 

that classical self-regulation does not take place in our strain in the same way as has been 

described in other bacteria. AHL production and QS hanR and hanI genes in H. anticariensis are 

positively regulated by a two-component system composed of a multisensory, hybrid, histidine 

kinase (HK-GacS) and a response regulator (RR-GacA). This system also controls 

exopolysaccharide production, motility and biofilm formation. It would seem however that this 

regulation does not take place via the QS HanR/HanI system. Microarray phenotype analysis 

indicates that in H. anticariensis AHL QS molecules seem to exert either a direct or indirect 

influence upon carbohydrate, nitrogen and phosphate metabolism, and also resistance or 

susceptibility to some antibiotics, toxic anions and cations and other inhibitor compounds, 

presumably by altering the expression of the genes involved in transport systems. In summary, I 

describe here an analysis of the intercellular communication mechanisms in H. anticariensis as 

well as the phenotypes controlled by them, which probably reflect their role in their adaptation to 

their environment. An analysis of 42 species belonging to the Halomonadaceae family designed 

to detect AHL signal molecules showed that the AHL-QS system is widespread within them and 

provided evidence for diversity in the AHLs produced by different genera and even different 

species. 
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Las bacterias han desarollado sofisticados mecanismos que les permiten percibir y responder a 

las condiciones ambientales, que incluyen estímulos clásicos como los cambios de temperatura o 

los valores de pH, presión y óxigeno, las variaciones en la concentración salina del medio 

externo, la presencia de sustancias químicas tóxicas, las variaciones en la disponibilidad de 

nutrientes, la desecación o el exceso del agua, entre otros. El estudio de los mecanismos de 

detección de estos cambios, denominados genéricamente mecanismos de transducción de 

señales, constituye uno de los campos más activos de la investigación en Microbiología. A 

principios de la década de 1990 se puso de manifiesto que las bacterias al igual que las células 

eucariotas producen y responden a señales extracelulares producidas por otras bacterias. Estos 

mecanismos de comunicación intercelular permiten a las bacterias desarrollar comportamientos 

cooperativos, lo que ha cambiado totalmente nuestro concepto del mundo bacteriano, 

descubriéndose como una red mucho más compleja de lo imaginado hasta ahora. 

1. SISTEMA QUORUM SENSING 

Quorum sensing (QS) es un término utilizado para describir la modalidad de comunicación 

intercelular bacteriana que permite la expresión de los genes en respuesta a la densidad celular 

(Williams, 2007; Diggle y col., 2007; Ng y Bassler, 2009). Este fenómeno se basa en la 

acumulación de moléculas señal o autoinductores en el medio extracelular que, al alcanzar un 

valor crítico, controlan la expresión de numerosos genes y en consecuencia responden de forma 

coordinada a los cambios del medioambiente (Fuqua y col., 1994). 

1.1. Historia: la autoinducción pasó a ser quorum sensing 

El descubrimiento de la comunicación bacteriana tuvo lugar en el año 1970 cuando J. W. 

Hastings abordó el estudio de una luciferasa en Aliivibrio fischeri (bacteria que antiguamente se 

denominabaVibrio fischeri) (Urbanczyk y col., 2007). La luciferasa es una proteína que genera 

luz en este microorganismo. A. fischeri es una bacteria marina Gram negativa que establece una 

relación de simbiosis con el calamar Euprymna scolopes, en el que coloniza sus órganos visuales 

y cuando alcanza alta densidad celular induce la expresión de los genes esenciales para la 

bioluminiscencia. En esta relación, el calamar utiliza la luz proporcionada por la bacteria para 

buscar presas y camuflarse de sus depredadores gracias a un fenómeno denominado 

contrailuminación (Visick y col., 2000). Por su parte, la bacteria se beneficia de la disponibilidad 

de nutrientes encontrados en el órgano del calamar. 

Hastings estaba intrigado por el hecho de que la luciferasa se producía en gran cantidad en fase 

logarítmica tardía de crecimiento. Años más tarde puso de manifiesto que la síntesis de la 

luciferasa era debida a la presencia de un componente difusible que se acumulaba a la largo del 

crecimiento del microorganismo en el medio de cultivo. A este compuesto le denominó 

"autoinductor" (Hastings y Nealson, 1977). El autoinductor producido por A. fischeri activaba la 

producción de la luciferasa cuando se alcanzaba una determinada densidad bacteriana. Por esta 
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razón se sugirió que A. fischeri utilizaba el sistema de autoinducción con el fin de detectar la alta 

densidad bacteriana que se alcanzaba en el órgano luminiscente. En aquel momento el modelo 

propuesto para la autoinducción, que significaba un sofisticado sistema de comunicación 

intercelular bacteriana, fue recibido con escepticismo por parte de la comunidad cientifica. Se 

tuvo que esperar hasta el año 1980 para conocer el funcionamiento en detalle del sistema de 

autoinducción. 

Asi, la estructura del autoinductor producido por A. fischeri fue resuelta en 1981 y se identificó 

como 3-oxo-hexanoil homoserín lactona (Eberhard y col., 1981), una molécula del tipo N-acil 

homoserín lactona. En 1984, Engebrecht y Silverman demostraron que la inducción de la 

expresión de la luciferasa necesitaba dos genes: luxI que codifica una proteína necesaria para la 

síntesis del autoinductor y luxR que codifica un regulador transcripcional que responde a la 

presencia del autoinductor. 

Todos estos descubrimientos condujeron a un modelo cuyo esquema se presenta en la Figura 1. 

Cuando A. fischeri se encuentra en su modo de vida libre, LuxI produce constitutivamente un nivel 

basal de autoinductores que difunden en el medio marino. Cuando la bacteria entra en el 

espacio confinado que constituye el órgano luminoso del calamar, durante la asociación de 

simbiosis, los autoinductores se acumulan en el interior y alrededor de las células. Cuando se 

alcanzan los niveles umbrales de autoinductores, el regulador transcripcional LuxR se activa por 

unión con el autoinductor y el complejo formado induce la expresión del operón bi-direccional 

lux. La activación simultánea a ambos lados del operón permite tanto un incremento rápido en 

los niveles de autoinductores por la existencia de un sistema regulador retroalimentado de forma 

positiva, como la generación de luminiscencia (Eberhard y col., 1991; Fuqua y col., 1996). 

 
Figura 1. Funcionamiento del sistema QS en A. fischeri. 
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Durante muchos años se pensó que este mecanismo de regulación génica era único de ciertas 

especies marinas del género Vibrio. Sin embargo en los años noventa, y gracias a la 

disponibilidad de herramientas genéticas que permitían detectar los autoinductores presentes en 

los cultivos bacterianos, se demostró que los sistemas de comunicación bacteriana basados en las 

moléculas señal y en las proteínas LuxR/LuxI estaban extendidos en numerosas especies de 

bacterias Gram negativas y se propuso el concepto quorum sensing (QS) (Fuqua y col., 1994). 

El sistema QS se ha detectado también en bacterias Gram positivas aunque en este caso los 

autoinductores identificados son diferentes. El sistema QS tradicionalmente se ha asociado a los 

microorganismos que viven en asociaciones de patogénesis o en simbiosis entre los que está muy 

extendido (de Kievit y Iglewski, 2000; Fuqua y col., 1994; Kleerebezem y col., 1997). Sin 

embargo a partir del año 2000 también ha sido detectado en microorganismos de vida libre, 

tales como bacterias marinas del género Roseobacter que viven formando agregados en el 

océano (Gram y col., 2002) y en la arquea haloalcalófila Natronococcus occultus que sintetiza 

una proteasa extracelular cuya producción está controlada por las moléculas señal de QS (Paggi 

y col., 2003). 

1.2. Tipos de autoinductores y circuito quorum sensing clásico 

En los últimos años se están identificando y caracterizando nuevos autoinductores en las 

bacterias, como son las moléculas del tipo furanosilboratodiéster, los oligopéptidos y las 

quinolonas, entre otras (Camilli y Bassler, 2006; González y Keshavan, 2006). La mayoría de los 

señalizadores de QS son moléculas orgánicas pequeñas (Figura 2) (Williams, 2007). 

Las bacterias Gram negativas utilizan las moléculas N-acil homoserín lactonas (AHLs), ácidos 

grasos de cadena larga y ácidos grasos metil ésteres como el éster etílico del ácido 

hidroxipalmítico (PAME), así como los autoinductores tipo 2 (AI-2), un término utilizado para un 

grupo de furanonas. Por su parte, las bacterias Gram positivas producen también las AI-2, 

aunque en estos microorganismos es más frecuente la síntesis de péptidos cíclicos, lineares o 

modificados como los péptidos autoinductores (AIPs) producidos por los estafilococos. En el caso 

de los estreptomicetos las moléculas señal son del tipo γ-butirolactonas como el factor-A, que 

están relacionadas con las AHLs desde el punto de vista estructural dado que ambas pertenecen 

al grupo de los butanolidos. 
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Figura 2. Ejemplo de las estructuras de algunos representantes de las moléculas señal de QS. (a) 3-oxo-C6-HSL, N-(3-

oxohexanoil)-L-homoserín lactona. (b) AI-2, autoinductores tipo 2. (c) bradioxetina. (d) 3OH-PAME, éster metil del 

ácido hidroxipalmítico. (e) secuencia de aminoácidos de 3 oligopéptidos producidos por bacterias Gram positivas. (f) 

DSF, ácido metildodecanoico. (g) PQS (del inglés Pseudomonas Quinolone Signal), 2-heptil-3-hidroxi-4 quinolona. (h) 

CAI-1, autoinductores-1 de Vibrio cholerae. (i) Factor-A, 2-isocapriloil-3-hidroximetil-γ-butirolactona. (j) AIPs, péptidos 

autoinductores de los estafilococos. 

En el año 2007, Yim y sus colaboradores sugirieron que los metabolitos extracelulares de las 

bacterias, incluyendo los antibióticos, tienen el potencial de funcionar como moléculas señal. Sin 

embargo es muy importante diferenciar entre las verdaderas moléculas señal implicadas en la 

comunicación intercelular y otros metabolitos. Por ello, se establecieron cuatro criterios 

fundamentales que permiten clasificar una molécula como una señal de QS: (i) la molécula señal 

tiene que ser producida durante una etapa específica del crecimiento bajo ciertas condiciones 

fisiológicas o en respuesta a cambios ambientales; (ii) la molécula señal se tiene que acumular en 

el medio extracelular y ser detectada por un receptor específico; (iii) la molécula tiene que 

generar una respuesta concertada al alcanzar una concentración umbral y (iv) la respuesta tiene 

que ir más allá de los cambios fisiológicos necesarios para la producción o degradación de la 

molécula señal (Winzer y col., 2002). 
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Aunque existe una gran variedad de moléculas señal o autoinductores, las etapas fundamentales 

implicadas en la respuesta a las fluctuaciones en el número de células son parecidas en la 

mayoría de los sistemas QS. En un sistema canónico o clásico como el que existe en A. fischeri 

entre otros microorganismos, las moléculas autoinductoras se sintetizan dentro de la célula y 

luego son secretadas de forma pasiva o activa al medio extracelular. A medida que el número de 

células de la población aumenta, la concentración de los autoinductores crece. Cuando los 

autoinductores alcanzan la concentración umbral para su detección se unen a sus respectivos 

receptores y desencadenan las cascadas de transducción de señal que originan un cambio global 

de la expresión génica de la población (Figura 3). 

 
Figura 3. Esquema del sistema clásico QS (González y Keshavan, 2006). 

1.3. Sistemas quorum sensing mediados por las moléculas AHLs 

Los sistemas QS dependientes de la producción de moléculas señal tipo AHLs descritos en las 

bacterias Gram negativas se componen generalmente de dos genes, el gen sintasa de estas 

moléculas (luxI y sus homólogos) y el gen regulador de la transcripción (luxR y sus homólogos). 

En la mayoría de los microorganismos productores de AHLs, el gen que codifica el regulador 

transcripcional se encuentra adyacente al gen sintasa aunque se han descrito tres posibles 

variaciones en cuanto a la organización genética de estos dos genes: en tandem (unidireccional), 

convergente y divergente (Salmond y col., 1995). En la Tabla 1 se describen algunos ejemplos de 

microorganismos en los que se ha descrito este tipo de sistema QS y las moléculas AHLs. 
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Tabla 1. Ejemplos de sistemas QS en bacterias Gram negativas. 

Organismo Homólogos 

de LuxR/LuxI 

Autoinductor Referencias 

Agrobacterium tumefaciens TarR/TraI 3-oxo-C8-HSL Piper y col., 1993 

Bradyrhizobium japonicum BjaR/BjaI Isovaleril-HSL Lindemann y col., 2011 

Burkholderia cepacia CepR/CepI C8-HSL Lewenza y col., 1999 

Chromobacterium violaceum CviR/CviI C6-HSL McClean y col., 1997 

Erwinia carotovora ExpR/ExpI 3-oxo-C6-HSL Pirhonen y col., 1993 

 CarR/CarI 3-oxo-C6-HSL Bainton y col., 1992 

Pantoea ananatis EanR/EanI 3-oxo-C6-HSL; C6-HSL Morohoshi y col., 2007 

Pantoea stewartii EsaR/EsaI 3-oxo-C6-HSL Von Bodman y col., 1998 

Pseudomonas aeruginosa LasR/LasI 3-oxo-C12-HSL Davies y col., 1998; 

Pearson y col., 1994 

 RhlR/RhlI C4-HSL Latifi y col., 1996; 

Pearson y col., 1995 

Rhizobium leguminosarum RhiR/RhiI C6-HSL; C7-HSL; 

C8-HSL 

Rodelas y col., 1999 

 CinR/CinI 3OH-C14:1-HSL Lithgow y col., 2000 

Rhodobacter sphaeroides CerR/CerI 7-cis-C4-HSL Puskas y col., 1997 

Rhodopseudomonas palustris RpaR/RpaI p-cumaroil-HSL Schaefer y col., 2008 

Serratia liquefaciens SwrR/SwrI C4-HSL; C6-HSL Eberl y col., 1996 

a) Variación estuctural de las AHLs 

La mayoría de los autoinductores caracterizados en bacterias Gram negativas son del tipo N-acil 

homoserín lactonas (AHLs). Estas moléculas están compuestas por un anillo lactónico (parte 

hidrofílica) y un ácido graso de cadena hidrocarbonada (parte hidrofóbica) que puede variar 

entre 4 y 18 átomos de carbono. Estos ácidos pueden ser saturados o monoinsaturados. 

Además, algunos de ellos presentan una sustitución en el carbono 3 que puede ser un grupo oxo 

o hidroxilo que proporcionan una variación y especificidad a los sistemas de comunicación QS 

en una población bacteriana mixta (Figura 4) (Fuqua y col., 1995; Fuqua y col., 2001; Hwang y 

col., 1995; González y Keshavan, 2006). Las AHLs, al ser moléculas amfipáticas, difunden 

libremente a través de la membrana celular pero esto se ha demostrado solamente en las AHLs 

de cadena hidrocarbonada corta (menos de 8 carbonos) (Kaplan y Greenberg, 1985); sin 

embargo las AHLs de cadena larga necesitan ser transportadas mediante bombas de eflujo 

activo que les permitan pasar de la célula al medio y de éste al interior celular (Pearson y col., 

1999; Kohler y col., 2001). 
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En los últimos años se han descubierto nuevas 

clases de moléculas señal del tipo AHL. La 

bacteria fotosintética Rhodopseudomonas 

palustris produce p-cumaroil-HSL a partir del 

ácido p-cumárico presente en el medio ambiente 

(Schaefer y col., 2008). Una bacteria del género 

Bradyrhizobium produce una homoserín lactona 

parecida, cinamoil-HSL (Ahlgren y col., 2011). 

Asi mismo Bradyrhizobium japonicum USDA110, 

simbionte de la soja, sintetiza isovaleril-HSL 

(Figura 4) (Lindemann y col., 2011). 

 

Figura 4. AHLs producidas por diferentes bacterias Gram negativas. 

b) Síntesis de AHLs 

Las proteínas sintasas de la familia LuxI catalizan en la mayoría de las bacterias la formación de 

un enlace amido entre una S-adenosilmetionina (SAM) y una acil-proteína transportadora de 

acilos (acil-ACP). El complejo SAM-acil es convertido en acil homoserín lactona (AHL) con la 

liberación de 5‟-metiltioadenosina (MTA). Dicho de otra forma, las sintasas LuxI unen un grupo 

homoserín lactona derivado del metabolismo de los aminoácidos y una cadena acilo lateral 

derivada del metabolismo de los ácidos grasos, que son los componentes de la acil homoserín 

lactona resultante (Figura 5) (Hanzelka y Greenberg, 1996; Moré y col., 1996). 

 
Figura 5. Esquema de la reacción de síntesis de las AHLs y estructura de un polipeptido tipo LuxI. (a) Modelo del 

mecanismo de síntesis de las AHLs por la enzima del tipo LuxI. (b) Esquema del polipeptido LuxI de A. fischeri. Los 

aminácidos 25 hasta 104 forman el sitio activo para la formación del enlace amido (Greenberg, 1997). 
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La naturaleza de las AHLs sintetizadas por un microorganismo particular depende de los 

sustratos disponibles como es la cantidad de acil-ACP en la célula y de la especificidad de las 

sintasas. La mayoría de las sintasas LuxI aceptan diferentes acil-ACP, lo que permite la síntesis de 

diferentes AHLs. Por ejemplo, la sintasa YenI de Yersinia pseudotuberculosis sintetiza hasta 

veinticuatro AHLs diferentes (Ortori y col., 2007). Sin embargo las proteínas sintasas RpaI, BtaI y 

BjaI de Rhodopseudomonas palustris, Bradyrhizobium sp. y Bradyrhizobium japonicum 

respectivamente, descritas recientemente, parecen utilizar sustratos ligados al coenzima A (CoA) 

en lugar de acilo-ACP para la síntesis de nuevas AHLs (Ahlgren y col., 2011; Lindemann y col., 

2011; Schaefer y col., 2008). Estos descubrimientos por tanto extienden el rango de 

posibilidades de nuevas moléculas señal AHLs de QS. 

Las proteínas de la familia LuxI tienen entre 190 y 226 aminoácidos y se caracterizan por tener 

cuatro bloques conservados en la parte N-terminal que incluyen ocho residuos conservados 

(Hanzelka y col., 1997; Pappas y col., 2004; Parsek y col., 1997). Otra de las características 

estructurales de las proteínas LuxI es la cavidad del sitio catalítico y la presencia de una treonina 

en la posición 143. Cuando la cavidad es estrecha, la sintasa puede acomodar sólo sustratos con 

una cadena de ácidos grasos corta. Por ejemplo EsaI de Pantoea stewartii sintetiza 3-oxo-C6-HSL. 

Por el contrario, cuando la cavidad es elongada y forma un túnel, la sintasa no tiene restricciones 

estéricas para acomodar una cadena de ácidos grasos larga, como es el caso de LasI de 

Pseudomonas aeruginosa, que sintetiza 3-oxo-C12-HSL (Gould y col., 2004; Watson y col., 

2002). 

En algunos casos se han descrito otras sintasas de moléculas señal AHLs como las pertenecientes 

a la familia LuxM/AinS, que se han encontrado en el género Vibrio, con una composición de 

aminoácidos distinta a las proteínas LuxI pero análogas en cuanto a su función. Las sintasas 

LuxM utilizan los mismos sustratos que las sintasas LuxI aunque sustituyen las acil-ACP por las acil 

coenzima A (acil-CoA) (Hanzelka y col., 1999; Milton y col., 2001). Otra potencial AHL sintasa 

es la HdtS, identificada por Laue y colaboradores (2001) en Pseudomonas fluorescens. 

c) Percepción de las AHLs: Reguladores transcripcionales de la familia de proteínas LuxR 

La percepción de las moléculas AHLs es mediada por un regulador transcripcional que 

generalmente pertenece a la familia LuxR. Sin embargo en algunos casos puede ser una proteína 

sensora histidina quinasa, de tal forma que su activación desencadena una cascada de 

reacciones de fosforilación que induce la transcripción de genes diana (Milton, 2006). A pesar 

de su baja similitud, todas las proteínas homólogas LuxR poseen varios aminoácidos conservados 

(Whitehead y col., 2001) y una arquitectura idéntica (Figura 6): un dominio N-terminal de 

interacción con las AHLs, un dominio C-terminal con un motivo hélice-giro-hélice de unión al 

ADN y la parte central de la proteína que permite la oligomerización (Fuqua y Greenberg, 2002; 

Stevens y Greenberg, 1997; Zhu y Winans, 1999). Estudios bioquímicos han demostrado que 
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existen nueve residuos idénticos en al menos el 95% de las proteínas LuxR, seis de ellos se 

localizan en la parte N-terminal de unión a las AHLs, mientras que los otros tres se situan en la 

parte C-terminal, en el motivo de unión al ADN (Figura 6) (Fuqua y col., 2001; Nasser y 

Reverchon, 2007). 

 
Figura 6. Esquema de la arquitectura modular de un regulador transcripcional tipo LuxR. 

Los estudios de análisis de estructura-función realizados hasta el momento en las proteínas LuxR 

sugieren que el dominio de unión al ADN está altamente conservado mientras que el dominio de 

unión de las AHLs tiende a variar y esto condiciona el tipo de moléculas que se les puede unir 

(Schuster y col., 2004a; Urbanowski y col., 2004; Vanniniy col., 2002). 

Un estudio filogenético de los reguladores transcripcionales del tipo LuxR ha permitido identificar 

dos grupos filogenéticamente distintos. Los reguladores del grupo A que pertenecen a 

proteobacterias de las clases alfa, beta y gamma, y el grupo B restringido a las gamma-

proteobacterias (Lerat y Moran, 2004). 

d) Mecanismo de acción del sistema quorum sensing tipo LuxR/LuxI 

Como en un sistema QS clásico, la síntesis de moléculas señal del tipo AHLs depende de la 

proteína sintasa y comienza a bajas densidades celulares. La mayoría de las AHLs pasan a 

través de la membrana celular mediante difusión, por lo que a medida que aumenta la densidad 

celular, se acumulan estas moléculas en el interior y alrededor de las células. Cuando se 

alcanzan los niveles umbrales de AHLs, el regulador transcripcional tipo LuxR, que posee un 

dominio de unión a dichas moléculas, forma el complejo LuxR-AHL que se activa y por su 

dominio C-terminal se une a secuencias consenso en el ADN conocidas como cajas "lux". Son 

secuencias palindrómicas de 18 a 22pb localizadas a -40 hasta -80pb respecto al sitio de inicio 

de la transcripción (Egland y Greenberg, 1999). Una vez que LuxR se ha unido a la caja "lux", 

se favorece la unión de la ARN polimerasa al promotor de los genes diana. No obstante se ha 

descrito la regulación de la transcripción de genes que carecen de dicha secuencia consenso 

(Figura 7) (Egland y Greenberg, 2001; Zhu y Winans, 1999). 
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Figura 7. Cascada del sistema de regulación QS. Los genes luxR y luxI son los ortólogos correspondientes en A. fischeri 

que codifican una sintasa de AHLs y un receptor de AHLs. En la mayoría pero no en todos los sistemas QS, las AHLs 

son autoinductores que activan su propia producción a través de un sistema regulador retroalimentado de forma 

positiva (Williams, 2007). 

Las proteínas de la familia LuxR pueden actuar como activadores, pero también como represores 

de la transcripción de sus genes diana. En este último caso, algunos reguladores se unen a la 

caja "lux" en ausencia de las AHLs y bloquean la transcripción de los genes diana impidiendo el 

acceso de la ARN polimerasa. La presencia de moléculas señal AHLs y su unión al regulador 

LuxR induce cambios conformacionales que causan la disociación del regulador de la caja "lux" 

y permite la transcripción de genes implicados en diferentes funciones celulares (Minogue y col., 

2002; Von Bodman y col., 1998). 

e) Funciones dependientes de quorum sensing 

En la Tabla 2 se indican algunos ejemplos de las funciones celulares controladas por el sistema 

regulador QS en bacterias Gram negativas. Muchas de ellas están relacionadas con la virulencia 

del microorganismo en cuestión. 

Tabla 2. Algunos ejemplos de los fenotipos controlados por sistemas QS. 

Microorganismo Fenotipo controlado por QS 

Aeromonas hydrophila  Formación del biofilm, exoproteasas 

Agrobacterium tumefaciens Conjugación 

Burkholderia cenocepacia Exoenzimas, formación del biofilm, movilidad swarming, 

sideróforos 

Burkholderia pseudomallei Exoproteasas 
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Chromobacterium violaceum Exoenzimas, pigmento 

Erwinia carotovora Carbapenem, exoenzimas 

Pantoea stewartii Exopolisacárido 

Pseudomonas aeruginosa Exoenzimas, exotoxinas, formación del biofilm, movilidad 

swarming, metabolitos secundarios, señal 4-quinolona 

Pseudomonas aureofaciens Fenazinas, proteasa, morfología colonial, agregación 

celular, colonización de raíces 

Pseudomonas chlororaphis Fenazina 1-carboxamida 

Pseudomonas putida Formación del biofilm 

Pseudomonas syringae Exopolisacárido, movilidad swimming 

Rhizobium leguminosarum bv. viciae Nodulación de raíces y simbiosis, conjugación 

Rhodobacter sphaeroides Agregación celular 

Serratia sp. Antibiótico, pigmento, exoenzimas 

Serratia marcescens Movilidad sliding, biosurfactante, pigmento, nucleasa, 

frecuencia de transposición 

Serratia proteamaculans Exoenzimas 

Sinorhizobium meliloti Eficiencia de la nodulación, simbiosis, exopolisacárido 

Aliivibrio fischeri Bioluminiscencia 

Yersinia enterocolitica Movilidad swimming y swarming 

Yersinia pseudotuberculosis Movilidad, agregación celular 

El desarrollo de técnicas de microarray de ADN y la proteómica han permitido poner de 

manifiesto que los sistemas QS controlan de una forma global la expresión de numerosos genes 

en un gran número de bacterias. En Pseudomonas aeruginosa por ejemplo, casi el 10% de los 

genes están bajo control directo o indirecto de este tipo de sistemas (Wagner y col., 2003; 

Shuster y col., 2003). Entre los genes controlados por QS se encuentran los genes de virulencia 

(más de 70) descritos en Vibrio cholerae (Zhu y col., 2002). Los estudios realizados en este 

campo sugieren que el sistema QS permite a las bacterias alternar entre los diferentes programas 

genéticos con el fin de adaptarse a las condiciones ambientales. Además debido a que algunos 

genes son reprimidos en presencia de moléculas señal, este sistema podría ser utilizado a fin de 

finalizar algunos procesos que no son beneficiosos para las bacterias (Waters y Bassler, 2005). 

1.4. Sistemas quorum sensing múltiples 

Algunas especies bacterianas contienen dos o más sistemas QS dependientes de moléculas AHLs 

para coordinar la respuesta dependiente de la densidad celular. En la Tabla 3 se recogen 

algunos ejemplos de microorganismos que disponen de múltiples sistemas QS. En estos casos los 

sistemas QS suelen estar organizados en una red jerárquica. Por ejemplo en Pseudomonas 

aeruginosa la presencia de esta red organizada de regulación le permite responder de una 

forma ordenada cronológicamente y en consecuencia controlar la expresión de genes que 

podrían ser decisivos para una infección exitosa (Shuster y col., 2003). 
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Tabla 3. Ejemplo de bacterias que contienen sistemas QS múltiples 

Bacteria Moléculas señales de 

QS 

Homólogos 

de LuxI/LuxR 

Referencias 

Burkholderia cenocepacia  C6-HSL; C8-HSL 

C6-HSL; C8-HSL 

CciI/CciR 

CepI/CepR 

Malott y col. (2005) 

Huber y col. (2001); 

Lewenza y Sokol (2001); 

Lewenza y col. (1999, 2002) 

Erwinia carotovora ssp. 

carotovora  

3-oxo-C6-HSL CarI/CarR 

 

VirR* 

Jones y col. (1993), 

McGowan y col. (1995,2005) 

Burr y col. (2006) 

Pseudomonas aeruginosa 3-oxo-C12-HSL 

C4-HSL 

LasI/LasR 

RhlI/RhlR 

Pearson y col. (1997) 

Latifi y col. (1995, 1996) 

Rhizobium leguminosarum bv. 

viciae 

3-OH-C14:1-HSL 

C6-HSL; C7-HSL; C8-HSL; 

3-OH-C8-HSL 

 

C8-HSL; 3-oxo-C8-HSL; 

3-oxo-C10-HSL 

C6-HSL; C7-HSL; C8-HSL  

CinI/CinR 

RaiI/RaiR 

 

 

TraI/TraR 

 

RhiI/RhiR 

ExpR* 

Lithgow y col. (2000) 

Wisniewski-Dyé y Downie 

(2002); 

Wilkinson y col. (2002) 

Danino y col. (2003) 

 

Rodelas y col. (1999) 

Edwards y col. (2009) 

Sinorhizobium meliloti C8-HSL; C12-HSL; 3-oxo-

C14-HSL; C16:1-HSL;  

3-oxo-C16:1-HSL; C18-

HSL  

SinI/SinR 

 

 

 

ExpR* 

Marketon y González (2002); 

Marketon y col. (2003); 

Teplitski y col. (2003); 

Gao y col. (2005) 

Pellock y col. (2002) 

Yersinia pseudotuberculosis 3-oxo-C6-HSL; C6-HSL 

C6-HSL; C8-HSL  

YpsI/YpsR 

YtbI/YtbR 

Atkinson y col. (1999, 2008) 

Atkinson y col. (1999) 

*Proteínas de la familia LuxR desparejadas. 

Case y colaboradores (2008) observaron que el número de proteínas tipo LuxR y LuxI no es 

siempre igual debido a que algunas bacterias contienen una proteína del tipo LuxR desparejada. 

Estas proteínas se han encontrado tanto en especies bacterianas con uno o varios sistemas QS 

dependientes de AHLs como en otras que no poseen sintasas LuxI. En este último caso, las 

bacterias no producen AHLs pero las proteínas LuxR les permiten percibir y responder a 

moléculas exógenas. A estas proteínas se les atribuyó el nombre de LuxR huérfanas o LuxR 

"solos" (Patankar y González, 2009; Subramoni y Venturi, 2009). 
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1.5. El sistema quorum sensing como parte de una red de regulación bacteriana global 

Desde que se describió por primera vez el sistema QS, muchos estudios han demostrado que es 

un proceso de regulación mucho más complejo de lo que se pensaba. A nivel celular los genes 

luxR y luxI están regulados directamente o indirectamente a través de distintos reguladores 

transcripcionales, sistemas reguladores de dos componentes y postranscripcionales que 

responden a las condiciones ambientales (Boyer y Wisniewski-Dyé, 2009). De este modo el 

sistema QS está integrado en una red de regulación global con el fin de controlar la producción 

de AHLs en respuesta a varios factores (abióticos y bióticos) y optimizar la expresión de los genes 

regulados por el mismo (Figura 8). 

 
Figura 8. Integración del sistema QS en la regulación global (Boyer y Wisniewski-Dyé, 2009). 

Uno de los ejemplos más antiguos en el control de la síntesis de las AHLs es el que se da en A. 

fischeri a través del represor catobólico CRP en respuesta a sustratos específicos (Dunlap y 

Greenberg, 1985; Dunlap, 1989). 

El regulador transcripcional σs o σ38, también conocido como factor sigma alternativo RpoS, es un 

regulador central que participa en la respuesta al estrés y en la entrada de las bacterias en la 

fase estacionaria de crecimiento. Este regulador actuá activando o reprimiendo los genes QS 
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(Regine, 2002; Stockwell y Loper, 2005). En un principio los resultados de los estudios sobre la 

relación del sistema QS con el factor RpoS fueron confusos. Asi en Pseudomonas aeruginosa, el 

sistema QS RhlR/RhlI parecía requerir la expresión de rpoS (Latifi y col., 1996). Sin embargo, 

posteriormente, Whitely y colaboradores (2000) encontraron que el gen rpoS regulaba 

negativamente el sistema QS y reprimía la expresión del gen rhlI. Finalmente, años más tarde, 

Shuster y colaboradores (2004) demostraron mediante un análisis transcriptómico del regulón 

RpoS que existía una relación entre el sistema QS y RpoS, dado que un 40% de los genes 

regulados por QS estaban regulados también por el factor RpoS. En otras especies del género 

Pseudomonas, como por ejemplo P. putida WCS358, el factor RpoS regula también 

positivamente el sistema QS PpuR/PpuI demostrando que constituyen un circuito regulatorio 

jerárquico (Bertani y Venturi, 2004). Por el contrario, en Pseudomonas fluorescens 2P24 se ha 

demostrado que el factor RpoS regula negativamente la expresión del sistema QS PcoR/PcoI (Yan 

y col., 2009). 

Por otra parte GacS/GacA, uno de los sistemas reguladores de dos componentes (TCS) más 

estudiados y altamente conservado en las especies de Pseudomonas, está interconectado también 

con el sistema QS. Los TCS, en los casos más sencillos, están constituidos por dos proteínas: una 

histidina quinasa (HK) y su correspondiente regulador de la respuesta (RR) relacionados entre sí 

mediante fosfotransferencia (Figura 9) (West y Stock, 2001; Gao y Stock, 2009). La transducción 

de señales en un TCS típico tiene lugar una vez que el sensor, la HK situada en la membrana, se 

activa en respuesta a un estímulo extracelular adecuado y se autofosforila, concretamente en un 

residuo de histidina conservado. En una segunda etapa, el grupo fosfato es transferido desde la 

HK hasta un residuo de aspártico que está conservado en el RR. El estado de fosforilación del RR 

controla la actividad de esta proteína y por tanto, determina la respuesta frente al estímulo 

inductor. El cese de esta señal se realiza por la pérdida del grupo fosfato del RR, un proceso que 

puede ser controlado por el propio RR o inducido por la HK (Figura 9) (Stock y col., 2000; West 

y Stock, 2001). 

 
Figura 9. Esquema básico de la transducción de señal en los sistemas reguladores de dos componentes (West y Stock, 

2001). 
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Los sistemas reguladores de dos componentes GacS/GacA se emplean para la regulación de una 

amplia variedad de funciones celulares que incluyen, entre otras, el metabolismo, la movilidad, el 

transporte de nutrientes, la adaptación a condiciones de estrés, la virulencia, la síntesis de 

exopolisacáridos, el desarrollo de biopelículas y la acumulación de moléculas señal QS (Bertani y 

Venturi, 2004; Castañeda y col., 2000; Heeb y Hass, 2001; Kitten y col., 1998; Kinscherf y 

Willis, 1999; Marutani y col., 2008; Reimmann y col., 1997; Winson y col., 1995). 

Recientemente, se ha descubierto que las moléculas pequeñas no codificantes de ARN juegan un 

papel central en la regulación de los sistemas QS mediante la integración de la información de 

los autoinductores y de sistemas de regulación global para responder de forma rápida y 

apropiada (Bejerano y Xavier, 2007; Lapouge y col., 2008; Timmermans y Van Melderen, 

2010). 

1.6. Identificación de los sistemas quorum sensing: uso de cepas biosensoras 

La primera etapa en el estudio de los sistemas QS dependientes de AHLs consiste en la detección 

de la producción de las moléculas AHLs en un microorganismo. La estrategia más utilizada 

consiste en el uso de bacterias bioindicadoras o biosensoras. Los biosensores son cepas mutantes 

que no producen AHLs pero que contienen un regulador transcripcional de la familia de 

proteínas LuxR que detecta la presencia de moléculas AHLs exógenas. Suelen tener generalmente 

el promotor del gen sintasa luxI ligado a un gen informador que se regula positivamente [por 

ejemplo: lacZ (actividad β-galactosidasa), luxCDABE (luminiscencia), gfp (fluorescencia) y 

vioABCD (producción de violaceína)] (Figura 10). 

Los biosensores responden de forma muy sensible a las AHLs y no requieren de una 

instrumentación sofisticada. Cabe destacar que la sensibilidad de cada biosensor depende de la 

afinidad de la proteína LuxR hacia las AHLs. Las cepas biosensoras se pueden utilizar de 

diferentes formas (Figura 10): (i) la cepa a estudiar se puede sembrar y poner a crecer en medio 

sólido junto a la cepa biosensora en forma de una "T" y el cambio fenotípico asociado a la 

presencia de AHLs exógenas se puede observar como una respuesta en gradiante desde el punto 

de encuentro de las dos cepas; (ii) las AHLs se pueden extraer a partir de los cultivos bacterianos 

y se puede llevar a cabo una caracterización parcial mediante cromatografía en capa fina (TLC) 

(Schaefer y col., 2000; Shaw y col., 1997). La extracción de AHLs mediante disolventes 

orgánicos aumenta la sensibilidad de detección de los biosensores. Durante el desarrollo de la 

cromatografía las AHLs migran con una movilidad característica y resultan en manchas después 

de su revelado mediante la adición de una sobrecapa que contiene la cepa biosensora (McClean 

y col., 1997; Schaefer y col., 2000; Shaw y col., 1997); (iii) varias cepas biosensoras se pueden 

utilizar para cuantificar las AHLs mediante la medida de la actividad del gen informador. Este 

tipo de ensayos son interesantes para estudiar la regulación de la síntesis de AHLs y también 

para identificar las diferencias en los niveles de producción de AHLs y (iv) desde el año 1999 se 
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empezaron a utilizar las cepas biosensoras para monitorizar las moléculas AHLs in vivo. Para 

ello, se han construido cepas biosensoras con un gen informador no tóxico que se puede detectar 

su actividad al microscopio de epifluorescencia (Andersen y col., 2001).Este tipo de ensayos nos 

proporcionan información sobre la identidad química y la concentración de las moléculas señal 

presentes en el medio de cultivo bacteriano. Para la determinación de la estructura de las AHLs se 

recurre a la técnica HPLC acoplada con espectrometría de masas (Schaefer y col., 2000). 

 
Figura 10. Construcción y uso de una bacteria biosensora. Las moléculas AHLs exógenas interactúan con el regulador 

transcripcional de la familia LuxR dentro de la bacteria biosensora (no produce AHLs), que resulta en la transcripción 

del gen informador (Steindler y Venturi, 2007). 

Los biosensores Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4) y Chromobacterium violaceum CV026 

son los más utilizados en la detección de la síntesis de AHLs por otras bacterias. La cepa 

indicadora A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) (Shaw y col., 1997) tiene unido el gen lacZ a uno de los 

genes del operón tra (traG::lacZ) que es inducible por AHLs. Por su parte, la cepa C. violaceum 

CV026 tiene afectada la capacidad natural de producir un pigmento púrpura violáceo en 

respuesta a AHLs (McClean y col., 1997). Ambas cepas biosensoras son incapaces de producir 

sus propios AHLs, por lo que el mecanismo del sistema QS se activa solamente en respuesta a la 

presencia de AHLs exógenas. Por consiguiente cuando estas cepas están en contacto con un 

organismo productor de AHLs se visualiza de forma rápida el color azul que origina la cepa 

NTL4 en medio adicionado de X-gal debido a la actividad β-galactosidasa o el pigmento 

púrpura natural producido por la cepa CV026. Estos biosensores han permitido la evaluación de 

la síntesis de AHLs en numerosos organismos; sin embargo son inactivos (no pueden crecer) en 
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presencia de una concentración de sales superior al 1% (p/v) y, como es lógico, no pueden 

detectar las AHLs producidas por los microorganismos halófilos en un ensayo en placa en forma 

de "T" u otras moléculas autoinductoras que deben existir en la naturaleza. Además no son 

capaces de detectar una gran variedad de los autoinductores producidos por otros muchos 

microorganismos. Por ejemplo, estas cepas no detectan moléculas con una cadena 

hidrocarbonada de más de 12 átomos de carbono. Ante este problema, recientemente se han 

construido nuevas cepas indicadoras que permiten ampliar el rango de moléculas a identificar. 

Entre ellas, se incluyen diferentes construcciones plasmídicas (Steindler y Venturi, 2007) y una 

cepa biosensora, derivada de Sinorhizobium meliloti Rm 41, capaz de detectar moléculas señal 

con larga cadenas hidrocarbonadas, que son sintetizadas por bacterias de géneros no 

relacionadas filogenéticamente con ella (Llamas y col., 2004). 

1.7. Importancia del estudio de los sistemas quorum sensing 

En los últimos años distintos estudios están explorando el papel del sistema QS en las 

comunidades microbianas (Ferluga y Venturi, 2008). Otros estudios se han enfocado en la 

identificación de posibles mecanismos para interferir los sistemas QS con el fin de controlar la 

patogenicidad y virulencia de numerosas bacterias patógenas que utilizan las moléculas AHLs 

para controlar la producción de factores de virulencia. Algunos eucariotas como el alga Delisea 

pulcra producen furanonas halogenadas que actúan como agonistas de AHLs, impiden la 

interacción de los autoinductores con la proteína LuxR e inhiben el crecimiento de 

microorganismos patógenos sobre su superficie (Hentzer y col., 2003). Por su parte, el alga 

Laminaria digitata previene la formación de biofilms bacterianos sobre su superficie mediante la 

producción de haloperoxidasas que generan compuestos con actividad microbicida como el 

ácido hipocloroso (Borchardt y col., 2001). Las plantas también pueden interferir con las 

moléculas AHLs mediante mecanismos enzimáticos, aunque dichas actividades aún no ha sido 

identificadas (González y Keshavan, 2006). En el caso de los procariotas, algunas bacterias 

producen enzimas que rompen la estructura de las moléculas AHLs. Estos mecanismos son 

conocidos como quorum quenching (Taga y Bassler, 2003; Defoirdt y col., 2008). Se han 

identificado dos grandes grupos de enzimas según su actividad: las lactonasas que rompen el 

anillo lactónico y las acilasas que hidrolizan el enlace amido y desdoblan la molécula en el 

correspondiente ácido graso y la homoserín lactona (Dong y col., 2007). La producción de 

lactonasas se ha hallado en numerosas bacterias de los géneros Bacillus, Arthrobacter, Klebsiella 

o Agrobacterium (Dong y Zhang, 2005), y recientemente en la especie Rhodococcus erythropolis 

(Uroz y col., 2008). Como bacterias productoras de acilasas se han descrito las especies 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Sio y col., 2006), Rhodococcus erythropolis (Uroz y col., 2005), 

la cianobacteria filamentosa Anabaena sp. PCC7120 (Romero y col., 2008) y especies de los 

géneros Ralstonia (Lin y col., 2003) y Streptomyces (Park y col., 2005). 
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2. MICROORGANISMOS HALÓFILOS 

2.1. Ambientes hipersalinos y clasificación de los microorganismos halófilos 

Los hábitats hipersalinos son ambientes extremos distribuidos por todo el planeta (Figura 11). Se 

consideran aguas hipersalinas aquellas que tienen un contenido en sales superior al agua del 

mar [aproximadamente el 3,5% (p/v)]; las aguas hipersalinas se clasifican en talasosalinas y 

atalasosalinas según su composición de sales sea cualitativamente similar a la de los océanos o 

sea diferente (Rodríguez-Valera, 1988). Los suelos salinos son aquellos que contienen más de un 

0,2% (p/v) de sales (Kaurichev, 1980). Entre los hábitats salinos se encuentran los lagos salados, 

las salinas y otros medios acuáticos, así como los suelos salinos que acompañan estos ambientes, 

los que tienen otro origen geológico o son consecuencia de la actividad humana (suelos agrícolas 

salinizados). En España existen numerosas salinas en las provincias con litoral costero, así como 

otras interiores que se alimentan de manantiales salinos. A modo de ejemplo podemos citar la 

laguna salada de Fuente de Piedra situada en Antequera (Málaga), que ha sido objeto de 

numerosos estudios por parte de nuestro grupo de investigación, entre otros ambientes. A partir 

de este ambiente salino en concreto se aisló Halomonas anticariensis FP35T que es objeto de 

estudio de este trabajo. 

 
Figura 11. Ejemplos de diversos ambientes hipersalinos: (a) Salinas de Isla Cristina (Huelva). (b) Gran Lago Salado 

(Utah, EE. UU.). (c) Laguna de Fuente de Piedra (Málaga). (d) Mar Muerto. (e) Lagos del Wadi Natrun (Egipto). (f) 

Salinas del Lixus (Marruecos). 
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Los microorganismos que viven en estos ambientes son en su mayoría halófilos que están 

adaptados no solamente a una composición de iones alta, sino también a otros factores 

ambientales extremos como pueden ser valores de pH alcalinos o ácidos, baja disponibilidad de 

oxígeno, altas y bajas temperaturas, presencia de metales pesados y/o diversos compuestos 

tóxicos, etc. (Oren, 2002a y b; Ventosa y col., 2008). 

Las relaciones de los distintos microorganismos con la sal han sido sujetas a muy diversas 

interpretaciones, de tal modo que se han propuesto varias clasificaciones (Ramos-Cormenzana, 

1989; Trϋper y Galinski, 1986; Vreeland, 1987). Una de las más aceptadas y utilizadas por la 

comunidad científica es la establecida por Kushner y Kamekura (1988). Esta clasificación se basa 

en el crecimiento óptimo de los microorganismos con respecto a la concentración de NaCl y en 

base a ello se pueden distinguir principalmente tres grupos fisiológicos de microorganismos 

halófilos. Los halófilos extremos tienen un crecimiento óptimo en medios que contienen del 15-

30% (p/v) (2,5-5,2M) NaCl; los halófilos moderados presentan un crecimiento óptimo en medios 

con 3-15% (p/v) (0,5-2,5M) de NaCl y los halófilos débiles, donde se incluyen los 

microorganismos marinos que tienen un crecimiento óptimo en medios que contienen del 1-3% 

(p/v) (0,2-0,5M) de NaCl. 

Por otra parte, los microorganismos no halófilos son aquellos que crecen en medios con menos 

del 1% (p/v) (0,2M) de NaCl. Algunos pueden tolerar elevadas concentraciones de sal y se les 

denomina halotolerantes. Si toleran una concentración de NaCl superior al 15% (p/v) (2,5M) se 

denominan microorganismos halotolerantes extremos. 

2.2. Diversidad filogenética y metabólica de los microorganismos halófilos 

El mundo de los microorganismos halófilos es muy diverso, a pesar de las condiciones extremas 

de los hábitats hipersalinos. En los tres dominios de la vida, Archaea, Bacteria y Eucarya se han 

encontrado representantes que se han adaptado a concentraciones de sales incluso próximas a la 

saturación aunque sin duda los procariotas son los más diversos y los mejor estudiados hasta el 

momento. (Figura 12). 

En términos relativos quizás la mayor representación de estos microrganismos se da en el 

Dominio Archaea, donde muchos microorganismos halófilos se incluyen en el phylum 

Euryarchaeota, orden Halobacteriales, familia Halobacteriaceae que hoy en día agrupa más de 

100 especies clasificadas en una treintena de géneros. La segunda edición del Bergey‟s Manual 

of Systematic Bacteriology (Grant y col., 2001) incluye una extensa descripción de los mismos. 

Algunos de sus miembros no solo requieren específicamente cloruro sódico sino que exigen un 

medio alcalino y se denominan haloalcalófilos. 
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Figura 12. Árbol filogenético de la vida y distribución de algunos de los microorganismos halófilos. Los grupos 

marcados con cuadros azules contienen al menos un representante halófilo (Oren, 2008). 

Entre los géneros más representativos de las haloarqueas tenemos Halobacterium, Halococcus, 

Haloarcula, Haloferax, Natronococcus, y Natronobacterium, por nombrar sólo unos pocos 

representantes. En el dominio Archaea se encuentran las arqueas aerobias halófilas extremas 

también conocidas como haloarqueas que actualmente están incluidas dentro de la clase 

Halometabacteria. Estos microorganismos son los componentes mayoritarios de la biomasa 

microbiana que se encuentra en los ambientes hipersalinos extremos [con una concentración 

superior al 20% (p/v) de NaCl] y de ahí que sean considerados como los microorganismos 

halófilos extremos por excelencia. Asimismo, son los principales responsables de la coloración 

roja-rosa que poseen estos ambientes debido a los pigmentos carotenoides C50 que se pueden 

encontrar en grandes cantidades en la membrana de casi todos los miembros de esta familia. 

También se han descrito arqueas halófilas metanógenas en los medios hipersalinos. Estos 

microorganismos anaerobios estrictos obtienen energía a través de la producción de metano y 

juegan un importante papel en los ambientes hipersalinos. Los géneros Methanohalobium, 

Methanosalsum y Methanohalophilus, incluidos en la familia Methanosarcinaceae, dentro del 

orden Methanosarcinales son los únicos que contienen representantes halófilos moderados o 

extremos (de la Haba y col., 2011; Oren y col., 2009). 
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En la actualidad, el dominio Bacteria esta subdividido en unas 30 phyla de bacterias cultivables 

(http://www.bacterio.cict.fr/classifphyla.html). Las especies de las bacterias halófilas moderadas 

y extremas se encuadran fundamentalmente en las distintas clases de los phyla Proteobacteria y 

Firmicutes, aunque también existen algunos representantes en los phyla Actinobacteria, 

Cyanobacteria, Spirochaetes, Bacteroidetes, Thermotogae y Tenericutes. La mayoría son 

organismos de vida libre, pero también existen posibles patógenos del hombre y de otros 

animales, endosimbiontes de distintos organismos y formas que viven íntimamente asociadas a 

las plantas que habitan los suelos salinos. Dentro de los phyla citados existen grupos taxonómicos 

que incluyen un elevado número de especies halófilas como es el caso de la familia 

Halomonadaceae (clase Gammaproteobacteia, orden Oceanospirillales) (Arahal y Ventosa, 

2006). En la actualidad el género Halomonas es el tipo de la familia Halomonadaceae y 

contiene más de 70 especies (http://www.bacterio.cict.fr/h/halomonas.html), muchas de las 

cuales han sido descritas por nuestro grupo de investigación (Euzéby, 2012). Un gran número de 

de estas especies han sido analizadas en cuanto a la existencia de sistemas QS (capítulo IV de 

esta Tesis Doctoral), aunque la bacteria Halomonas anticariensis FP35T ha constituido el objetivo 

principal de este trabajo. 

Algunos microorganismos del dominio Eukarya constituyen parte de los ambientes hipersalinos 

aunque son menos predominantes que los procariotas (arqueas y bacterias). El alga verde 

Dunaliella es el eucariota principal responsable de la producción primaria en ambientes 

hipersalinos y es considerado como un excelente modelo para el estudio de la adaptación salina 

de las algas. Algunas cepas de Dunaliella pueden acumular grandes cantidades de β-caroteno, 

lo que tiene gran importancia para sus aplicaciones biotecnológicas (Oren, 2005). Además de 

este alga se han descrito otros organismos eucariotas, protistas, hongos filamentosos y levaduras 

(Cantrell y col., 2006; Feazel y col., 2008; Gunde-Cimerman y col., 2005; Pedrós-Alió, 2004; 

Wu y col., 2009). Cabe mencionar también la presencia de los virus en los ambientes 

hipersalinos (Porter y col., 2005; Seaman y Day, 2007). 

Debido a la amplia diversidad taxonómica de los microorganismos halófilos presentes en los 

ambientes hipersalinos, existe entre ellos una amplia diversidad metabólica, aunque algunos 

procesos metabólicos descritos a bajas concentraciones de sales todavía parecen no funcionar a 

concentraciones de sales por encima de 150g/l. Ejemplo de ello son los procesos de nitrificación 

autótrofa (oxidación del amonio a nitrito y oxidación de nitrito a nitrato), metanogenésis a partir 

del hidrogeno y dióxido de carbono o bien a partir del acetato, así como la oxidación aerobia 

del metano. En la Tabla 4 se decriben algunos de los procesos microbianos que ocurren a altas 

concentaraciones de sales y que son procesos conocidos y comunes en el mundo microbiano 

(Oren, 2011). 

 

http://www.bacterio.cict.fr/classifphyla.html
http://www.bacterio.cict.fr/h/halomonas.html
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Tabla 4. Tipos de metabolismos microbianos que funcionan a altas concentraciones de NaCl encontrados 

en los microorganismos halófilos. 

Proceso Representante 

Limite de 

concentración de 

NaCl en cultivo 

Fotosíntesis 

Oxigénica 

Anoxigénica 

 

Dunaliella salina 

Halorhodospira halophila 

 

Saturación 

Saturación 

Procesos de respiración 

Respiración aerobia 

Desnitrificación 

Reducción de sulfato-oxidación completa 

Reducción de sulfato-oxidación incompleta 

 

Halobacterium salinarum  

Haloarcula marismortui 
Desulfobacter halotolerans 

Desulfovibrio retbaense 

 

Saturación 

250-300g/l 

130g/l 

240g/l 

Fermentación 

Fermentación de la L-arginina 

Fermentación de carbohidratos 

 

Halobacterium salinarum 
Halanaerobium spp. 

 

Saturación 

250-300g/l 

Metanogenésis y metabolismo homoacetogénico 

Formación de metano a partir de H2 + CO2 

Formación de metano a partir de acetato 

Formación de metano a partir de aminas o 

metanol  

Formación de acetato a partir de H2 + CO2 

 

Methanocalculus halotolerans 
Methanosarcina acetivorans 

Methanohalobium evestigatum 

 
Acetohalobium arabaticum 

 

120g/l 

60g/l 

250g/l 

 

250g/l 

Procesos quimioautotrofos 

Oxidación autotrófica de amonio 

Oxidación autotótrofica de sulfuro 

Oxidación autotótrofica de metano 

 

Nitrosococcus halophilus 

Halothiobacillus halophilus 
Methylobacter modestohalophilus 

 

94g/l 

240g/l 

90g/l 

2.3. Adaptación de los microorganismos halófilos al estrés salino 

La disponibilidad del agua es un factor determinante en la supervivencia y el crecimiento de 

cualquier célula viva. La exposición de las células a altas concentraciones de sales hace que éstas 

pierdan gran cantidad de agua intracelular y esto lleva a su muerte, a menos que desarrollen 

mecanismos de adaptación que les permitan proliferar en estas condiciones desfavorables. Todos 

los microorganismos halófilos tienen una habilidad en común: la capacidad de excluir el sodio 

hacia el medio extracelular mediante bombas de eflujo. Sin embargo las células de los halófilos 

incrementan la actividad del agua de su citoplasma mediante el uso de distintas estrategias de 

osmoadaptación: 

La primera estrategia consiste en acumular altas concentraciones de iones intracelulares, 

principalmente K+, que compensen el estrés osmótico del medio. Los microorganismos que utilizan 

este mecanismo de adaptación tienen un citoplasma hipersalino, lo que implica que, tanto las 

enzimas como todos los componentes celulares, han de adaptarse perfectamente a la presencia 

de elevadas concentraciones salinas. Para ello, las proteínas producidas por estos 

microorganismos poseen en su superficie una mayor cantidad de aminoácidos con carácter ácido 
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para neutralizar las cargas positivas. Por otro lado, las membranas celulares sufren una serie de 

cambios en su composición lipídica, aumentando su proporción de lípidos aniónicos, tales como 

fosfatidilglicerol y/o glicolípidos, y disminuyendo la de fosfatidiletanolamina, lo que se traduce 

en un aumento de moléculas cargadas negativamente. Cabe destacar que este tipo de 

adaptación, la acumulación de K+, presenta el inconveniente, a pesar de su eficacia, de ser muy 

poco flexible, por lo que los microorganismos que la utilizan poseen un margen relativamente 

reducido de adaptación a diferentes osmolaridades del medio externo (Galinski y Trϋper, 1994; 

Ventosa y col., 1998). Esta estrategia es utilizada por tres grupos de microorganismos halófilos 

muy distantes filogenéticamente: las haloarqueas, las bacterias halófilas anaerobias del orden 

Halanaerobiales y el bacteroideto halófilo extremo Salinibacter ruber. 

Sin embargo, la gran mayoría de las bacterias halófilas utilizan una segunda estrategia basada 

en la acumulación de "solutos compatibles". Consiste en mantener el balance osmótico mediante 

la acumulación de moléculas no iónicas que pueden ser sintetizadas de novo por la célula o bien 

ser transportadas al citoplasma desde el medio externo si se encuentran disponibles. Estas 

moléculas son compuestos orgánicos neutros de baja masa molecular, altamente solubles en 

agua, que no interfieren con el metabolismo de la célula aunque se acumulen a altas 

concentraciones (Brown, 1976), de ahí su denominación de "solutos compatibles". Los diferentes 

solutos compatibles descritos presentan una naturaleza muy variable, como polialcoholes (por 

ejemplo: glicerol, manitol), α y β-aminácidos y sus derivados (por ejemplo: prolina, α-glutamato, 

glutamina), diaminoácidos N-acetilados, azúcares (por ejemplo: sacarosa, trehalosa), 

compuestos de trimetilamonio o aminas cuaternarias y tetrahidropirimidinas (por ejemplo: 

betaínas, ectoínas) (da Costa y col., 1998; Roberts, 2005). Esta estrategia está muy distruibida y 

conservada evolutivamente en los tres dominios de la vida (Bohnert, 1995; Roberts, 2000; 

Roeßler y Mϋller, 2001). 

2.4. Genética de los microorganismos halófilos 

La genética de los microorganismos halófilos ha sido poco estudiada en comparación con los 

numerosos estudios realizados sobre su filogenia, taxonomía, fisiología, y ecología. Sin embargo 

en estas últimas dos décadas los análisis genéticos de los microorganismos halófilos han 

progresado gracias a la creación de herramientas genéticas para su manipulación. De hecho, 

hay ya estudios que han puesto a punto y han descrito procedimientos de extracción de ácidos 

nucleicos, utilización de vectores de clonación y expresión, mecanismos de intercambio genético, 

técnicas de mutagenesis, genes informadores y análisis de expresión génica, entre otros, para la 

realización de experimentos genéticos tanto en arqueas como en bacterias halófilas (Afendra y 

col., 2004; Argandoña, 2012; Llamas y col., 1999, 2000; Peck y col., 2000; Vargas y Nieto, 

2004). 
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El uso de las herramientas genéticas mencionadas en grupos taxonómicos pertenecientes a la 

familia Halomonadaceae (Halomonas, Chromohalobacter) ha permitido ampliar el conocimiento 

sobre el tamaño del genoma, la presencia de megaplásmidos y caracterizar genes implicados en 

la adaptación de estos microorganismos a altas concentraciones de sales, entre otros. La Tabla 5 

muestra algunos de los genes caracterizados en microorganismos de la familia 

Halomonadaceae. 

Tabla 5. Ejemplo de algunos genes caracterizados en especies de la familia Halomonadaceae. 

Género 

Cepa 

Gen Función Referencia 

Chromohalobacter 

C. salexigens DSM 3043T 

 

betIBA 
 

 

Proteína reguladora, betaína aldehído 

deshidrogenasa y colina deshidrogenasa 

 

Cánovas y col., 2000 

 ectABC Ácido diaminobutírico acetiltranferasa, 

ácido L-diaminobutírico aminotransferasa 

y ectoína sintasa 

Cánovas y col., 1998 

 ectD Ectoína hidrolasa Gacía-Estepa y col., 

2006 

 eupR Transporte de solutos compatibles Rodríguez-Moya y 

col., 2010 

Halomonas    

H. elongata DSM 2581T ectABC Ácido diaminobutírico acetiltranferasa, 

ácido L-diaminobutírico aminotransferasa 

y ectoína sintasa 

Göller y col., 1998 

 teaABC Proteina periplasmica de unión a sustrato 

y subunidades menor y mayor de 

proteínas transmembrana 

Grammann y col., 

2002 

H. eurihalina F2-7 carAB Subunidades mayor y menor de las 

carbamoilfosfato sintetasa 

Llamas y col., 2003 

H. halodenitrificans IFO 

14912T 

norCBQ Óxido nítrico reductasa, subunidad de la 

citocromo c, subunidad de la citocromo b 

y NorQ 

Sakurai y Sakurai, 

1998 

H. maura S-31T epsABCJ 
narGHJI 

Transporte y ensamblaje del EPS maurano 

Respiración anaerobia sobre nitratos 

Arco y col., 2005 

Argandoña y col., 

2006 

H. meridiana DSM 5425T amyH α-amilasa Coronado y col., 

2000 

H. organivorans G-16.1T catRBCA 

benAB 

Degradación del catecol 

Catabolismo del benzoato 

Moreno y col., 2011 

H. salina F8-11T aldH Aldehído deshidrogenasa Sripo y col., 2002 

En el año 2000 se secuenció por primera vez el genoma de una arquea halófila, Halobacterium 

salinarum NRC-1 (Ng y col., 2000) y un año más tarde el de una bacteria halófila débil, Bacillus 

halodurans (Takami y col., 2001). Sin embargo aún no se dispone de una representación de 

secuencias de genomas completos de los microorganismos halófilos. 
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2.5. Biotecnología de los microorganismos halófilos 

Los microorganismos halófilos tienen un potencial biotecnológico en muchos campos, favorecido 

por una serie de ventajas adicionales como son su facilidad de cultivo y matenimiento en el 

laboratorio, su capacidad para crecer en un amplio rango de concentraciones salinas y la difícil 

contaminación de los medios de elevada salinidad, entre otras (Arahal y Ventosa, 2006; Ventosa 

y col., 1998). Entre sus principales aplicaciones destaca su uso en procesos de biorremediación, 

en la elaboración de productos alimenticios (como la salsa de soja) y fundamentalmente, en la 

producción de compuestos de interés industrial, como solutos compatibles (que son usados en la 

industria cosmética y como estabilizadores de enzimas), exopolisacáridos (EPSs), enzimas 

extracelulares (amilasas, proteasas, lipasas, nucleasas, etc), polihidroxialcanoatos, carotenoides 

o compuestos antimicrobianos y anticancerígenos (Margesin y Schiner, 2001; Oren, 2010; 

Quillaguamán y col., 2010; Ventosa y Nieto, 1995; Ventosa y col., 1998; Ventosa y Arahal, 

2002; Ventosa y col., 2005, 2008). De hecho, algunos de estos productos se obtienen a nivel 

industrial como es el caso de la produción de β-caroteno por el alga Dunaliella, 

bacteriorodopsina por Halobacterium y ectoina por Halomonas (Oren, 2010). 

En los últimos años nuestro equipo ha realizado una gran labor investigadora en la descripción 

de EPSs de interés biotecnológico entre las bacterias halófilas. De esta forma hemos identificado 

once especies productoras de EPSs dentro de la familia Halomonadaceae (Quesada y col., 1990; 

Bouchotroch y col., 2001; Martínez-Canovas y col., 2004a; 2004b; Martínez-Checa y col., 

2005b; González-Domenech y col ., 2008a, 2008b, 2009; Llamas y col., 2011; Amjres y col., 

2011), tres especies de la familia Alteromonadaceae (Martínez-Cánovas y col., 2004c; Martínez-

Checa y col., 2005c), y dos especies de los nuevos géneros Salipiger y Palleronia (Martínez-

Cánovas y col., 2004d; Martinez-Checa y col., 2005d). Entre los polímeros de estos 

microorganismos destacan los siguientes: (i) El maurano, producido por Halomonas maura, que 

es un EPS de propiedades semejantes a las del xantano; es decir, produce soluciones de alta 

viscosidad (Bouchotroch y col., 2000; Arias y col., 2003; Quesada y col., 2004); (ii) los 

exopolisacáridos de las cepas de Halomonas eurihalina, que son capaces de gelificar a pH ácido 

y tienen capacidad emulsionante (Quesada y col., 1993; Calvo y col., 1995; Béjar y col., 

1996,1998; Calvo y col., 1998; Quesada y col., 2004); (iii) los EPSs producidos por Halomonas 

ventosae, Halomonas anticariensis, Idiomarina fontislapidosi, Idiomarina ramblicola y 

Alteromonas hispanica, que son excelentes emulgentes (Mata y col., 2006; Mata y col., 2008); 

(iv) el exopolisacárido de Salipiger mucescens, que contiene una elevada proporción de fucosa, 

un monosacárido de gran interés industrial en cosmética y como probiótico (Llamas y col., 2010); 

(v) El EPS de la cepa HK30 de Halomonas stenophila que presenta una elevada actividad 

floculante (Amjres y col. 2012) y (vi) el polímero B100 de Halomonas stenophila, que induce 

selectivamente la apoptosis en células T de leucemia humana (Ruiz-Ruiz y col., 2011). 
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3. QUORUM SENSING EN EL GÉNERO HALOMONAS 

El género Halomonas forma parte de la clase Gammaproteobacteria e incluye más de 70 

especies de bacterias Gram negativas halófilas moderadas que presentan un óptimo de 

crecimiento en medios con una concentración salina comprendida entre el 0,5 y 2,5M de NaCl 

(Arahal y col., 2007). Estas bacterias se han aislado de lagos, salinas, suelos salinos, agua de mar, 

pinturas murales, alimentos en salazón, entre otros ambientes, constituyendo así uno de los grupos 

más abundantes de microorganismos halófilos cultivables. Durante la última década, el interés por 

las especies de Halomonas se ha centrado en su capacidad de producir exoenzimas, 

exopolisacáridos y otros productos valiosos desde el punto de vista biotecnológico (Mellado y col., 

2004; Oren, 2010; Quesada y col., 2004; Ventosa, 2004). 

En el año 2004 nuestro grupo de investigación inició un estudio encaminado a estudiar la 

existencia de sistemas QS en el género Halomonas. Para ello, primeramente se procedió a la 

detección de producción de AHLs en varias cepas pertenecientes a las especies productoras de 

exopolisacáridos Halomonas eurihalina, H. maura, H. ventosae y H. anticariensis. En todas ellas 

se describió por primera vez la presencia de moléculas señal del tipo AHLs mediante el uso de los 

biosensores Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4) y Chromobacterium violaceum CV026. 

Entre ellas, se eligió Halomonas anticariensis FP35T para estudios posteriores porque producía 

mayor cantidad de moléculas señal en comparación con las demás cepas de Halomonas 

ensayadas. La producción de estas moléculas señal es dependiente de la densidad celular, 

obteniéndose un máximo en su síntesis cuando se alcanza la fase estacionaria de crecimiento 

(Llamas y col., 2005). 

La identificación de la estructura química de las moléculas señal sintetizadas por la especie H. 

anticariensis FP35T se llevó a cabo mediante técnicas de cromatografía de gases y espectrometría 

de masas (GC/MS), así como espectrometría ESI MS/MS. Los autoinductores caracterizados en 

esta bacteria son del tipo N-acil homoserín lactona: N-butanoil homoserín lactona (C4-HSL), N-

hexanoil homoserín lactona (C6-HSL), N-octanoil 

homoserín lactona (C8-HSL) y N-dodecanoil 

homoserín lactona (C12-HSL) (Figura 13) (Llamas 

y col., 2005). 

 

 

 

                  

     Figura 13. AHLs producidas por Halomonas anticariensis FP35T. 
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H. anticariensis FP35T (Martínez-Cánovas y col., 2004a), es 

una Gammaproteobacteria perteneciente a la familia 

Halomonadaceae, aislada de suelos salinos de la Laguna 

de Fuente de Piedra, situada en Antequera (Málaga). Es un 

bacilo Gram negativo, móvil, no formador de endosporas, 

que mide 3,00-3,50 x 0,75-1,00 m (Figura 14). 

 

                 Figura 14. Microfotografía electrónica de H. anticariensis FP35T. 

H. anticariensis FP35T es una bacteria halófila moderada capaz 

de crecer en medio complejo MY desde 0,5% (p/v) hasta 15% 

(p/v) de NaCl y presenta un crecimiento óptimo a una 

concentración de 7,5% (p/v) de NaCl. Cuando se cultiva en 

medio complejo crece formando colonias de color crema, 

circulares y convexas (Figura 15). Crece en un margen de pH de 

6 a 9 y entre 20ºC y 45ºC, aunque su temperatura óptima de 

crecimiento es de 32ºC. 

 

Figura 15. Fotografía del crecimiento de H. anticariensis FP35T en medio sólido. 

Las características bioquímicas más importantes de H. anticariensis son las siguientes: Catalasa y 

oxidasa positivo. No produce ácidos a partir de azucáres. No produce indol y las pruebas rojo 

de metilo y Voges-Proskauer son negativas. No produce H2S a partir de cisteína. No hidroliza 

almidon, caseína, gelatina, Tween 80, esculina, tirosina y lecitina pero es capaz de hidrolizar 

ADN, urea y Tween 20. 

Posiblemente, la característica más relevante de H. anticariensis es que sus cepas son productoras 

de exopolisacáridos con cualidades interesantes para su utilización en la industria (Mata y col., 

2006). Esta propiedad puede deducirse fácilmente por el aspecto mucoso de las colonias que 

origina cuando crece en medio sólido (Figura 15). 

La cepa FP35T en condiciones nutricionales óptimas produce 29,65mg de EPS por 100ml de 

cultivo (43,6mg de EPS por g de peso seco celular). La masa molecular del EPS es de 

aproximadamente 20kDa y está compuesto mayoritariamente por glucosa, manosa y ácido 

galactorúnico. El EPS origina soluciones de baja viscosidad que presentan un carácter 

pseudoplástico. Además el polímero tiene la capacidad de captar metales pesados y tiene en su 

composición una considerable cantidad de grupos sulfato, que es una característica inusual en 

los EPS microbianos.  

Esta cepa tiene un contenido en G+C de un 61,4 moles%. 
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En los últimos años el estudio de los sistemas de regulación de genes dependientes de la 

densidad celular en los microorganismos ha suscitado un gran interés por parte de la comunidad 

científica. 

Desde el año 2004 nuestro grupo de investigación "Exopolisacáridos Microbianos" [BIO 188, 

(http://www.ugr.es/~eps/es/index.html)] ha creado una nueva línea de investigación dedicada 

a los estudios de quorum sensing y quorum quenching en especies de bacterias halófilas. En 

consecuencia, se ha descrito por primera vez la producción de moléculas señal de los sistemas 

quorum sensing en varias especies productoras de exopolisacáridos del género Halomonas. En 

base a este hallazgo, en la presente Tesis Doctoral se planteó como objetivo general el estudiar 

los mecanismos de la comunicación intercelular en este grupo de bacterias halófilas, 

particularmente en la bacteria Halomonas anticariensis FP35T y determinar su posible papel en la 

adaptación al medio ambiente. Para dar cumplimiento a este objetivo se abordaron los objetivos 

específicos siguientes: 

 

I. Identificar y caracterizar los genes implicados en el sistema quorum sensing mediado por 

las moléculas señal AHLs en H. anticariensis FP35T. 

II. Caracterizar el sistema regulador de dos componentes en H. anticariensis FP35T y 

dilucidar la interrelación que existe entre dicho sistema y el sistema quorum sensing. 

III. Estudiar los fenotipos regulados por los mecanismos de comunicación intercelular en H. 

anticariensis FP35T y su posible papel en la adaptación al medioambiente. 

IV. Estudiar los sistemas quorum sensing dependientes de moléculas AHLs en una colección 

de bacterias halófilas pertenecientes a la familia Halomonadaceae. 
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1. PROCEDIMIENTOS GENERALES 

1.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 

En la Tabla 6 se relacionan las cepas bacterianas de colección utilizadas en este trabajo junto 

con sus genotipos y características más relevantes. 

Tabla 6. Cepas bacterianas de colección. 

Cepas bacterianas Características relevantes Referencia 

Cepas de Escherichia coli 

E. coli DH5α 

F- Φ80d lacZ∆M15 ∆(lacZY-

argF)U169 deoR recA1 endA1 

hsdR17(rk
- mK

-) supE44 λ- thi-1 

girA96 relA1 

Woodcock y col., 1989 

E.coli HB101 

supE44, hsdS20 (rb- mb-), 

recA13, ara -14, 

leuB6, pro A2, lacY1, gal K2, 

rpsL20 (SmR), xyl-5, mtl-1 

Lacks y Greenberg, 1977 

E. coli S17-1 λ-pir 
recA, thi, pro, hsdR-M+(RP4: 2-

Tc::Mu- Km::Tn7) λpir (TpR, SmR) 
Miller y Mekalanos, 1988 

E. coli XL1-Blue 

supE44, hsdR17, recA1 

ggyrA46 thi relA1 lac- F‟ 

[(proAB+ lacIq lacZΔM15 Tn10 

(TcR)] 

Bullock y col., 1987 

Cepas biosensoras 

Agrobacterium tumefaciens NTL4 

(pZLR4) 

NT1 que contiene una fusión 

transcripcional traG::lacZ, GmR 
Shaw y col., 1997 

Chromobacterium violaceum 
CV026 

CV017 que contiene 

cviI::Tn5xylE, KmR 
McClean y col., 1997 

Cepas bacterianas hálofilas   

Carnimonas nigrificans CTCBS1T  Garriga y col., 1998 

Chromohalobacter salexigens 

DSM3043T 
 Arahal y col., 2001 

Cobetia marina DSM4741T  Arahal y col., 2002 

Halomonas alimentaria YKJ‐16T  Yoon y col., 2002 

H. almeriensis M8T  Martínez-Checa y col., 2005a 

H. anticariensis FP35T  Martínez-Cánovas y col., 2004a 

H. aquamarina DSM 30161T  Dobson y Franzmann, 1996 

H. campaniensis 5AGT  Romano y col., 2005 
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H. cerina SP4T  
González-Domenech y col., 

2008a 

H. denitrificans M29T  Kim y col., 2007 

H. desiderata FB2T  Berendes y col., 1997 

H. elongata ATCC 33173T  Vreeland y col., 1980 

H. eurihalina ATCC 49336T  Mellado y col., 1995 

H. fontilapidosi 5CRT  González-Domenech y col., 2009 

H. gudaonensis SL014B-69T  Wang y col., 2007b 

H. halmophila ATCC 19717T  Franzmann y col., 1988 

H. halodenitrificans ATCC 13511T  Dobson y Franzmann, 1996 

H. halodurans DSM 5160T  Hebert y Vreeland,1987 

H. koreensis SS20T  Lim y col., 2004 

H. magadiensis 21 MIT  Duckworth y col., 2000 

H. maura S-31T  Bouchotroch y col., 2001 

H. meridiana DSM 5425T  James y col., 1990 

H. mongoliensis Z-7009T  Boltyanskaya y col., 2007 

H. nitroreducens 11ST  
González-Domenech y col., 

2008b 

H. organivorans G-16.1T  García y col., 2004 

H. pacifica DSM 4742T  Dobson y Franzmann, 1996 

H. pantelleriensis AAPT  Romano y col., 1997 

H. ramblicola RS-16T  Luque y col., 2012 

H. rifensis HK31T  Amjres y col., 2011 

H. saccharevitans AJ275T  Xu y col., 2007 

H. salina F8-11T  Dobson y Franzmann, 1996 

H. shengliensis SL014B-85T  Wang y col., 2007a 

H. stenophila N12T  Llamas y col., 2011 

H. subglaciescola DSM 4683T  Franzmann y col., 1987 

H. variabilis DSM 3051T  Dobson y Franzmann, 1996 

H. ventosae Al12T  Martínez-Cánovas y col., 2004b 

Halotalea alkalilenta AW-7T  Ntougias y col., 2007 

Kushneria avicenniae MW2aT  Sánchez-Porro y col., 2009 

Kushneria indalinina CG2.1T  Sánchez-Porro y col., 2009 
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Kushneria marisflavi SW3aT  Sánchez-Porro y col., 2009 

Modicisalibacter tunisiensis LIT2T  Ben Ali Gam y col., 2007 

Salinicola halophilus CG4.1T  de la Haba y col., 2010 

Salinicola salarius M27T  de la Haba y col., 2010 

Las bacterias halófilas se cultivaron en tres medios de cultivo, los medios complejos MY y SWYE y 

el medio mínimo MM. A estos medios se les adicionó una solución stock de sales concentrada al 

30% (p/v), denominada SW30% (SW deriva de las iniciales en inglés de “Sea Water”), en la 

proporción adecuada para obtener diferentes concentraciones (Rodríguez-Valera, 1981). La 

temperatura habitual de crecimiento para todas las cepas halófilas fue de 32ºC. 

Las cepas de E. coli y las cepas biosensoras Agrobacterium tumefaciens y Chromobacterium 

violaceum se sembraron en el medio complejo Luria-Bertani (LB) adicionado de los 

antimicrobianos apropiados y se incubaron a 37ºC y 32ºC, respectivamente. En algunos casos la 

bacteria biosensora Agrobacterium tumefaciens fue cultivada en medio MGM o medio AB 

adicionados de los antimicrobianos apropiados y se incubó a 32ºC. 

La conservación de las cepas bacterianas a corto plazo se realizó en medio sólido suplementado 

con los antibióticos adecuados, y fueron mantenidas a 4ºC. A largo plazo, se hizo por 

congelación a -80ºC de cultivos líquidos conteniendo glicerol a una concentración final del 20% 

(v/v). 

La composición y preparación de todos los medios de cultivos, así como la solución stock de sales 

utilizados en este trabajo se describen en el apartado Anexos. Cuando fue necesario, a los 

medios de cultivo se les adicionaron diferentes compuestos antimicrobianos. Las concentraciones 

de almacenamiento, los disolventes utilizados para la preparación de las soluciones de 

antimicriobianos y las concentraciones finales de uso de los mismos se describen en el apartado 

Anexos. 

1.2. Técnicas básicas de biología molecular 

Las soluciones y los reactivos utilizados se describen en el apartado Anexos. 

1.2.1. Extracción de ADN plasmídico 

Para la extracción de ADN plasmídico se utilizó el kit GenEluteTM Plasmid Miniprep (Sigma) 

siguiendo las instrucciones del fabricante que se detallan a continuación. Las muestras de ADN 

plasmídico se almacenaron a -20ºC. 
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Protocolo 

 
1. Recuperación y lisis de las células: Centrifugue 1,5ml de cultivo bacteriano crecido durante una 

noche (109 UFC/ml) a 13.000 r.p.m durante 2 minutos. Resuspenda las células en 200 l de la 

solución de suspensión y agite en el vórtex. Después, añada 200 l de la solución de lisis y mezcle 

suavemente. 

2. Preparación del lisado: Añada 350 l de la solución de neutralización, mezcle y centrifugue a 

13.000 r.p.m durante 10 minutos. 

3. Preparación de la columna: Añada 500 l de la solución correspondiente a la columna y 

centrifugue a 13.000 r.p.m durante 1 minuto. Deseche el líquido eluido. 

4. Unión del plásmido a la columna: Transfiera el lisado a la columna y centrifugue a 13.000 r.p.m 

durante 1 minuto. Deseche el líquido eluido. 

5. Lavado de la columna: Añada 750 l de la solución de lavado a la columna y centrifugue a 

13.000 r.p.m durante 1 minuto. Deseche el líquido eluido. Centrifugue de nuevo a 13.000 r.p.m 

durante 1 minuto para secar la columna.  

6. Elución del ADN plásmidico: Transfiera la columna a un tubo nuevo, añada 50 l de agua 

bidestilada y centrifugue a 13.000 r.p.m durante 1 minuto. 

 

1.2.2. Extracción de ADN genómico 

La obtención de ADN genómico se llevó a cabo según el método de Marmur (Marmur, 1961) 

modificado por Martín-Platero y colaboradores (2007) que se detalla a continuación. Las 

muestras de ADN genómico se almacenaron a -20ºC. 

Protocolo 

 
1. Centrifugue 1,5ml de cultivo bacteriano crecido durante una noche (109 UFC/ml) a 13.000 r.p.m 

durante 2 minutos. 

2. Resuspenda las células en 100 l de la solución 1. Después añada 0,1g de lisozima (Sigma) y 6 l 

de ARNasa (10mg/ml). Incube a 37ºC durante 30 minutos. 

3. Lise las células con 600 l de la solución 2. Mezcle por inversión suave. La solución debe quedar 

transparente. Deje a temperatura ambiente durante 5-10 minutos. 

4. Incube a 80ºC durante 5-10 minutos y deje enfriar a temperatura ambiente durante 10 minutos. 

5. Añada 6 l de proteinasa K (20mg/ml). Mezcle e incube a 37ºC durante 30-45 minutos. 

6. Añada 200 l de la solución 3. Agite con vórtex y mantenga en hielo durante 5-10 minutos. 

7. Centrifugue a 13.000 r.p.m durante 5 minutos a 4ºC. Debe quedar un sedimento compacto. 

8. Transfiera el sobrenadante a un tubo nuevo y luego añada 600 l de isopropanol. Mezcle bien por 

inversión (10-12 veces) hasta que se vea el precipitado de ADN. 

9. Centrifugue a 13.000 r.p.m durante 5 minutos a 4ºC. 

10. Lave el sedimento 2 veces con 500 l de etanol 70º frio (-20ºC) mediante centrifugación a 13.000 

r.p.m durante 5 minutos a 4ºC. 

11. Deje secar el sedimento durante 10 minutos y resuspenda en 50-100 l de agua bidestilada. 
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1.2.3 Extracción de ARN total 

La extracción de ARN total se realizó según las recomendaciones del fabricante del kit “Nucleo 

Spin® RNA II” (Macherey-Nagel) que se detallan a continuación. Las muestras de ARN se 

sometieron posteriormente a un tratamiento con ADNasa I con el fin de eliminar la contaminación 

residual de ADN genómico. Para ello se utilizó el kit Turbo DNA-freeTM (Ambion). Las muestras se 

repartieron en alícuotas de 5 l y se congelaron a -80ºC para su uso posterior en experiencias de 

RT-PCR o RT-PCR cuantitativa. 

Protocolo 

 
1. Homogenización de la muestra: Resuspenda el sedimento bacteriano de células en tampón TE y 

0,2mg de lisozima. Agite mediante vórtex vigorosamente. Incube a 37ºC durante 10 minutos. 

2. Lisis de las células: Añada 350 l del buffer RA1 y 3,5 l β-mercaptoetanol a las células 

resuspendidas y agite mediante vórtex vigorosamente. 

3. Filtración del lisado: Reduzca la viscosidad y limpie el lisado por filtración a través de una 

columna. Coloque la columna de filtración (color violeta) en un tubo de recolección, aplique el 

lisado y centrifugue 1 minuto a 10.000 r.p.m. Transfiera el filtrado a un nuevo tubo de centrifuga 

libre de ARNasa. 

4. Ajuste de las condiciones de unión del ARN: Añada 350 l de etanol 70º al filtrado resultante del 

paso anterior y mezcle por vórtex o pipeteo. Observe un precipitado que no afectará al proceso y 

cargue todo en la columna. 

5. Unión del ARN: Tome una columna de unión a ARN (color azul) y un tubo de recolección y añada 

el lisado. Centrifugue a 9.000 r.p.m durante 30 segundos. Coloque la columna en un nuevo tubo 

de recolección. 

6. Desalado de la membrana del gel de sílice: Añada 350 l de tampón de desalado de membrana 

(MDB) y centrifugue a máxima velocidad 10.000 r.p.m durante 1 minuto para secar la membrana. 

La eliminación de las sales producirá una digestión de la ADNasa I mucho más efectiva. Evite el 

contacto del final de la columna con el líquido a desechar. 

7. Digestión del ADN: Prepare la mezcla de reacción de la ADNasa en un microtubo estéril. Para 

cada extracción, añada 10 l de ADNasa I reconstituida y 90 l de tampón de reacción ADNasa I. 

Mezcle y, posteriormente, aplique 95 l de la mezcla de la reacción de la ADNasa I directamente 

en el centro de la membrana del gel de sílice de la columna. Incube a temperatura ambiente 

durante 15 minutos. 

8. Lavado y secado de la membrana del gel de sílice:  

Primer lavado: Añada 200 l del tampón RA2 a la columna. Centrifugue a 10.000 r.p.m durante 1 

minuto. Coloque la columna en un nuevo tubo de recolección. Este tampón inactivará la ADNasa I. 

Segundo lavado: Añada 600 l del tampón RA3 a la columna. Centrifugue a 10.000 r.p.m durante 1 

minuto. Deseche el líquido y coloque de nuevo la columna en el tubo de recolección. 

Tercer lavado: Añada 250 l del tampón RA3 a la columna. Centrifugue a 10.000 r.p.m durante 2 

minutos para secar completamente la membrana. Coloque la columna en un microtubo de 1,5ml. Si 

por alguna razón el líquido toca la columna después de la centrifugación repita el proceso. 

9. Elución del ARN: Eluya el ARN en 45 l de agua libre de ARNasas (suministrada) y centrifugue a 

10.000 r.p.m durante 1 minuto. Inmediatamente después, ponga el ARN eluido en hielo y 

guárdelo a -80ºC para evitar su degradación. 
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1.2.4. Determinación de la concentración de ADN y ARN 

Para determinar la concentración de ADN o ARN se utilizó el método de cuantificación por 

fluorescencia del bromuro de etidio en geles de agarosa (Sambrook y Russell, 2001), mediante la 

comparación visual de la intensidad luminosa de las bandas. 

Para mayor precisión, la concentración de las muestras de ADN o ARN se determinó utilizando 

el espectrofotómetro NanoDrop ND-2000c (Thermo scientific), adoptando las recomendaciones 

del manual de Sambrook y Russell (2001). La pureza de la muestras viene dada por la relación 

A260/A280 y A260/A230. En general, se acepta que un ADN o ARN es puro cuando dichos 

cocientes son ~1,8 y ~2,0 respectivamente (Kalb y Bernlohr, 1977). Un valor de estos cocientes 

por debajo de 1,8 fue indicativo de contaminación por proteínas y/o polisacáridos. 

1.2.5. Electroforesis de ADN y ARN en geles de agarosa 

La separación tanto de plásmidos, como de fragmentos de ADN se realizó mediante 

electroforesis en geles horizontales de agarosa (Ecogen) cuya concentración osciló entre 0,7 y 2% 

(p/v), preparados en tampón TBE 1x. La separación se realizó por electroforesis horizontal a un 

voltaje de 5-10V/cm. 

Las muestras de ARN se separaron y visualizaron en geles horizontales de agarosa al 0,8-1% 

(p/v) preparados en tampón TAE 1x. Para eliminar posibles contaminaciones de ARNasas se 

realizaron los siguientes tratamientos: todo el material de electroforesis se lavó previamente con 

etanol absoluto y se enjuagó con H2O DEPC; el tampón TAE 1x se preparó por dilución del 50 

veces concentrado en H2O DEPC; todo el material de vidrio empleado se esterilizó en horno 

Pasteur durante 4 horas para eliminar las posibles ARNasas. 

Para visualizar el ADN o ARN, los geles se tiñeron por inmersión en una solución de bromuro de 

etidio durante 15 minutos. El ADN o ARN se visualizó tras la exposición del gel a la luz 

ultravioleta (254nm). El tamaño de las moléculas de ácidos nucleicos se determinó por 

interpolación en curvas logarítmicas del tamaño de cada fragmento frente a su movilidad 

relativa, utilizando patrones de masas moleculares: HyperLadderTM I y IV (Bioline). Las imágenes 

se recogieron mediante un transiluminador (Bio-Rad) con una video-cámara empleando el 

programa Gel Doc 2000 (Quantity one) de Bio-Rad. 

1.2.6. Purificación de ADN de soluciones y geles de agarosa 

La purificación y concentración de ADN a partir de productos de PCR, digestiones con enzimas 

de restricción, soluciones y bandas cortadas de geles de agarosa se realizó utilizando el kit 

“illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification” (GE Healthcare). 
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1.2.7. Digestión de ADN con endonucleasas de restricción 

Las digestiones de ADN con enzimas de restricción se realizaron en las condiciones óptimas, 

fijadas por el fabricante para cada enzima (Roche, Promega y New England Biolabs). Cuando se 

realizaron digestiones con más de una enzima se utilizó un tampón compatible a la 

concentración adecuada. 

1.2.8. Desfosforilación y purificación del vector de clonación 

La desfosforilación de los extremos 5‟ del ADN del vector de clonación tiene como objetivo 

impedir la religación del mismo y favorecer su ligación con el inserto. El vector, previamente 

digerido con el enzima de restricción correspondiente, se trató con el enzima fosfatasa alcalina 

de intestino de becerro (Roche) para eliminar los grupos fosfato de los extremos 5‟. La reacción 

se realizó siguiendo las recomendaciones del fabricante y se incubó a 37ºC durante una hora. 

Posteriormente se inactivó la fosfatasa alcalina mediante un tratamiento de 15 minutos a 65ºC. 

Para eliminar los restos de proteínas y de sales después de la digestión y desfosforilación del 

ADN del vector, la muestra se diluyó hasta 200 l con tampón TE, se le añadió un volumen de 

fenol: cloroformo (1:1), y se agitó vigorosamente. Se centrifugó a 13.000 r.p.m durante 4 

minutos a 4ºC, transfiriéndose la fase acuosa a un nuevo tubo. El ADN se precipitó con 0,1 

volúmenes de acetato sódico 3M y tres volúmenes de etanol absoluto frio (-20ºC) y se dejo a -

80ºC durante 1 hora. Posteriormente se centrifugó a 4ºC durante 30 minutos a 13.000 r.p.m, se 

desechó el sobrenadante y el sedimento se lavó con 1ml de etanol 70º. Finalmente el ADN 

precipitado se dejó secar a 37ºC y se resuspendió en agua bidestilada estéril. 

1.2.9. Reacción de ligación de ADN 

Para las reacciones de ligación, los fragmentos de restricción de ADN se mezclaron con el 

correspondiente vector previamente linearizado y desfosforilado, en relaciones molares 

vector/inserto variables dependiendo del tamaño del fragmento a clonar. La reacción se llevó a 

cabo según las recomendaciones del fabricante de la enzima T4 DNA ligasa (Promega), en un 

volumen final de 10 l. Para fragmentos romos la reacción de ligación se incubó toda la noche a 

una temperatura entre 15 y 20ºC. En el caso de ligaciones de fragmentos cohesivos la reacción 

se incubó durante 3 horas a 22ºC o toda la noche a 4ºC. Esta mezcla se utilizó directamente 

para la transformación. 

1.2.10. Amplificación de ADN 

a) Amplificación de ADN mediante PCR convencional 

Este método se utilizó con diferentes fines: la obtención de fragmentos de ADN para su posterior 

clonación, la comprobación de clones, y experiencias de RT-PCR. La reacción de PCR contenía: 
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ADN molde     20-100ng (1 l) 

Cebador directo (10 M)   4 M (2 l) 

Cebador reverso (10 M)   4 M (2 l) 

dNTPs (10mM)    0,2mM (1 l) 

Tampón (10X)    1X (5 l) 

MgCl2 (25mM)    2mM (4 l) 

Taq-ADN polimerasa   5U (0,5 l) 

Agua bidestilada    c.s.p. 50 l 

Los parámetros de la reacción de PCR se eligieron en función del tamaño de los fragmentos de 

ADN a amplificar, temperatura de hibridación de los cebadores y tiempo de elongación. En 

general, tras una desnaturalización previa a 95 ó 98ºC durante 5 minutos, se aplicaron 30 ciclos 

constituidos por 3 etapas: desnaturalización a 95ºC durante 30 segundos; hibridación de los 

cebadores a 55-65ºC durante 30 segundos; extensión a 72ºC durante 1 minuto por cada kb a 

amplificar; y un ciclo final de extensión a 72ºC durante 10 minutos. Al concluir la reacción, el 

tamaño y la calidad de los productos se comprobaron mediante electroforesis en geles de 

agarosa. 

Las secuencias de los oligonucleótidos diseñados y utilizados en este trabajo, así como su función 

se describen en el Material Suplementario de cada capítulo. En los casos en los que se quería 

introducir un punto de corte para una determinada enzima de restricción, se añadieron unas 

“coletillas” al principio de cada cebador para dar lugar a la la secuencia de reconocimiento de 

dicha enzima. 

b) Amplificación de ADN mediante PCR inversa 

La amplificación por PCR convencional tiene una limitación porque requiere el uso de dos 

cebadores que flanqueen y definan la región que será amplificada y por ello, no es posible la 

amplificación de secuencias desconocidas. Sin embargo, la estrategia denominada PCR inversa 

(Ochman y col., 1988) permite soslayar esta limitación y amplificar secuencias desconocidas de 

ADN que estén próximas a otra conocida, que actúa como cebador. Esta técnica se realizó en 

varias etapas (Figura 16): 

1. En primer lugar se diseñó una sonda de aproximadamente 200pb en el extremo de la 

secuencia conocida próxima a la secuencia que queríamos amplificar. Posteriormente dicha 

sonda se amplificó y marcó con digoxigenina mediante PCR. 

2. A continuación se realizaron digestiones del ADN genómico con enzimas de restricción que 

no presentaban sitios de corte en la región que constituía la sonda, pero sí en una zona cercana. 

Los fragmentos generados se separaron mediante electroforesis y se transfirieron a una 

membrana de nylon mediante Southern blot. 
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3. Seguidamente se procedió a la hibridación con la sonda marcada y al revelado de la 

membrana. Se seleccionaron aquellas enzimas que generaron fragmentos de un tamaño 

adecuado para su posterior amplificación y clonaje (1-5kb). 

4. Una vez seleccionada la enzima de restricción, la reacción se dializó en agua bidestilada 

estéril durante 15 minutos con filtros de nitrocelulosa de tamaño de poro de 0,025 m y 13mm de 

diámetro (Millipore). Seguidamente se realizaron diversas diluciones de la mezcla de fragmentos 

de restricción (1:10; 1:20; 1:40; 1:50; 1:100) y se llevaron a cabo reacciones de religación 

utilizando 4 l de cada una de las diluciones en un total de 10 l. De esta forma se realizó el 

ligado intramolecular de los fragmentos de restricción para formar moléculas circulares. 

5. Antes de realizar la reacción de PCR, el ADN religado se dializó nuevamente durante 15 

minutos en agua bidestilada estéril con filtros de nitrocelulosa (Millipore). 

6. A continuación, se llevó a cabo una reacción de PCR utilizando como ADN molde la mezcla 

de fragmentos religados. Los cebadores utilizados se diseñaron en sentido divergente, es decir, a 

partir de la región de secuencia conocida pero orientados hacia el exterior de la misma, tal y 

como se muestra en la Figura 16. La longitud de cada cebador fue de 25 a 30pb y con un alto 

contenido en G+C para que la Tm fuera superior a 72ºC. Las secuencias de los cebadores se 

describen en el Material Suplementario de cada capítulo. Se utilizaron ADN polimerasas de alta 

fidelidad con el fin de que se cometieran los menos errores posibles (Taq ADN polimerasa Pfu 

Turbo®, Stratagene). Los parámetros de los ciclos de la reacción de PCR fueron optimizados en 

cuanto a la temperatura de hibridación de los cebadores y tiempo de elongación dependiendo 

del tamaño de los fragmentos a amplificar. En general, tras un primer calentamiento a 98ºC 

durante 2 minutos, se aplicaron 35 ciclos constituidos por tres etapas: desnaturalización a 95ºC 

durante 30 segundos, hibridación de los cebadores a 72ºC durante 30 segundos; y extensión a 

72ºC durante 1 minuto por kilobase a amplificar. Por último, un ciclo final de extensión a 72ºC 

durante 10 minutos. El resultado de la PCR se visualizó mediante electroforesis en geles de 

agarosa. En esta reacción de PCR, la ADN polimerasa amplificó específicamente un fragmento 

lineal con origen y final en la zona conocida. 

7. Por último, se procedió a clonar el fragmento amplificado en un vector. Cuando se produjo 

una reacción de PCR inespecífica en la que aparecía una mezcla de fragmentos de diferentes 

tamaños, se extrajo del gel de agarosa el fragmento del tamaño esperado. Los fragmentos 

amplificados se clonaron en el vector comercial pGEM®-T (Tabla 7). 

8. Una vez clonado, el fragmento se secuenció utilizando los cebadores universales 

correspondientes al vector de clonación empleado y de diseño (véase la secuencia de los 

cebadores en el apartado Material Suplementario de cada capítulo). 
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Figura 16. Esquema de la estrategia seguida para la amplificación de secuencias desconocidas mediante PCR inversa. 

1.2.11. Clonación de ADN 

Para la clonación de productos de PCR, el vector de elección fue pGEM-T, componente del kit 

pGEM®-T Vector System (Promega). 

En la Tabla 7 se describen los plásmidos utilizados en este trabajo. En el Material Suplementario 

de cada capítulo se describen los plásmidos recombinantes que hemos construido en este trabajo. 

Tabla 7. Plásmidos utilizados en este trabajo. 

Plásmido Características Fuente o Referencia 

pGEM®-T ApR, vector de clonación de productos de PCR Promega 

pUC19 ApR, oriColE1, rop-, MCS, complementación  Vieira y Messing, 1982 

pPCR-Script Amp SK(+) ApR, oriColE1, rop-, MCS, complementación  Stratagene 
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pUT mini-Tn5 Km2 ApR, KmR, oriR6K, oriT RP4 
De Lorenzo y col., 

1990 

pJQ200-KS GmR, oriV, sacB, mob+, complementación  Quandt y Hynes, 1993 

pVIK112 KmR, oriR6K, oriT RP4, sin promotor, lacZY 
Kalogeraki y Winans, 

1997 

pMP220 TcR, vector desprovisto de promotor, IncP, lacZ  Spaink y col., 1987 

pJN105 
GmR, vector de expresión, pBBR1MCS5 que 

contiene el cassete araC-PBADa 

Newman y Fuqua, 

1999 

pMS402-EOG 
GmR, vector desprovisto de promotor y contiene el 

gen registrador lux 
Duan y col., 2003 

1.2.12. Transformación y conjugación bacteriana 

a) Transformación por electroporación 

La preparación de células competentes de las cepas XL1-Blue, DH5  y S17-1 pir de Escherichia 

coli para electroporación se realizó siguiendo el método de Hanahan (1983) (véase el apartado 

de Anexos). La transformación de las células competentes con ADN plasmídico se llevó a cabo 

según el método de electroporación siguiente descrito en el Manual de Sambrook y Russell 

(2001). 

Protocolo 

 
1. Descongele lentamente en hielo un vial con una alícuota de 40 l de células competentes. 

2. Añada el ADN a transformar a las células competentes, mezcle e incube 1 minuto en hielo. 

3. Transfiera la mezcla de células y ADN a una cubeta de electroporación de 0,2cm preenfriada en 

hielo. 

4. Coloque la cubeta (modelo BXTM) con la mezcla en el electroporador (Bio-Rad) y de un pulso de 

choque eléctrico (2.5kV, 5 milisegundos). 

5. Suspenda la mezcla en 450 l de medio SOB e incube a 37ºC durante una hora en agitación a 

225 r.p.m. 

6. Siembre 50 ó 100 l de la mezcla en placas con medio LB suplementado con los antimicrobianos 

adecuados y, en su caso, con IPTG y X-gal. 

7. Incube las placas a 37ºC durante 12-16 horas. 

 

b) Trasformación por choque térmico 

La preparación de células competentes de las cepas XL1-Blue, DH5  y S17-1 pir de Escherichia 

coli con CaCl2 (véase el apartado Anexos) y su posterior transformación  mediante choque 

térmico con ADN plasmídico se realizó siguiendo el protocolo siguiente descrito en el manual de 

Sambrook y Russell (2001). 
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Protocolo 

 
1. Descongele lentamente en hielo un vial con una alícuota de 40 l de células competentes. 

2. Añada el ADN a transformar, generalmente 10 l, e incube en hielo durante 30 minutos. 

3. Someta la mezcla de células y ADN a un choque térmico de 45 segundos a 42ºC, y seguidamente 

2 minutos en hielo. 

4. Añada 450 l de medio SOB e incube a 37ºC durante una hora en agitación a 225 r.p.m. 

5. Siembre 50 ó 100 l de la mezcla en placas con medio LB suplementado con los antimicrobianos 

adecuados y, en su caso, con IPTG y X-gal. 

6. Incube a 37ºC durante 12-16 horas. 

 

c) Conjugación 

Las diferentes construcciones plásmidicas utilizadas en este trabajo han sido transferidas desde 

cepas de E.coli S17 pir a las cepas de Halomonas mediante conjugación biparental siguiendo el 

siguiente protocolo. 

Protocolo 

 
1. Parta de cultivos de 24h de las bacterias donadora y receptora en un medio de cultivo líquido con 

los antibióticos adecuados. Tanto los medios como las condiciones de incubación deben ser las 

óptimas para cada cepa. 

2. Centrifugue los cultivos bacterianos durante 2 minutos a 13.000 r.p.m y lave dos veces con el 

medio correspondiente para eliminar los restos de antimicrobianos y sales. 

3. Resuspenda las células bacterianas en 100 l del medio de cultivo correspondiente. 

4. Mezcle las suspensiones bacterianas en proporciones 1:1 ó 1:2 (donador:receptor). Las distintas 

proporciones se deben a la diferencia de tiempo de generación de cada bacteria. 

5. Deposite la mezcla sobre un filtro Millipore estéril de 0,22 m de diámetro de poro, colocado sobre 

una placa Petri con medio sólido. Incube la placa a 32ºC durante 16 horas. 

6. Resuspenda la mezcla de conjugación en 0,85ml de solución salina estéril.  

7. Realice diluciones seriadas de la mezcla de conjugación y siembre 100 l en los medios selectivos 

correspondientes, adicionados con los antibióticos apropiados. Siembre el donador y el receptor 

en paralelo en los mismos medios selectivos como control. Añada una solución estéril de glicerol al 

20% (v/v) a la mezcla de conjugación remanente y conserve a -20ºC. 

8. Incube las placas a 32ºC durante 3-5 días. 

 

1.2.13. Hibridación ADN-ADN 

a) Transferencia de ADN a un soporte sólido por capilaridad 

Una vez separadas las muestras de ADN mediante electroforesis en geles de agarosa, se 

depurinizaron por inmersión del gel en una solución HCl 0,25M, produciendo roturas en el ADN 

que facilitaron su posterior transferencia. A continuación se desnaturalizaron en una solución de 

NaOH 0,5M y NaCl 1M y se neutralizaron con Tris-HCl 1M pH=8 y NaCl 0,5M, tal y como se 

describe en el manual de Sambrook y Russell (2001). Seguidamente el ADN se transfirió durante 
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16 horas a una membrana de nylon cargada positivamente (Hybond-N, Amersham, 0,45 m de 

diámetro de poro), siguiendo la técnica de Southern (1975) y utilizando SSC 20x (cloruro sódico, 

3M; citrato sódico, 0,3M) como solución de transferencia. La membrana se lavó posteriormente 

con SSC 2x durante 5 minutos y el ADN se fijó utilizando el horno de luz UV 2x 1.200J (UV 

Cross-linking, Stratagene) durante 3 minutos. 

b) Preparación de sondas y marcaje 

El marcaje con digoxigenina de la sonda de ADN y la detección de los híbridos ADN-ADN se 

realizó utilizando bien el sistema comercial “DIG DNA Labeling and detection kit” (Boehringer-

Mannheim) o por PCR según requería el experimento. 

Marcaje de ADN lineal. El marcaje de la sonda y su recuperación se realizó siguiendo las 

instrucciones del fabricante del kit mencionado anteriormente. Las sondas de ADN se marcaron 

con DIG-11-dUTP mediante extensión con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa de E. coli 

y utilizando como cebadores una mezcla aleatoria de hexanucleótidos. 

Marcaje de sondas por PCR. Las sondas empleadas en las hibridaciones ADN-ADN se marcaron 

por PCR utilizando DIG-11-dUTP, que produce una incorporación múltiple de dUTP marcado, ya 

que puede ser usado como sustrato por la Taq polimerasa reemplazando al dTTP durante la 

reacción en cadena de la polimerasa. La reacción de PCR contenía: ADN molde, 0,5-1 g; 

cebadores, 20pmoles; tampón (con MgCl2) Taq-ADN polimerasa (1x); dNTPs-DIG, cada uno 

0,2mM (la proporción dTTP:DIG-11-dUTP utilizada fue de 9:1); Taq-ADN polimerasa, 1-5 

unidades; H2O bidestilada hasta 50 l. Los cebadores utilizados se describen en al apartado del 

Material Suplementario de cada capítulo. Los parámetros tiempo y temperatura se optimizaron 

según requería el experimento. 

c) Prehibridación e hibridación 

Las membranas que contenían el ADN se colocaron en un tubo para el horno de hibridación 

Techne hybridiser HB-1D (Cambridge) y se dejaron prehibridar durante 4 horas con el líquido de 

hibridación DIG EASY HIB (Boerhinger-Mannheim) en una proporción de 20ml/cm2 y a una 

temperatura de hibridación de 42ºC. Tras el tiempo de prehibridación, se retiró la solución y se 

añadieron 100-200ng de sonda marcada, previamente desnaturalizada durante 10 minutos a 

99ºC, a un volumen de 2,5 ml/100cm2 de líquido de hibridación. La hibridación se mantuvo 

durante 16 horas bajo las mismas condiciones de la prehibridación. Posteriormente se realizaron 

los lavados de la membrana en las siguientes condiciones de fuerza iónica y temperatura: dos 

lavados de 5 minutos a temperatura ambiente con una solución de SDS al 0,1% (p/v) en SSC 2x; 

y dos lavados de 5 minutos a 68ºC en una solución de SDS al 0,1% (p/v) en SSC 0,5x. 
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d) Reacción inmunológica de detección de híbridos ADN-ADN 

Para el revelado de la membrana se siguió el protocolo descrito en el kit utilizado para la 

hibridación (DIG EASY HIB, Boerhinger-Mannheim). Se basa en una reacción de inmunoensayo 

altamente específica mediante contacto de la membrana con una solución de anticuerpo que 

lleva unido una fosfatasa alcalina (antidigoxigenina-fosfatasa alcalina conjugada). Tras varios 

lavados para eliminar el anticuerpo que no se encontraba unido, se añadió una solución con 

sustratos cromogénicos, nitroblue tetrazolium (NBT) y 5-bromo-4-cloro-3-indoilfosfato (X-fosfato). 

Se dejó en oscuridad y se observó un precipitado color azul sobre el filtro en las bandas donde 

existía homología ADN-ADN. 

1.2.14. Secuenciación y análisis de las secuencias de ADN 

a) Secuenciación de ADN 

La secuenciación del ADN se llevó a cabo en el servicio de Secuenciación del Instituto de 

Parasitología y Biomedicina “López Neyra” (CSIC, Granada), utilizando un secuenciador 

automático de Applied Biosystems modelo 373 STRECHT. El método de secuenciación fue el 

comercializado por Perking Elmer, ABI PRISMTM “Byg Dye Terminators”, que utiliza en la reacción 

de extensión la enzima AmpliTaq ADN polimerasa y emplea dideoxinucleótidos marcados con 

cromóforos fluorescentes. Los oligonucleótidos empleados como iniciadores en la secuenciación 

fueron cebadores universales comerciales (R40, Sp6, T3 y T7) y otros internos de diseño que se 

describen en el apartado de Material Suplemetario de cada capítulo. 

b) Análisis de las secuencias de ADN 

Para el análisis de las secuencias de nucleótidos y aminoácidos obtenidos (identificación de 

marcos abiertos de lectura, sitios de restricción, uso de codones, composición de aminoácidos, 

perfil de hidrofobicidad, etc.) se utilizó el programa DNASTAR. 

Para el diseño de cebadores se utilizó el programa Primer3 (Whithead Institue for Biomedical 

Research, Cambridge, MA, USA) (http://frodo.wi.mit.edu/). 

La comparación de nuevas secuencias de nucleótidos y aminoácidos con las distintas bases de 

datos (EMBL, GenBank, DDJB y UniProt), se realizó con la ayuda del programa BLAST (Altschul y 

col., 1997) del servidor de Internet del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Los 

alineamientos de estas secuencias se realizaron con el programa CLUSTALW2 que se encuentra 

en el servidor http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/. 

Para la predicción de regiones promotoras se utilizó el programa BPROM [Softberry, Mt. Kisco, 

NY, USA (http://www.softberry.ru/berry.phtml)]. 
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Los dominios conservados de las proteinas se analizaron con el programa SMART (http:// 

http://smart.embl-heidelberg.de/) (Letunic y col., 2006). 

El programa MFOLD (http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-Folding-Form) se empleó 

para la predicción de estructuras secundarias en el ARN, y así determinar los posibles 

terminadores transcripcionales. 

Para el análisis filogenético se utilizó el programa MEGA versión 4.0.2 (Tamura y col., 2007). 

1.3. Ensayos de expresión génica mediante RT-PCR y RT-PCR cuantitativa 

1.3.1. Retrotranscripción-PCR (RT-PCR) 

Mediante RT-PCR se puede determinar la presencia o ausencia de ARNm en una muestra. Se 

trata de una técnica semicuantitativa que determina la expresión de un gen. En nuestro caso se 

empleó con dos objetivos: uno, para dilucidar si un conjunto de genes formaban o no parte de 

una única unidad transcripcional, es decir, si constituían un operón; y dos, para determinar la 

expresión de un gen en concreto. 

Con las muestras de ARN libres de ADN genómico se llevaron a cabo reacciones de RT-PCR con 

el producto comercial “SuperScript III one-step RT-PCR System” (Invitrogen) siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. En un paso, el ADNc fue sintetizado a 55ºC durante 30 minutos 

a partir de una concentración de 0,05-0,5 g del ARN total en un volumen final de 50 l y 

seguidamente mediante PCR se amplificaron los diferentes amplicones utilizando los cebadores 

específicos en cada caso (véase el apartado de Material Suplementario de cada capítulo). La 

reacción de PCR consistió en una etapa de desnaturalización a 94ºC durante 2 minutos, seguida 

de una etapa de 35 ciclos de PCR de desnaturalización, hibridación y extensión. Como etapa 

final, una extensión a 68ºC durante 7 minutos. La temperatura de hibridación de los cebadores y 

el tiempo de extensión variaron según el tipo de experimento realizado. En todos los ensayos de 

RT-PCR se incluyeron controles positivos y negativos. Los productos de RT-PCR fueron visualizados 

mediante electroforesis en geles de agarosa. 

1.3.2. Retrotranscripción y PCR cuantitativa a tiempo real (RT-PCR cuantitativa) 

La PCR cuantitativa es una variación de la PCR estándar utilizada para la cuantificación de ADN 

o ARNm de una muestra. 

Para cuantificar la expresión relativa de los genes objeto de estudio se combinó la PCR a tiempo 

real con una reacción de retrotranscripción. Para ello, se extrajo el ARN total a partir de cultivos 

bacterianos crecidos a diferentes etapas de crecimiento, al principio de las fases exponencial y 

estacionaria, siguiendo la metodología descrita anteriormente (apartado 1.2.3). Las 

preparaciones de ARN (1 g) se trataron con ADNasa libre de ARNasa (Ambion), y 
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posteriormente el ADNc fue sintetizado con el kit “iScriptTM cDNA synthesis” (Bio-Rad), utilizando 

los oligonucleótidos hexámeros aleatorios incluidos en el kit. 

Para la PCR cuantitativa se diseñaron oligonucleótidos internos específicos de cada gen (véase el 

apartado de Material Suplementario de cada capítulo) y posteriormente se realizaron los ensayos 

de PCR cuantitativa en un sistema detector iCycler iQ (Bio-Rad). Todas las reacciones se 

realizaron en triplicado para obtener los valores de desviación estándar. 

Protocolo 

 
1. Cada reacción contenía la mezcla siguiente: 

 

ADNc o una dilución del ADNc 

(1:10.000 para la amplificación del gen 16S)   1 l 

Cebador directo (10 M)     0,2 l 

Cebador reverso (10 M)     0,2 l 

2x iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad)   10 l 

Agua libre de nucleasas      c.s.p 20 l 

 

2. Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 

95ºC durante 3 minutos (desnaturalización) 

40 ciclos de: 

 95ºC durante 10 segundos (desnaturalización) 

 62ºC durante 30 segundos (hibridación) 

 72ºC durante 30 segundos (extensión) 

 

3. Al final de los ciclos de la PCR cuantitativa a tiempo real se generó una curva de fusión para 

comprobar la uniformidad del producto generado. 

 

Para cada uno de los genes, el análisis de las curvas de fusión mostró un pico limpio sin 

productos inespecíficos ni artefactos. Las curvas de calibrado fueron obtenidas de plásmidos 

recombinantes que contenían fragmentos del gen de interés. La expresión relativa de cada gen se 

analizó mediante el programa REST-MCS (Pfaffl y col., 2002) utilizando el gen ARN 16S para la 

normalización. 

1.4. Determinación de la actividad promotora 

La determinación de la actividad promotora se llevó a cabo mediante los ensayos de la actividad 

β-galactosidasa según el método descrito por Miller y colaboradores (1972) y que se detalla a 

continuación. Este método se basa en una reacción colorimétrica en la que el o-nitrofenil- -D-

galactopiranósido (ONPG), sustrato incoloro de la enzima -galactosidasa, es hidrolizado en 

galactosa y o-nitrofenol. Este último compuesto es de color amarillo y su concentración puede 

determinarse espectrofotométricamente. 
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Protocolo 

 
1. Prepare un inóculo de la bacteria a estudiar en condiciones óptimas. 

2. Haga un subcultivo, en una proporción de 1:100, en medio de cultivo fresco e incúbelo hasta 

alcanzar la densidad óptica indicada para la medida. 

 

Preparación de las células 

3. Ponga el subcultivo en hielo durante 20 minutos. 

4. Centrifugue un volumen de células a 13.000 r.p.m durante 10 minutos a 4ºC y descarte el 

sobrenadante. 

5. Resuspenda las células en el mismo volumen del tampón Z preenfriado. 

6. Mida la D.O.600nm utilizando como blanco el tampón Z. 

7. Mezcle 0,1ml de células con 0,9ml de tampón Z con β-mercaptoetanol. 

8. Añada 20 l de cloroformo y una gota de SDS al 0,1% (p/v). Agite vigorosamente en vórtex. 

9. Ponga los tubos a 28ºC durante 5 minutos en un baño maria. 

 

Ensayo 

10. Añada 200 l de la solución ONPG (4mg/ml) a cada tubo, agite bien y vuelva a incubar a 28ºC. 

Espere que aparezca el color amarillo debido a la reacción (mínimo 30 minutos). Apunte el 

tiempo transcurrido. 

11.  Pare la reacción añadiendo 0,5ml de la solución Na2CO3 1M. 

12. Centrifugue las células durante 15 minutos a 13.000 r.p.m y transfiera el sobrenadante a una 

cubeta y mida la absorbancia a una longitud de onda de 420nm. 

13. Calcule la actividad β-galactosidasa en Unidades de Miller de acuerdo a la siguiente ecuación: 

Actividad β-galactosidasa = [Absorbancia420nm/(t x v x D.O.600nm)]*1.000 

t representa el tiempo de la reacción en minutos. 

v representa el volumen en ml de la suspensión de células en tampón Z. 

 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y en cada caso se calculó la desviación estándar. 

1.5. Construcción de una librería genómica de promotores 

Para determinar los genes regulados por el sistema quorum sensing en H. anticariensis FP35T se 

construyó una librería genómica de promotores en el vector pMS402 (véase Tabla 7). Una 

característica importante de este vector es el gen informador luxCDABE que no requiere la 

adición de sustratos ni conlleva tratamientos posteriores para producir luz a partir de un 

promotor activo (Meighen y Szittner, 1992). Al ser un vector desprovisto de promotor garantiza 

que las cepas que contienen este vector no sean luminiscentes. 

Para llevar a cabo la construcción de la librería aleatoria de promotores, se extrajo el ADN 

genómico de la cepa FP35T, que fue digerido con la enzima  de restricción Sau3AI. Los pequeños 

fragmentos de ADN obtenidos (aproximadamente entre 200pb-3.000pb) fueron clonados 
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corriente arriba del plásmido pMS402 que previamente fue digerido con la enzima de restricción 

BamHI y tratado con fosfatasa alcalina. Se ensayaron diferentes reacciones de ligación. Las 

moléculas recombinantes obtenidas fueron transformadas en la cepa S17 λpir de E. coli mediante 

electroporación, obteniéndose una librería aleatoria de promotores en E. coli (LAP-Ec). Para 

determinar el nivel de representación de la librería se llevó a cabo un análisis preliminar de 

insertos de los transformantes mediante PCR de las colonias, empleando cebadores que 

flanquean la zona de inserción de los fragmentos (los cebadores se describen en el apartado de 

Material Suplementario de cada capítulo). 

La librería LAP-Ec fue transferida mediante conjugación en masa a una cepa FP35 de H. 

anticariensis deficiente en la producción de moléculas señal AHLs según hemos descrito 

anteriormente en el apartado 1.2.12c. Los transconjugantes obtenidos fueron inoculados en el 

medio de la conjugación con los antimicrobianos apropiados obteniéndose asi una librería 

aleatoria de promotores en H. anticariensis (LAP-Ha). 

El chequeo de la LAP-Ha en busca de genes regulados por quorum sensing se llevó a cabo en 

medio no suplementado con AHLs y en medio suplementado con AHLs. Para ello, los 

transconjugantes de la LAP-Ha fueron inoculados en placas microtiter de 96 pocillos con medio 

SWYE al 2% (p/v) de sales adicionado con kanamicina (50 g/ml) y gentamicina (50 g/ml) y se 

incubaron a 30ºC durante una noche. A partir de los cultivos obtenidos se inocularon placas 

microtiter con medio de cultivo sin y con una mezcla de AHLs (C4, C6, C8 y C12-HSL) a una 

concentración final de 1 M. Las placas se incubaron a 30ºC. Tras 24 horas de incubación, se 

midió la D.O.600nm y la luminiscencia en el luminómetro 2104 EnVision® (PerkinElmer) en placas 

microtiter negras de 96 pocillos con el fondo transparente. Los niveles de expresión fueron 

normalizados respecto a la densidad óptica. Finalmente, los clones que mostraron una diferencia 

de expresión por encima de 1,5 veces fueron elegidos para un segundo chequeo. 

2. EXTRACCIÓN Y DETECCIÓN DE MOLÉCULAS AHLs 

2.1. Extracción y concentración de las AHLs 

La extracción de moléculas señal AHLs se llevó a cabo según el siguiente metódo descrito en 

estudios previos (Llamas y col., 2004; 2005; Marketon y González, 2002). 

Protocolo 

 
1. Inocule 10ml de medio de cultivo MY líquido con la cepa a estudiar e incúbela en condiciones 

óptimas hasta alcanzar la fase estacionaria. 

2. Mezcle un volumen del cultivo bacteriano con un volumen de diclorometano. Agite vigorosamente 

y después centrifugue a 4.000 r.p.m durante 10 minutos. 

3. Recoja la fase orgánica. 

4. Haga una segunda extracción con un volumen de diclorometano (repita los pasos 2 y 3). 
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5. Combine las dos extracciones y evapore la fase orgánica mediante rotaevaporador. 

6. Resuspenda el sedimento en 20 l de una mezcla metanol:agua (7:3, v/v). 

7. Conserve las muestras a -20ºC. 

 

2.2. Detección y caracterización de las AHLs 

Tras la extracción de las AHLs se procedió a la detección y caracterización de las mismas 

mediante ensayos en placa y cromatografía en capa fina (TLC) utilizando los microorganismos 

biosensores que se describen en la Tabla 8. Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento 

de las cepas biosensoras vienen detallados en el apartado Anexos. 

Tabla 8. Características de las cepas biosensoras utilizadas en este trabajo. 

Cepa biosensora Rango de detección 

de AHLs 

Sistema informador Referencia 

Agrobacterium tumefaciens 

NTL4 (pZLR4) 

 

3-oxo-C8-HSL* 

Todas las 3-oxo-HSLs 

C6-HSL 

C8-HSL 

C10-HSL 

C12-HSL 

C14-HSL 

C6-3-OH-HSL 

C8-3-OH-HSL 

C10-3-OH-HSL 

β-galactosidasa (Shaw y col., 1997; 

Farrand y col., 2002) 

 

Chromobacterium violaceum 
CV026 

C4-HSL 

C6-HSL* 

C8-HSL 

3-oxo-C6-HSL 

3-oxo-C8-HSL 

Pigmento violaceína 

 

(McClean y col., 1997) 

 

* Las cepas biosensoras responden preferiblemente a las AHLs en negrita (Steindler y Venturi, 2007). 

2.2.1. Detección de las AHLs mediante ensayo en placa 

En este ensayo se impregnaron discos de papel de filtro con los extractos de AHLs. Tal y como se 

describe a continuación. 

Protocolo 

 
1. Cultive las cepas biosensoras C. violaceum CV026 o A. tumefaciens NTL4 en medio LB líquido 

adicionado de los antibióticos adecuados a 30ºC durante una noche. 

2. Diluya los cultivos de las cepas biosensoras C. violaceum CV026 o A. tumefaciens NTL4 1:100 en 

medio fresco y viértalos en placas Petri con medio LB/MC o AB/X-gal, respectivamente. 

3. Deje secar la sobrecapa y coloque discos de papel whatman de 5mm de diámetro en la superficie 

de los medios de cultivo. 

4. Deposite en los discos los extractos de AHLs de las muestras que se quieran ensayar. 

5. Incube las placas a 30ºC durante una noche y examine la aparición de un color. 
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2.2.2. Análisis de las AHLs mediante cromatografía en capa fina (TLC) 

La caracterización de las AHLs se llevó a cabo siguiendo la metodología siguiente descrita por 

Shaw y colaboradores (1997). 

Protocolo 

 
Separación de las AHLs 

1. Lave la cubeta cromatográfica con agua destilada y séquela bien. 

2. Equilibre la cubeta con 100ml de una mezcla metanol:agua (7:3, v/v). 

3. Trace una línea con un lápiz a un 1cm por debajo del borde inferior de la placa del gel de sílice 

RP-C18 TLC (Whatman). 

4. Deposite sobre la línea 5 l de los extractos y déjelas secar. 

5. Introduzca la placa TLC en la cubeta cromatográfica y cierre bien la tapadera con vaselina. 

6. Permita el desarrollo de la cromatografía hasta que el frente quede a 1cm de la parte superior de 

la placa. 

7. Deje secar la placa y revele con las cepas biosensoras. 

 

Revelado con las cepas bioindicadoras 

8. Haga un subcultivo de las cepas biosensoras sembradas el día interior: 

- Inocule 25ml de medio LB con 250 l de cultivo de C. violaceum CV026 e incube a 30ºC 

durante 4-6h. 

- Inocule 25ml de medio MGM con 250 l de cultivo de A. tumefaciens NTL4 e incube a 30ºC 

durante 6-8h 

9. Adicione sobre la placa de cromatografía una sobrecapa de bacteria indicadora compuesta por: 

C. violaceum CV026: 

 10ml de agar 0,7% (p/v) 

 10ml de cultivo de C. violaceum CV026 

 

A. tumefaciens NTL4: 

 10ml de medio MGM 

 10ml de cultivo de A. tumefaciens NTL4 

 10ml de agar al 1,5% (p/v) 

 120 l X-gal (20mg/ml stock) 

10. Incube la placa TLC a 30ºC durante una noche. 

 

Como controles se emplearon las AHLs sinteticas siguientes: [N-( -Ketocaproil)-L-homoserín 

lactona (3-oxo-C6-HL)] (Sigma), [N-butiril-DL-homoserín lactona (C4-HL)] (Fluka), [N-hexanoil-DL-

homoserín lactona (C6-HL)] (Fluka), [N-octanoil-DL-homoserín lactona (C8-HL)] (Fluka), [N-

decanoil-DL-homoserín lactona (C10-HL)] (Sigma) y [N-dodecanoil- DL-homoserín lactona (C12-HL)] 

(Fluka). 
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2.3. Cuantificación de las AHLs 

La cuantificación de las AHLs se llevó a cabo mediante ensayos de la actividad β-galactosidasa 

utilizando el biosensor A. tumefaciens NTL4 (pZLR4). Todos los ensayos se realizaron por 

triplicado y en cada caso se calculó la desviación estándar tal y como se detalla a continuación. 

Protocolo 

 
1. Prepare un inóculo de la bacteria biosensora A. tumefaciens NTL4 en medio MGM crecido a 32ºC 

en agitación toda la noche. 

2. Haga un subcultivo, en una proporción de 1:100, en medio MGM fresco que contenga los 

extractos AHLs a analizar e incube a 32ºC con agitación hasta alcanzar la densidad óptica 

indicada para la medida. 

3. Siga los pasos de preparación de células y ensayo β-galactosidasa descritos anteriormente en el 

protocolo del apartado 1.4. 

 

3. CONSTRUCCIÓN Y COMPLEMENTACIÓN DE LOS MUTANTES 

Todos los mutantes y cepas complementadas obtenidos en este trabajo fueron confirmados por 

PCR y secuenciación. 

3.1. Mutagénesis insercional con el transposón mini-Tn5km2 en Halomonas anticariensis 

Con el objetivo de obtener mutantes deficientes en la síntesis de moléculas señal (AHLs) de la 

cepa FP35T de H. anticariensis, se llevaron a cabo experiencias de mutagénesis insercional con el 

transposón mini-Tn5Km2. La transferencia del transposón mini-Tn5Km2 se hizo vía conjugación 

biparental, siguiendo la técnica de Herrero y colaboradores (1990), adaptada para trabajar con 

microorganismos halófilos productores de exopolisacárido (Llamas y col., 2000). 

La bacteria donadora del transposón fue la cepa S-17-1 pir de E. coli portadora de un 

minitransposón con marcador de resistencia a kanamicina (mini-Tn5Km2), vehiculizado en el 

plásmido suicida pUTmini-Tn5Km2. Como cepa receptora se empleó un mutante espontáneo 

resistente a rifampicina de la cepa FP35T de H. anticariensis (FP35-R). Se partió de cultivos en 

fase logarítmica del donador y del receptor, crecidos a sus temperaturas óptimas. Se 

centrifugaron alícuotas de 1,5ml de los cultivos a 13.000 r.p.m  y los sedimentos se lavaron dos 

veces con el medio de cultivo de conjugación para eliminar restos de sales (procedentes del 

medio del receptor) y antimicrobianos de ambos medios. 

A continuación, las células se resuspendieron en 100 l de medio SWYE al 2% (p/v) de sales, se 

mezclaron en proporción donador/receptor 1:1 o 1:2 y se depositaron en un filtro de 0,22 m 

estéril, dispuesto sobre el medio sólido de conjugación SWYE al 2% (p/v) de sales. El resto de la 

solución se utilizó para sembrar controles positivos y negativos (en los medios propios del 

receptor y del donador, y en el medio de selección de transconjugantes). Todas las placas se 
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incubaron a 32ºC durante 16-24 horas. Seguidamente el filtro se resuspendió en 0,8ml de 

solución de sales al 2% (p/v). Se utilizaron 100 l para hacer diluciones seriadas y se sembraron 

100 l de cada dilución en las placas de medio del receptor para determinar el número de 

supervivientes tras la conjugación. El resto se sembró en placas con el medio de selección [SWYE 

al 2% (p/v) de sales adicionado de rifampicina y kanamicina]. Tras la incubación durante 3 días 

a 32ºC, se seleccionaron todas las colonias capaces de crecer en las placas de medio de 

selección. Posteriormente, mediante sucesivas resiembras en medio sin selección (líquido y 

sólido), se pudo comprobar la estabilidad del transposón mini-Tn5 en H. anticariensis. 

El rastreo de los transconjugantes para seleccionar aquellos deficientes en la producción de AHLs 

se llevó a cabo mediante bioensayos en placa utilizando C. violaceum CV026 y A. tumefaciens 

NTL4 (pZLR4) como cepas bioindicadoras. Con la ayuda de palillos estériles, los transconjugantes 

se inocularon en los medios de cultivo sólido LB/MC o AB/X-gal en los que se habían sembrado 

previamente las cepas bioindicadoras C. violaceum CV026 y A. tumefaciens NTL4, 

respectivamente utilizando un bastoncillo estéril. Tras la incubación a 32ºC durante 24 horas, se 

examinó la formación de un halo violeta alrededor del crecimiento de los transconjugantes en el 

caso de C. violaceum CV026 y un halo azul en el de A. tumefaciens NTL4 (pZLR4). Los posibles 

candidatos correspondían a aquellos que presentaban una menor respuesta que la cepa silvestre 

frente a los biosensores ensayados. 

3.2. Obtención de mutantes por doble recombinación homóloga 

Para la construcción de mutantes de H. anticariensis por reemplazamiento alélico, se utilizó el 

plásmido pJQ200-KS (véase Tabla 7) en el que se clonó una copia del gen a mutar interrumpido 

por el gen de resistencia a kanamicina. Flanqueando la inserción, por cada lado en la 

construcción plasmídica, se extendió una secuencia de ADN de H. anticariensis de 1kb al menos. 

El plásmido se transfirió desde E. coli S17-1 pir a un mutante espontáneo resistente a 

rifampicina de H. anticariensis mediante conjugación biparental. Para la selección de los 

transconjugantes se utilizó el medio SWYE 2% (p/v) adicionado de rifampicina, kanamicina y un 

5% (p/v) de sacarosa que favoreció un proceso de doble recombinación homóloga. El plásmido 

pJQ200-KS porta el gen sacB que codifica para una levanosacarasa responsable de la síntesis 

de levano a partir de sacarosa. En bacterias Gram-negativas, el levano se acumula en el 

periplasma produciendo muerte celular. Por ello, la adición de sacarosa al medio de selección de 

transconjugantes favorece el proceso de doble recombinación homóloga. 

Se seleccionaron aquellos transconjugantes que habían incorporado el gen interrumpido por el 

casete de kanamicina. A continuación, se eliminaron aquellos que eran capaces de crecer en 

gentamicina (denominados merodiploides o cointegrados), es decir, se excluyeron aquellas 

colonias surgidas como consecuencia de la integración del plásmido en el cromosoma del 



Material y Métodos 

[59] 
Ali TAHRIOUI 

huésped, por recombinación homóloga simple. De esta manera se eligieron aquellos clones 

resistentes a rifampicina y kanamicina que toleraban un 5% (p/v) de sacarosa, pero que se 

mostraban sensibles a gentamicina, lo cual indicaba que el vector había sido eliminado del 

cromosoma de H. anticariensis por un proceso de doble recombinación homóloga. La 

comprobación de los clones se llevó a cabo mediante PCR con los cebadores apropiados. 

3.3. Obtención de mutantes por recombinación homóloga simple 

Para la construcción de mutantes por recombinación homóloga simple se utilizó el plásmido 

suicida pVIK112 (véase Tabla 7). Para ello, se amplificó por PCR un fragmento interno del gen 

que se quería mutar, empleando los cebadores correspondientes. El producto de PCR obtenido 

fue digerido con enzimas de restricción y clonado en el vector pVIK112 previamente digerido con 

las mismas enzimas. El plásmido recombinante fue transferido a una cepa resistente a 

rifampicina de H. anticariensis mediante conjugación biparental, donde actuó como vector 

suicida, puesto que H. anticariensis no posee el gen pir. Ello facilitó que el plásmido 

recombinante se incorporara al cromosoma de la cepa receptora mediante recombinación 

homóloga simple tipo Campbell (Kalogeraki y Winans, 1997). De esta forma, la integración 

completa del plásmido dio lugar a la interrumpción del gen objeto de estudio y simultáneamente 

dicha integración creó una fusión transcripcional del gen en cuestión al gen informador lacZ 

(Figura 17). 

 
Figura 17. Estrategia utilizada para la construcción de los mutantes por recombinación homóloga simple. 

3.4. Complementación de los mutantes 

Los mutantes creados por mutagénesis insercional y recombinación homóloga simple o doble 

fueron complementados in trans mediante la transferencia de plásmidos por conjugación que 

contenían los genes y su región promotora correspondiente. 

En primer lugar, se amplificó mediante PCR cada uno de los genes cuya función se quería 

complementar junto con su región promotora. Para ello, se diseñaron cebadores específicos que 

se describen en el apartado de Material Suplementario de cada capítulo, a los cuales se 

incorporaron puntos de corte para enzimas de restricción. Los fragmentos amplificados fueron 
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digeridos con las enzimas de restricción correspondientes y clonados en el vector de expresión 

pJN105 (véase Tabla 7), previamente digerido con las mismas enzimas. El vector pJN105 porta 

el casete araC-PBAD que es inducible en presencia de arabinosa. A continuación, los plásmidos 

obtenidos fueron transferidos mediante electroporación a cepas de E. coli S17 λpir para su 

posterior movilización a las cepas mutantes de Halomonas mediante conjugación biparental. 

4. ANÁLISIS FENOTÍPICO DE LOS MUTANTES 

4.1. Pruebas fenotípicas 

Las pruebas fenotípicas se realizaron a los distintos mutantes de la cepa FP35T de H. anticariensis 

obtenidos en este trabajo. Como control se utilizó la cepa silvestre. 

4.1.1. Crecimiento a distintas concentraciones de sal 

Se utilizó el medio MY a las concentraciones de sales totales de 0,5; 3; 5; 7,5, 12,5 y 15% (p/v). 

Las placas se inocularon con 20μl de un cultivo de 18 horas de cada bacteria. Se incubaron a 

32ºC durante 7 días, realizándose lecturas periódicas a las 24 horas, 2, 5 y 7 días. 

4.1.2. Movilidad 

Para determinar la movilidad se utilizó un ensayo en placa en medio semi-sólido. Para ello, se 

preparó el medio Koser al 5% (p/v) de sales cuya composición se detalla en el apartado Anexos, 

adicionado de 0,5% (p/v) de casamino ácidos, 0,2% (p/v) de glucosa y 0,3% (p/v) de Bacto 

Agar (Difco). Los cultivos de los microorganismos a ensayar fueron ajustados a una D.O.600nm de 

~ 0,2 y un volumen de 2 l del cultivo bacteriano fue inoculado en la superficie del medio de 

cultivo. Tras una incubación a 32ºC durante 48 horas, las placas fueron fotografiadas y se midió 

el diámetro del crecimiento bacteriano. 

4.1.3. Pruebas bioquímicas 

Estas pruebas se sembraron a partir de un inóculo de 18 horas en medio SWYE líquido al 2% 

(p/v) de sales con los correspondientes antibióticos. 

a) Hidrólisis de Tween 20 (Sierra, 1957). 

El Tween 20 (Sigma) se esterilizó por separado en horno Pasteur (140ºC durante 90 minutos) y 

se añadió al medio sólido MY al 7,5% (p/v) de sales, previamente esterilizado en autoclave, 

hasta una concentración final del 1% (v/v). Se inocularon los microorganismos y se incubaron a 

32ºC durante 15 días. En los casos positivos se observó la aparición de un halo opaco alrededor 

del crecimiento bacteriano debido a la precipitación de la sal cálcica del ácido liberado. 

b) Hidrólisis de la esculina 

Se siguió la metodología descrita en el Manual de Cowan y Steel‟s (1993). Al medio MY al 7,5% 

(p/v) sólido se le añadió esculina al 0,1% (p/v) y citrato férrico al 0,05% (p/v). Los 
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microorganismos, una vez inoculados, fueron incubados a 32ºC. Durante 7 días se examinaron 

las placas diariamente para observar un ennegrecimiento sobre y alrededor del crecimiento 

bacteriano, lo que indica la hidrólisis de la esculina y formación de esculetina que, con el Fe3+ del 

medio, da un complejo fenólico de color negro (Koneman y col., 1999). 

c) Hidrólisis de la tirosina y formación de pigmento 

Se realizó según el método de Gordon y Smith (1953). Al medio MY al 7,5% (p/v) sólido se le 

añadió tirosina al 0,5% (p/v); se mezcló bien y se esterilizó a 112ºC durante 30 minutos; se 

distribuyó en placas Petri asegurando que la tirosina se distribuía uniformemente, puesto que es 

una sustancia insoluble. Las placas inoculadas se incubaron a 32ºC. Durante un periodo de 7 

días se observó la hidrólisis de este compuesto por la disolución de los cristales debajo y 

alrededor del crecimiento bacteriano. Se observó también la aparición de color sobre y 

alrededor de la extensión, lo que indica la formación de pigmento. 

d) Hidrólisis de la gelatina 

Se siguió el método de Frazier (1926), modificado en placa, utilizándose el medio MY al 7,5% 

(p/v) sólido al cual se añadió gelatina al 1% (p/v) (Sneath y Collins, 1974). Se esterilizó en 

autoclave durante 30 minutos a 112ºC. Se inocularon los microorganismos y se incubaron a 

32ºC durante 7 días. Al cabo de este tiempo se inundó la placa con el reactivo de Frazier. Una 

zona de aclaramiento alrededor del crecimiento bacteriano indicó que la gelatina estaba 

hidrolizada en la zona próxima al crecimiento. 

e) Hidrólisis de almidón 

Se utilizó el medio MY al 7,5% (p/v) sólido al que se le suprimió la glucosa, adicionándole en su 

defecto almidón al 1% (p/v) (Cowan y Steel, 1993). Se esterilizó a 112ºC durante 30 minutos. Se 

inocularon las placas y se incubaron a 32ºC durante 7 días. La lectura se realizó inundando la 

placa con lugol. Esta solución reacciona con el almidón del medio originándose un precipitado 

de un color violeta oscuro. La prueba se considera positiva cuando aparece un halo sin teñir 

alrededor de la extensión del crecimiento bacteriano, lo que indica la producción de amilasa. 

f) Hidrólisis de la caseína 

Se siguió el método de Hastings (1903, 1904). A 500 ml de leche desnatada se le añadió el 

mismo volumen del medio MY al 7,5% (p/v) sólido y elaborado a doble concentración en todos 

sus componentes; tanto la leche como el medio deben estar previamente estériles y enfriados a 

unos 55-60ºC. Posteriormente, la mezcla resultante se repartió en placas. Después de inocular los 

microorganismos, las placas se incubaron a 32ºC durante 7 días. En la lectura se observaron 

halos de aclaramiento alrededor de la extensión del microorganismo, cuando la prueba era 

positiva. Para los casos dudosos, se utilizó el reactivo de Frazier (Frazier, 1926); si la zona de 
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aclaramiento decrecía tras la adición del mismo, era indicativo de que la caseína no había sido 

digerida totalmente (Cowan y Steel, 1993). 

g) Producción de lecitinasa 

De acuerdo con la metodología de Larpent y Larpent-Gourgand (1957), se preparó por un lado, 

una emulsión estéril de yema de huevo recogiéndola asépticamente en 250 ml de solución salina 

estéril. De otra parte, se preparó el medio MY al 7,5% (p/v) sólido, se esterilizó y una vez que se 

enfrió a 45-50ºC, se adicionaron, en condiciones también asépticas, 10 ml de la emulsión de 

yema estéril por cada 90 ml de medio MY. Se distribuyó en placas Petri. Tras la incubación a 

32ºC durante una semana, se observó en los casos positivos la opalescencia en el medio, 

alrededor de las colonias y zonas de crecimiento. Cuando la actividad lecitinasa se acompañaba 

de propiedades lipolíticas, se formaba una capa superficial de coloración perlada sobre la masa 

bacteriana. 

h) Producción de ADNasa 

Se disolvieron 42g del medio deshidratado DNasa Agar (ADSA®),  en un litro de solución de 

sales al 7,0% (p/v) y se esterilizó durante 30 minutos a 112ºC. Los microorganismos se 

incubaron durante una semana a 32ºC. Para la lectura se vertió HCl 1N (Panreac®) sobre la 

placa, el cual precipita el ADN, oscureciendo ligeramente el medio. El resultado se considera 

positivo cuando se observa un halo más claro alrededor del crecimiento bacteriano indicativo de 

la hidrólisis del ADN (Jeffries y col., 1957). 

i) Producción de fosfatasa (Baird-Parker, 1963) 

Al medio sólido MY 7,5% (p/v) de sales, previamente esterilizado, se añadió una solución 

acuosa de difosfato de fenolftaleína al 1% (p/v) (Sigma), esterilizada por filtración, hasta una 

concentración final del 0,01% (p/v) y se repartió en placas. Las placas una vez inoculadas se 

incubaron durante 5 días a 32ºC. Para la lectura se adicionó sobre la placa una solución de 

amoniaco concentrado. La aparición de un color rosa sobre y alrededor del crecimiento 

bacteriano indica la liberación de fenolftaleína y el viraje en medio alcalino. 

4.1.4. Microarray fenotípico 

Para determinar la función de los genes regulados por el sistema quorum sensing se utilizó la 

tecnología del microarray fenotípico (Phenotype MicroArrayTM, PM) desarrollada por Biolog, 

según las indicaciones del fabricante. Esta tecnología utiliza la reducción de tetrazolio como 

sistema informador de un metabolismo activo (Bochner y col., 2001). El sistema se basa en la 

capacidad de los microorganismos para oxidar diferentes compuestos lo que da lugar a la 

aparición de un color púrpura (Bochner, 1989a, b). Se trata de veinte placas microtiter de 96 

pocillos (PM01-PM20) que contienen diferentes medios de cultivo desecados en el fondo de cada 

pocillo. Se ensayaron ~2000 diferentes variables, que incluyeron fuentes de carbono, nitrógeno, 
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fosfato, sulfato, varias concentraciones de iones y osmolitos, una variedad de antibióticos, 

antimetabolitos, metales pesados y otros inhibidores, y pH según la metodología descrita por Viti 

y colaboradores (2009). En la Figura 18 se muestran las etapas seguidas para llevar a cabo el 

experimento. 

Los microorganismos a ensayar fueron sembrados en el medio BUGTM agar (Biolog) al 2% (p/v) 

de NaCl e incubados a 32ºC durante una noche. Las colonias obtenidas se suspendieron en 16ml 

del fluido de inoculación IF-0a (1x) al 2% (v/v) de NaCl con la ayuda de un bastoncillo estéril. La 

densidad celular fue ajustada a un 85% de transmitancia (T) en un turbidímetro Biolog. Parte de 

la suspensión bacteriana obtenida (15ml) fue adicionada a 75ml de fluido de inoculación IF-0a 

(1x) a 2% (v/v) de NaCl (una dilución 1:5) que contiene 1% (p/v) de tetrazolio. Se utilizaron 

22ml de esta mezcla para inocular (100 l en cada pocillo) las placas PM01-02. A los 68ml 

restantes se les adicionó 680 l de una solución de glucosa (100X) y con esta mezcla se 

inocularon (100 l en cada pocillo) las placas PM03-08. Por otra parte, la suspensión bacteriana 

obtenida inicialmente (600 l) fue diluida 1:200 en 120ml de fluido de inoculación IF-10a (1x) al 

2% (v/v) de NaCl adicionado de 1% (p/v) de tetrazolio y con esta mezcla se inocularon (100 l 

en cada pocillo) las placas PM09-20. 

Tras inocular todas las placas PM01-20, se incubaron a 32ºC en el lector Omnilog® y el cambio 

de color fue registrado automáticamente cada 15 minutos durante 96 horas. Finalmente, los 

datos obtenidos fueron analizados mediante el programa Omnilog-MP, que genera curvas que 

nos indican la formación de un color purpúra debido a la reducción del tetrazolio a lo largo del 

tiempo. 

 
Figura 18. Esquema de las etapas experimentales de la técnica del microarray fenotípico. 
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4.2. Extracción y purificación del material extracelular 

La extracción y purificación de los exopolisacáridos (EPS) se realizó siguiendo la metodología 

descrita por Quesada y colaboradores (1993) (Figura 19). Se partió de un cultivo de 5ml de 

cada una de las cepas objeto de estudio en medio MY al 7,5% (p/v) de sales, obtenido tras el 

crecimiento durante 24 horas a 32ºC. Con un volumen de 1ml de dicho cultivo se inocularon 

cuatro matraces erlenmeyer de 500ml que contenían 150ml de medio MY al 7,5% (p/v) de sales 

y se incubaron a 32ºC durante cinco días en agitación (100 r.p.m) en un incubador orbital. 

Transcurrido este tiempo, los cultivos bacterianos se centrifugaron a 10.000 r.p.m durante 60 

minutos (Centrífuga Sorvall RC 6+, rotor F14-6x250y, Thermo Scientific). El sobrenadante se 

precipitó con tres volúmenes de etanol 96º frío (-80ºC) y tras 24 horas a 4ºC se recogió el 

precipitado del material extracelular mediante centrifugación a 7.000 r.p.m durante 10 minutos. 

A continuación se dejó evaporar totalmente el alcohol presente en el precipitado y el sedimento 

se solubilizó en agua destilada. El material extracelular en solución se purificó mediante 

ultracentrifugación a 50.000 r.p.m durante 60 minutos (Ultracentrífuga Beckman L8-M, rotor 

50Ti). Posteriormente, el sobrenadante se dializó empleando membranas de diálisis Midicell de 

tamaño de poro 12.000-14.000 Daltons durante 96 horas en agua destilada, y por último se 

liofilizó para que estuviera exento de agua y así poder determinar la producción por gravimetría. 

La producción se expresó en mg de EPS (producto final liofilizado) por 100ml de medio de cultivo 

y por g de peso seco celular. 

 

Figura 19. Proceso de extracción del EPS. 
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4.3. Estudio de formación del biofilm 

La cuantificación de la formación del biofilm se realizó mediante tinción con cristal violeta 

(O‟Toole y Kolter, 1998). Se partió de un inóculo en medio SWYE al 2% (p/v) de sales con los 

antimicrobianos apropiados al que se le hizo una dilución 1:100 en medio MY al 7,5% (p/v) de 

sales. El inóculo diluido se transfirió a placas microtiter de 96 pocillos que se incubaron a 32ºC y 

en agitación durante 48 horas. A continuación, se midió la densidad óptica de los cultivos a 

600nm, se tiró el contenido líquido y se lavaron las placas con agua destilada estéril. Las células 

adheridas a las paredes de los pocillos de las placas fueron teñidas con una solución al 0,5% 

(p/v) de cristal violeta en etanol de 95º, durante 15 minutos, pasados los cuales, las placas se 

lavaron con abundante agua para eliminar el colorante no adherido a las células. 

Posteriormente, las células formadoras del biofilm fueron resuspendidas en etanol de 95º 

mediante agitación vigorosa, y se midió la absorbancia de la suspensión resultante a 540nm. 

Para cada caso se empleó como blanco el medio de cultivo sin inocular. 

4.4. Microscopía electrónica de transmisión 

Se partió de un cultivo bacteriano en fase estacionaria (24 horas) en medio MY al 7,5% (p/v) 

sales. Las células se fijaron con glutaraldehído 2,5% (p/v) y rojo de rutenio 0,05% (p/v), en 

tampón cacodilato sódico, (CH3)2AsO2Na3·H2O 0,05M y MgCl2·6H2O 2mM (pH=7,4). Este 

tratamiento se hizo a 4ºC durante 4 horas. Después de un lavado con cacodilato sódico 0,1M, 

las células se deshidrataron en varias series con etanol (30, 50, 70, 90 y 100% v/v) a 

temperatura ambiente, durante 20 minutos cada deshidratación. Las células deshidratadas se 

infiltraron en una mezcla de resina/etanol (1:1 v/v) durante una noche, seguido de una 

infiltración en una resina pura, durante otra noche. Después las células se transfirieron a una 

cápsula de gelatina que se llenó con un monómero de resina. Esta resina se polimerizó durante 8 

horas a 60ºC. Tras este proceso se realizaron unas secciones ultrafinas con un ultramicrotomo 

Reichter Ultracut S, equipado con una cuchilla de diamante, recogiéndose en una rejilla de 

cobre. Las secciones se tiñeron son acetato de uranilo 1% (p/v) y citrato de plomo. Finalmente, 

las preparaciones se examinaron en un microscopio electrónico de transmisión (Zeiss TEM EM 

10C, 30 m de apertura de objetivo y 80Kv de voltaje de aceleración). 
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Caracterización del sistema quorum sensing hanR/hanI en 

Halomonas anticariensis FP35T 
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RESUMEN 

Quorum sensing (QS) es un mecanismo de regulación de la expresión génica dependiente de la 

densidad celular que en la mayoría de las bacterias Gram negativas implica la producción de 

moléculas señal tipo N-acil homoserín lactonas (AHLs). En este capítulo se estudia el sistema QS 

de Halomonas anticariensis FP35T a nivel genético. Dicho sistema está compuesto por genes 

homólogos a los del tipo luxR/luxI: el gen hanR (regulador transcripcional) y el gen hanI (sintasa 

de AHLs). Para determinar la organización y regulación del sistema hanR/hanI realizamos 

ensayos de RT-PCR y PCR cuantitativa a tiempo real. El análisis transcripcional indicó que los 

genes hanR y hanI forman una sola unidad transcripcional cuya transcripción depende de la 

densidad celular. La proteína HanI podría ser la única sintasa de AHLs en esta bacteria dado que 

la inactivación del gen hanI originó la pérdida completa de la producción de AHLs. Por otra 

parte, la expresión del gen hanI no depende de la proteína HanR que parece transcribirse a 

partir de su propio promotor. Este resultado viene apoyado por el hecho de que la expresión del 

gen hanI en el mutante hanR es similar a la de la cepa parental, así como la producción de AHLs. 

Además el gen hanR se expresa a partir de su propio promotor y es independiente de las 

moléculas señal AHLs que produce la proteína HanI. 

ABSTRACT 

Quorum sensing (QS) is a cell-density-dependent, gene-expression mechanism found in many 

Gram-negative bacteria which involves the production of signal molecules such as N-acyl 

homoseríne lactones (AHLs). One significant group of microorganisms in which quorum sensing 

has not been studied until now, however, are the moderate halophiles. In this chapter we describe 

the results of our studies into the QS system in Halomonas anticariensis FP35T, which is composed 

of luxR/luxI homologues: hanR, believed to be the transcriptional regulator gene, and hanI, the 

autoinducer synthase gene. To understand how the hanR/hanI system is organised and regulated 

we conducted real-time PCR and real-time quantitative PCR assays. Transcriptional analysis 

indicated that the hanR and hanI genes are on the same transcript and that their transcription is 

growth-phase dependent. HanI seems to be the only autoinducer synthase responsible for the 

synthesis of AHLs by H. anticariensis since the inactivation of hanI resulted in the complete loss of 

its AHLs. We also found that the hanI gene appears to be transcribed from its own promoter and 

its expression does not depend upon HanR. This finding was supported by the fact that the 

FP35hanR mutant showed similar AHL-producing activity and hanI expression to the wild-type 

strain, the latter being measured by RT-PCR. Moreover, hanR is expressed from its own promoter 

and appears to be independent of the AHL signalling molecules produced by HanI. 
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Nuestro grupo de investigación ha descrito por primera vez la síntesis de moléculas señal QS 

dependientes de la densidad celular en bacterias halófilas productoras de exopolisacáridos (EPS). 

Dichas bacterias pertenecen al género Halomonas, un grupo de bacterias ampliamente 

distribuido en la naturaleza y con un gran potencial industrial (Oren, 2010; Ventosa y col., 

2004). Halomonas anticariensis FP35T ha sido seleccionada como modelo para nuestros estudios 

por producir mayores cantidades de moléculas señal que las demás especies de Halomonas que 

fueron objeto de estudio. Los autoinductores caracterizados en esta bacteria son del tipo N-acil 

homoserín lactona (AHLs) y muestran una gran variabilidad en la longitud del ácido graso que 

constituye la cadena lateral: N-butanoil homoserín lactona (C4-HSL), N-hexanoil homoserín 

lactona (C6-HSL), N-octanoil homoserín lactona (C8-HSL) y N-dodecanoil homoserín lactona (C12-

HSL) (Llamas y col., 2005). 

El objetivo de este capítulo es identificar y caracterizar los genes implicados en el sistema QS en 

Halomonas anticariensis FP35T. 

 

RESULTADOS 

1. Aislamiento y caracterización de mutantes deficientes en la producción de AHLs 

La estrategia que usamos para localizar los genes del sistema QS fue la obtención de mutantes 

de la cepa tipo FP35T de Halomonas anticariensis deficientes en la producción de una o varias 

moléculas señal del tipo AHLs. Para ello, se llevaron a cabo experiencias de mutagénesis 

insercional via conjugación biparental, adaptando cuando fue necesario los protocolos para 

trabajar con bacterias halófilas productoras de EPS. Se utilizó como cepa receptora H. 

anticariensis FP35-R, un mutante espontáneo resistente a la rifampicina de H. anticariensis FP35T. 

Esta cepa receptora se cultivó en medio mínimo MM líquido al 2% (p/v) de sales para evitar la 

producción de EPS, y posteriormente las células fueron lavadas con solución de sales Subow al 

2% (p/v) con el fin de minimizar la presencia de antibióticos en el proceso de conjugación. Por 

su parte, la cepa donadora fue E. coli S17-1 λpir que porta el vector suicida pUT que contiene el 

transposón mini-Tn5Km2 y da lugar a inserciones estables, únicas y al azar en especies de 

Halomonas. Los clones que aparecieron en las placas de selección de transconjugantes se 

resembraron nuevamente en el mismo medio y se sometieron a distintas pruebas fenotípicas que 

permitieron descartar la presencia de contaminantes. Se seleccionaron por tanto, aquellos clones 

de bacterias Gram negativas, oxidasa positivos e incapaces de crecer en TSA (lo que demostraba 

su carácter halófilo). Además, se descartaron aquellos que eran resistentes a ampicilina 

(100 g/ml), ya que eran consecuencia de la cointegración del plásmido completo en el 

cromosoma de la célula huésped y no eran el resultado de un verdadero proceso de 

transposición. 
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En un rastreo en placa analizamos aproximadamente 5.500 transconjugantes utilizando las 

cepas bioindicadoras C. violaceum CV026 y A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) que nos permitieron 

seleccionar 11 clones que originaban una menor respuesta que la cepa silvestre (Figura 20a). 

Para confirmar la disminución en la producción de autoinductores en los 11 clones seleccionados 

y determinar el patrón de AHLs, seguidamente realizamos un análisis mediante TLC de los 

extractos procedentes de cada uno de los cultivos utilizando las mismas cepas bioindicadoras. De 

esta forma se comprobó que solamente cuatro de ellos eran deficientes en la producción de 

AHLs. A uno de ellos le denominamos FP35-11I y es objeto de estudio en este capítulo. En la 

Figura 20b se puede observar que el mutante FP35-11I produce menor cantidad de AHLs que la 

cepa silvestre FP35T. 

 
Figura 20. Obtención de mutantes deficientes en la producción de AHLs. (a) Rastreo en placa de los transconjugantes 

de H. anticariensis FP35T mediante C. violaceum CV026 en medio LB/MC y A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) en medio 

AB/X-gal. Las flechas indican transconjugantes deficientes en la acumulación de AHLs. (b) Análisis del patrón de 

moléculas señales producidas por el transconjugante FP35-11I mediante TLC RP-C18. M: AHLs comerciales. 

2. Secuenciación del locus quorum sensing hanR/hanI homólogo a luxR/luxI 

2.1. Clonación y secuenciación de las regiones adyacentes al transposón mini-Tn5Km2 en el 

mutante FP35-11I 

Para localizar el fragmento de ADN interrumpido en su expresión por la inserción del transposón 

mini-Tn5Km2 se llevaron a cabo digestiones del ADN genómico del mutante FP35-11I con 

diferentes enzimas de restricción (EcoRV, HindIII, KpnI, NcoI, NdeI, PstI, SmaI, XbaI). 

Seguidamente se realizó un Southern blot e hibridación utilizando como sonda un fragmento del 

transposón mini-Tn5Km2, marcado con digoxigenina (fragmento EcoRI/XbaI de 1,85kb). En la 

Figura 21 se puede ver el resultado del Southern blot en el que se confirma que la inserción del 

transposón ha sido única. De entre todos los fragmentos obtenidos, se seleccionó el fragmento 

PstI de aproximadamente 5kb para su posterior clonación y secuenciación. 
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Figura 21. Análisis de restricción para localizar la inserción del transposón mini-Tn5Km2 en el transconjugante H. 

anticariensis FP35-11I. La hibridación se llevó a cabo con una sonda correspondiente al fragmento EcoRI-XbaI 

(1,85kb) del transposón mini-Tn5Km2 marcada con digoxigenina. Carril M, Marcador molecular (10kb-200pb); Carril 

1-8, ADN del mutante FP35-11I digerido con las enzimas de restricción EcoRV, HindIII, KpnI, NcoI, NdeI, PstI, SmaI y 

XbaI respectivamente. 

Para la clonación del fragmento PstI se usó la siguiente estrategia: se utilizaron diferentes 

proporciones del ADN genómico del mutante FP35-11I digerido con PstI para las reacciones de 

ligación con el vector pGEM®-T previamente digerido con la enzima PstI. Después el producto de 

ligación se transformó en E. coli XL1-Blue por electroporación. Mediante la siembra en placas de 

LB adicionadas de tetraciclina, ampicilina y kanamicina, se seleccionaron aquellos clones que 

habían adquirido el plásmido recombinante que portaba el fragmento de restricción PstI que 

contenía el transposón mini-Tn5Km2 y al que se denominó pP11I (Figura 22) (véase Tabla S1 en 

el apartado de Material Suplementario). 

Una vez obtenido el plásmido recombinante pP11I, se procedió a su secuenciación utilizando 

inicialmente los cebadores universales T7 y Sp6. Para ir avanzando en la secuencia se utilizaron 

cebadores de diseño cuya secuencia se muestra en la Tabla 

S2 (véase el apartado de Material Suplementario). La 

secuencia obtenida fue comparada con las secuencias 

depositadas en las bases de datos utilizando el programa 

BLAST. La secuenciación de este plásmido nos permitió 

identificar tres ORFs. Un ORF parcial que presentaba 

homología con una catalasa (ORF1), un ORF completo que 

presentaba homología con el gen sintasa luxI (ORF2) y un 

ORF parcial que presentaba homología con el gen regulador 

luxR (ORF3). 

Figura 22. Mapa de restricción del plásmido recombinante pP11I. 
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La secuenciación del plásmido recombinante pP11I no nos permitió la identificación completa del 

locus de los genes de QS. Para obtener más información realizamos una PCR-inversa corriente 

arriba de la secuencia conocida (Figura 23). Para la reacción de PCR-inversa (véase el apartado 

1.2.10b de Material y Métodos) se preparó una sonda (sonda 11A) de 200pb aproximadamente 

utilizando los oligonucleótidos S-11I-F y S-11I-R (Tabla S2), localizada en la región terminal de 

la secuencia conocida y que fue marcada con digoxigenina por PCR. A continuación, el ADN de 

la cepa silvestre se digirió con diferentes enzimas de restricción que tuvieran un sitio próximo a la 

región que constituía la sonda, y mediante Southern blot se eligió el fragmento de restricción 

BamHI de un tamaño de 2,2kb para su posterior religación y amplificación. Los cebadores 

empleados para la reacción de PCR inversa (IPCR-11I-F y IPCR-11I-R) se describen en la Tabla 

S2. El fragmento de PCR obtenido se clonó en el vector comercial pGEM®-T obteniéndose el 

plásmido recombinante pBFP35 (Tabla S1) que fue secuenciado mediante cebadores tanto 

universales como propios, diseñados a partir de la secuencia obtenida (Tabla S2). 

 
Figura 23. PCR-inversa A. Amplificación de un fragmento BamHI corriente arriba de la secuencia conocida. (a) 

Digestión de ADN genómico de la cepa FP35T de H. anticarienis con diferentes enzimas de restricción y revelado de la 

membrana tras la hibridación con la sonda A. Carril M, Marcador molecular (10kb-100pb); Carril1-3, ADN de la 

cepa FP35 de H. anticariensis digerido con las enzimas BamHII, NcoI y EcoRI. (b) Religación y amplificación de un 

fragmento de 2,2kb mediante PCR empleando los cebadores IPCR-11I-F y IPCR-11I-R. Carril M, Marcador molecular 

(10kb-100pb); Carril 1, fragmento BamHI amplificado por PCR-inversa. (c) Mapa de restricción del plásmido 

recombinante pBFP35. 
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Para determinar el punto exacto de la inserción del transposón mini-Tn5Km2 en el cromosoma 

del mutante FP35-11I, se amplificó por PCR un fragmento de 0,6kb del ADN de la cepa silvestre 

FP35T empleando los cebadores 11P-3 y 11I-Tn5 diseñados a partir de las secuencias próximas a 

ambos lados del transposón (Tabla S2). El análisis de la secuencia total obtenida indicó que el 

transposón se había insertado en el codón 394 del sitio de inicio de la traducción del ORF1. 

En la Figura 24 se muestra la estrategia seguida para secuenciar los plásmidos recombinantes 

pP11I y pBFP35. 

 
Figura 24. Estrategia de secuenciación del locus QS de H. anticariensis FP35T. 

La secuencia obtenida de los plásmidos pP11I y pBFP35 tiene un tamaño de 4.346pb con un 

contenido en G+C del 48.62 mol% y está depositada en la bases de datos GenBank/EMBL/DDJB 

con el número de acceso: HM236058 (Figura 25). 

ACGCTAGGTCTGGTACGAAAAGTCGGCGAGCGATGGTCAGGCAAGGCGAAATTGGTCGAA 60 
AAACGGACCGGGCTCGCGTGCGAGTTTACGGGGGTATGAATGAGCATTTTGAGACTGATT  120 
TCAACGCAGCATAACCGAGCGCAGACACTTTTCGTACAGAGCCTAGCTTTCTGCAGGCT C 180 
GGAACTTGACCCCGTCCCGCCTATAACTCCCCCACGAAAGACATGACCATCCCCAAAAGA 240 
GATCCTAACTAAGCTTATTTTCAGCAGCCTTTCCGGCAGGGTGGCGTTCTCTCGGCGGCA  300 
ATGCCAATCGAGCCGTCAACGTCACTGAAAGTTGCTCTTTTTATCAATGCTCTTTCATC A 360 
GAACAGCTTCAGGGTTGTGTGAGGTCTCGTCCTCTTTTCCCTAGCAGCAAGATTGCGAT G 420 
ATCGGAGCCTTCTTTACCTTCATTTTCTCAGTCATTGATAATGTATCATGCTTTGACAA C  480 
GTAGAAATTGTAGGCAATGTATTACACCGTGTAAGATATTCCTTACGCAAATTGGTACT A 540 
TTTTCTACATTTGTGATGGTTATATACTTACAGGGAATTCAGCGCTCTTTGCTATAATG G 600 
GTTAATGCCATGAATTTGACCATTTTATTAAGGATGCTTACCGAGCATTAGATGGTTGA T  660 
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ACATGGAGTTAGTGTGGTACGTATGGGATGGGGGTAACGCCATGATAAAGTCAAGAACGA 

        M     E     L      V    W    Y      V    W     D     G      G    N      A    M     I       K     S      R      T 

720 
19 

ATCCTTCAGCTGTCAAATTCCTCGATATTGATTATTTTGATAAACAGAAGCTTGCAATG G 

N     P     S      A     V     K      F      L      D     I      D     Y    F     D      K     Q       K      L     A     M 

780 
39 

AAGTAAGGGAAAATACAGGCTTTGAATTTTTTTCTCTTGTGCTGAGGCCGTGCATACCG T 

E       V      R       E      N     T       G    F      E     F    F    S     L     V      L      R       P     C       I      P 

840 
59 

TCACAAACAACTACTTGTATATAATAGATAATTATGGATGTGAATGGGAGGGCTTGTAT C  

F      T      N     N     Y     L      Y     I      I       D     N    Y     G      C     E     W      E      G      L     Y 

900 
79 

AAGATAAAAAATTTTGGACGATAGATCCTGTTTTACAGCATAAAAATTATGTCAACA AAA 

Q      D     K      K      F    W     T       I      D     P     V    L     Q      H     K      N    Y     V     N      K 

960 
99 

GCGGGATTTTATGGGAGAATAGTTTATTTGATAAATCTAACGAGTTATGGAGGTCAGCT G 

S       G      I     L     W      E      N     S     L     F     D     K      S    N      E      L    W      R      S      A 

1.020 
119 

AAGACTTCGGGCTTTGTTCAGGGATGAGTTTTCTGGTTTCTTTTTCAGATATGCCTGTAA 

E       D     F      G      L     C     S      G      M      S     F     L     V     S     F    S       D    M      P     V 

1.080 
139 

GAGGCGTTTTTTCCATTTCATCTAAAGATTATTATTATGCTAATAATCAAGATGTTAAG A  

R       G      V    F    S      I      S     S      K       D    Y     Y    Y      A     N     N    Q       D    V      K 

1.140 
159 

TGCAGAGATATAATGTTTGTCCATTGTCAATCAAGGTAATGGATTGTATAAAGGGTAAAG 

M    Q      R      Y     N    V     C     P     L     S      I       K      V     M     D     C     I      K       G     K 

1.200 
179 

TTGATGTGGGCAAGTCGGTTGCAAATCCCGTTTTTCTATCTGTTAGAGAAGCCGATATA T 

V     D     V      G      K     S       V    A      N     P      V    F     L     S     V     R       E       A      D     I 

1.260 
199 

TAAGATATTCTGCTGATGGATTGACGTCTTCGGAAATTTCTAAAAAGCTGTATGTGACAA  

L      R      Y    S      A     D      G     L      T      S    S       E      I     S      K      K      L     Y     V      T 

1.320 
219 

AAAGCACAATTGATTTTCATATAAAAAATGCGATAGATAAGCTTGGGTGTAAAAATAAA G  

K      S      T       I     D    F     H     I      K      N     A      I      D     K      L      G     C     K     N     K 

1.380 
239 

TTCAAGCTGTCTCGAAAGCTTTACTGTTAGATATATTGTAATTCCATAAGATCAATACGG 

V     Q     A     V     S       K     A     L      L     L       D      I     L 

1.440 
252 

CGTCATGAGAATTAATTATATTCAGGGTTTGTAAATAAAATAACTGAAGTTGCAGGGATG 

                                                                                                                                                 M 

1.500 
1 

AAGAAAATGAACCATGGATTGACAACTAAAGTGGTGGTTTATGATGATCTATCTGATTCA 

   K      K     M      N     H     G     L      T      T       K     V      V     V    Y      D     D     L     S     D     S 

1.560 
21 

AAAGAAAGGGAGATATATACTGTAAGAAAAGAAGCATTTGTTGATAGACGAGGATGGGAT  

   K      E      R      E       I     Y     T     V      R      K      E     A     F    V    D     R      R       G    W     D 

1.620 
41 

ATACCAACCTATGATGGGGGGGCGTGGGAGCGGGATCAATATGATGACTCTAGTTCAATG 

   I      P      T     Y      D    G       G     A     W      E      R       D    Q     Y     D     D    S      S    S     M 

1.680 
61 

TACATTGTTGTTGAGACAGAAGAGCATATACAAGGATGTGTTAGGGTTAGACCTTCCTT G 

  Y      I     V     V     E      T       E       E      H     I      Q      G     C     V     R      V     R      P     S     L 

1.740 
81 

ATCCCTAATGTGACAAGAGGAATCGTAAGTGAGTTGTCTTTGCAAGAGGATTATTTCCT G 

   I      P     N     V      T       R      G      I      V      S     E      L     S     L      Q      E       D   Y     F     L 

1.800 
101 

GCTAAAGTAGGAAATGGGCAGGTTTGGGAGGCAAGTCGATTTGCCTTGAAAACGACTCGA 

   A     K     V      G     N     G     Q     V   W      E      A      S     R     F    A      L     K      T      T      R 

1.860 
121 

AACTCTAGTTTTGTTAGGGTAGATGGCGTCGATATCCGCACCGTCCTTTTATTTGGTGA A  

   N     S     S     F    V      R      V      D      G     V      D     I       R      T      V      L    L     F      G    E 

1.920 
141 

ATGTTAAATCTAGCGTTGCAGAATAATACCTCATGCTATGAGGTGATTGTCGATGGCTT G 

  M     L     N     L      A      L      Q     N     N    T      S      C     Y     E       V      I     V      D     G     L 

1.980 
161 

ATGAAAAAGGTCTTGAGTCGAGCAAAGTGGGATCTGGATATCGTTCATAAGGGAAGAGGA 

  M      K     K      V    L      S      R     A      K     W     D     L      D     I     V    H      K      G      R     G 

2.040 
181 

AGCAAAAATGAGTCTGTGTATTATGGATTGTTGGGTTGCTCTGAAAATCAGTATAAAAA A 

   S       K     N      E     S     V     Y     Y     G     L     L       G    C     S      E      N    Q     Y      K     K 

2.100 
201 

ATGAAGTTATTAATAGATAAGGCTTTTGGACTGCTTGTATAGTTGGCTGTTAGTTTAAGA 

  M      K      L     L      I       D      K      A     F     G      L      L    V 

2.160 
214 
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GTGATGTAGTCTGGTGTGTGTTCCAATATGTAACACGAAAAATCTTGCTAATACAGATT T 2.220 
GTTTAGATAACTAAGGAGGATCCGTCGGGCCTGCTTCAGCCGGGATTCCAATCTCTTCTG 2.280 
GTGGCGACCATCCCTCTCCTGGGTCCGGGCCTGTTCCAGGAATTCGCGGTAGTTCAGGT C 2.340 
TTGCTTACAGAGGCTGTCGAGTGAGGTCTGGAGATTGGCCGCGCGGTGGTTTTATGGTCA 2.400 
ATCAGAGCGCTGCGCGGCGATTGTGAATTTCTCTTTCACACATGTGTAGATTCAATTTG T 2.460 
CCCACTTGTCCCGATAGGGCTACGTTGCAAGGTGCAAGATCGACGGTTCGCACGGCCTGG 2.520 
GACGTTCCTGAACGTCAGGGAGCCGGAAGCAGAGTCGGCTTGTGGGTTCGTGCGAGTTGG  2.580 
GTTTGGACGACACATCAGCAAACGAGGTGCTGACCATGGCGAACAACCCGCATACGAAAC 2.640 
CGAACAGCGGTGGGCCGAATGATAGGGATTTCAGGACCACTGGCGACAGCAAATCGGAGA 2.700 
ACTTGGAGACGTATCGCAGCGATGCCGAAGGGCACGATCTGCGCACCAACCAGGGCTCGC 2.760 
GGATCTCCGACAACCACAACTCGCTGAAGGGCGGCGAGCGTGGTCCGACGCTGATGGAAG  2.820 
ACTTCGTCTTCCGCGAGAAGCTCAATCACTTCGACAACGAGCGTATTCCCGAGCGCATC G 2.880 
TGCATGCTCGGGGGGCGGCGGCACATGGTTACTTTCAGCCCTATGACAACGCTGCCCAGT  2.940 
ACTCCAAGGCCGGGCTGTTCCAGGATCCGGCCAAGAAAACGCCAGTGTTCGTGCGTTTCT 3.020 
CCACGGTACAAGGGGCGCGTGGCTCCAACGATACAGTGCGTGACGTACGTGGTTTCGCGA  3.080 
CCAAGTTCTATACCGACGAAGGTAACTGGGACCTGGTCGGCAACAACCTGCCGGTGTTCT  3.140 
TCATCCAGGATGCGATCAAGTTCCCCGATTTCGTGCATTCGGTGAAGCCCGAGCCGCACA  3.200 
ATGAGATCCCCCAAGGGCAGTCTGCCCACGATACCTTCTGGGATTTCGTGTCGCTGATG C 3.260 
CGGAATCTACACACATGGTGCTGTGGACGATGTCCGATCGTGCCTTTCCGCGTCACTTC C 3.320 
GTAACATGGAAGGCTTCGGCGTGCACAGCTTTCGGCTGATCGACAAACAAGGCAAGGCGC 3.380 
GTTTCGTCAAGTTCCATTGGAAGCCGGTAGCAGGAACCTGCTCGCTGATCTGGGACGAGG  3.420 
CCCAGAAGCTGTGGGGGCGCGACCCCGACTTCAACCGCCGTGCGATGTGGGACGACATCG 3.480 
AGAAGGGCGATTACCTTGAATACGAATTGGGCATCCAGGTGGTCGAAGAAGAGGATGAGC  3.540 
ACATGTTCGACTTCGACATTCTCGATCCAACCAAGATCATTCCCGAGGAGCAGGTGCCGG  3.600 
TCACCTTGATTGGCAAGATGGTTCTCAACCGCAATCCGGACAACTTCTTTGCCGAGACT G  3.660 
AGCAGGTGGCGTTCAATCCGGCCAACGTCGTGCCGGGCATCGACTTCAGCAATGACCCGT  3.720 
TGCTGCAAGGGCGGTTGTTCTCGTATCTCGACACTCAGATGTTGCGCCTGGGTGGGCCGA  3.780 
ACTTTCATGAGATCCCCATCAACCAGCCGGTGTGCCCATTCCATAACAACCAGCGCGACT 3.840 
CCATGCATCGCCAGACGATCAACAAAGGCCAGGCTTCCTACGAGCCCAATTCGATCGAT G 3.900 
GCGGTTGGCCGAGCGAGACGCCGCCGGCGTCGGAAGACGGTGGTTTCGAGTCCTATCAGG 3.960 
AGCGTATCGATGCCAGCAAGATTCGCGCGCGCAGCGAATCGTTCGGCGATCATTACTCCC  4.020 
AGGCGACCCTGTTCTGGAACAGCCAGAGCGAAGCGGAGAAGGAACATATCATCGATGCCT  4.080 
ATACCTTCGAGCTTTCCAAGGTTGGGCGGCCGTGGATCCGCGAGCGGGTAATCAAGGAGA 4.140 
TCCTGCCCAATATCGATCTCGAGTTGGCACGCCGGGTCGGCGAGCGACATGGTATCGAGG  4.200 
CGCCAAGCAGCAAACCGGCACCCGCCGAGGAGCTAGGCAAGAGTTCGCTGCAGGCGGCCG 4.260 
CACTAGTGATTCATGGGCATCCAGCGGAAGCGCCCATGCTTCACGCGCATTAGTATAGGC  4.320 
CAAACCAATCCCGCGGCCATGGCGGC 4.346 

Figura 25. Secuencia de nucleótidos correspondientes a los insertos de los plásmidos recombinantes pP11I y pBFP35. 

Los posibles codones de inicio y terminación de la traducción de los ORFs se encuentran señalados en negrita. En 

mayúsculas y de color rojo y naranja se muestra las secuencias de 252 y 214 aminoácidos codificadas por los ORF1 y 

ORF2 que se indican en mayúsculas y de color azul y verde respectivamente. La secuencia parcial del ORF3 se muestra 

en mayúsculas y de color violeta. Los nucleótidos entre los que se insertó el transposón mini-Tn5Km2 aparecen 

sombreados en amarillo. 

2.2. Análisis bioinformático de la secuencia del locus quorum sensing hanR/hanI en H. 

anticariensis FP35T 

El análisis mediante el programa DNASTAR de la secuencia de ADN genómico obtenida a partir 

de los dos plásmidos recombinantes, pP11I y pBFP35, reveló la presencia de dos ORF completos 

y un tercer ORF parcial (Figura 25 y Tabla 9). 
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Tabla 9. Descripción de los ORFs identificados. 

ORF Gen 

Nº 

nucleótidos 

(pb) 

Nº 

aminoácidos 

G+C 

mol%  

Predicción 

Función 

probable 

Localización 

Figura 6 

(Nº 

nucleótidos) 

Masa 

Molecular 

(kDa) 

Punto 

isoeléctrico 

Carga 

pH=7 

1 hanR 759 252 35,05 28,9 7,60 1,06 
Regulador 

transcripcional 
663-1.421 

2 hanI 645 214 39,84 24,4 7,23 0,33 
Sintasa de 

autoinductores 
1.498-2.142 

3 

parcial 
katE 1.731 576 58,5 65,4 5,73 -17,9 Catalasa 2.615-4.346 

El análisis BLAST de las secuencias obtenidas en comparación con las secuencias depositadas en 

las bases de datos indicó que los dos ORFs completos (ORF1 y ORF2) mostraban identidad con 

sus respectivos homólogos luxR y luxI. Por ello los denominamos hanR (por H. anticariensis luxR) 

y hanI (por H. anticariensis luxI), respectivamente. 

 a) Proteína HanR 

El gen hanR codifica un posible regulador transcripcional que pertenece a la familia de 

reguladores transcripcionales tipo LuxR. En la Tabla 10 se muestran las proteínas homólogas a 

HanR, encontradas en distintos organismos. 

Tabla 10. Homólogos de HanR en distintas especies bacterianas. 

Proteína Especie bacteriana Longitud 

(aa) 

% identidad 

(% positivos)* 

Nº acceso Referencia 

LuxR 
Burkholderia glumae 239 31 (51) CAM12358 Devescovi y col., 2007 

PhzR 

Pseudomonas 

chlororaphis subsp. 
aureofaciens strain 30-

84 

241 30 (47) ABR21211 Khan y col., 2007 

* Porcentaje con respecto a la secuencia de aminoácidos de HanR. 

El análisis de la proteína HanR de H. anticariensis con el programa SMART puso de manifiesto la 

presencia de dos dominios conservados: un dominio amino-terminal de unión a autoinductores y 

un dominio carboxilo-terminal de unión a ADN. En la Figura 26 aparece el dominio de unión a 

autoinductores subrayado en rojo (aminoácidos 30-178) y el dominio de unión a ADN, que 

contenía un motivo hélice-giro-hélice característico de la familia LuxR subrayado en verde 

(aminoácidos 189-246). Además la proteína HanR contenía también los residuos típicos de la 

familia de proteínas LuxR que se indican con asteriscos en la Figura 26. 
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Figura 26. Alineamiento múltiple de la secuencia de la proteína HanR. El alineamiento de las secuencias se realizó con 

el método ClustalW. Los colores gris y negro indican aminoácidos similares o idénticos, respectivamente. Los asteriscos 

indican los aminoácidos más conservados en las proteínas tipo LuxR. Las secuencias utilizadas para el alineamiento 

con la secuencia HanR son EanR de Pantoea ananatis (nº acceso AB304810); RhlR de Pseudomonas aeruginosa (nº 

acceso AAG06865); PhzR de Pseudomonas chlororaphis cepa 30-84 (nº acceso EF626944); TofR de Burkholderia 

glumae (nº Acceso AM422470) y TraR de Agrobacterium tumefaciens (nº Acceso AAA64793). La barra roja 

representa el dominio de unión de autoinductores y la barra verde representa el motivo hélice-giro-hélice de unión al 

ADN identificado por el programa SMART. 

 b) Proteína HanI 

El gen hanI codifica una posible sintasa de autoinductores que pertenece a la familia tipo LuxI. En 

la Tabla 11 se muestran las proteínas homólogas a HanI, con los porcentajes de identidad, 

encontradas en distintos organismos con evidencia experimental. 
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Tabla 11. Homólogos de HanI en distintas especies bacterianas. 

Proteína Especie bacteriana Longitud 

(aa) 

% identidad 

(% positivos)* 

Nº Acceso Referencia 

PmeI 
Pseudomonas 

mediterranea 
257 27 (57) AEX15482 Licciardello y col., 2012 

ExpI Erwinia carotovora 257 26 (57) ABP88724 Pirhonen y col., 1993 

PcoI Pseudomonas 

corrugata 
257 26 (57) ABP88724 Licciardello y col., 2007 

EanI Pantoea ananatis 210 26 (57) AB304809 Morohoshi y col., 2007 

* Porcentaje con respecto a la secuencia de aminoácidos de HanI. 

En el alineamiento de la proteína HanI con otras proteínas sintasas de la familia LuxI se puede 

observar que la proteína HanI contenía los mismos aminoácidos conservados en el dominio N-

terminal encontrados en sintasas de AHLs relacionadas (Figura 27). 

 
Figura 27. Alineamiento múltiple de la secuencia de la proteína HanI. El alineamiento de las secuencias se realizó con 

el método ClustalW. Los colores gris y negro indican aminoácidos similares o idénticos, respectivamente. Los asteriscos 

indican los aminoácidos más conservados en las proteínas tipo LuxI. Las secuencias utilizadas para el alineamiento con 

la secuencia HanI son EanI de Pantoea ananatis (nº acceso AB304809); EsaI de Pantoea stewartii (nº acceso L32183); 

SmaI de Serratia marcescens (nº acceso AM236917); SprI de Serratia proteamaculans (nº acceso AY040209) y YenI 

de Yersinia enterocolitica (nº acceso AM286415). 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/367465387?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=K4F87CC1016
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3. Análisis transcripcional del sistema QS hanR/hanI de H. anticariensis FP35T 

3.1. Análisis de la organización transcripcional de los genes hanR/hanI 

Los genes hanR y hanI podrían constituir una misma unidad transcripcional ya que estaban 

alineados en la misma dirección y separados por una región intergénica de 76pb (Figuras 25 y 

28a). Para determinar si estos dos genes forman un operón llevamos a cabo ensayos de RT-PCR. 

Para ello, se partió de ARN total de un cultivo de H. anticariensis FP35T crecido en medio MM al 

7,5% (p/v) de sales. Posteriormente, se realizó un ensayo de retro-transcripción siguiendo la 

metodología descrita en el apartado 1.3.1 de Material y Métodos, con el fin de amplificar la 

región intergénica. Para la reacción de RT-PCR se utilizaron los cebadores hanR-RT-F y hanI-RT-R 

(Tabla S2) basados en la región intergénica (Figura 28a). En la Figura 28b (carril 3) se puede 

observar una banda del tamaño esperado (351pb), lo que confirmó que los genes hanR/hanI se 

transcribían como una unidad transcripcional. 

 
Figura 28. Análisis mediante RT-PCR de la organización transcripcional de los genes hanR/hanI. (a) Esquema de la 

estructura de los genes hanR/hanI y localización de los cebadores empleados en la reacción de RT-PCR. Se indica el 

tamaño del fragmento de PCR esperado para la región intergénica. Las flechas indican la supuesta dirección de 

transcripción. El triangulo en negrita indica el punto de inserción del transposón. (b) Electroforesis del ADNc 

amplificado con oligonucleótidos específicos. Carriles: M, marcador molecular (100pb-1kb); 1, control positivo; 2, 

control negativo; y RT-PCR correspondiente a la región intergénica (tamaño esperado del producto, 351pb). 

3.2. Análisis de la región promotora del locus hanR/hanI 

Para determinar si los genes hanR y hanI dependían de un solo promotor o por el contrario, cada 

uno tenía su propio promotor realizamos un análisis bioinformático transcripcional del locus 

hanR/hanI  mediante el programa de predicción de promotores BPROM. El resultado obtenido 

del análisis in silico indicó la presencia de una secuencia consenso -10 y -35 corriente arriba de 

cada gen (Figura 29). 
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Figura 29. Secuencia de ADN de la región promotora situada corriente arriba de los genes hanR y hanI. M, 

corresponde al codón de iniciación y el asterisco al codón stop. Las regiones consenso -10 y -35 están sombreadas en 

gris. 

Para confirmar la actividad promotora, construimos una fusión de las regiones promotoras de 

cada gen al gen lacZ desprovisto de promotor en un plásmido de bajo número de copias, el 

pMP220. Los plásmidos recombinantes obtenidos fueron transferidos desde E. coli S17-1 pir al 

mutante espontáneo resistente a rifampicina, FP35-R de H. anticariensis mediante conjugación 

biparental. Como control negativo se transfirió el plásmido pMP220 sin inserto. La medida de la 

actividad -galactosidasa se llevó a cabo con los cultivos de H. anticariensis. El resultado 

obtenido viene resumido en la Tabla 12 y pone de manifiesto que existía actividad promotora 

delante de cada gen, siendo mucho mayor (seis veces) la correspondiente al gen hanR. 

Tabla 12. Actividad β-galactosidasa de las regiones corriente arriba de los genes hanR y hanI. 

Cepa  Actividad β-galactosidasa en unidades Miller 

H. anticariensis FP35 (pMP220)  6,94 (+/- 0,98)* 

H. anticariensis FP35 (pMP-phanR)     451,49 (+/- 21,61) 

H. anticariensis FP35 (pMP-phanI)  72,40 (+/- 8,21) 

* Desviación estándar del resultado de tres ensayos. 

3.3. Análisis de la expresión de los genes QS hanR/hanI en función de la densidad celular 

El efecto de la densidad celular de la población bacteriana sobre la expresión de los genes 

hanR/hanI se estudió determinando la expresión relativa de ambos genes mediante PCR 

cuantitativa a tiempo real, según lo descrito en el apartado 1.3.2 de Material y Métodos. De 

forma breve, se partió de ARN total de H. anticariensis FP35T procedente de cultivos bacterianos 

en fase exponencial temprana y en fase estacionaria (D.O.600nm de 0,4 y 1,4, respectivamente) y 

se sintetizó el ADNc utilizando el kit "iScriptTM cDNA synthesis" (Bio-Rad). Seguidamente se llevó 

a cabo una PCR cuantitativa, para la que se diseñaron cebadores internos específicos de los 

genes hanR y hanI (Tabla S2). Los datos se analizaron mediante el programa REST-MCS 

utilizando el gen ARN 16S para la normalización de los mismos. Este programa expresa los 

resultados en forma de expresión relativa utililizando el método Pfaffl, que tiene en consideración 
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la eficiencia de la PCR del gen de interés y el gen referencia. Los resultados pusieron de 

manifiesto que la expresión relativa de los genes hanR y hanI aumentaba 83,6 y 45,1 veces, 

respectivamente, al final de la fase estacionaria de crecimiento. Por tanto, podemos decir que la 

expresión del sistema QS hanR/hanI es depediente de la densidad celular. 

4. Función del gen hanI en H. anticariensis FP35T 

4.1. Inactivación y complementación del gen hanI 

Con el fin de establecer la implicación de la proteína HanI en la biosíntesis de AHLs, se procedió 

a la inactivación del gen hanI mediante mutagénesis insercional utilizando el vector suicida 

pVIK112. Para ello, se clonó un fragmento de 356pb del gen hanI en el vector suicida pVIK112 

originando el plásmido recombinante pVIKHanI (Tabla S1). El plásmido pVIKHanI fue transferido 

desde E. coli S17-1 pir al mutante espontáneo resistente a rifampicina FP35-R de H. 

anticariensis mediante conjugación biparental. Mediante un proceso de recombinación homóloga 

simple, el vector pVIKHanI se insertó en el gen hanI de la cepa FP35-R. Como resultado se obtuvo 

el mutante FP35hanI, cuyo gen hanI quedó bloqueado (Tabla S1). El estudio del fenotipo del 

mutante FP35hanI se basó en la determinación de la producción de AHLs sintetizadas mediante 

ensayo en placa (Figura 30a) y posterior estudio del patrón de AHLs por TLC (Figura 30b), 

utilizando los biosensores C. violaceum CV026 y A. tumefaciens NTL4 (pZLR4). 

 

Figura 30. Análisis mediante TLC de la producción de AHLs en el mutante FP35hanI de H. anticariensis FP35T. AHLs 

comerciales utilizadas como referencia: 3-oxo-C6-HSL (4,7 pmol); C6-HSL (804 pmol); C8-HSL (31,6 pmol). (a) C. 

violaceum CV026 fue utilizada para el ensayo en placa. (b) A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) fue utilizada para el ensayo 

en TLC. 
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El resultado del análisis de la producción de AHLs por el mutante FP35hanI indicó que no 

producía moléculas señal (Figura 30). La inducción del biosensor NTL4 (pZLR4) que se observa 

en la TLC en el carril correspondiente al mutante FP35hanI, es la misma que se observa con un 

extracto preparado a partir del medio de cultivo líquido MY sin inocular. Por lo tanto, en base a 

este resultado, la proteína HanI parecía ser la única sintasa responsable de la producción de 

AHLs en H. anticariensis FP35T. Para confirmar esta hipótesis, el gen hanI mutado se 

complementó in trans mediante le expresión del gen hanI en el plásmido multicopia pJN105 en el 

mutante FP35hanI (Tabla S1). Tal y como se puede ver en la Figura 30, la producción de AHLs se 

recuperó en parte. 

4.2. Regulación de la expresión del gen hanI 

Con el fin de poder determinar si la transcripción del gen sintasa a partir del promotor del gen 

hanI (phanI) es dependiente de las AHLs, se realizó un ensayo heterólogo en E. coli. Para ello se 

amplificó mediante PCR un fragmento de 235pb que contenía la región promotora del gen hanI. 

Con este fin se diseñaron los cebadores hanIsub-EcoRI-F y hanIsub-XbaI-R (Tabla S2). El producto 

de PCR se digirió con las enzimas EcoRI y XbaI, y el fragmento resultante se clonó en el vector 

pMP220, cortado con las mismas enzimas, delante del gen informador lacZ, obteniéndose así la 

construcción pMP-phanI (Tabla S1), que se comprobó mediante secuenciación. Por otra parte, se 

construyó un vector de expresión que contiene el gen completo hanR. Para ello, se amplificó 

mediante PCR el gen hanR desprovisto de promotor usando los cebadores hanR-EcoRI-F y hanR-

XbaI-R (Tabla S2). El fragmento obtenido se digirió con EcoRI y XbaI y se clonó en el vector de 

expresión pJN105 inducible por arabinosa, cortado con las mismas enzimas, obteniéndose el 

plásmido pJN-HanR (Tabla S1). Seguidamente las construcciones obtenidas, pMP-phanI y pJN-

HanR, se transformaron en E. coli DH5α teniendo en cuenta que los dos plásmidos eran 

compatibles. La cepa resultante de E. coli (pMP-phanI y pJN-HanR) (Tabla S1) se utilizó para 

estudiar el efecto que ejercía la presencia de AHLs en la expresión del gen sintasa. Para ello 

llevamos a cabo ensayos de actividad β-galactosidasa con diferentes AHLs de origen sintético 

(C4, C6, C8, C10 y C12-HSL) y también con extractos AHLs de la cepa silvestre FP35T. 

Tal y como se puede apreciar en la Figura 31, los niveles de actividad β-galactosidasa no 

mostraron diferencias con los valores obtenidos en ausencia de AHLs, lo que sugiere que la 

expresión del gen hanI no depende de las AHLs, al menos en los ensayos realizados en E. coli. 
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Figura 31. Análisis de la expresión del gen sintasa hanI mediante la medida de la actividad β-galactosidasa en E. coli 
(pMP-phanI, pJN-HanR). Inducción de la fusión transcripcional phanI-lacZ en E. coli (pJN-HanR) mediante la adición 

de diferentes moléculas señal AHLs de origen sintético por medida de la actividad β-galactosidasa. (-) Arab indica la 

actividad en ausencia de arabinosa y AHLs. (-) AHLs indica el resultado con 0,4% de arabinosa y ausencia de AHLs. 

Los resultados son la media de tres determinaciones. 

Por otro lado, y con el mismo objetivo ensayamos la actividad β-galactosidasa en el mutante 

FP35hanI (obtenido en el apartado 4.1) en ausencia y presencia de AHLs. Este mutante posee 

una fusión transcripcional del gen lacZ al gen hanI y con ello tiene interrumpido el gen sintasa. 

Como podemos comprobar en la Figura 32 la expresión del promotor del gen hanI en H. 

anticariensis también fue independiente de la adición de AHLs al medio de cultivo, al igual que 

ocurre con los ensayos en E. coli. 

 
Figura 32. Análisis de la expresión del gen sintasa hanI mediante la medida de la actividad β-galactosidasa en H. 

anticariensis. Actividad β-galactosidasa de la fusión phanI::lacZ en ausencia y en presencia de extractos AHLs. 
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5. Función del gen hanR en H. anticariensis FP35T 

5.1. Inactivación del gen hanR 

Para poder determinar el papel del gen hanR en la síntesis de las moléculas señal en H. 

anticariensis, se procedió a la obtención y caracterización de un mutante afectado en dicho gen. 

De forma resumida, se clonó un fragmento de 301pb del gen hanR en el vector suicida pVIK112 

originando el plásmido recombinante pVIKHanR. El plásmido pVIKHanR fue transferido desde E. 

coli S17-1 pir al mutante espontáneo resistente a rifampicina FP35-R mediante conjugación 

biparental. Mediante un proceso de recombinación homóloga simple, el vector pVIKHanR se 

insertó en el gen hanR de la cepa FP35-R, con la consiguiente interrupción del gen hanR, 

obteniéndose el mutante FP35hanR. 

Como se puede apreciar en la Figura 33, mediante ensayo en placa (Figura 33a) y por TLC 

(Figura 33b), el mutante FP35hanR produjo cantidades similares de AHLs e igual patrón de 

moléculas que la cepa silvestre FP35T. 

 

Figura 33. Análisis mediante TLC de la producción de AHLs en los mutantes hanR de H. anticariensis FP35T. AHLs 

comerciales utilizadas como referencia: 3-oxo-C6-HSL (4,7 pmol); C6-HSL (804 pmol); C8-HSL (31,6 pmol). (a) C. 
violaceum CV026 fue utilizada para el ensayo en placa. (b) A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) fue utilizada para el ensayo 

en TLC. 

Puesto que el mutante FP35hanR sintetizaba niveles similares de AHLs que la cepa silvestre, 

mediante ensayos de RT-PCR se comprobó que la expresión del gen hanI era similar a la cepa 

silvestre FP35T (Figura 34). 
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Por otra parte FP35-11I, otro mutante en el cual el gen hanR (mini-Tn5::hanR) estaba bloqueado 

mediante la inserción del transposón, produjo menor cantidades de moléculas señal que el 

mutante FP35hanR (Figura 33) y esto se corresponde con el hecho de que la expresión del gen 

hanI era menor en dicho mutante (Figura 34). Este resultado podría deberse a un efecto polar del 

transposón sobre el gen hanI que se encuentra corriente abajo en el genoma. De hecho, la 

producción de AHLs no fue restaurada en el mutante FP35-11I mediante complementación in 

trans con el plásmido pJN-HanR (Figura 33). 

 
Figura 34. Análisis mediante RT-PCR de la expresión del gen sintasa hanI en H. anticariensis FP35T y en los mutantes 

FP35-11I y FP35hanR. El nivel de expresión del gen hanI en la cepa silvestre FP35T se utilizó como referencia y el gen 

ribosomal 16S como control. 

Tomando estos resultados en conjunto, la proteína HanR no pareció ser esencial para la 

producción de AHLs en H. anticariensis FP35T. 

5.2. Análisis de la regulación transcripcional del gen hanR 

El análisis in silico de la región corriente arriba del gen hanR permitió identificar una posible caja 

lux (Tabla 13) lo que sugiere que la expresión del gen hanR era dependiente de las moléculas 

señal. 

Tabla 13. Comparación de una posible secuencia "caja lux" corriente arriba del gen hanR en H. 
anticariensis FP35T con la secuencia consenso "caja lux" y” otras secuencias de "caja lux" conocidas. 

Gen  Secuencia lux box  

splR (Serratia plymuthica RVH1) 

spnR (Serratia marcescens SS-1) 

esaR (Pantoea stewartii) 
luxI (Aliivibrio fischeri) 

hanR (Halomonas anticariensis FP35T) 

Secuencia consenso (Egland y Greenberg, 1999) 

ACCTGACCGTACAGGTCAGGT  

ACCTGACG--AAAGGTCAGGT  

GCCTGTACT-ATAGTGCAGGT  

ACCTGTAGG-ATCGTACAGGT  

TACTTACAG-GGAATTCAGCG  

NRCTGSRXY-ASRWYNCAGYN 

N=A, T, C, o G; R=A o G; S=C o G; Y=T o C; X=N o espacio. 
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Para determinar si el gen hanR dependía de las moléculas señal AHLs realizamos ensayos de 

expresión de la región promotora del gen hanR en E. coli en ausencia y presencia de moléculas 

señal sintéticas y también con extractos de AHLs de H. anticariensis. Para ello, se construyó una 

fusión transcripcional de la región promotora del gen hanR y el gen informador lacZ desprovisto 

de promotor y se realizaron ensayos de actividad β-galactosidasa en E. coli que portaba el 

vector de expresión de hanR. De forma resumida, se amplificó mediante PCR un fragmento de 

269pb que contenía la región promotora del gen hanR. Con este fin se diseñaron los cebadores 

hanRsub-BglII-F y hanRsub-XbaI-R (Tabla S2). El producto de PCR se digirió con las enzimas BglII 

y XbaI, y el fragmento resultante se clonó en el vector pMP220, cortado con las mismas enzimas, 

delante del gen informador lacZ, obteniéndose así la construcción pMP-phanR (Tabla S1), que se 

comprobó mediante secuenciación. Por otra parte, se utilizó el vector de expresión pJN105 

inducible por arabinosa que contenía el gen completo hanR (pJN-HanR) construido en el 

apartado 4.2. Seguidamente las construcciones obtenidas, pMP-phanR y pJN-HanR, se 

transformaron en E. coli DH5α. La cepa resultante de E. coli (pMP-phanR y pJN-HanR) (Tabla S1) 

se utilizó para estudiar el efecto que ejercía la presencia de AHLs en la expresión del gen 

regulador transcripcional hanR. Para ello, llevamos a cabo ensayos de actividad β-galactosidasa 

con diferentes AHLs de origen sintético (C4, C6, C8, C10 y C12-HSL) y también con extractos AHLs 

de la cepa silvestre FP35T. 

Como podemos observar en la Figura 35, la expresión del promotor phanR mostró niveles de 

actividad β-galactosidasa similares tanto en ausencia como en presencia de diferentes AHLs en 

las condiciones ensayadas. 

 

Figura 35. Expresión del promotor hanR en E. coli (pMP-phanR y pJN-HanR) mediante la adición de diferentes 

moléculas señal AHLs. (-) Arab indica actividad en ausencia de arabinosa y AHLs. (-) AHLs indica el resultado con 

0,4% de arabinosa y ausencia de AHLs. Los resultados son la media de tres determinaciones. 
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Para confirmar el resultado anterior medimos la expresión del gen hanR en el mutante FP35hanI 

deficiente en la producción de AHLs en ausencia y presencia de extractos AHLs mediante RT-PCR. 

Los resultados demostraron que la transcripción del gen hanR no estaba afectada por la ausencia 

de AHLs; tampoco ocurría esto cuando se añadían moléculas señal al medio de cultivo (Figura 

36). 

 
Figura 36. Análisis mediante RT-PCR de la expresión del gen hanR en H. anticariensis FP35T y en el mutante FP35hanI 

en ausencia y presencia de extractos AHLs. El nivel de expresión del gen hanR en la cepa silvestre FP35T se utilizó 

como referencia y el gen ribosomal 16S como control. 

Todos los datos obtenidos sugieren que el gen hanR se transcribía a partir de su propio promotor 

y no parecía ser modulado por las moléculas señal AHLs en las condiciones ensayadas. 

 

DISCUSIÓN 

El estudio de la producción de autoinductores en algunas cepas productoras de exopolisacáridos 

del género Halomonas fue llevado a cabo por nuestro grupo de investigación en el año 2004 y 

permitió la detección por primera vez de autoinductores del tipo N-acil homoserín lactonas 

(AHLs) en un grupo de bacterias halófilas (Llamas y col., 2005). En este trabajo se demostró que 

H. anticariensis FP35T, un bacteria halófila moderada aislada de suelos salinos de la Laguna de 

Fuente de Piedra (Antequera, Málaga) (Martínez-Cánovas y col., 2004a), producía cantidades 

significativas de autoinductores que llegaban a ser cuatro veces mayores que en las demás cepas 

de Halomonas ensayadas. Las moléculas señal fueron identificadas y caracterizadas como: N-

butanoil homoserín lactona (C4-HSL), N-hexanoil homoserín lactona (C6-HSL), N-octanoil 

homoserín lactona (C8-HSL) y N-dodecanoil homoserín lactona (C12-HSL). A raíz de este estudio y 

como continuación nos propusimos identificar y caracterizar los genes responsables de la 

producción de dichas moléculas señal en H. anticariensis FP35T. 

Para dar cumplimiento a nuestro objetivo se podían seguir diferentes enfoques o estrategias. En 

nuestro caso elegimos la mutagénesis con transposones, concretamente con el transposón mini-
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Tn5Km2, para localizar los genes que intervienen en la síntesis de moléculas señal en H. 

anticariensis FP35T. Este tipo de mutagénesis se había utilizado anteriormente en 

microorganismos halófilos para aislar e identifcar genes relacionados con la haloadaptación 

(Cánovas y col., 1998), el gen responsable de la α-amilasa en Halomonas meridiana (Coronado 

y col., 2000), los genes de la enzima carbamilfosfato sintetasa en Halomonas eurihalina (Llamas 

y col., 2003), así como los genes responsables de la síntesis de una nitrato reductasa anaerobia 

(Argandoña y col., 2005) y los genes implicados en la biosíntesis del exopolisacárido maurano 

en Halomonas maura (Arco y col., 2005). 

En H. anticariensis FP35T, la obtención del transconjugante FP35-11I, deficiente en la producción 

de moléculas señal AHLs, nos ha permitido identificar una región génica implicada en la síntesis 

de dichos autoinductores. Los dos ORFs completos identificados (ORF1 y ORF2) presentaban 

homología con genes homólogos a luxR/luxI, siendo el ORF1 el que fue interrumpido en su 

lectura por el transposón mini-Tn5Km2 (Figura 28a). 

Los genes quorum sensing hanR y hanI identificados en H. anticariensis FP35T presentan una 

organización en tándem (Figura 28a). Esta misma organización ha sido descrita recientemente 

en otros microorganismos como Rhodopseudomonas palustris (Shaefer y col., 2008), 

Gluconacetobacter intermedius (Iida y col., 2008), Pseudomonas corrugata (Licciardello y col., 

2007), Mesorhizobium tianshanense (Zheng y col., 2006) y Burkholderia cenocepacia (Malott y 

col., 2005). Sin embargo, en otras bacterias existe otro tipo de organización como es el caso de 

Aliivibrio fischeri, cuyos genes luxR y luxI se transcriben divergentemente (Engebrecht y 

Silverman, 1984). 

La implicación de los genes hanR y hanI en la síntesis de moléculas señal AHLs en H. anticariensis 

fue evaluada mediante la inactivación de cada uno de dichos genes. La inactivación del gen 

sintasa hanI tuvo como resultado la pérdida total de la producción de moléculas señal AHLs. Este 

resultado parece indicar que la proteína HanI es la única sintasa responsable de la síntesis de las 

diferentes AHLs (C4, C6, C8, y C12-HSL) en H. anticariensis FP35T. Este hecho no es sorprendente 

puesto que ya se ha descrito en otras bacterias como es el caso de Mesorhizobium tianshanense 

(Zheng y col., 2006). Además, se ha propuesto que las diferencias en la longitud de la cadena 

de ácidos grasos de las AHLs no se deben únicamente a la especificidad de la enzima de síntesis, 

si no que también depende de la disponibilidad de una fuente celular de proteínas 

transportadoras de acilos (Fuqua y Eberhard, 1999; Watson y col., 2002). Por otro lado, la 

inactivación del gen hanR no afectó la síntesis de AHLs. Este resultado fue inesperado dado que 

la mayoría de los mutantes luxR descritos en otras bacterias producen AHLs en niveles basales. 

Cabría especular que la proteína HanR no fuera esencial para la producción de AHLs en H. 

anticariensis, aunque esta hipótesis necesitaba una confirmación teniendo en cuenta que las 

proteínas de la familia LuxR, en los sistemas QS clásicos, forman un complejo con la molécula 
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señal tipo AHL y tras su unión al ADN, activan o reprimen la transcripción de determinados 

genes, entre ellos el gen sintasa responsable de la producción de AHLs. A raíz de este resultado, 

nos planteamos estudiar la autoregulación de los genes hanR y hanI en H. anticariensis puesto 

que constituye un rasgo distintivo de los sistemas quorum sensing. 

El análisis transcripcional de los genes hanR y hanI puso de manifiesto que ambos genes se 

transcriben como una sola unidad transcripcional en H. anticariensis FP35T. Por otro lado, el 

análisis in silico de la secuencia de ambos genes permitió la identificación de dos regiones 

promotoras corriente arriba de cada gen. Dicha actividad promotora se comprobó 

experimentalmente mediante ensayos de actividad β-galactosidasa en H. anticariensis y resultó 

que la actividad promotora corriente arriba del gen hanR era mayor que la actividad promotora 

detectada corriente arriba del gen hanI. Este resultado parece ser lógico teniendo en cuenta que 

ambos genes constituyen un operón, sin embargo el hecho de que el gen hanI posea su propio 

promotor hace pensar que dicho gen pueda expresarse por sí mismo. Por otra parte, mediante 

PCR cuantitativa a tiempo real, hemos confirmado que la expresión de hanR y hanI es 

dependiente de la densidad celular al igual que ocurre en la mayoría de los sistemas quorum 

sensing (González y Marketon, 2003). 

Los resultados de la transcripción del gen sintasa hanI a partir de su promotor en H. anticariensis 

demuestran que la expresión el gen hanI es independiente de las AHLs y por lo tanto no existe 

autoinducción. Esta regulación se ha encontrado en otras bacterias pero difiere del sistema 

clásico descrito en A. fischeri (Andersson y col., 2000; Christensen y col., 2003; Nasser y col., 

1998; Throup y col., 1995). Este resultado viene apoyado por el hecho de que no hemos podido 

identificar el elemento regulador "caja lux" corriente arriba del codón de inicio de la traducción 

del gen hanI. Por el contrario, la presencia de una posible "caja lux" corriente arriba del codón 

de inicio del gen hanR sugiere que éste sí sería dependiente de las AHLs. Sin embargo a partir de 

los datos de expresión del gen hanR en ausencia y presencia de AHLs exógenas encontramos que 

la transcripción del gen hanR no parece ser modulada por las AHLs y que éste se transcribe a 

partir de su propio promotor, al menos bajo las condiciones ensayadas. Una de las explicaciones 

podría consistir en que el regulador HanR tiene la capacidad de unirse a su propio promotor sin 

unirse a las AHLs. Otra de las explicaciones reside en el hecho que H. anticarienis podría tener 

otros reguladores transcripcionales del tipo LuxR. Estos reguladores denominados LuxR "solos" o 

huérfanos están muy bien caracterizados y se ha demostrado que están integrados con los 

sistemas QS en otros microorganismos (Patankar y González, 2009; Subramoni y Venturi, 

2009). Un caso sería el del sistema QS SinRI de Sinorhizobium meliloti en el que se ha descrito 

que el regulador transcripcional ExpR, un regulador homólogo a los reguladores LuxR "solos" o 

huérfanos, se une a la región intergénica de los genes sinR y sinI y afecta la transcripción del gen 

sintasa sinI (Hoang y col., 2004; McIntosh y col., 2009). Por otro lado, no podemos descartar 
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una posible regulación a través del sistema global regulador de dos componentes GacS/GacA 

que es dependiente de la densidad celular y controla la producción de moléculas señal AHLs de 

QS en otras bacterias, entre otras funciones celulares, y que será objeto de estudio en el siguiente 

capítulo. 
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 

Tabla S1. Listado de cepas bacterianas y plásmidos construidos en este trabajo. 

 

Cepa/plásmido Genotipo/descripción 

Cepas de Halomonas anticariensis  

     FP35-R Mutante rifampicina-resistente espontáneo de FP35, RifR 

     FP35-11I FP35-R que contiene hanR::mini-Tn5 Km2, RifR, KmR 

     FP35hanI FP35-R que contiene hanI::lacZ, RifR, KmR 

     FP35hanR FP35-R que contiene hanR::lacZ, RifR, KmR 

     FP35 (pMP220) FP35-R que contiene pMP220, RifR, TcR 

     FP35 (pMP-phanR) FP35-R que contiene pMP-phanR, RifR, TcR 

     FP35 (pMP-phanI) FP35-R que contiene pMP-phanR, RifR, TcR 

     FP35-11I (pJN-HanR) FP35-R que contiene hanR::mini-Tn5 Km2 y pJN-HanR, RifR, KmR, GmR 

     FP35hanI  (pJN-HanI) FP35-R que contiene hanI::lacZ y pJN-HanI, RifR, KmR, GmR 

Cepas de Escherichia coli  

     DH5α (pMP-phanI y pJN-HanR) DH5α que contiene pMP-phanI y pJN-HanR, TcR, GmR 

     DH5α (pMP-phanR y pJN-HanR) DH5α que contiene pMP-phanR y pJN-HanR, TcR, GmR 

Plásmidos:  

     pP11I 

 

pGEM-T®  que contiene un fragmento de PstI de 5kb que lleva insertado el trasnposón 

mini-Tn5Km2, ApR, KmR  

     pBFP35 

 

pGEM-T® que contiene un producto de PCR inversa de 1,6kb amplificado a partir de un 

fragmento de 2,2kb del ADN genómico de la cepa FP35, ApR 

     pVIKHanI pVIK112 que contiene un fragmento interno del gen hanI, KmR 

     pVIKHanR pVIK112 que contiene un fragmento interno del gen hanR, KmR 

     pMP-phanI pMP220 que contiene la región promotora del gen hanI, TcR 

     pMP-phanR pMP220 que contiene la región promotora del gen hanR, TcR 

     pJN-HanI pJN105 que contiene el gen hanI intacto, GmR 

     pJN-HanR pJN105 que contiene el gen hanR intacto, GmR 
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Tabla S2. Secuencia de los cebadores sintéticos. 

Cebadores y función Secuencia (5‟-3‟)* 

Localización de la inserción Tn5  

11I-Tn5 

Secuenciación del plásmido pP11 

11P-T7 

11P-0 

11P-1 

11P-2 

11P-3 

PCR inversa 11I 

S-11I-F 

S-11I-R 

IPCR-11I-F 

IPCR-11I-R 

Secuenciación del plásmido pBFP35 

11BFP35-SP6 

11BFP35-1 

11BFP35-2 

PCR gen hanI  

hanI-EcoRI-F 

hanI-XbaI-R 

PCR fragmento interno hanI  

hanIsub-EcoRI-F 

hanIsub-XbaI-R 

PCR región promotora phanI 

phanI-EcoRI-F 

phanI-XbaI-R 

PCR gen hanR 

hanR-EcoRI-F 

hanR-XbaI-R 

PCR fragmento interno hanR 

hanRsub-EcoRI-F 

hanRsub-XbaI-R 

PCR región promotora phanR  

phanR-BglII-F 

phanR-XbaI-R  

RT-PCR region intergénica hanR-hanI 

hanR-RT-F 

hanI-RT-R 

PCR cuantitativa amplicón 16S  

qRT-16SFP35-F 

qRT-16SFP35-R 

PCR cuantitatica amplicón hanR  

qRT-hanR-F 

qRT-hanR-R 

PCR cuantitativa amplicón hanI  

qRT-hanI-F 

qRT-hanI-R 

 

CTTGTGCTGAGGCCGTGC 

 

TAATACGACTCACTATAGGG 

CCTCGGGAATGATCTTGGT 

GGTTGGTGCGCAGATCGTG 

GATCCCACTTTGCTCGACTC 

CCGAAGACGTCAATCCATCAG 

 

CTTGTGCTGAGGCCGTGC 

CCAGAAAACTCATCCCTGAAC 

AAGTTGATGTGGGCAAGTCGGTTGC 

CTTGATACAAGCCCTCCCATTCACATCC 

 

ATTTAGGTGACACTATAG 

CATCGCAATCTTGCTGCTAGG 

CTGCCGACCTTTTGTGCC 

 

CCGGAATTCATGAAGAAAATGAACCATGG 

GCGTCTAGACTATACAAGCAGTCCAAAAGC 

 

GCGGAATTCCATTGTTGTTGAGACAG 

GCGTCTAGACTCTTCCCTTATGAACGA 

 

CCGGAATTCCTAAAAAGCTGTATGTGAC 

GCGTCTAGACCACTTTAGTTGTCAATCC 

 

CCGGAATTCATGGAGTTAGTGTGGTACG 

GCGTCTAGATTACAATATATCTAACAGTAAAGC 

 

GCGGAATTCATGGAAGTAAGGG 

GCGTCTAGACAGGCATATCTGAAAAAG 

 

CCGAGATCTTCTCAGTCATTGATAATGTATCA 

GCGTCTAGATTGACTTTATCATGGCGTTA 

 

GATGGATTGACGTCTTCGG  

GGTATATCCCATCCTCGTCT 

 

ACAGAAGAAGCACCGGCTAA 

CTCCTGCACTCTAGCCCAAC 

 

TGAATGGGAGGGCTTGTATC 

CTGAACAAAGCCCGAAGTCT 

 

GTAGGAAATGGGCAGGTTTG 

AAGCCATCGACAATCACCTC 

*Los sitios de restricción incorporados a los cebadores se encuentran subrayados. 
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Capítulo II. 

Control del sistema quorum sensing hanR/hanI mediante el 

sistema regulador de dos componentes gacS/gacA en 

Halomonas anticariensis FP35T 
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Ali Tahrioui, Emilia Quesada and Inmaculada Llamas (2012). Genetic and phenotypic analysis of 

two-component regulatory system in Halomonas anticariensis, a moderately halophilic bacterium. 

Microbiology (en revisión). 
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RESUMEN 

En este capítulo se describe la integración del sistema quorum sensing (QS) HanR/HanI en un 

sistema global de comunicación intercelular en Halomonas anticariensis FP35T. El sistema 

regulador de dos componentes (TCS) está compuesto por una histidina quinasa híbrida (HK) y un 

regulador de respuesta (RR) que fueron identificados como homólogos del sistema GacS/GacA 

descrito como elemento regulador de sistemas QS en otras bacterias Gram negativas. El análisis 

de los extractos de N-acil homoserín lactonas (AHLs) de los cultivos de los mutantes gacS y gacA 

mostró una disminución en la producción de AHLs en comparación con la cepa silvestre FP35T. 

Además, la expresión de los genes hanR y hanI, cuantificada mediante ensayos RT-PCR, 

disminuyó considerablemente con respecto a la cepa silvestre FP35T. Este hallazgo indica que el 

sistema TCS GacS/GacA tiene un efecto regulador positivo sobre el sistema QS HanR/HanI y 

sugiere su implicación como regulador global en las estrategias de comunicación intercelular en 

H. anticariensis FP35T. 

ABSTRACT 

A multisensory, hybrid, histidine kinase and a response regulator, which together probably 

constitute a two-component regulatory system (TCS), have been located in Halomonas 

anticariensis FP35T by transposon mutagenesis. This TCS is homologous to the GacS/GacA 

system described in many Gram-negative bacteria. An analysis of crude N-acyl homoseríne 

lactone (AHL) extracts from cultures of FP35gacS and FP35gacA mutants showed that they 

produced lower quantities of AHLs than the wild-type strain. In addition, RT-PCR analysis revealed 

a considerable decrease in the expression of the quorum-sensing genes hanR and hanI compared 

to the wild-type strain. This result indicates that the GacS/GacA TCS exerts a positive effect upon 

the quorum-sensing HanR/HanI system and suggests its integral involvement in the intercellular 

communication strategies of H. anticariensis FP35T. 
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En los últimos años se ha demostrado que el sistema quorum sensing (QS) puede estar integrado 

en una red de regulación global de la expresión génica que responde a señales externas. Este 

hecho hace que las bacterias sean capaces de modular la produción de moléculas señal de 

manera que su concentración no sólo dependa de la densidad poblacional si no que también se 

regule por parámetros ambientales específicos, gracias a sistemas de regulación interconectados 

y organizados en paralelo o en cascada. Un ejemplo de ello son los sistemas reguladores de dos 

componentes que utilizan las bacterias para percibir los diferentes estímulos del medioambiente, 

transmitir la información intracelularmente, y posteriormente convertirla en un cambio apropiado 

de la expresión génica para responder de forma adecuada a los cambios ambientales. 

El sistema regulador de dos componentes GacS/GacA es uno de los mejor estudiados y está 

conservado en una amplia variedad de bacterias Gram negativas, incluyendo Acinetobacter, 

Azotobacter, Erwinia, Escherichia, Legionella, Pseudomonas, Salmonella, Serratia y Vibrio. Se ha 

descrito que el sistema GacS/GacA está implicado en el control de varias funciones celulares que 

se expresan durante la fase estacionaria como la produción de factores de virulencia, la 

formación de biofilms, la biosíntesis de exopolisacáridos (EPSs) y la síntesis de metabolitos 

secundarios y moléculas señal de los sistemas QS, entre otras (Bertani y Venturi, 2004; Blumer y 

col., 1999; Castañeda y col., 2000, 2001; Chancey y col., 1999; Marutani y col., 2008; 

Reimmann y col., 1997). 

En este capítulo se pretende caracterizar el sistema regulador de dos componentes GacS/GacA 

en H. anticariensis FP35T y dilucidar la interrelación que existe con el sistema quorum sensing 

HanR/HanI. 

 

RESULTADOS 

1. Aislamiento de los mutantes FP35-48XII y FP35-79X deficientes en la producción de 

AHLs 

Como explicábamos en el capítulo I, para obtener mutantes deficientes en la producción de N- 

acil homoserín lactonas (AHLs) realizamos mutagénesis insercional via conjugación biparental. 

Uno de los mutantes permitió la identificación y caracterización del sistema QS responsable de la 

producción de AHLs en H. anticariensis FP35T (Capítulo I) (Tahrioui y col., 2011). Dos de los otros 

mutantes, denominados FP35-48XII y FP35-79X (véase la Tabla S3 en el apartado de Material 

Suplementario), han sido utilizados para los estudios correspondientes a este capítulo. 

La Figura 37 muestra como los mutantes FP35-48XII y FP35-79X produjeron menor cantidad de 

AHLs que la cepa silvestre FP35T. La producción de AHLs se determinó mediante ensayo en placa 

empleando las cepas biosensoras C. violaceum CV026 y A. tumefaciens NTL4 (pZLR4). 
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Figura 37. Producción de AHLs en las cepas FP35T, FP35-48XII y FP35-79X de H. anticariensis. Los extractos de AHLs 

fueron analizados en un ensayo en placa utilizando las cepas biosensoras C. violaceum CV026 en medio LB/MC y A. 

tumefaciens NTL4 (pZLR4) en medio AB/X-gal. 

2. Análisis de las secuencias de los genes afectados por la inserción del transposón en 

los mutantes FP35-48XII y FP35-79X 

Con el fin de identificar los genes interrumpidos en su lectura por el transposón miniTn5Km2, en 

primer lugar realizamos un análisis por Southern blot que puso de manifiesto la integración de 

una sola copia del transposón en el cromosoma de los mutantes FP35-48XII y FP35-79X. Para 

determinar la secuencia de las regiones adyacentes a la inserción del transposón, se siguió la 

misma estrategia que empleamos para caracterizar el mutante FP35-11I en el capítulo anterior. 

2.1. Localización del transposón miniTn5 en el mutante FP35-48XII 

De forma resumida, para aislar el fragmento que contiene el transposón miniTn5Km2, el ADN 

genómico de H. anticariensis FP35-48XII fue digerido con diferentes enzimas de restricción que 

no tenían sitio de corte en la región del transposón. Los fragmentos de ADN obtenidos fueron 

separados en gel de agarosa y posteriormente transferidos a una membrana de nylon. 

Seguidamente se realizó una hibridación mediante Southern blot para detectar los fragmentos de 

ADN que contenían el transposón y presentaban un tamaño adecuado para su clonación. 

Finalmente, los fragmentos de ADN digeridos con la enzima de restricción SalI fueron clonados 

en el vector pUC19, seleccionándose el plásmido recombinante pS48XII resistente a kanamicina 

que contenía un inserto de 4,4kb. La secuenciación de las regiones del ADN adyacentes al 

transposón miniTn5Km2 se llevó a cabo utilizando los cebadores universales comerciales M13-F 

y M13-R y los cebadores de diseño que se describen en la Tabla S4 (véase el apartado de 

Material Suplementario) que permitieron avanzar a lo largo de la secuencia del fragmento 

génico clonado. La secuencia obtenida del fragmento SalI (4,4kb) permitió identificar dos ORFs. 

Un ORF completo que presentaba homología con el gen cisteína sintasa B (cysM) y un segundo 

ORF parcial, en el cual se había insertado el transposón miniTn5Km2 y presentaba homología 
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con el gen gacS que codifica una histidina quinasa de un sistema regulador de dos componentes. 

Este resultado nos indicó que habíamos localizado parte de un sistema regulador de dos 

componentes que podría tener efecto sobre la producción de AHLs en H. anticariensis FP35T. 

Para completar la secuencia del ORF parcial continuamos con la secuenciación corriente abajo 

de la secuencia conocida. Para ello, se realizaron dos experiencias de PCR inversa sucesivas. En 

primer lugar se eligió el fragmento de restricción PstI mediante hibridación Southern blot por 

tener un tamaño adecuado para su clonación (Figura 38). A partir de la nueva secuencia se 

procedió de forma similar y se seleccionó el fragmento de restricción EcoRI (Figura 39). 

 

Figura 38. PCR-inversa 48A. Amplificación de un fragmento PstI corriente abajo de la secuencia conocida. (a) 

Digestión de ADN genómico de la cepa FP35T de H. anticarienis con diferentes enzimas de restricción y revelado de la 

membrana tras la hibridación con la sonda 48A. Carril M, Marcador molecular (10kb-100pb); Carriles1-5, ADN de la 

cepa FP35T de H. anticariensis digerido con las enzimas BamHI, HindIII, PstI, SmaI y SalI. (b) Amplificación mediante 

PCR-inversa de los fragmentos de restricción PstI religados empleando los cebadores IPCR-48XII-A-F y IPCR-48XII-A-R. 

Carril M, Marcador molecular (10kb-100pb); Carril 1, fragmento PstI amplificado por PCR-inversa. (c) Mapa de 

restricción del plásmido recombinante pPFP35. 
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Figura 39. PCR-inversa 48B. Amplificación de un fragmento EcoRI corriente abajo de la secuencia conocida. (a) 

Digestión de ADN genómico de la cepa FP35T de H. anticarienis con diferentes enzimas de restricción y revelado de la 

membrana tras la hibridación con la sonda 48B. Carril M, Marcador molecular (10kb-100pb); Carriles1-5, ADN de la 

cepa FP35T de H. anticariensis digerido con las enzimas EcoRI, EcoRV, HindIII y NcoI. (b) Amplificación mediante PCR-

inversa de los fragmentos de restricción EcoRI religados empleando los cebadores IPCR-48XII-B-F y IPCR-48XII-B-R. 

Carril M, Marcador molecular (10kb-100pb); Carril 1, fragmento EcoRI amplificado por PCR-inversa. (c) Mapa de 

restricción del plásmido recombinante pEFP35. 

Los plásmidos recombinantes obtenidos, pPFP35 y pEFP35 (véase la Tabla S3 en el apartado de 

Material Suplementario de este capítulo), fueron secuenciados y permitieron aumentar la 

secuencia conocida a un total de 4,8Kb. Los cebadores utilizados para la secuenciación se 

describen en la Tabla S4. El análisis de toda la secuencia permitió la identificación de cuatro 

ORFs completos (Figura 40). La secuencia fue depositada en la bases de datos 

GenBank/EMBL/DDJB con el número de acceso: JQ437497 (véase el apartado Anexos). 
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Figura 40. Organización genética de la region cromosómica del mutante FP35-48XII que contiene el transposón 

miniTn5Km2. Las flechas indican la supuesta dirección de transcripción de los genes. El sitio de inserción del 

transposón se indica con un triangulo. El ORF correspondiente al gen gacS se destaca en negro. Los plásmidos 

utilizados para la secuenciación, pS48XII, pPFP35 y pEFP35, que contienen los fragmentos de restricción SalI, PstI y 

EcoRI, se indican en el esquema. 

El estudio de las proteínas codificadas por los ORFs se realizó mediante la utilización del 

programa DNASTAR, y posteriormente la comparación de las nuevas secuencias de aminoácidos 

se realizó con la ayuda del programa BLAST. 

En la Tabla 14 se describen los ORFs encontrados en el fragmento de ADN procedente del 

análisis del mutante FP35-48XII. 

Tabla 14. Descripción de los ORFs encontrados en el fragmento analizado en el mutante FP35-48XII. 

ORF Gen Nº nucleótidos 

(pb) 

Nº aminoácidos Función probable 

1 cysM 897 298 Cisteína sintasa B 

2 gacS 2.745 914 Histidina quinasa 

3 acpS 381 126 Transferasa 4'-fosfopanteteinil 

4 psxJ 828 275 Sintasa peridoxina 5‟-fosfato 

El transposón miniTn5Km2 se insertó entre las bases 1.585 y 1.586 del ORF2 (Figura 41) en el 

cromosoma del mutante FP35-48XII. Este ORF2, de 2745pb, codifica una proteína histidina 

quinasa de 914aa que presenta homología con la proteína GacS de otras bacterias tales como 

Chromohalobacter salexigens (54%), Halomonas elongata (53%) y miembros del género 

Pseudomonas (34%-40%). Este ORF2 se denominó gacS al igual que sus homólogos (Figura 41). 
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GTATTGCACCTCCCTATGGCATACTGGGAACTTTCGATCGTCGTTACTGGATATCCGCGA  1 
TGCCGATGAGAACGCGCCTATTGTTACTGCTGCTGGGTGCTCCCCTGGTTGTGATGCTGT 
M     P     M     R     T      R      L     L     L      L     L      L      G     A     P      L     V     V     M      L 

61 
20 

TGCTCTCCTTTCAGTCGATCCGGCACGATGCCCAGGTTCGCAAGGCTGCCTTGGAAACAC 
L      L     S     F    Q      S      I       R     H     D     A     Q      V     R     K      A     A      L      E    T 

121 
40 

GCCTGACCACGAGTGCCGAACTAGTAGCACCGGCATTGGCTGGTGCCTTGTCCCGAAGCG 
R      L     T      T     S      A      E     L    V     A      P      A     L      A     G    A      L     S      R     S 

181 
60 

ATTCGGCCGCTTTGCACAGCTTGGCTCAGAGACTGCTGAATATCGACGAAGTCCGCTCAC 
D     S      A     A      L     H     S      L     A     Q      R     L     L     N     I      D      E     V      R     S 

241 
80 

TTCGCATTCACGACACACGAGGCCGGACGCTACTACATCTTGGCCAACAGCATATGGGCG  
L     R      I     H      D     T      R     G     R     T      L      L     H     L     G     Q     Q     H    M     G 

301 
100 

TCGAATCACCGAGGGGAACCGATGCCCCCTTGCTCGGCAGCAACGACCACTGGCATATGA  
V     E     S      P     R     G     T      D     A      P     L     L     G     S      N     D     H     W    H     M 

361 
120 

GCGTGCCCATCCCCCCAGGGACACGAAACAATGAACCTAACCGATGGCTGACGCTGACGG 
S      V     P      I      P     P      G      T     R     N    N     E     P     N     R     W     L     T      L      T 

421 
140 

CTGACACCACCTCATTGGCATTGGGAACCTATCGTCAACTGGCCATTACCTCACTGATAG  
A     D      T     T      S      L     A     L      G     T     Y     R     Q     L      A      I      T     S      L      I 

481 
160 

GCTTGGTCATTGGGCTATTGCTTTTCCTGGTAGCCTATCTCGCCAGTCGCCACCTGACTC 
G     L      V      I     G      L     L      L     F     L      V     A     Y      L      A     S      R     H      L     T 

541 
180 

GCCCCCTACTCGAGGCCCAGCAAACCCTGCTGCGCCTCAATGCCGGCGACTACCAGCACC 
R      P     L      L     E      A     Q     Q     T     L      L     R      L     N     A     G      D     Y     Q     H 

601 
200 

GCATGTCCAGCCGAGGTGCTAAAGAGGTGAAGCAACTTGCCTCCAGCATCAACGCACTGG 
R     M     S     S      R     G     A     K     E      V     K     Q      L     A     S     S      I      N     A      L 

661 
220 

CCGAGCACCTCAGCCATGCCCATGACGATATGCAGCGCCATATCGAGCAGACGACTCAGG  
A      E      H     L     S     H     A     H     D     D     M     Q     R     H     I      E     Q     T      T     Q 

721 
240 

ACCTTCAAGAGTCGATGGAGACGATCGAGATCAAGAACATCGAACTCGACATGGCTCACC 
D      L    Q     E     S      M     E     T      I       E      I      K     N     I      E       L     D    M     A     H 

781 
260 

GCCGAGCTCTTGAGGCCAACCGCATCAAGACCGAGTTCCTGGCCAACATGAGCCATGAGA 
R      R     A      L     E     A      N     R     I      K     T      E     F     L      A     N     M     S     H     E 

841 
280 

TTCGCACGCCTCTGAACGGCATCATCGGTTTCTGCCAGCTATTGGGGCGCTCGTCCCTGG  
I      R      T      P     L    N      G      I      I      G     F     C     Q     L       L     G     R     S     S     L 

901 
300 

ACACACGCCAACGGGAATGGCTGCAACATGTGCACAAGGCATCTGATAGTCTGTTGTCGC 
D     T      R     Q     R      E     W     L     Q     H     V     H     K      A     S     D     S     L     L     S 

961 
320 

TGATCAACGATATTCTTGATTTTTCCAAGATGGAGGCTGGCAAGCTCGAACTCGAGGCCG 
L      I      N     D     I      L     D     F    S     K      M     E      A     G      K      L    E      L     E     A 

1.021 
340 

TCGATCTCGACATGGTGGCATTGGTGGACGAAGTGCTCGGTCTGCAGGCCCCTCAGGCAC  
V     D      L      D    M     V     A     L      V     D      E     V      L     G     L     Q      A     P     Q     A 

1.081 
360 

ACCAGAAGCGGTTGCATTTGCTGGCCTTGGTCTACGACGATGTTCCGGTACAATTGCAAG  
H     Q      K     R     L      H     L      L     A      L     V     Y     D     D     V     P     V     Q     L    Q 

1.141 
380 

GTGACCCCCTGCGCATCAAGCAAGTGCTGACCAATCTGGTTCACAACGCTGTCAAGTTCA  
G     D      P     L      R      I      K     Q     V      L    T      N     L     V     H     N     A     V     K     F 

1.201 
400 

CGGAACAAGGCGAGGTGATCGTCAGAGTCATGGTGGAAGAGTGCCAGCAGGGCCTGGTCA  
T      E      Q     G      E     V     I      V      R     V     M     V     E     E     C      Q     Q     G     L     V 

1.261 
420 

CCTTGAAGGTTAGTGTCAGCGACACCGGCATCGGCCTCGATCCCGAATATCGGGACCGAC 
T      L     K     V     S     V      S      D     T      G     I      G     L     D     P      E     Y     R     D     R 

1.321 
440 

TTTTCAAAGCTTTCAGCCAAGCCAGTGTCAGCGATACTCGGCAATACGGCGGTACCGGCC 
L     F     K     A     F     S      Q     A      S    V      S      D    T      R     Q     Y     G     G    T      G 

1.381 
460 

TGGGCCTGATGATCTGCCGTCAACTCGTCGAACAGATGGGTGGCGAGATTGGTGTCGAAA 
L      G      L     M      I     C      R     Q     L    V      E     Q     M     G     G     E     I      G     V     E 

1.441 
480 

GCCAACCGGGGAAGGGGACGACTTTCGCTTTCACTCTCTCCCTGTTGGCTCGAAGCTTCG  
S      Q     P     G      K     G      T     T      F     A     F     T      L     S     L     L     A      R     S     F 

1.501 
500 

AGGAACGCCCTCCAGAACTGTCGTTGCCCGGCACCCACATCGCCTTGTACGAACCCCACG 
E      E      R      P     P     E     L      S     L      P     G     T     H     I      A      L     Y     E     P     H 

1.561 
520 

CACCGACTCGCCATGCACTACTGCATCTGCTGAAGCGTTGGGGGGTCCAAGTGACATCGC 
A      P     T      R      H     A     L     L     H     L     L      K      R    W     G     V     Q     V    T     S 

1.621 
540 

TCGGGACACCATCGATTGTCGATATCGAGCCTCCAGCCCTGCTACTGGCCGGCTTGGAAA  
L      G     T      P     S      I      V     D     I      E      P     P     A     L     L       L     A     G       L    E 

1.681 
560 

ACGATGGGCTCTCGAATTCATCGATATCGAATTGGCAGGAATGCCTCGATAACACGGATT 
N      D     G     L     S      N     S     S     I     S     N     W     Q     E     C     L     D     N     T     D 

1.741 
580 

GTCCTGCCATTCTGCTGGTCAATGCCAGCTCCCTCGATATTCCCGACCTACATCTACCCC 
C      P     A      I      L     L      V     N     A     S      S     L     D     I     P      D      L     H     L     P 

1.801 
600 

ATGGTGGCGAAATTCTGACCCGCCCCTTGTCACGTCAAGCCTTGGCCACGACGCTGGACA 
H     G      G     E     I      L      T     R      P     L      S     R     Q     A     L     A      T     T      L     D 

1.861 
620 

ATCTTCTCCACTCGCGCTCGCCACAGTCCCAACATGACTTGCCAGCACCGCGACACTCCT 
N     L      L    H      S     R     S      P     Q     S     Q     H     D     L     P     A      P     R     H     S 

1.921 
640 

CGGCAAAGGTGCTGGTCGTCGATGACACGGCATCGAATCGCTTGCTGATCAAGGAACTGC 
S      A      K     V      L     V      V     D     D     T     A      S     N     R     L      L     I      K      E     L 

1.981 
660 

TCGCCGATCTGGGGCTGACCACATTGTTGGCCACCAGTGGCGAGGAAGCCCTGGCACTGG 2.041 
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L      A      D      L     G      L     T     T      L     L      A     T     S      G     E     E     A      L     A      L 680 
CGCAAAGCGAGTCGGCCGACCTGGTCTTGATGGACATCCGCCTGCCCGGCATGGATGGCG  
A      Q     S     E      S      A     D      L     V     L     M     D      I      R     L      P     G     M     D     G 

2.101 
700 

TCGCCACTACCCACTCCCTACGCAAACTGGGCGGTTCCTGGAGGAGTTGTCCCATCATCG  
V     A      T     T      H     S      L     R     K     L      G     G     S    W     R      S     C    P      I      I 

2.161 
720 

CCGTCACGGCGCACGCCCTGGAAGAGGAGCGCCATAGACTCCTGCAACATGGCCTGCATG 
A      V     T      A      H     A      L      E     E     E      R     H     R     L      L     Q    H      G     L     H 

2.221 
740 

ATGTACTCATCAAGCCGCTCGATAGCCAGGCATTGACGCGACTGCTTAGCCAACATCTCA  
D     V      L     I      K     P       L     D     S     Q     A     L     T      R     L      L     S     Q     H     L 

2.281 
760 

ACATGCCACTGACACCGTCTCCGTCAGCGCACGGTGCTGATTCCCTGGAAGGTGGAAAAG 
N     M     P     L     T      P      S     P     S      A      H     G     A     D     S     L     E     G     G     K 

2.341 
780 

AGCAAGAAGGCGAACTGCCGATCGTTGACATGGCCCTTGGCACCACGTTGGCTGGCGGCC 
E      Q     E     G      E      L     P     I       V     D    M     A      L      G     T    T      L     A     G      G 

2.401 
800 

ACGAGTCGCTGGCCGAAGAAACCCTGGACCGCTTGCTGGATAGCCTCGACGATAGTGATG  
H      E     S      L     A      E      E     T      L     D     R     L     L      D     S     L      D     D     S     D 

2.461 
820 

CAGCACTGCGTCAAGCATGGCAGGACAACGACGCAGAGGCATTTCTGGATGCCATTCACG 
A      A      L     R     Q     A     W     Q     D     N     D     A      E      A     F     L     D     A     I     H 

2.521 
840 

CGCTCAATGGAGCCTGTCGCTATTGTGGGGTACCACAACTGGCACTGGTCGCTGAAACAT 
A       L    N     G      A     C     R     Y     C     G     V     P     Q     L      A     L     V      A     E     T 

2.581 
860 

TGGAGACACGTCTACGCACACGTGGCCTGGCCAAAGTGGAGCCTTTGCTCATCGAACTCT  
L      E      T     R      L     R     T      R     G     L      A     K     V      E     P     L     L      I      E      L 

2.641 
880 

TTGATGCCATGGCACGCTTGCGGGCCTGGCGGACAACGAATCAGCCGCCCTCCAGCACAA 
F     D     A     M     A      R      L     R     A      W     R     T     T      N    Q      P      P    S     S      T 

2.701 
90 

C G A A A G C G C A A G C C A G A T C G T C C T C A T C G C T C A A C G A C A G A T G A  
T      K      A     Q      A     R     S     S     S     S     L     N     D     R 

2.745 
914 

Figura 41. Secuencia del gen gacS. Los posibles codones de inicio y terminación de la traducción del gen 

gacS se encuentran señalados en negrita. En mayúsculas y de color rojo se muestra la secuencia de 914 

aminoácidos de la proteína GacS codificada por el gen gacS que se indica en mayúsculas y de color azul. 

Los nucleótidos entre los que se insertó el transposón mini-Tn5Km2 aparecen sombreados en amarillo. 

Para estudiar la organización de la arquitectura modular en la proteína histidina quinasa (HK) 

GacS se utilizó el programa SMART. En la Figura 42 podemos observar la organización de los 

dominios que componen la proteína GacS en H. anticariensis FP35T. En primer lugar posee dos 

dominios transmembrana (TM1 y TM2). A continuación existe un dominio transmisor que se 

compone de dos partes: la primera se corresponde con el dominio DHp (del inglés Dimerization 

and Histidine phosphotransfer) encargado de la dimerización de la HK y que contiene la histidina 

conservada que es fosforilada; la segunda parte se corresponde con el dominio CA (del inglés 

Catalytic and ATP-binding) con las secuencias motivo designadas como cajas N, G1, F y G2 y 

que, como su nombre indica, es capaz de unir la molécula de ATP y transferir el grupo fosfato a 

la histidina del dominio DHp. En la estructura modular de la proteína GacS se ha detectado 

también el dominio HAMP (del inglés: Histidine kinases, Adenyl cyclases, Metil-binding proteins 

and Phosphatases domain); este dominio se encuentra presente en el 31% de las HKs, y 

generalmente está situado inmediatamente después de las regiones transmembrana (TM); su 

función está relacionada con la modulación de la señal entre el dominio sensor extracelular y el 

dominio receptor citoplasmático (Inouye, 2006). Además, esta proteína HK-GacS lleva fusionada 

en su extremo C-terminal un dominio REC o dominio receptor y un dominio HPt (del inglés His-

containing Phosphotransfer); La presencia de estos dominios hacen que la proteína GacS de H. 

anticariensis FP35T sea una HK híbrida. Para cada uno de los dominios se indican los 

aminoácidos que los delimitan en la Figura 42. 
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Figura 42. Esquema que muestra la arquitectura modular de la proteína HK-GacS. 

2.2. Localización del transposón miniTn5Km2 en el mutante FP35-79X 

Para localizar, clonar y secuenciar la región génica adyacente a la inserción del transposón 

miniTn5Km2 en el mutante FP35-79X se procedió de la misma manera que en el mutante FP35-

48XII (apartado 2.1 de este capítulo). Para ello, los fragmentos de restricción EcoRI (4kb) y SalI 

(2,5kb) fueron seleccionados mediante Southern blot y clonados en pBlueScript y pGEM®-T, 

respectivamente. Los plásmidos recombinantes obtenidos, pE79X y pS79X, fueron secuenciados 

mediante cebadores tanto universales como propios, diseñados a partir de la secuencia hallada 

(Tabla S4). El análisis de la secuencia obtenida (3,4kb) mediante el programa DNASTAR nos 

permitió localizar tres posibles ORFs completos y dos parciales; cuatro de ellos se transcribían en 

un mismo sentido mientras que uno de ellos lo hacía en sentido contrario (Figura 43). La 

secuencia obtenida fue depositada en la bases de datos GenBank/EMBL/DDJB con el número de 

acceso: EF070731 (véase el apartado Anexos). 

 

 

Figura 43. Organización genética de la región cromosómica del mutante FP35-79X que contiene el transposón mini-

Tn5Km2. Los ORFs están representados por flechas indicando el sentido de la transcripción. El sitio de inserción del 

transposón se indica con un triangulo. El ORF correspondiente al gen gacA se destaca en negro. Los plásmidos 

utilizados para la secuenciación, pE79X y pS79X, que contienen los fragmentos de restricción EcoRI y SalI se indican 

en el esquema. 
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En la Tabla 15 se describen los ORFs encontrados en el fragmento cromosómico analizado del 

mutante FP35-79X. 

Tabla 15. Descripción de los ORFs encontrados en el fragmento analizado en el mutante FP35-79X. 

ORF Gen Nº nucleótidos (pb) Nº aminoácidos Función probable 

1 parcial gntR 1-494 165 Regulador transcripcional de la familia GntR 

2 chrA 699-1.253 

 

184 Subunidad A de un transportador de cromo 

3 chrB 1.250-1.786 178 Subunidad B de un transportador de cromo 

4 gacA 2.205-2.859 

 

217 Regulador de respuesta 

5 parcial uvrC 2.866-3.400 178 Subunidad C de una excinucleasa ABC 

En el mutante FP35-79X el transposón se insertó en el gen uvrC (ORF5) (Figura 43), que se 

corresponde con la subunidad C de la excinucleasa ABC, que participa en la reparación de los 

daños en el ADN producidos por luz UV. El fenotipo asociado a este mutante fue una 

disminución en la producción de moléculas señal (Figura 44). Curiosamente el ORF4 (gen 

regulador de respuesta, gacA), localizado corriente arriba del gen uvrC, regula positivamente la 

producción de AHLs en muchos organismos (Chancey y col., 1999; Kitten y col., 1998; Pessi y 

Hass, 2001). Teniendo en cuenta todos estos datos pensamos que el fenotipo observado en el 

mutante FP35-79X podría ser debido a un efecto polar del transposón sobre el gen gacA. Para 

verificar esta hipótesis, se realizó mutagénesis dirigida sobre el gen uvrC y se analizó la 

producción de AHLs en este mutante utilizando la cepa biosensora A. tumefaciens NTL4 (pZLR4). 

Para inactivar el gen uvrC se amplificó mediante PCR un fragmento interno de dicho gen 

empleando los cebadores uvrC-EcoRI-F y uvrC-XbaI-R (Tabla S4). El producto de PCR fue 

digerido con EcoRI y XbaI y posteriormente clonado en el vector pVIK112, digerido con las 

mismas enzimas de restricción. El plásmido recombinante obtenido, pVIKUvrC (Tabla S3), fue 

transformado en la cepa S17 λpir de E. coli y transferido mediante conjugación biparental a una 

cepa mutante espontánea resistente a la rifampicina de H. anticariensis (FP35-R) en la que quedó 

integrado en su genoma. Los transconjugantes fueron seleccionados en medio SWYE al 2% (p/v) 

de sales, adicionado con rifampicina y kanamicina. El mutante obtenido se denominó FP35uvrC 

(Tabla S3). 
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En la Figura 44 se puede observar que el mutante FP35uvrC produjo mayor cantidad de AHLs 

que el mutante FP35-79X (mini-Tn5Km2::uvrC) y una cantidad próxima a la de la cepa silvestre 

FP35T. La producción de AHLs se determinó tanto por ensayo en placa como por medida de la 

actividad β-galactosidasa utilizando A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) como cepa bioindicadora. Por 

tanto este resultado sugirió que el fenotipo deficiente en AHLs del mutante FP35-79X podía ser 

debido a un efecto polar de la inserción del transposón sobre el gen gacA. 

 

Figura 44. Producción de AHLs en las cepas mutantes de H. anticariensis, FP35uvrC y FP35-79X. Los extractos de AHLs 

de los cultivos fueron analizados mediante ensayo en placa (a) y cuantificados mediante la medida de la actividad β-

galactosidasa (b) empleando la cepa indicadora A. tumefaciens NTL4 (pZLR4). 

En la Figura 45 se muestra la secuencia del ORF4, al que denominamos gacA, que consta de 

654pb. El gen gacA codifica una proteína de 217aa, a la que hemos denominado GacA (Tabla 

15), con una masa molecular estimada de 24kDa. La comparación de esta proteína con las 

depositadas en las bases de datos mediante el programa BLAST mostró un 80% de identidad con 

el regulador transcripcional de dos componentes de la familia LuxR de Chromohalobacter 

salexigens y con reguladores de respuesta GacA de especies de Halomonas (61%-73%) y 

Pseudomonas (57%-60%). 

TTGATCAAGGTCCTTGTCGCAGATGACCATCACTTGGTACGCACCAGTATCGCCCGTATG 
   L     I      K      V     L     V      A      D     D     H     H      L     V     R      T      S     I      A      R     M 

60 
20 

CTGGATGCCGAAGAAGGCTTCGCAGTAGTCGGCGAGGCTGCCGATGGAGAAGAAGCCATT 
   L     D      A     E     E     G     F     A      V     V     G     E      A     A      D     G     E     E     A      I 

120 
40 

GCCTTGGCTCGCAGGCATCGCCCGGATATCGTGCTGATGGACATTCGCATGCCTGGTGTC 
   A      L     A     R     R      H     R     P     D     I      V      L     M     D     I     R     M     P     G     V 

180 
60 
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AGCGGACTCGAGGCGACCCGTAAGATCACCAAGGGTATGTCCGATATCAAGGTCGTGGTG  
   S     G      L     E      A     T      R     K     I      T     K     G     M     S     D     I     K     V      V     V 

240 
80 

TTAACGGCATTCCTCGAGGAAAACTTTGCCGAACGCTTACTCAATGCCGGTGCCAGCGGC  
   L     T      A     F      L     E     E     N     F     A      E     R     L     L     N     A     G      A     S      G 

300 
100 

TTCATCAGCAAGGGCACCGAACTTGGTGATATGGTGGCCGCTCTGCGAGCCGTTTTCTCC  
   F      I     S      K     G     T      E     L     G     D     M     V     A      A     L     R      A     V     F     S 

360 
120 

GGACAGCGTTATATCAGTCCGGAAATCGCCCAACGGGTGGTTCTGGCCAAGGTGGATGCC  
   G     Q      R     Y     I     S      P     E      I      A     Q     R     V      V     L     A      K     V     D     A 

420 
140 

CAGGACAACCCCTTCGACACTCTTTCGCATCGGGAGCTGCAAGTGGCGATGATGATCGTC  
   Q     D     N     P     F     D     T      L     S     H     R      E      L     Q     V      A     M    M     I      V 

480 
160 

AACTGCCAAACGGTTAGCGACATCTCTGACCGCCTGTTTCTGAGCCCAAAGACCGTCAAT  
   N     C     Q     T     V     S      D     I      S      D      R     L      F     L     S      P     K    T      V     N 

540 
180 

ACTTATCGCTACCGTATTTTTGAAAAGCTCGGCGTACATTCTGACGTCGAATTGACCCAT  
   T    Y     R      Y     R      I      F     E     K      L      G     V     H     S     D      V      E     L     T      H 

600 
200 

TTGGGACTGCGCCATGGATTGGTAGACGGCTATCGACGCGAGGAAGAAGCCTGATCAACC  
   L     G      L     R     H     G     L     V     D     G     Y     R     R     E      E      E      A 

654 
217 

ATGAGTTTGACGCCAAGCAATTCTCAAGACCGAAGTGCAGCACCCGGCGTCTATCGCATG  60 
CTCGACGACCGAGGCGACACGCCTTATATCGGCAAGGCCAAGCGCCTCAAATCCCGCTTG  120 
GCTAGCTATTTCCGTGGCGCTCTCAATACCAAGACCCAGGCCTTGGTGGCACGTATCGCC  180 
GATATCGAAGTCACGCTAACCCGCAGCGAGACAGAAGCCCTGTTGATGGAACAGGCGCTG  240 
ATCAAGGAGCTCCGGCCGCCTTACAACATTTTGCTGCGTGATGACAAATCCTACCCGTTC  300 
GTATTCGTCAGCGATCGTCATCCTTATCCAGCACTAGAGCATAAGCGAGCGCGCAATCGG 360 
CGCAGCGACGGTCGCTACCTGGGCCCCTACCCCAGCAGCGGTGCCGTGCGCGAAACCCTG  420 
TCACTGATGCAAAAGATCTTTCGCATCCGCAACTGCGAGGACAGTGTCTTCGGAAATCGC  480 
ACCCGGCCATGCCTGCNTTTCCAAATCGAGGGAGANCAGCGCACCCTGCGTCGAC 535 

Figura 45. Secuencia completa del gen gacA y secuencia parcial correspondiente al gen uvrC. Los posibles codones de 

inicio y terminación de la traducción de los genes gacA y uvrC se encuentran señalados en negrita. En mayúsculas y 

de color rojo se muestra la secuencia de 217 aminoácidos de la proteína GacA codificada por el gen gacA que se 

indica en mayúsculas y de color azul. La secuencia parcial del gen uvrC se muestra en mayúsculas y de color verde. 

Los nucleótidos entre los que se insertó el transposón mini-Tn5Km2 aparecen sombreados en amarillo. 

El análisis de la secuencia de aminoácidos de la proteína GacA de H. anticariensis mediante el 

programa SMART, mostró la presencia de dos dominios conservados encontrados en proteínas 

reguladoras de respuesta tipo GacA de diferentes bacterias (Figura 46). Un dominio receptor N-

terminal que incluye el aspartato que acepta el fosfato de su HK pareja y un dominio efector 

variable C-terminal, que suele estar implicado en la unión al ADN de tipo hélice-giro-hélice 

(HTH) y que activa o reprime la transcripción de uno o varios genes diana. Para cada uno de los 

dominios se indican los aminoácidos que los delimitan (Figura 46). 

 

Figura 46. Esquema que muestra la arquitectura modular de la proteína RR-GacA. 
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2.3. Análisis filogenético del sistema GacS/GacA de H. anticariensis FP35T 

Para determinar la relación filogenética existente entre las proteínas del sistema regulador de dos 

componentes de H. anticariensis FP35T y otras proteínas homólogas cuyas secuencias fueron 

recuperadas de las bases de datos, éstas se alinearon usando el algoritmo ClustalW incluido en 

el programa MEGA, para obtener a continuación su relación evolutiva mediante la utilización del 

algoritmo de neighbour-joining. 

Como se puede observar en la Figura 47, los dos arbóles filogenéticos resultantes mostraron la 

misma topología, y las proteínas GacS y GacA se situaron dentro del cluster de Halomonas, 

claramente diferenciadas de las proteínas pertenecientes a Pseudomonas y a las enterobacterias. 

 

Figura 47. Arbóles filogenéticos resultantes del alineamiento de las secuencias de las proteínas HH-GacS (a) y RR- 

GacA (b). Abreviaturas para los nombres de los géneros bacterianos: Ac, Acinetobacter; Az, Azotobacter; P, 

Pseudomonas; C, Chromohalobacter; E, Escherichia: Ew, Erwinia; H, Halomonas; S, Serratia; V, Vibrio. 

3. Análisis de la regulación de la producción de AHLs por el sistema GacS/GacA. 

3.1. Obtención de mutantes afectados en los genes gacS y gacA y complementación 

Para determinar el papel de los genes gacS/gacA del sistema regulador de dos componentes en 

la acumulación de AHLs, procedimos a inactivar ambos genes en la cepa silvestre FP35T. Con el 

fin de interrumpir el gen gacS, amplificamos un fragmento interno de 458pb mediante PCR 

empleando los cebadores gacSsub-EcoRI y gacSsub-XbaI-R (Tabla S4). El producto de PCR fue 

purificado, digerido y clonado en el vector pVIK112. El plásmido resultante, pVIKGacS (Tabla 

S3), fue transformado en la cepa de E. coli S17 λpir y posteriormente transferido mediante 

conjugación biparental a la cepa resistente a rifampicina, FP35-R de H. anticariensis, donde se 

integró en su genoma. Los transconjugantes fueron seleccionados en medio SWYE al 2% (p/v) de 
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sales, adicionado con rifampicina y kanamicina. El mutante obtenido se denominó FP35gacS 

(Tabla S3). 

Por otro lado, la inactivación del gen gacA se llevó a cabo mediante la incorporación de un 

casete de resistencia a kanamicina por doble recombinación homóloga. Para ello, se clonó en el 

plásmido pGEM®-T un producto de PCR de 1,7kb obtenido a partir del ADN de la cepa FP35T, 

que contenía el gen gacA. El plásmido recombinante se denominó pGacA (Tabla S3). Mediante 

PCR se amplificó el gen de resistencia a kanamicina empleando los cebadores Km-HpaI-F y Km-

HpaI-R (Tabla S4). El producto de PCR fue digerido con el enzima de restricción HpaI e insertado 

en el único sitio de corte del fragmento gacA obteniéndose el plásmido recombinante pGacA::Km 

(Tabla S3). El gen gacA, bloqueado en su lectura, se clonó en el vector suicida pJQ200-SK 

dando lugar al plásmido recombinante pGacA::Km/sacB (Tabla S3). Este plásmido se transfirió, 

mediante conjugación biparental, desde E. coli S17-1 pir hasta una cepa espontánea resistente 

a rifampicina, FP35-R de H. anticariensis, en la que el casete de Km se insertó en el gen gacA 

por recombinación homóloga doble. Los mutantes se seleccionaron en el medio SWYE al 2% 

(p/v) de sales adicionado de rifampicina, kanamicina, y sacarosa al 5% (p/v). En la Figura 48a 

se muestra un esquema del proceso de doble recombinación homóloga utilizado para la 

obtención del mutante gacA, al que denominamos FP35gacA (Tabla S3). Para comprobar que el 

gen gacA estaba interrumpido por el casete, se amplificó por PCR la región mutada a partir del 

ADN genómico del mutante (Figura 48b). 

 

Figura 48. (a) Construcción del mutante FP35gacA de H. anticariensis por reemplazamiento alélico. (b) Electroforesis 

en gel de agarosa al 1% (p/v) correspondiente a la comprobación de la inserción del casete km en el mutante 

FP35gacA. Carril M, Marcador de pesos moleculares; carril 1, producto de PCR correspondiente al gen gacA obtenido 

a partir del ADN de la cepa silvestre FP35T; carril 2, producto de PCR obtenido a partir del ADN del mutante 

FP35gacA donde se observa una única banda de 2,5kb correspondiente al alelo mutado gacA::Km. 
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Una vez obtenidos los mutantes FP35gacS y FP35gacA, se extrajeron las moléculas señal a partir 

de los cultivos de los mismos y se cuantificaron mediante ensayos β-galactosidasa utilizando la 

cepa biosensora A. tumefaciens NTL4 (pZLR4). La cepa silvestre FP35T de H. anticariensis se 

utilizó como control. Como se puede observar en la Figura 49, los niveles de producción de AHLs 

disminuyeron drásticamente en los mutantes FP35gacS y FP35gacA en comparación con la cepa 

silvestre FP35T. Estos resultados, por tanto, sugirieron que el sistema GacS/GacA controla la 

producción de AHLs en H. anticariensis FP35T. 

 

Figura 49. Efecto del sistema regulador de dos componentes GacS/GacA sobre la producción de AHLs en H. 

anticariensis FP35T. Cuantificación de los niveles de AHLs en H. anticariensis FP35T y los mutantes FP35gacS y 

FP35gacA mediante ensayos de la actividad β-galactosidasa empleando la cepa biosensora A. tumefaciens NTL4 

(pZLR4). 

Con el fin de comprobar que la disminución en la producción de AHLs era debido a la 

inactivación puntual de los genes gacS y gacA, procedimos a realizar la complementación de los 

mismos para determinar si se recuperaba la cantidad inicial de autoinductores. Para la 

complementación de los mutantes FP35gacS y FP35gacA se utilizó el vector de expresión 

pJN105. Para ello, se amplificaron los genes gacS y gacA y sus regiones promotoras mediante 

PCR empleando los cebadores GacS-C-BamHI-F y GacS-C-XbaI-R, GacA-C-BamHI-F y GacA-C-

XbaI-R (Tabla S4), respectivamente. Los productos de PCR fueron digeridos con las enzimas 

BamHI y XbaI, y a continuación fueron clonados en el plásmido pJN105 previamante digerido 

con las mismas enzimas de restricción. Los plásmidos recombinantes creados, pJN-GacS y pJN-

GacA (Tabla S3), fueron transferidos desde E. coli S17 λpir a las cepas mutantes FP35gacS y 

FP35gacA resistentes a kanamicina y rifampicina. Las cepas complementadas se seleccionaron 

en medio SWYE al 2% (p/v) de sales adicionado de kanamicina y gentamicina, confirmándose la 

presencia del plásmido con posterioridad. Finalmente analizamos la producción de AHLs 

mediante un ensayo en placa utilizando la cepa bioindicadora A. tumefaciens NTL4 (pZLR4). 
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En la Figura 50 se muestra el resultado de la complementación in trans de los mutantes FP35gacS 

y FP35gacA. En la cepa FP35gacA (pJN-GacA) la producción de AHLs se restauró totalmente y 

además ésta produjo más cantidad de AHLs que la cepa silvestre. Sin embargo en la cepa 

FP35gacS (pJN-GacS) la producción de AHLs no se restauró por razones que desconocemos. 

 
Figura 50. Producción de AHLs en la cepa silvestre FP35T, los mutantes FP35gacS y FP35gacA y los complementados 

FP35gacS (pJN-GacS) y FP35gacA (pJN-GacA) de H. anticariensis. Los extractos de AHLs fueron analizados en un 

ensayo en placa utilizando la cepa biosensora A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) en medio AB/X-gal. 

3.2. Regulación de la expresión de los genes hanR/hanI mediante el sistema gacS/gacA 

Para confirmar el efecto regulador positivo del sistema de dos componentes GacS/GacA sobre la 

producción de AHLs en H. anticariensis, llevamos a cabo experiencias de RT-PCR para 

determinar el nivel de expresión de los genes QS hanR/hanI. A partir de tres cultivos bacterianos 

independientes, correspondientes a las cepas mutantes FP35gacS y FP35gacA y a la cepa 

silvestre FP35T, en medio mínimo MM, se extrajo el ARN según la metodogía descrita en Material 

y Métodos (apartado 1.2.3). Se realizaron diferentes reacciones de RT-PCR, a partir de 

concentraciones de ARN que oscilaron entre 0,05-5µg, empleándose los cebadores RT-hanR-F y 

RT-hanR-R para estudiar la expresión del gen hanR y los cebadores RT-hanI-F y RT-hanI-R para 

analizar la expresión del gen hanI. Como control se utilizó el gen ribosomal 16S. La secuencia de 

los cebadores utilizados se describe en la Tabla S4. 

En la Figura 51 se puede apreciar que la expresión de los genes hanR y hanI se vió afectada de 

forma drástica en los mutantes FP35gacS y FP35gacA, lo que confirmó el fenotipo deficiente en 

la producción de AHLs observado en los mutantes Gac (Figura 49). 

 

Figura 51. Expresión de los genes hanR/hanI mediante ensayos RT-PCR en los mutantes FP35gacS y FP35gacA y en la 

cepa silvestre FP35T. El nivel de expresión de los genes hanR y hanI en la cepa silvestre se ha utilizado como referencia 

mientras que el nivel de expresión del gen ribosomal 16S se ha utilizado como control. 
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DISCUSIÓN 

En los experimentos encaminados a la búsqueda de los genes que regulaban el sistema QS, 

mediante el procedimiento de mutagenésis con el transposón miniTn5Km2, se seleccionaron los 

mutantes deficientes en la producción de AHLs FP35-48XII y FP35-79X que nos permitieron 

localizar e identificar el sistema regulador de dos componentes GacS/GacA en H. anticariensis 

FP35T. 

El análisis de los mutantes FP35-48XII (gacS::miniTn5Km2) y FP35-79X (uvrC::miniTn5Km2) 

mostró que contenían una única inserción en ORFs diferentes. H. anticariensis FP35-48XII tenía 

una mutación en un gen homólogo al gen gacS que codifica una histidina quinasa (HK). Por su 

parte, en H. anticariensis FP35-79X el gen afectado resultó ser homólogo al gen uvrC que 

codifica la proteína UvrC que forma parte del complejo UvrABC que interviene en la reparación 

de nucleótidos dañados por la luz UV (Tang y col., 2001). Esta función no se correspondía con el 

fenotipo deficiente en AHLs observado en el mutante FP35-79X. Sin embargo el ORF situado 

corriente arriba del gen uvrC era homólogo del gen gacA que codifica un regulador de respuesta 

(RR) y ha sido descrito como un elemento regulador en el control de la producción de AHLs. La 

organización genética gacA-uvrC era similar a la descrita en otros microorganismos y parecía 

estar conservada (Heeb y Hass, 2001). En base a estos datos, una de las hipótesis que nos 

planteamos fue la existencia de un efecto polar del transposón corriente arriba del gen uvrC. La 

construcción de un nuevo mutante en el gen uvrC mostró una producción de AHLs casi similar a 

la cepa silvestre FP35T mientras que un mutante en el gen gacA producía AHLs en cantidades 

basales. Estos resultados, por tanto, confirmaron nuestra hipótesis y por ello podemos asegurar 

que el sistema de dos componentes GacS/GacA regula la producción de AHLs en H. 

anticariensis FP35T. 

El estudio de la organización de las proteínas HK-GacS y RR-GacA (Figuras 42 y 46) mediante el 

programa SMART indicó la presencia de un dominio transmisor en la proteína GacS y un 

dominio receptor en la proteína GacA que resultaron estar conservados al igual que en otros 

sistemas reguladores de dos componentes (Heeb y Haas, 2001). Además, dicho resultado apoyó 

la idea de una organización modular de los dominios similar a la de la mayoría de los sistemas 

reguladores dos componentes (Wolanin y col., 2002). Debido a la presencia de los dominios 

REC y HPt la proteína HK-GacS se considera una HK híbrida y hace que el sistema regulador de 

dos componentes presente en H. anticariensis FP35T sea más complejo. En este caso, la 

transferencia del grupo fosfato desde el dominio REC de la HK híbrida a su correspondiente RR 

final incluye múltiples pasos de transferencia entre residuos de His y Asp, requiriendo la proteína 

intermedia HTp. Este tipo de sistemas se encuentran en menor medida en organismos procariotas 
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que en eucariotas. Sólo un tercio de las proteínas HKs de bacterias y algunas de arqueas son 

híbridas con HPt fusionados (Zhang y Shi, 2005). 

El análisis filógenetico (Figura 47) mostró que las nuevas secuencias de proteínas GacS y GacA 

de H. anticariensis se agrupaban junto a proteínas relacionadas de otras bacterias halófilas 

como Chromohalobacter salexigens y Halomonas elongata en un clúster separado de 

Pseudomonas y las enterobacterias. 

El sistema regulador de dos componentes regula numerosas funciones celulares que se expresan 

en la fase estacionaria de crecimiento a través de la regulación de sistemas quorum sensing o el 

factor alternativo rpoS. La interconexión del sistema GacS/GacA con estos dos sistemas se ha 

puesto de manifiesto en numerosos microorganismos, tales como Pseudomonas aeruginosa 

(Reimmann y col., 1997), P. syringae pv. syringae B728a (Kinscherf y Willis, 1999: Kitten y col., 

1998), P. aureofaciens (Chancey y col., 1999), P. putida (Bertani y Venturi, 2004) y P. syringae 

pv. tabaci (Marutani y col., 2008). En estas bacterias disminuye la capacidad de producción de 

AHLs al inactivarse los genes gacS y gacA. Un efecto similar se observó en los mutantes 

FP35gacS y FP35gacA en los que además hemos demostrado que la expresión de los genes QS 

hanR y hanI se afecta de una forma drástica. Este dato confirma a nivel genético el efecto 

fenotípico observado. 

Los resultados obtenidos en el capítulo I mostraron que el sistema quorum sensing HanR/HanI no 

estaba autorregulado a diferencia de los sistemas clásicos, lo que sugería que debería estar 

controlado por otro sistema global de regulación dependiente de la densidad celular. Cabe 

destacar que los datos obtenidos en este capítulo II nos indican que en H. anticariensis FP35T, el 

sistema QS HanR/HanI está controlado de forma positiva por el sistema de regulación global de 

dos componentes GacS/GacA. Sin embargo, no sabemos si el efecto que ejerce este sistema es 

directo o indirecto. Es sabido que los sistemas reguladores de dos componentes actúan 

mayoritariamente a nivel transcripcional a través del factor σ38 (RpoS) o a través de ARNs 

pequeños no codificantes, entre otros (Galperin, 2006). El factor alternativo sigma σ38 es un 

regulador central en la respuesta de la bacteria al estrés y de la entrada en fase estacionaria de 

crecimiento. Esto ocurre en P. syringae pv. tomato DC3000, en la que el regulador de respuesta 

GacA controla el factor RpoS (Chatterjee y col., 2003). Recientemente, se ha descrito la 

activación de la transcripción de pequeños ARNs no codificantes a través del sistema regulador 

de dos componentes. Estos ARNs no codificantes intervienen regulando los sistemas QS. En E. 

carotovora subsp. carotovora y en P. fluorescens CHAO, por ejemplo, el sistema QS está 

regulado a nivel postranscripcional mediante los sistemas RsmA/RsmB y RsmA/RsmZ, 

respectivamente (Ciu y col., 2001; Heeb y col., 2002). 
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En definitiva, la integración del sistema QS HanR/HanI en el seno de un sistema de regulación 

global de H. anticariensis FP35T como es el sistema regulador de dos componentes GacS/GacA 

hace que este sistema sea más complejo de lo que pensamos en un principio y a su vez permite a 

la bacteria tener una plasticidad para combinar la información sobre la densidad celular y 

responder de forma apropiada a las condiciones fluctuantes del medioambiente. 
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 

Tabla S3. Listado de cepas bacterianas y plásmidos construidos en este trabajo. 

 

Cepas/plásmidos Genotipo/descripción 

Cepas de Halomonas anticariensis  

     FP35-R Mutante rifampicina-resistente espontáneo de FP35T, RifR 

     FP35-48XII FP35-R que contiene gacS::mini-Tn5Km2, RifR, KmR 

     FP35-79X FP35-R que contiene uvrC::mini-Tn5Km2, RifR, KmR 

     FP35gacS FP35-R que contiene gacS::lacZ, RifR, KmR 

     FP35gacA FP35-R que contiene gacA::Km, RifR, KmR 

     FP35uvrC FP35-R que contiene uvrC::lacZ, RifR, KmR 

     FP35gacS (pJN-GacS) FP35-R que contiene gacS::Km and pJN-GacS, RifR, KmR, GmR 

     FP35gacA (pJN-GacA) FP35-R que contiene gacA::lacZ and pJN-GacA, RifR, KmR, GmR 

 

Plásmidos  

     pS48XII 

 

pUC19 que contiene un fragmento SalI de 4,4kb que lleva insertado el transposón 

miniTn5Km2, ApR, KmR 

     pPFP35 pGEM-T® que contiene un fragmento de producto de PCR inversa de 1,3kb amplificado a 

partir de un fragmento de 2,2kb del genoma de la cepa FP35T, ApR 

     pEFP35 

 

pGEM-T® que contiene un fragmento de producto de PCR inversa de 1,7kb amplificado a 

partir de un fragmento de 2,2kb del genoma de la cepa FP35T, ApR 

     pE79X 

 

pBluescript SK(+) que contiene un fragmento EcoRI de 4kb que lleva insertado el 

transposón miniTn5Km2, ApR, KmR 

     pS79X pGEM-T® que contiene un fragmento SalI de 2,5 kb que lleva insertado el transposón 

miniTn5Km2, ApR, KmR 

     pVIKGacS pVIK112 que contiene un fragmento interno del gen gacS, KmR 

     pVIKUvrC pVIK112 que contiene un fragmento interno del gen uvrC, KmR 

     pGacA pGEM-T® que contiene el gen gacA y regiones aledañas 

     pGacA::Km pGacA que contiene gacA::Km 

     pGacA::Km/sacB pJQ200SK que contiene gacA::Km 

     pJN-GacS pJN105 que contiene el gen gacS intacto, GmR 

     pJN-GacA pJN105 que contiene el gen gacA intacto, GmR 
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Table S4. Secuencia de los cebadores sintéticos. 

Cebadores y función Secuencia (5‟-3‟)* 

Localización de la inserción mini-Tn5  

48XII -Tn5-F 

48XII -Tn5-R 

79X-Tn5-F 

79X-Tn5-R 

Secuenciación del plásmido pS48XII 

M13-R 

M13-F 

S48XII -0 

S48XII -1 

S48XII -2 

PCR inversa 48XII-A 

S-48XII-A-F 

S-48XII-A-R 

IPCR-48XII-A-F 

IPCR-48XII-A-R 

Secuenciación del plásmido pPFP35 

SP6 

T7 

PCR inversa 48XII-B 

S-48XII-B-F 

S-48XII-B-R 

IPCR-48XII-B-F 

IPCR-48XII-B-R 

Secuenciación del plásmido pEFP35 

SP6 

T7 

EFP35-B 

Secuenciación del plásmido pE79X 

SP6 

T7 

pUT-O 

E79X-A 

E79X-B 

Secuenciación del plásmido pS79X 

SP6 

T7 

PCR fragmento interno uvrC  

uvrC-EcoRI-F 

uvrC-XbaI-R  

PCR fragmento interno gacS  

gacSsub-EcoRI-F 

gacSsub-XbaI-R 

PCR gacA y regiónes alrededor 

GacA-BamHI-F 

GacA-BamHI-R 

PCR casete Km  

Km-HpaI-F 

Km-HpaI-R 

PCR gen gacS 

GacS-C-BamHI-F 

GacS-C-XbaI-R 

PCR gen gacA 

GacA-C-BamHI-F 

GacA-C-XbaI-R 

 

GGGAATATCGAGGGAGCTGGC 

AAGTGCTCGGTCTGCAGGCCC 

GACATCTCTGACCGCCTG 

CCAAGCGGGATTTGAGGC 

 

CAGGAAACAGCTATGACC  

GTTTTCCCAGTCACGAC  

CAGCACCATGCGATAGCC 

CGGACGCTACTACATCTTGGC 

AAGTGCTCGGTCTGCAGGCCC 

 

GGGAATATCGAGGGAGCTGGC 

GCATCTGCTGAAGCGTTGGGG 

GCCGGGCAACGACAGTTCTGGAGGGCGTT 

TGTCCTGCCATTCTGCTGGTCAATGCCA 

 

ATTTAGGTGACACTATAG 

TAATACGACTCACTATAGGG 

 

CGATCGGCAGTTCGCCTT  

GTCCCATCATCGCCGTCA  

CATGCCACTGACACCGTCTCCGTCAGCG  

AGGCTTGACGTGACAAGGGGCGGGTCAG 

 

ATTTAGGTGACACTATAG 

TAATACGACTCACTATAGGG 

ATGGCTTGTGAGCGACTGGCGG 

 

ATTTAGGTGACACTATAG 

TAATACGACTCACTATAGGG 

GCCGCACTTGTGTATAAG 

CTTCTTCGGCATCCAGCATACG 

CGCTGTGATCATACCGATG 

 

ATTTAGGTGACACTATAG 

TAATACGACTCACTATAGGG 

 

CGGAATTCCGGCGTCTATCGCATGCTCG 

GCGTCTAGAGGGGCCCAGGTAGCGACCGT 

 

GCGGAATTCGGAAAAATCAAGAATATCG 

GCGTCTAGAGCCACCTGACTCGCCCCCTA 

 

GCGGGATCCCGGTGATCGCGATGATGA 

CGGGATCCGGTGCGATTTCCGAAGAC 

 

GCGGTTAACATGATTGAACAAGATGGA  

GCGGTTAACTCAGAAGAACTCGTCAAG  

 

GCGGGATCCAGCCTGTGCGCATTATATC 

GCGTCTAGAGCCAACCATCGTTAATGCTAT 

 

GCGGGATCCCGGTGATCGCGATGATGA 

GCGTCTAGATCAGGCTTCTTCCTCGCGTC 
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Retrotranscripción-PCR amplicon 16S 

RT-16SFP35-F 

RT-16SFP35-R 

Retrotranscripción-PCR amplicon hanR 

RT-hanR-F 

RT-hanR-R 

Retrotranscripción-PCR amplicon hanI 
RT-hanI-F 

RT-hanI-R 

 

ACAGAAGAAGCACCGGCTAA 

CTCCTGCACTCTAGCCCAAC 

 

TGAATGGGAGGGCTTGTATC 

CTGAACAAAGCCCGAAGTCT 

 

GTAGGAAATGGGCAGGTTTG 

AAGCCATCGACAATCACCTC 

*Los sitios de restricción incorporados a los cebadores se encuentran subrayados. 
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Capítulo III. 

Estudio del papel de la comunicación intercelular en 

Halomonas anticariensis FP35T 
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RESUMEN 

En este capítulo se describe el análisis fenotípico de los mutantes afectados en los sistemas de 

comunicación intercelular en H. anticariensis FP35T. En los mutantes FP35gacS y FP35gacA se 

han visto afectados la producción del exopolisacárido (EPS), la movilidad y la formación del 

biofilm, lo que indica que estos fenotipos están controlados por el sistema regulador de dos 

componentes (TCS) GacS/GacA. Sin embargo dichos fenotipos no parecen estar controlados a 

través del sistema quorum sensing (QS) HanR/HanI ya que en los mutantes FP35hanR y FP35hanI 

no se observaron diferencias en estos fenotipos. Por otro lado, los resultados del análisis 

mediante el uso de la tecnología del microarray fenotípico del mutante FP35hanI sugirieron que 

el sistema QS juega un papel en el metabolismo de carbohidratos, nitrógeno y fosfato en H. 

anticariensis FP35T y también en la resistencia y sensibilidad a ciertos antibióticos, aniones y 

cationes tóxicos y otros compuestos inhibidores, posiblemente mediante la regulación de los 

sistemas de transporte. Finalmente, el análisis de la inducción de los genes QS mediante la 

construcción de una librería de promotores en el mutante FP35hanI mostró que 587 candidatos 

de 4.180 clones analizados presentaban una diferencia de expresión igual o mayor a 1,5 veces 

en presencia de moléculas N-acil homoserín lactonas (AHLs). Todos estos datos indican el papel 

de la comunicación intercelular en H. anticariensis FP35T para percibir y responder a las 

condiciones fluctuantes en su ambiente. 

ABSTRACT 

In this chapter we describe the results of a study into the phenotypic changes in strains of H. 

anticariensis FP35T with mutations to their intercellular communication mechanisms, in which we 

observed the influence of the two-component system GacS/GacA upon exopolysaccharide 

production, motility and biofilm formation. It would seem that this regulation does not take place 

via the quorum-sensing (QS) HanR/HanI system since there were no apparent differences in these 

phenotypes between the mutants and the wild-type strain of H. anticariensis FP35T. Microarray 

phenotype analysis indicated that QS seems to play a role in the metabolism of carbohydrates, 

nitrogen and phosphate, and also to resistance or susceptibility to some antibiotics, toxic anions 

and cations and other inhibitor compounds, presumably by altering the expression of genes 

involved in transport systems. Finally, an analysis of QS target genes made by screening a 

random promoter library of H. anticariensis showed that 587 of the 4,180 clones screened 

produced 50% more luminescence activity when the medium contained N-acyl homoserine 

lactone (AHLs). All these data suggest that intercellular communication appears to play a key role 

in co-ordinating gene expression and behaviour in H. anticariensis FP35T in response to 

environmental conditions. 
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Las bacterias, como todos los seres vivos, se enfrentan a cambios notables en las condiciones de 

vida existentes en el entorno que les rodea. Para ello disponen de numerosos sistemas de 

señalización que les permiten generar diversas respuestas de adaptación frente a estímulos 

ambientales específicos. La abundancia de estos sistemas de señalización en procariotas ha sido 

subestimada durante mucho tiempo debido a que las bacterias disponen de un conjunto de 

componentes de señalización diferente del empleado por los eucariotas (Gao et al., 2007). Entre 

ellos, el sistema regulador de dos componentes GacS/GacA controla una amplia variedad de 

funciones celulares siendo tal vez el mecanismo principal de la transducción de señal en las 

bacterias (Heeb y Haas, 2001). En Halomonas anticariensis FP35T, tal y como se puso de 

manifiesto en el capítulo II, el sistema regulador de dos componentes GacS/GacA controla la 

producción de moléculas señal AHLs mediadoras del sistema QS. 

En este capítulo se pretende estudiar otros fenotipos que podrían estar regulados tanto por el 

sistema regulador de dos componentes GacS/GacA como por el sistema QS HanR/HanI en H. 

anticariensis FP35T y su posible papel en la adaptación al medioambiente. 

 

RESULTADOS 

1. Estudio de los fenotipos controlados por el sistema regulador de dos 

componentes GacS/GacA 

Para determinar los posibles fenotipos controlados por el sistema global regulador de dos 

componentes GacS/GacA, se analizaron varios fenotipos en los mutantes FP35gacS y FP35gacA 

y sus complementados in trans FP35gacS (pJN-GacS) y FP35gacA (pJN-GacA) y se compararon 

con la cepa silvestre H. anticariensis FP35T. Todos los mutantes fueron construidos en el capítulo 

II. 

1.1. Tolerancia al estrés osmótico de los mutantes gacS/gacA 

Para determinar la implicación de los genes gacS y gacA en el comportamiento frente a la sal de 

H. anticariensis, se procedió a comparar el crecimiento de los mutantes FP35gacS y FP35gacA 

con la cepa silvestre FP35T en medio MY a diferentes concentraciones de sales (0,5; 3; 5; 7,5, 

12,5 y 15% (p/v). Como se puede apreciar en la Figura 52, no se observó ninguna diferencia de 

crecimiento entre los mutantes gac y la cepa silvestre. 
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Figura 52. Crecimiento de cultivos bacterianos de la cepa FP35T de H. anticariensis y sus mutantes FP35gacS y 

FP35gacA en medio sólido MY a diferentes concentraciones de sales (%, p/v). (a) 0,5 (b) 2 (c) 5 (d) 7,5 (e) 10 (f) 12,5 

y (g) 15 tras la incubación durante 5 días a 32ºC. 

1.2. Análisis de la producción de enzimas hidrolíticas en los mutantes gacS/gacA  

Para detectar el efecto del sistema regulador de dos componentes sobre las actividades 

hidrolíticas (amilasa, proteasa, ADNasa, lipasa, etc.), se ensayaron las correspondientes pruebas 

bioquímicas en medio sólido siguiendo la metodología descrita en el apartado 4.1.3 de Material 

y Métodos. La cepa silvestre FP35T de H. anticariensis no hidroliza la caseína, el almidón, la 

esculina, la gelatina, la lecitina ni la tirosina pero si hidroliza el ADN, el Tween 20, la urea y 

produce la enzima fosfatasa en las condiciones ensayadas. Por su parte, ninguna de las cepas 

mutantes FP35gacS y FP35gacA mostró alguna diferencia apreciable respecto a la cepa silvestre. 

1.3. Análisis de la producción de exopolisacáridos en los mutantes gacS/gacA 

El estudio de la producción de exopolisacáridos (EPSs) en la cepa silvestre y los mutantes gac se 

llevó a cabo mediante el análisis del aspecto de las colonias, la morfología celular por 

microscopía electrónica de transmisión y la extracción y cuantificación del material extracelular. 

Los mutantes FP35gacS y FP35gacA mostraron una morfología colonial lisa que indicaba una 

disminución en la biosíntesis del EPS (Figura 53). 

 

Figura 53. Fotografía del crecimiento de Halomonas anticariensis FP35T (a) y sus mutantes FP35gacS (b) y FP35gacA 

(c). El cultivo se obtuvo en medio MY sólido al 7,5% (p/v) de sales tras 5 días de incubación a 32ºC. 
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En la Figura 54 se observan las microfotografías de los cultivos de la cepa silvestre y los mutantes 

gac, donde se puede confirmar la diferencia en la producción de EPS. Las células de los cultivos 

FP35gacS y FP35gacA presentan una aparente pérdida del material extracelular que rodea a las 

bacterias y que se desprende al medio en comparación con el cultivo de la cepa silvestre. 

 

Figura 54. Fotografías de microscopía electrónica de transmisión de la cepa silvestre H. antcariensis FP35T (a) y sus 

mutantes FP35gacS (b) y FP35gacA (c). El cultivo se obtuvo en medio MY al 7,5% (p/v) de sales tras 24h de 

incubación a 32ºC. 

Con el fin de cuantificar la producción de EPS se procedió a la extracción del EPS sintetizado por 

la cepa FP35T de H. anticariensis y sus mutantes FP35gacS y FP35gacA. La extracción se realizó 

a partir de cultivos en medio MY al 7,5% (p/v) de sales, incubados durante 5 días, a 32ºC y en 

agitación, ya que en estas condiciones la cepa FP35T de H. anticariensis presenta su máximo 

rendimiento en producción de EPS. 

En la Tabla 16 se muestran los resultados de la cuantificación de los EPSs. Los mutantes 

FP35gacS y FP35gacA producen alrededor de un 44,5% y 57,7% menos de polímero que la 

cepa silvestre FP35T, respectivamente. 

Tabla 16. Cuantificación de la producción de EPS en la cepa FP35T de H. anticariensis y sus mutantes 

derivados FP35gacS y FP35gacA. 

Cepa  mgEPS/100ml mgEPS/gPSC (peso seco 

celular) 

FP35T 37,50 167,5 

FP35gacS 21,67 95,2 

FP35gacA 16,67 78,0 

Por otro lado, en los mutantes FP35gacS y FP35gacA complementados in trans con los vectores 

de expresión pJN-GacS y pJN-GacA, respectivamente, el aspecto mucoso del crecimiento 

indicativo de la producción de EPS fue restaurado (Figura 55). 
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Figura 55. Aspecto mucoso del crecimiento de H. anticariensis FP35T
, sus mutantes FP35gacS y FP35gacA y sus 

complementados FP35gacS (pJN-GacS) y FP35gacA (pJN-GacA). El cultivo de las bacterias se realizó en medio MY 

sólido al 7,5% (p/v) de sales tras 5 días de incubación a 32ºC. 

Todos estos resultados sugieren que el sistema regulador de dos componentes GacS/GacA 

modula la producción de EPS en H. anticariensis FP35T. 

1.4. Formación del biofilm en los mutantes gacS/gacA 

Para evaluar la formación de biofilms en los mutantes FP35gacS y FP35gacA y su comparación 

con la cepa silvestre FP35T se empleó la técnica de tinción con cristal violeta. Para ello se 

cuantificó la adhesión de la bacteria a las paredes de los tubos de ensayo (Figura 56a) y las 

paredes de los pocillos de placas microtiter (Figura 56b) donde se habían cultivado. 

En la Figura 56 se muestran los resultados obtenidos tras incubar las bacterias en medio MY al 

7,5% (p/v) de sales durante 48h a 32ºC en agitación. Los mutantes FP35gacS y FP35gacA 

mostraron una disminución de la capacidad de formación del biofilm con respecto a la cepa 

FP35T después de 48h de incubación. Este fenotipo deficiente fue restaurado en los mutantes 

complementados FP35gacS (pJN-GacS) y FP35gacA (pJN-GacA). Estos datos indican que el 

sistema regulador de dos componentes GacS/GacA contribuye positivamente a la formación del 

biofilm en H. anticariensis FP35T. 

 
Figura 56. Formación del biofilm por la cepa FP35T de H. anticariensis, los mutantes FP35gacS y FP35gacA y sus 

complementados FP35gacS (pJN-GacS) y FP35gacA (pJN-GacA) en medio líquido MY 7,5% (p/v) de sales. (a) 

Fotografías de los cultivos tras 48h en reposo en tubos de ensayo. (b) Ensayo en placa microtiter tras 48h en agitación 

y cuantificación mediante tinción con cristal violeta. 
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1.5. Análisis de la movilidad en los mutantes gacS/gacA 

Para estudiar la movilidad en las cepas de H. anticariensis se ensayaron diversos medios de 

cultivos semisólidos a diferentes concentraciones de sales. El cultivo de la cepa silvestre FP35T en 

medio Koser adicionado del 5% (v/v) de sales, 0,5% (p/v) de casamino ácidos, 0,2% (p/v) 

glucosa, 0,02% de MgSO4.7H2O y 0,3% (p/v) de Bacto Agar (Difco) proporcionó las condiciones 

óptimas para un ensayo sensible de la movilidad tipo swimmimg. En la Figura 57 se muestran los 

resultados tras inocular en la superficie del medio de cultivo un volumen de 2 l de cada cultivo 

bacteriano ajustado a un D.O.600nm de ~ 0,2. Los resultados obtenidos tras medir el diámetro del 

crecimiento mostraron una reducción de un 20% de movilidad swimming en los mutantes 

FP35gacS y FP35gacA respecto a la cepa silvestre FP35T. 

 

Figura 57. Estudio de la movilidad en la cepa FP35T de H. anticariensis y sus mutantes FP35gacS y FP35gacA. (a) 

Imágenes representativas de la movilidad swimming. (b) Diámetros del crecimiento de la movilidad swimming tras 48h 

de incubación a 32ºC. 

2. Estudio de los fenotipos controlados por el sistema QS HanR/HanI 

Para determinar el papel del sistema QS HanR/HanI en H. anticariensis FP35T analizamos los 

mismos fenotipos que se ensayaron en los mutantes FP35gacS y FP35gacA. 

2.1. Análisis de la tolerancia al estrés osmótico, la producción de enzimas hidrolíticas, la 

producción de exopolisacáridos, formación del biofilm y la movilidad 

La metodología utilizada para estudiar la tolerancia al estrés osmótico, la producción de enzimas 

hidrolíticas, la producción de EPS, el desarrollo del biofilm, la movilidad en los mutantes 

FP35hanR y FP35hanI fue la misma que se empleó para el análisis de los mutantes FP35gacS y 

FP35gacA. Estos mutantes fueron construidos en el capítulo I. 
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Los mutantes QS FP35hanR y FP35hanI mostraron un comportamiento frente a la sal similar al de 

la cepa FP35T de Halomonas anticariensis; es decir, eran capaces de crecer entre el 0,5 y 15% 

(p/v) de sales. 

Al igual que en el sistema regulador de dos componentes GacS/GacA, la mutación en los 

componentes del sistema QS HanR/HanI no tuvo ningún efecto sobre la producción de enzimas 

hidrolíticas. 

En cuanto a la producción de exopolisacáridos y el desarrollo del biofilm, que son características 

comúnmente reguladas por el sistema QS en las bacterias, los resultados obtenidos en relación 

con los mutantes FP35hanR y FP35hanI no mostraron ninguna diferencia respecto a la cepa 

silvestre H. anticariensis FP35T (Figura 58). El aspecto colonial mucoso, típico de la cepa silvestre, 

era el mismo en los mutantes afectados en el sistema QS (Figura 58a). Así mismo, un resultado 

similar al de la cepa silvestre se obtuvo en el estudio de la formación del biofilm (Figura 58b) y 

de la movilidad swimmig en los mutantes FP35hanR y FP35hanI (Figura 58c). 

 

Figura 58. Estudio fenotípico de la cepa silvestre FP35T de H. anticariensis y sus mutantes FP35hanR y FP35hanI. (a) 

Aspecto colonial. (b) Cuantificación de la formación del biofilm por el ensayo en placa microtiter y tinción con cristal 

violeta. (c) Movilidad swimming. 
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2.2. Microarray fenotípico 

Al no existir diferencias en los fenotipos ensayados en los mutantes FP35hanR y FP35hanI con 

respecto a la cepa silvestre, nos planteamos analizar otros fenotipos que podrían estar 

controlados por QS mediante el uso de la tecnología del microarray fenotípico (Phenotypes 

MicroarrayTM, PM). Para ello se analizó el mutante deficiente en la producción de AHLs FP35hanI 

y la cepa silvestre FP35T de H. anticariensis según la metodología descrita en el apartado 4.1.4 

de Material y Métodos. La tecnología del microarray fenotípico incluye aproximadamente el 

análisis de 2,000 fenotipos en un conjunto de 20 paneles o placas microtiter de 96 pocillos. La 

mitad de estos ensayos están diseñados para estudiar el metabolismo celular y funciones de 

estrés como por ejemplo el pH y los osmolitos (Placas PM01-PM10) y la otra mitad para medir la 

susceptibilidad a 240 inhibidores a cuatro concentraciones diferentes (Placas PM11-PM20). En la 

Figura 59 se muestran los resultados obtenidos de las 20 placas ensayadas (PM01-PM20). Las 

claves correspondientes a cada pocillo están incluidas en la Figura S1 en el apartado de Material 

Suplementario. 

 

Figura 59. Resultados de la comparación de la cepa mutante FP35hanI con la cepa silvestre FP35T mediante análisis 

microarray fenotípico. Los datos cinéticos fueron recogidos mediante el programa OmniLog. Las curvas muestran el 

tiempo cursado (eje horizontal) en función de la cantidad del color púrpura formado a partir de la reducción del 
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tetrazolio (eje vertical) debido a la respiración bacteriana en cada uno de los 96 pocillos. El color rojo indica una alta 

actividad de la cepa silvestre FP35T, mientras que el color verde indica una alta actividad del mutante FP35hanI. 

Cuando ambas cepas tienen la misma actividad o metabolismo en un pocillo, la cinética de color rojo y verde se 

superpone y se produce un color amarillo. 

Los resultados mostraron que el mutante FP35hanI tuvo 65 pérdidas fenotípicas (Tabla 17). Los 

fenotipos deficientes estaban relacionados con el transporte y metabolismo de numerosas fuentes 

de carbono (15), nitrógeno (42) y fosfato (8). 

La comparación de la cinética de las curvas de las placas PM01 y PM02, en las cuales se estudia 

la capacidad de las células de utilizar diferentes fuentes de carbono, mostró que el mutante 

FP35hanI tiene una baja actividad en presencia de L-fucosa, D-ácido glucónico, L-ácido 

glutamico, D,L-ácido málico, ácido acético, L-asparragina, ácido α-ceto-glutárico, L-glutamina, 

adonitol, m-inositol, L-serina, L-alanina, D-arabitol, putrescina y L-alanil-glicina en comparación 

con la cepa silvestre FP35T de H. anticariensis. 

Los resultados de la placa PM03, en la cual se ensaya la capacidad de las células para utilizar 

diferentes compuestos como única fuente de nitrógeno, mostraron que el mutante FP35hanI 

presenta baja actividad en presencia de nitrato, urea, L-asparragina, L-ácido glutamico, L-

glutamina, L-histidina, L-prolina, D-asparragina, etanolamina, putrescina, alantoína, γ-amino-N-

ácido butírico, δ-amino-N-ácido valérico y dipéptidos como: Ala-Gln, Ala-His , Ala-Thr, Gly-Asn, 

Gly-Gln en comparación con la cepa silvestre FP35T de H. anticariensis. 

La placa PM04, que incluye la utilización de fuentes de fosfato y sulfato, mostró que la cepa 

mutante FP35hanI tenía baja actividad en presencia de fosfoenol piruvato, D-glucosa-1-fosfato, 

2-deoxi-D-glucosa 6-fosfato, 6-fosfo-ácido gluconico, citidina-3‟,5‟-ciclica monofosfato, D-

manosa-6-fosfato, Uridina-3‟-monofosfato, Uridina-5‟-monofosfato en comparación con la cepa 

silvestre FP35T de H. anticariensis. 

El resultado del análisis de la placa PM05 que estudia rutas biosintéticas no se tuvo en 

consideración debido que el control negativo registró actividad. 

Los resultados de las placas PM06 y PM07, que permiten determinar rutas relacionadas con el 

catabolismo del nitrógeno, mostraron baja actividad del mutante FP35hanI en presencia de Ala-

Arg, Ala-Pro, Ala-Tyr, Arg-Arg, Asn-Val, Asp-Phe, Glu-Trp, Gly-Ala, His-Tyr, Ile-Arg, Leu-Ala, 

Leu-Arg, Lys-Arg, Lys-Leu, Lys-Lys, Lys-Pro, Pro-Tyr, Thr-Gly, Trp-Lys, Tyr-Gly, Tyr-Lys, Tyr-Phe, 

Tyr-Tyr y γ-Glu-Gly. 

El análisis de la placa PM08 no se tuvo en cuenta debido a que los controles negativo y positivo 

dieron resultados inesperados en comparación con los mismos controles incluidos en las placas 

PM06 y PM07. 
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Los resultados obtenidos del análisis de los paneles PM09 y PM10, diseñados para el estudio del 

estrés osmótico y efecto de ciertos iones, y el pH, indicó que la cepa silvestre FP35T así como el 

mutante FP35hanI no mostraban actividades comparables a excepción de la resistencia del 

mutante en presencia del osmolito β-ácido glutámico en medio al 6% (p/v) de NaCl. 

En la Tabla 17 se muestra un resumen de los resultados destacados del primer conjunto de 

ensayos (PM01-PM10). 

Tabla 17. Resultados del microarray fenotípico de las rutas metabólicas (PM01-PM10) para el mutante 

FP35hanI de H. anticariensis. 

Test Sustrato Modo de acción Fenotipo de la 

cepa 

FP35hanI* 

Fenotipos pérdidos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L-Fucosa 

D-Ácido glucónico 

L-Ácido glutamico 

D,L-Ácido málico 

Ácido acetico 

L-Asparragina 

Ácido α-ceto-glutárico 

L-Glutamina 

Adonitol 

M-Inositol 

L-Serina 

L-Alanina 

D-Arabitol 

Putrescina 

L-Alanil-Glicina 

Fuente de carbono 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

-114 

-51 

-67 

-50 

-63 

-136 

-50 

-122 

-50 

-52 

-113 

-98 

-64 

-108 

-50 

 Nitrato 

Urea 

L-Asparragina 

L-Ácido glutámico 

L-Glutamina 

L-Histidina 

L-Prolina 

D-Asparragina 

Etanolamina 

Putrescina 

Alantoína 

γ-Amino-N-Ácido butirico 

δ-Amino-N-Ácido valerico 

Ala-Gln 

Ala-His  

Ala-Thr 

Gly-Asn 

Gly-Gln 

Fuente de nitrógeno 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

-57 

-69 

-61 

-113 

-61 

-57 

-54 

-55 

-56 

-58 

-116 

-53 

-65 

-74 

-162 

-139 

-62 

-52 
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 Fosfoenol piruvato 

D-glucosa-1-fosfato 

2-deoxi-D-glucosa 6-fosfato 

6-fosfo-ácido gluconico 

Citidina-3‟,5‟-ciclica 

monofosfato 

D-manosa-6-fosfato 

Uridina-3‟-monofosfato 

Uridina-5‟-monofosfato 

Fuente de fosfato 

" 

" 

" 

" 

 

" 

" 

" 

-54 

-152 

-130 

-97 

-57 

 

-57 

-86 

-149 

 Ala-Arg 

Ala-Pro 

Ala-Tyr 

Arg-Arg 

Asn-Val 

Asp-Phe 

Glu-Trp 

Gly-Ala 

His-Tyr 

Ile-Arg 

Leu-Ala 

Leu-Arg 

Lys-Arg 

Lys-Leu 

Lys-Lys 

Lys-Pro 

Pro-Tyr 

Thr-Gly 

Trp-Lys 

Tyr-Gly 

Tyr-Lys 

Tyr-Phe 

Tyr-Tyr 

γ-Glu-Gly 

Peptidos, fuente de Nitrógeno 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

" 

-71 

-70 

-50 

-54 

-104 

-84 

-81 

-88 

-94 

-54 

-58 

-51 

-114 

-68 

-60 

-64 

-68 

-76 

-109 

-65 

-78 

-93 

-50 

-79 

Fenotipos adquiridos NaCl al 6%+β-ácido 

glutámico 

Osmolitos +99 

* El programa Omnilog-PM genera curvas de tiempo cursado debido a la respiración (formación de un color púrpura a causa de la 

reducción del tetrazolio) y calcula la diferencia entre las areas de la cepa mutante y la cepa silvestre. Las unidades son arbitrarias. Los 

valores positivos indican que el mutante muestra una actividad respiratoria más alta que la cepa silvestre; mientras que los valores 

negativos indican que la cepa mutante muestra una actividad respiratoria menor que la cepa silvestre. 

El análisis de las placas PM11-PM20 puso de manifiesto la sensibilidad o resistencia del mutante 

FP35hanI a ciertos compuestos químicos (Tabla 18) (15 pérdidas y 20 ganancias). Como era de 

esperar el mutante FP35hanI, que contiene insertado en el genoma el gen de resistencia a 

kanamicina, ha adquirido resistencia a dicho antimicrobiano. La cepa mutante FP35hanI también 

adquirió resistencia a otros antimicrobianos como la clorhexidina, blasticidina S, cefazolina y 

ácido pipemídico. Además la cepa FP35hanI mostró una alta actividad (resistencia) en presencia 
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de otros inhibidores incluyendo aniones tóxicos como el arsenato sódico y el arsenito sódico, 

entre otros (Tabla 18). 

Tabla 18. Resultados de la susceptibilidad del mutante FP35hanI de H. anticariensis a diferentes 

compuestos químicos (PM11-PM20). 

Test Sustrato Modo de acción Fenotipo de la 

cepa FP35hanI* 

Fenotipos 

pérdidos- 

Sensibilidad 

Higromicina B 

 

Dihidrostreptomicina 

 

Colistina 

Ampicilina 

Fosfomicina 

Cefamandol 

Trimetoprima 

 

5-Fluorouracilo 

Metasilicato de sodio 

Cloruro de litio 

Cloruro cuprico 

Cloruro de cromo 

Umbeliferona 

Hidroxilamina 

 

8-Hidroxiquinolina 

Síntesis de proteínas, subunidad 

ribosomal 30S, aminoglucósido 

Síntesis de proteínas, subunidad 

ribosomal 30S, aminoglucósido 

Membrana, péptido ciclico 

Intercalador ADN, inhibición síntesis ARN 

Pared celular 

Pared celular, cefalosporina 

Antagonista del folato, inhibidor de la  

dihidrofolato reductasa  

Análogo de ácidos nucleicos, perimidina 

Anión tóxico 

Catión tóxico 

Catión tóxico 

Catión tóxico 

Intercalador en el ADN 

Daño ADN, mutagénico, antifolato (inhibe 

la síntesis de timina y metionina) 

Secuestardor, lipofílico  

-114 

 

-148 

 

-133 

-67 

-61 

-96 

-80 

 

-54 

-129 

-116 

-88 

-138 

-111 

-75 

 

-52 

Fenotipos 

adquiridos- 

Resistencia 

Neomicina 

 

Kanamicina 

 

Paromomicina 

 

Tetraciclina 

 

Cefazolina 

Ácido pipemídico 

Ácido oxolínico 

Arsenato sódico 

m-Arsenito sódico 

EGTA 

Oxido de fenilarsina 

Semicarbazida 

hidrochloruro 

D-Serina 

 

4-Aminopiridina 

Síntesis de proteínas, subunidad 

ribosomal 30S, aminoglucósido 

Síntesis de proteínas, subunidad 

ribosomal 30S, aminoglucósido 

Síntesis de proteínas, subunidad 

ribosomal 30S, aminoglucósido 

Síntesis de proteínas, subunidad 

ribosomal 30S, tetraciclina 

Pared celular, cefalosporina 

Topoisomerasa ADN 

Topoisomerasa ADN 

Anión tóxico, análogo PO3-
4 

Anión tóxico 

Secuestrador, Ca2+ 

Inhibidor de la tirosina fosfatasa  

Inhibidor de la amina oxidasa, 

Carcinógeno 

Inhibe la 3PGA dehidrogenasa (L-serina y 

síntesis de pantotenato) 

Inhibidor canal ion K+ 

+116 

 

+54 

 

+50 

 

+51 

 

+85 

+53 

+90 

+109 

+115 

+54 

+143 

+106 

 

+61 

 

+54 

http://es.wikipedia.org/wiki/Dihidrofolato_reductasa
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β-Cl-L-Alanina 

 

5-Cl-7-iodo-8-

hidroxiquinolina 

Cafeína 

 

Clorhexidina 

Blasticidina S 

4-Hidroxicumarina 

Análogo de aminoácidos, alanina, 

inhibidor de laaminotransferasa 

quelador, lipofílico 

 

Inhibidor de la AMP cíclico 

fosfodiesterasa 

membrana, transporte de electrones  

síntesis de proteínas 

intercalador ADN 

+119 

 

+74 

 

+115 

 

+86 

+86 

+84 
* El programa Omnilog-PM genera curvas de tiempo cursado debido a la respiración (formación de un color púrpura a causa de la 

reducción del tetrazolio) y calcula la diferencia entre las areas de la cepa mutante y la cepa silvestre. Las unidades son arbitrarias. Los 

valores positivos indican que el mutante muestra una actividad respiratoria más alta que la cepa silvestre; mientras que los valores 

negativos indican que la cepa mutante muestra una actividad respiratoria menor que la cepa silvestre. 

2.3. Inducción de la transcripción de los genes controlados por el sistema quorum sensing en H. 

anticariensis FP35T 

Para identificar los genes bacterianos que se inducen bajo el control del sistema QS HanR/HanI 

se siguió un enfoque basado en la clonación de pequeños fragmentos del genoma de la cepa 

FP35T de H. anticariensis en el vector pMS402 que contiene un sistema informador desprovisto de 

promotor. Para llevar a cabo este objetivo se procedió a la construcción de una librería de 

promotores. La metodología consistió en la ligación de fragmentos digeridos con la enzima 

Sau3A en el sitio de corte BamHI del plásmido pMS402 (GmR) (véase Tabla 7 en el apartado 

Material y Métodos). Se ensayaron diferentes proporciones de vector:inserto para las reacciones 

de ligación. La transformación de los productos de ligación en E. coli S17 λpir  permitió la 

obtención de una librería aleatoria de promotores en E. coli (LAP-Ec). En cada caso se analizó la 

eficiencia de la inserción mediante PCR a partir de las colonias de 10 transformantes escogidos 

de forma aleatoria. Para las reacciones de PCR se emplearon los cebadores pZE05 (5‟-

CCAGCTGGCAATTCCGA-3‟) y pZE06 (5‟-AATCATCACTTTCGGGAA-3‟), que flanquean el sitio 

de inserción BamHI del plásmido pMS402. Los resultados obtenidos mostraron que 

aproximadamente el 60% de los transformantes analizados contenían insertos con un tamaño 

que osciló entre 250pb hasta 2,5kb. La LAP-Ec se transfirió por conjugación en masa a H. 

anticariensis FP35hanI (KmR), una cepa mutante que ha perdido totalmente la capacidad de 

producción de AHLs, obteniéndose así la librería aleatoria de promotores en H. anticariensis 

(LAP-Ha). 

El sistema informador del plásmido pMS402, que contiene el operón luxCDABE desprovisto de 

promotor, es un sistema sensible que detecta fácilmente posibles regiones promotoras y no 

requiere la adición de sustratos para su inducción. Los clones positivos, es decir, aquellos que 

contenían promotores se identificaron mediante la producción de luz. 
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El rastreo de la LAP-Ha se realizó en medio de cultivo SWYE al 2% (p/v) de sales no 

suplementado con moléculas señal y en medio suplementado con moléculas señal (C4, C6, C8 y 

C12-HSL) a una concentración final de 1 M. La actividad promotora en los transconjugantes se 

detectó directamente en los cultivos mediante la medida de la luminiscencia. De esta manera, se 

rastrearon aproximadamente 4,180 transconjugantes de los cuales 587 candidatos contenían 

posibles regiones promotoras que se inducían o reprimían en presencia de las AHLs (Tabla 19). 

Tabla 19. Expresión diferencial relativa de los clones candidatos en respuesta a AHLs. 

Tipo de regulación 

Número de promotores que presentan una 

diferencia relativa de expresión en presencia de 

AHLs 

Positiva 

     >1,5 veces 

     1,5 veces 

     Total 

 

262 

10 

272 

Negativa 

     >1,5 veces 

     1,5 veces 

     Total 

 

10 

305 

315 

En la actualidad, los candidatos seleccionados son objeto de un estudio de confirmación de su 

expresión diferencial relativa, tanto en presencia de AHLs sintéticas como de extractos de AHLs 

de H. anticariensis FP35T. Una vez confirmada la actividad promotora se procederá a la 

secuenciación y posterior clasificación e identificación de los genes diana regulados por QS. 

 

DISCUSIÓN 

En este capítulo hemos analizado varios fenotipos en Halomonas anticariensis FP35T, tales como 

la producción de EPS y la formación del biofilm, que generalmente están asociados a los sistemas 

de comunicación intercelular descritos en otras especies bacterianas. 

Los resultados del análisis fenotípico mostraron que el sistema regulador de dos componentes 

GacS/GacA controlaba la producción de EPS en H. anticariensis FP35T, tal y como ocurre por 

ejemplo en la bacteria Azotobacter vinelandii. El regulador de respuesta GacA de esta bacteria 

controla la síntesis de los polímeros alginato y poli-β-hidroxibutirato, mediante la regulación de 

la expresión del factor alternativo rpoS, responsable del control de funciones celulares en fase 

estacionaria de crecimiento (Castañeda y col., 2000). Sin embargo en Pseudomonas aeruginosa 

PAO1 se ha demostrado que el sistema GacS/GacA regula la producción de moléculas señal 

AHLs que son las encargadas de inducir la expresión del gen rpoS y éste a su vez activa la 
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síntesis de alginato, factores de virulencia, piocianina, exotoxina A, elastasa y de enzimas 

lipasas, principalmente durante la fase estacionaria (Latifi y col., 1995; Reimmann y col., 1997; 

Winson y col., 1995). En H. anticariensis FP35T, el sistema QS basado en las AHLs no parece 

estar implicado en la producción de EPS ya que este fenotipo no se ha visto afectado en los 

mutantes FP35hanR y FP35hanI. Es posible que el sistema GacS/GacA actúe bien directamente 

sobre la expresión de los genes de la síntesis del EPS o bien a través de otra ruta de regulación a 

nivel transcripcional o postranscripcional, al igual que se ha descrito en otras bacterias. 

Los EPSs producidos por los microorganismos desempeñan múltiples funciones que generalmente 

se traducen en acciones beneficiosas para los mismos (Chen y col., 1995). Algunas de las 

funciones más importantes de los EPS es facilitar la adhesión microbiana a superficies inertes o 

biológicas, permitiendo así la colonización de las mismas con la consiguiente formación de un 

agregado de células bacterianas que daría lugar a un biofilm (Sutherland, 1999; Flemming y 

col., 2007). Numerosas evidencias experimentales sugieren que el proceso de formación del 

biofilm está regulado por una compleja cascada de reguladores (Dennis y col., 2003; Nadell y 

col., 2008; Parkins y col., 2001; Xavier y Foster, 2007). Un trabajo pionero en Pseudomonas 

aeruginosa demostró que el proceso de formación del biofilm está regulado por el sistema QS 

(Davies y col., 1998). 

En H. anticariensis FP35T, el proceso de formación del biofilm no parece estar bajo el control del 

sistema QS HanR/HanI ya que los mutantes FP35hanR y FP35hanI no han mostrado diferencia 

alguna con respecto a la cepa silvestre. Sin embargo, como cabía esperar en los mutantes 

FP35gacS y FP35gacA el desarrollo del biofilm se ha visto afectado. Este resultado viene 

apoyado por el hecho de que el sistema regulador de dos componentes GacS/GacA controla la 

producción de EPS, que es esencial para el proceso de formación del biofilm bacteriano ya que 

constituye gran parte de la matriz del biofilm. En Halomonas maura se ha demostrado que el EPS 

conocido como maurano es imprescindible para la formación del biofilm, lo que podría facilitar 

a dicha bacteria adherirse a superficies inertes o vivas como raíces de plantas que crecen en los 

suelos salinos (Llamas y col., 2006). Por otro lado hemos puesto de manifiesto que el sistema 

GacS/GacA afecta la movilidad que en algunas bacterias ayuda a la primera etapa de 

formación del biofilm aunque no parece ser un requisito esencial. 

En resumen, los resultados obtenidos indican que el sistema regulador de dos componentes 

GacS/GacA regula de forma positiva la producción del EPS, la movilidad y con ello el proceso 

de formación del biofilm en H. anticariensis FP35T. Este sistema, por tanto, influye en la 

adaptación de la bacteria al medio ambiente, transmitiendo la señal ambiental al interior celular 

para adecuar la expresión de los genes implicados. Por otro lado, aunque el sistema regulador 

de dos componentes GacS/GacA controla el sistema QS HanR/HanI, no parece actuar a través 

del mismo en la regulación de los fenotipos ensayados. 
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Con el objetivo de determinar el papel del sistema QS HanR/HanI en H. anticariensis FP35T 

utilizamos la tecnología del microarray fenotípico que permite un barrido de aproximadamente 

de 2,000 fenotipos. 

El análisis de la cepa mutante FP35hanI en comparación con la cepa silvestre FP35T de H. 

anticariensis mediante esta tecnología mostró que el mayor número de fenotipos perdidos por la 

cepa mutante FP35hanI estaban relacionados con las rutas metabólicas y los sistemas de 

transporte de carbohidratos, nitrógeno y fosfato (Figura 59; Tabla 17). Datos similares fueron 

puestos de manifiesto en otras bacterias mediante otros enfoques como los análisis 

transcriptómicos y proteómicos. Por ejemplo, en Pseudomonas aeruginosa se demostró que el 

sistema QS controla el catabolismo del carbono y el metabolismo del nitrógeno (Wagner y col., 

2003). Otro estudio en esta bacteria mostró que los genes implicados en la utilización de 

carbohidratos y en el transporte de nutrientes están reprimidos por el sistema QS (Shuster y col., 

2003). Análisis proteómicos en Sinorhizobium meliloti indicaron que las moléculas señal C16:1-

HSL y C14-HSL afectan de forma directa o indirecta los niveles de proteínas implicados en el 

metabolismo del carbono y nitrógeno, la síntesis de nucleótidos así como el metabolismo 

secundario (Chen y col., 2003). Estos estudios revelan la importancia de los sistemas QS en la 

regulación del uso preferencial de las vías metabólicas y de los sistemas de transporte en función 

de las condiciones ambientales. 

Teniendo en cuenta que las membranas celulares son el primer punto de contacto entre la célula y 

su medio ambiente, los transportadores localizados en la membrana facilitan la entrada de los 

nutrientes y metabolitos así como el flujo de compuestos tóxicos. De hecho Wagner y 

colaboradores (2003) en un análisis transcriptómico realizado en P. aeruginosa demostró que 60 

genes regulados por QS (31 genes activados y 29 genes reprimidos) codificaban y controlaban 

proteínas de membrana. 

En este sentido se ha demostrado que los sistemas de transporte MDR (del inglés Multi Drug 

Resistance) son capaces de expulsar de forma relativamente inespecífica un amplio número de 

sustratos no relacionados entre sí estructuralmente. Estos transportadores no actúan simplemente 

como sistemas de multiresistencia a antibióticos si no que también juegan un papel importante en 

los procesos de detoxificación de metabolitos intracelulares, homeostasis celular y transporte de 

las señales intracelulares, que son relevantes para el comportamiento fisiológico y ecológico de 

las bacterias en su ecosistema natural (Martinez y col., 2009; Sánchez Díaz, 2003). 

Los datos del análisis del microarray fenotípico mostraron que el mutante QS FP35hanI había 

adquirido sensibilidad y resistencia hacia ciertos compuestos químicos como antimicrobianos, 

aniones y cationes tóxicos y otros inhibidores de procesos celulares con respecto a la cepa 

silvestre (Figura 59; Tabla 18). Estos resultados nos sugieren que el sistema QS podría ejercer un 
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control sobre los transportadores de dichos compuestos ya que estos sustratos no son 

metabolizables. En Pseudomonas aeruginosa, se demostró que el sistema transportador MexAB-

OprM perteneciente a la superfamilia RND (del inglés Resistance Nodulation cell Division) se 

induce en fase estacionaria en presencia de moléculas señal QS del tipo C4-HSL (Evans y col., 

1999; Maseda y col., 2004). En Bacteroides fragilis, que contiene reguladores ortólogos del tipo 

LuxR, también se ha descrito que en presencia de AHLs exógenas se modula la expresión de la 

bomba de flujo BmeB perteneciente a la superfamilia RND (Pumbwe y col., 2008). Aparte de 

estos ejemplos, se ha propuesto también en otras especies bacterianas como Burkholderia 

pseudomallei y E. coli el control del sistema QS sobre los transportadores MDR (Chan y Chua, 

2005; Chan y col., 2007; Yang y col., 2006). 

Aunque la función fisiológica principal de los transportadores MDR no sea el flujo de las 

moléculas señal QS como es el caso en P. aeruginosa y B. pseudomallei, parece ser que juegan 

un papel relevante en la respuesta QS (Chan y Chua, 2005; Chan y col., 2007; Maseda y col., 

2004). Es posible que H. anticariensis altere la expresión de ciertas bombas de flujo para 

adecuar la respuesta QS y adaptarse de forma rápida al medioambiente. 

Aunque los resultados obtenidos mediante la tecnología del microarray fenotípico son 

reproducibles cabe mencionar que son preliminares y necesitan ser confirmados en pruebas 

individuales en tubos de ensayo en las mismas condiciones ensayadas. Además es necesario 

realizar dichas pruebas fenotípicas en el mutante complementado para confirmar la restauración 

del fenotipo. 

Con la misma finalidad, es decir, para arrojar luz sobre el papel del sistema QS HanR/HanI en 

H. anticariensis FP35T decidimos usar una aproximación de tipo molecular. Para ello se pueden 

elegir diferentes enfoques, como por ejemplo el análisis proteómico (Cantero y col., 2006; Chen 

y col., 2003; Goo y col., 2010) o el uso de la tecnología de los microarray basados en ADN o 

ARN con sus limitaciones (Vasil, 2003). En nuestro caso escogimos una estrategia que consistió 

en la inducción de la transcripción de los genes mediante el clonaje de pequeños fragmentos de 

ADN corriente arriba de un gen informador para buscar posibles secuencias promotoras (Aguilar 

y col., 2003; Bjarnason y col., 2003; Duan y col., 2003; Marra y col., 2002; Pothier y col., 

2007; Subsin y col., 2007). 

De los resultados iniciales que hemos obtenido podemos destacar que se consiguió la 

construcción de una librería de promotores aleatoria (LPA-Ha) en la cepa mutante FP35hanI de 

H. anticariensis y se realizó un primer rastreo de la misma con resultados prometedores aunque 

entendemos que todavía nos falta optimizar y completar algunas etapas del experimento. 

Primero, continuar con el rastreo de la librería hasta alcanzar una representación significativa del 

genoma de H. anticariensis FP35T; segundo, confirmar en los clones seleccionados la diferencia 
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de expresión relativa mostrada en presencia de las AHLs; tercero, identificar y clasificar los genes 

bajo control de la actividad promotora en los candidatos seleccionados; y finalmente, confirmar y 

analizar la expresión génica promotora mediante PCR cuantitativa a tiempo real o RT-PCR. 
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 

Resultado PM01 (Fuentes de carbono) 

 

Clave PM01 
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Resultado PM02 (Fuentes de carbono) 

 

Clave PM02 
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Resultado PM03 (Fuentes de nitrógeno) 

 

Clave PM03 
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Resultado PM04 (Fuentes de fosfato y sulfato) 

 

Clave PM04 
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Resultado PM05 (Suplementos nutritivos) 

 

Clave PM05 
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Resultado PM06 (Peptidos como fuente de nitrógeno) 

 

Clave PM06 
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Resultado PM07 (Peptidos como fuente de nitrógeno) 

 

Clave PM07 
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Resultado PM08 (Peptidos como fuente de nitrógeno) 

 

Clave PM08 
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Resultado PM09 (Osmolitos) 

 

Clave PM09 
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Resultado PM10 (pH) 

 

Clave PM10 
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Resultado PM11 (Sensibilidad a compuestos químicos) 

 

Clave PM11 
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Resultado PM12 (Sensibilidad a compuestos químicos) 

 

Clave PM12 
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Resultado PM13 (Sensibilidad a compuestos químicos) 

 

Clave PM13 

 

  

  



Resultados y Discusión: Capítulo III 

[152] 
Ali TAHRIOUI 

Resultado PM14 (Sensibilidad a compuestos químicos) 

 

Clave PM14 
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Resultado PM15 (Sensibilidad a compuestos químicos) 

 

Clave PM15 
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Resultado PM16 (Sensibilidad a compuestos químicos) 

 

Clave PM16 
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Resultado PM17 (Sensibilidad a compuestos químicos) 

 

Clave PM17 
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Resultado PM18 (Sensibilidad a compuestos químicos) 

 

Clave PM18 
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Resultado PM19 (Sensibilidad a compuestos químicos) 

 

Clave PM19 
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Resultado PM20 (Sensibilidad a compuestos químicos) 

 

Clave PM20 

 
Figura S1. Resultados y claves de la comparación del microarray fenotípico (PM01-PM20) de la cepa mutante 

FP35hanI y la cepa silvestre FP35T de H. anticariensis. 
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Capítulo IV. 

Detección de sistemas quorum sensing en la familia 

Halomonadaceae 
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RESUMEN 

El análisis de la producción de moléculas señal de los sistemas quorum sensing (QS) en una 

colección de 42 especies pertenecientes a la familia Halomonadaceae indicó que todas ellas 

producían N-acilhomoserín lactonas (AHLs) lo que sugiere que el sistema QS está ampliamente 

distruibido en este grupo taxonómico. El análisis de los extractos de AHLs mediante 

cromatografía en capa fina (TLC) mostró diferentes patrones de moléculas mediante el uso de la 

cepa biosensora Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4) lo que indicó la diversidad en la 

producción de moléculas AHLs que no parece depender del hábitat de aislamiento. Para 

confirmar la producción de AHLs se estudió la distribución del gen sintasa en las especies 

analizadas mediante PCR y secuenciación. Posteriormente se hizo un análisis filogenético con los 

datos de las secuencias obtenidas. Los resultados pusieron de manifiesto que la mayoría de las 

especies de la familia Halomonadaceae poseían el gen sintasa y al realizar un análisis 

filogenético basado en la secuencia de este gen, estas bacterias quedaban agrupadas en un 

mismo cluster, claramente separado de otras especies de la clase Gammaproteobacteria y por 

supuesto de la clase Alphaproteobacteria y Betaproteobacteria. 

ABSTRACT 

An analysis of the production of quorum-sensing (QS) signal molecules in 42 species belonging to 

the Halomonadaceae family revealed that all of them produced N-acyl homoseríne lactones 

(AHLs), which suggests that the QS system is widespread throughout this group of bacteria. Thin-

layer chromatography analysis of crude AHL extracts, using Agrobacterium tumefaciens NTL4 

(pZLR4) as biosensor strain, resulted in different profiles, thus indicating that the diversity of AHL 

production would seem to have little to do with the habitat of the species. To confirm AHL 

production we studied the distribution of the synthase gene in the species in question by PCR and 

sequencing followed by a phylogenetic analysis undertaken on the basis of the the sequence data. 

The results showed that most species belonging to the Halomonadaceae family bear the 

autoinducer synthase gene. Phylogenetic analysis showed that all the sequences from this group of 

bacteria grouped together to form a cluster within the Gammaproteobacteria class, clearly 

separate from other species in this class and obviously so from species belonging to the 

Alphaproteobacteria and Betaproteobacteria. 
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La familia Halomonadaceae fue creada en 1988 para englobar los géneros Deleya y Halomonas 

(Franzmann y col., 1988). Está familia pertenece al orden Oceanospirillales y a la clase 

Gammaproteobacteria (Garrity y col., 2005). Este grupo de bacterias es uno de los tipos 

taxonómicos más abundantes de bacterias cultivables en los suelos salinos. Hoy en día esta 

familia agrupa más de 100 especies clasificadas en una decena de géneros (Aidingimonas, 

Carnimonas, Chromohalobacter, Cobetia, Halomonas, Halotalea, Kushneria, Modicisalibacter, 

Salinicola y Zymobacter), de entre los cuales, el más representativo es el género Halomonas. En 

la actualidad Halomonas contiene más de 70 especies (www.bacterio.cict.fr), muchas de las 

cuales han sido descritas por nuestro grupo de investigación (Euzéby, 2012). Las especies de 

Halomonas son bacilos Gram negativos aerobios, quimioheterótrofos y muy versátiles desde el 

punto de vista ecológico, fisiológico y metabólico, al menos en el laboratorio. La mayoría de los 

representantes de la familia Halomonadaceae son halófilos moderados, aunque también existen 

algunos halófilos débiles y halotolerantes. 

En este capítulo se pretende por un lado detectar y estudiar la diversidad de las moléculas señal 

tipo AHL y por otro lado determinar la distribución del gen sintasa responsable de la producción 

de autoinductores en las bacterias halófilas particularmente en miembros de la familia 

Halomonadaceae. 

 

RESULTADOS 

1. Detección de moléculas señal QS en especies de la familia Halomanadaceae 

Un total de 42 especies pertenecientes a siete géneros de la familia Halomonadaceae 

(Chromohalobacter, Cobetia, Halomonas, Halotalea, Kushneria, Modicisalibacter y Salinicola) 

fueron ensayadas para la detección de moléculas señal tipo AHL (véase Tabla 6 en el apartado 

de Material y Métodos). En la Tabla 20 se muestran los hábitats de los que se aislaron las 

especies estudiadas incluyéndose suelos salinos, ambientes marinos, lagos salinos templados y 

antárticos, alimentos salados, aguas saladas de yacimientos petrolíficos, etc. 

Debido a los altos requerimientos salinos de las bacterias halófilas no pudimos utilizar un ensayo 

en placa para la detección de autoinductores ya que requiere el crecimiento de las bacterias 

biosensoras junto a las bacterias halófilas en un mismo medio de cultivo en condiciones óptimas. 

Para paliar este problema decidimos extraer las moléculas señal de todas las cepas halófilas 

según la metodología descrita en el apartado 2.1 de Material y Métodos. A continuación 

mediante un ensayo de difusión en placas de agar empleando los biosensores Chromobacterium 

violaceum CV026 y Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4) determinamos la presencia o 
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ausencia de las AHLs en los extractos obtenidos. La cepa Halomonas anticariensis FP35T se utilizó 

como control positivo. 

Los resultados se muestran en la Tabla 20. Todos los extractos de moléculas señal analizados 

fueron capaces de inducir una respuesta en el biosensor A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) mientras 

que en el biosensor C. violaceum CV026 todas las cepas dieron una respuesta negativa a 

excepción de la cepa Halomonas rifensis HK31T. En un principio, estos resultados sugieren que la 

mayoría de las cepas ensayadas son capaces de producir autoinductores. 

Tabla 20. Activación de las cepas biosensoras por las especies de la familia Halomonadaceae. 

Especies bacterianas Origen  CV026 NTL4 

Chromohalobacter     

1. Chr. salexigens DSM3043T Salinas solares (Holanda) - + 

Cobetia     

2. Cob. marina DSM4741T Agua de mar (EE. UU.) - + 

Halomonas     

3. H. alimentaria YKJ‐16T Jeotgal (comida tradicional coreana 

fermentada) 

- + 

4. H. almeriensis M8T Salina solar (España) - + 

5. H. anticariensis FP35T Suelo salino (España)  + + 

6. H. aquamarina DSM 30161T  Océano Pacífico - + 

7. H. campaniensis 5AGT Estanque de agua mineral (Italia) - + 

8. H. cerina SP4T Suelo salino (España) - + 

9. H. denitrificans M29T Agua salina (Corea) - + 

10. H. desiderata FB2T Aguas residuales municipales (Alemania) - + 

11. H. elongata ATCC 33173T Salinas solares (Holanda) - + 

12. H. eurihalina ATCC 49336T Hábitats hipersalinos (Lagunas y suelos 

salinos) y agua de mar (España y Chile) 

- + 

13. H. fontilapidosi 5CRT Laguna salina (España) - + 

14. H. gudaonensis SL014B-69T Suelo salino contaminado con crudo de 

petróleo (China) 

- + 

15. H. halmophila ATCC 19717T Mar Muerto - + 
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16. H. halodenitrificans DSM 5160T Carne en salmuera - + 

17. H. halodurans DSM 5160T Agua de estuario (EE. UU.) - + 

18. H. koreensis SS20T Salina solar (Corea) - + 

19. H. magadiensis 21 MIT Sedimentos litorales de lagos salinos y 

alcalinos de África oriental 

- + 

20. H. maura S-31T Salina solar (Marruecos) - + 

21. H. meridiana DSM 5425T Lagos salinos antárticos - + 

22. H. mongoliensis Z-7009T Sedimentos de un lago salino y alcalino de 

Mongolia 

- + 

23. H. nitroreducens11ST Salina solar (Chile) - + 

24. H. organivorans G-16.1T Suelos salinos (España) - + 

25. H. pacifica DSM 4742T Océano Pacífico - + 

26. H. pantelleriensis AAPT Arena de la Isla Pantelleria (Italia) - + 

27. H. ramblicola RS-16T Suelos salinos (España) - + 

28. H. rifensis HK31T Salina solar (Marruecos) + + 

29. H. saccharevitans AJ275T Ambiente hipersalino (Chile) - + 

30. H. salina F8-11T Suelos hipersalinos, estanques y lagos 

salados, agua de mar (España) 

- + 

31. H. shengliensis SL014B-85T Suelo salino contaminado con crudo de 

petróleo (China) 

- + 

32. H. stenophila N12T Suelos salinos  - + 

33. H. subglaciescola DSM 4683T Lago salino antártico (Lago orgánico). - + 

34. H. variabilis DSM 3051T Brazo norte del Gran Lago Salado (EE. UU.) - + 

35. H. ventosae Al12T Suelos salinos (España) - + 

Halotalea    

36. Halot. alkalilenta AW-7T Desecho alcalino de aceituna molida 

(alpeorujo)  

- + 

Kushneria     

37. K. avicanniae MW2aT Hoja de Avicennia germnans (Puerto rico) - + 

38. K. indalinina CG2.1T Salina solar (España) - + 

39. K. marisflavi SW3aT Agua de mar (Corea) - + 
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Modicisalibacter     

40. M. tunisiensis LIT2T Inyección de agua en yacimientos 

petrolíferos (Túnez) 

- + 

Salinicola    

41. S. halophilus CG4.1T Salina solar (España) - + 

42. S. salaria M27T Agua salina (Corea) - + 

2. Caracterización de las moléculas señal producidas por las especies de la familia 

Halomanadaceae 

La producción de autoinductores en las especies de la familia Halomonadaceae fue confirmada 

mediante TLC empleando para el revelado la cepa biosensora A. tumefaciens NTL4 (pZLR4). Esta 

cepa fue elegida en base a su capacidad de responder a una amplia gama de moléculas señal 

AHLs (Véase Tabla 8 en el apartado de Material y Métodos). El análisis de los patrones obtenidos 

mediante TLC mostraron que la mayoría de las cepas producían de una a tres manchas de 

diferentes intensidades; la cepa Halomonas rifensis HK31T presentó un patrón de AHLs similar al 

de la cepa H. anticariensis FP35T (Figura 60). 

 

 

Figura 60. Análisis TLC de las AHLs producidas por las 42 especies de la familia Halomonadaceae. Carril 1, 

Chromohalobacter salexigens DSM3043T; Carril 2, Cobetia marina DSM4741T; carril 3, Halomonas alimentaria 
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YKJ‐16T; carril 4, H. almeriensis M8T; carril 5, H. anticariensis FP35T; carril 6, H. aquamarina DSM 30161T; carril 7, H. 
campaniensis 5AGT; carril 8, H. cerina SP4T; carril 9, H. denitrificans M29T; carril 10, H. desiderata FB2T; carril 11, H. 

elongata ATCC 33173T; carril 12, H. eurihalina ATCC 49336T, carril 13, H. fontilapidosi 5CRT, carril 14, H. 

gudaonensis SL014B-69T; carril 15, H. halmophila ATCC 19717T; carril 16, H. halodenitrificans ATCC 13511T; carril 

17, H. halodurans DSM 5160T; carril 18, H. koreensis SS20T; carril 19, H. magadiensis 21 MIT; carril 20, H. maura S-

31T; carril 21, H. meridiana DSM 5425T; carril 22, H. mongoliensis Z-7009T; carril 23, H. nitroreducens 11ST; carril 

24, H. organivorans G-16.1T; Carril 25, H. pacifica DSM 4742T; carril 26,  H. pantelleriensis AAPT; carril 27, H. 

ramblicola RS-16T; carril 28, H. rifensis HK31T; carril 29, H. saccharevitans AJ275T; carril 30, H. salina F8-11T; carril 

31, H. shengliensis SL014B-85T; carril 32, H. stenophila N12T; carril 33, H. subglaciescola DSM 4683T; carril 34, H. 

variabilis DSM 3051T; carril 35, H. ventosae Al12T, carril 36, Halotalea alkalilenta AW-7T; carril 37, Kushneria 

avicenniae MW2aT; carril 38, K. indalinina CG2.1T; carril 39, K. marisflavi SW3aT; carril 40, Modicisalibacter 
tunisiensis LIT2T; carril 41, Salinicola halophilus CG4.1T; carril 42, S. salarius M27T. Carril S; AHLs comerciales que se 

utilizaron como referencia: oxo-C6-HSL (4,7pmol), C6-HSL (804pmol), C8-HSL (31,6pmol), C10-HSL (2nmol), C12-HSL 

(4.8nmol). 

La Tabla 21 muestra un resumen de las AHLs detectadas según su migración en la placa TLC 

(Figura 60). Todas las especies de la familia Halomonadaceae producen la molécula señal C6-

HSL. 

Tabla 21. Caracterización de AHLs en los miembros de la familia Halomonadaceae mediante TLC 

empleando el biosensor A. tumefaciens NTL4 (pZLR4). 

Cepas productoras Número de 

manchas 

Identificación de las AHLs en función de su 

migración en la TLC 

Chromohalobacter salexigens 
DSM3043T 

2-3 C6-HSL, 3-oxo-C6-HSL 

Cobetia marina DSM4741T 1-2 C6-HSL 

Halomonas alimentaria YKJ‐16T 2-3 C6-HSL, 3-oxo-C6-HSL 

H. almeriensis M8T 1-2 C6-HSL 

H. anticariensis FP35T 2-3 C8-HSL, C6-HSL, 3-oxo-C6-HSL 

H. aquamarina DSM 30161T 1-2 C6-HSL 

H. campaniensis 5AGT 1-2 C6-HSL 

H. cerina SP4T 2-3 C6-HSL, 3-oxo-C6-HSL 

H. denitrificans M29T 2-3 C6-HSL, 3-oxo-C6-HSL 

H. desiderata FB2T 2-3 C8-HSL, C6-HSL 

H. elongata ATCC 33173T 1-2 C6-HSL 

H. eurihalina ATCC 49336T 2-3 C8-HSL, C6-HSL 

H. fontilapidosi 5CRT 1-2 C6-HSL 

H. gudaonensis SL014B-69T 1-2 C6-HSL 

H. halmophila ATCC 19717T 1-2 C6-HSL 

H. halodenitrificans ATCC 13511T 1-2 C6-HSL 

H. halodurans DSM 5160T 1-2 C6-HSL 

H. koreensis SS20T 2-3 C6-HSL, 3-oxo-C6-HSL 

H. magadiensis 21 MIT 1-2 C6-HSL 

H. maura S-31T 2-3 C8-HSL, C6-HSL 

H. meridiana DSM 5425T 1-2 C6-HSL 

H. mongoliensis Z-7009T 1-2 C6-HSL 

H. nitroreducens 11ST 1-2 C6-HSL 
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H. organivorans G-16.1T 1-2 C6-HSL 

H. pacifica DSM 4742T 1-2 C6-HSL 

H. pantelleriensis AAPT 1-2 C6-HSL 

H. ramblicola RS-16T 1-2 C6-HSL 

H. rifensis HK31T 2-3 C8-HSL, C6-HSL, 3-oxo-C6-HSL 

H. saccharevitans AJ275T 1-2 C6-HSL 

H. salina F8-11T 1-2 C6-HSL 

H. shengliensis SL014B-85T 1-2 C6-HSL 

H. stenophila N12T 1-2 C6-HSL 

H. subglaciescola DSM 4683T 1-2 C6-HSL 

H. variabilis DSM 3051T 1-2 C6-HSL 

H. ventosae Al12T 1-2 C6-HSL 

Halotalea alkalilenta AW-7T 2-3 C8-HSL, C6-HSL 

Kushneria avicenniae MW2aT 1-2 C6-HSL 

K. indalinina CG2.1T 1-2 C6-HSL 

K. marisflavi SW3aT 2-3 C8-HSL, C6-HSL 

Modicisalibacter tunisiensis LIT2T 1-2 C6-HSL 

Salinicola halophilus CG4.1T 2-3 C8-HSL, C6-HSL 

S. salarius M27T 1-2 C6-HSL 

3. Distribución del gen sintasa de las AHLs en las especies de la familia 

Halomanadaceae 

Para determinar si el gen sintasa responsable de la producción de AHLs está ampliamente 

distruibido en las bacterias objeto de este estudio, y que se detallan en la Tabla 20, se llevaron a 

cabo reacciones de PCR empleando cebadores diseñados a partir de la secuencia del locus 

hanR/hanI QS de la cepa H. anticariensis FP35T caracterizado en el capítulo I de la presente 

Tesis Doctoral. Los cebadores fueron diseñados con la idea de amplificar un fragmento del gen 

sintasa que se corresponde con una parte conservada en los genes de la familia luxI. Para las 

reacciones de PCR se emplearon los cebadores LuxIsub-Ha-F (5‟-CATTGTTGTTGAGACAG-3‟) y 

LuxIsub-Ha-R (5‟-CTCTTTCCCTTATGAACGA-3‟). 

En las condiciones ensayadas logramos amplificar el fragmento esperado (aproximadamente 

350pb) en 32 de las 42 especies estudiadas. En las 10 restantes no descartamos la presencia del 

gen sintasa ya que existen otras familias de proteínas diferentes a LuxI que también sintetizan 

AHLs. 

La secuenciación de los fragmentos amplificados y el posterior análisis mediante el programa 

MEGA usando el método Neighbour-Joining nos permitieron establecer la distribución 

filogenética del gen sintasa de AHLs en las cepas ensayadas (Figura 61). 
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Figura 61. Distribución del gen sintasa en los miembros de la familia Halomondaceae con respecto a su distribución 

taxonómica. Árbol filogenético basado en la secuencia del gen ARNr 16S que muestra la relación entre los miembros 

de la familia Halomonadaceae obtenido mediante el método de neighbour-joining (NJ). Los números de acceso de las 

secuencias en la base de datos GenBank se indican entre paréntesis. En color azul muestra la presencia y en color rojo 

la ausencia de producto de PCR en los miembros de la familia Halomonadaceae estudiados. 

En la Figura 62 se muestra un árbol filogenético de la distribución del gen luxI en las especies de 

la familia Halomonadaceae con respecto a otras especies de la clase Gammaproteobacteria y a 

miembros de las clases Alphaproteobacteria y Betaproteobacteria. El árbol filogenético fue 

obtenido a partir de la secuencia del fragmento amplificado del gen sintasa mediante el 

programa MEGA usando el método Neighbour-Joining. En el árbol filogenético se puede 

observar que todas las secuencias correspondientes al gen sintasa de las especies de la familia 

Halomonadaceae se agrupan en un cluster separado de otras secuencias de genes sintasas de la 

clase Gammaproteobacteria. Este resultado refleja la posición taxonómica de este grupo de 

bacterias halófilas. Algunas de las secuencias de los genes sintasas de las clases 
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Alphaproteobactaria y Betaproteobacteria se encuentran entremezcladas lo que refleja la 

relación relativamente estrecha entre las dos clases de proteobacterias. Sin embargo, la mayoría 

de las secuencias de la clase Alfaproteobacteria se agruparon entre si formando un cluster 

separado. 

 

Figura 62. Árbol filogenético basado en un fragmento del gen luxI, obtenido mediante el método Neighbour-Joining. 

Los números de acceso en la base de datos GenBank de las secuencias se encuentran entre paréntesis. 
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DISCUSIÓN 

La ubiquidad de los miembros de la familia Halomonadaceae y su versatilidad metabólica 

sugiere que los comportamientos en comunidad basados en mecanismos de regulación complejos 

de comunicación intercelular son importantes para su adaptación a las condiciones fluctuantes 

del medio ambiente que habitan. Teniendo en cuenta la diversidad de las cepas objeto de estudio 

y de sus respectivos hábitats era interesante determinar si el sistema QS basado en las moléculas 

AHLs estaba conservado en las especies de la familia Halomonadaceae. Al inicio de este trabajo 

se había detectado la presencia de moléculas señal QS tipo AHLs en cuatro especies productoras 

de EPSs pertenecientes al género Halomonas, H. anticariensis, H. eurihalina, H. maura y H. 

ventosae mediante el uso de los biosensores C. violaceum CV026 y A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) 

(Llamas y col., 2005). Mediante el uso de los mismos biosensores hemos analizado un total de 42 

especies que representan a siete géneros de la familia Halomonadaceae: Chromohalobacter (1 

especie), Cobetia (1 especie), Halomonas (33 especies), Halotalea (1 especie), Kushneria (3 

especies), Modicisalibacter (1 especie) y Salinicola (2 especies). El resultado de los ensayos de 

difusión en placas de agar de los extractos de AHLs indicó que todas las especies analizadas 

inducían una respuesta en el biosensor A. tumefaciens NTL4 (pZLR4). Sin embargo sólo una 

especie (Halomonas rifensis HK31T) dio respuesta en la cepa biosensora C. violaceum CV026, 

junto con la cepa H. anticariensis FP35T que se utilizó como control. La no detección de 

autoinductores en las cepas restantes mediante la cepa biosensora C. violaceum CV026 podría 

ser debido a que las cepas estudiadas no producen autoinductores en cantidades suficientes para 

poder ser detectados. 

En resumen, estos resultados amplian la lista de las especies de la familia Halomonadaceae 

productoras de autoinductores e indican que el sistema QS basado en las moléculas AHLs está 

ampliamente distruibido en este grupo. 

El análisis mediante TLC de las moléculas señal QS tipo AHLs de las especies de la familia 

Halomonadaceae mostró diferentes patrones lo que indicó una diversidad independientemente de 

su origen. Teniendo en cuenta los patrones obtenidos, la mayoría de las moléculas AHLs 

presentaron movilidades similares a las moléculas comerciales 3-oxo-C6-HSL, C6-HSL y C8-HSL 

(Figura 60 y Tabla 21). Sin embargo para determinar la naturaleza e identificar la estructura de 

estas moléculas señal de forma adecuada es necesario un análisis mediante cromatografía de 

gases y espectroscopia de masas. Por otro lado, cabe destacar que no podemos excluir la 

producción de otras AHLs en las bacterias ensayadas debido a la limitación de las cepas 

biosensoras utilizadas. Cada cepa biosensora está basada en una proteína de la familia LuxR 

que detecta específicamente ciertas AHLs y puede ocurrir que las bacterias sintetizen nuevas AHLs 
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desde el punto de vista estructural y que no sean detectadas, o bien que la concentración de 

AHLs que produzcan esté por debajo del limite de detección de las cepas biosensoras. 

Es interesante comentar que la mancha correspondiente a C6-HSL, según su migración en la TLC, 

está presente en todas las especies analizadas y con una intesidad mayor que las otras AHLs lo 

que sugiere que tenga un papel importante en la comunicación bacteriana en esta familia. En H. 

anticariensis FP35T se ha determinado que C6-HSL es la molécula señal más abundante y HanI es 

la proteína sintasa (Capítulo I) (Llamas y col., 2005, Tahrioui y col., 2011). 

Como hemos indicado anteriormente, todas las especies estudiadas fueron capaces de inducir la 

respuesta en  la cepa biosensora A. tumefaciens NTL4 (pZLR4). Sin embargo, no conseguimos 

amplificar el gen sintasa de AHLs en todas ellas bajo las condiciones ensayadas. Entre las 

especies en las que no conseguimos amplificar el gen sintasa se encuentran Chromohalobacter 

salexigens y Halomonas elongata cuyos genomas completos estan secuenciados y disponibles. El 

rastreo de ambos genomas en busca del gen sintasa tipo luxI fue negativo; esto quizá se deba a 

una anotación inadecuada. Otra teoría podría ser que estas especies, junto a las demás que 

dieron una amplificación negativa, utilicen otro tipo de sintasa de AHLs como la sintasa de AHLs 

de la familia LuxM o la sintasa HdtS (Laue y col., 2000; Milton y col., 2001). 

Cabe destacar que la distribución del gen sintasa en las especies de la familia Halomonadaceae 

no parece ser dependiente de su posición filogenética ni tampoco del medio ambiente que 

habitan. 

El análisis filogenético de las secuencias del gen sintasa de las especies analizadas indicó que 

están muy relacionadas entre ellas formando un cluster dentro de la clase Gammaproteobacteria 

(Figura 62) coincidente con su relación taxonómica. 
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CONCLUSIONES 

 

1. Halomonas anticariensis FP35T posee un único sistema de regulación quorum sensing 

homólogo a luxR/luxI, cuyos genes hanR/hanI forman un operón con actividad promotora en 

ambos genes independiente de las moléculas señal N-acil homoserín lactonas o AHLs. 

 

2. El sistema quorum sensing HanR/HanI está regulado a su vez por un sistema regulador de dos 

componentes compuesto por una proteína histidina quinasa híbrida (GacS) y un regulador de 

respuesta (GacA). 

 

3. El sistema regulador de dos componentes GacS/GacA controla la producción de 

exopolisacárido, la movilidad y la formación del biofilm en H. anticariensis FP35T. Sin embargo, 

el control de estos fenotipos no parece realizarse a través de las moléculas señal AHLs del sistema 

quorum sensing HanR/HanI. 

 

4. El sistema quorum sensing HanR/HanI podría intervenir de forma directa o indirecta en el 

metabolismo de los carbohidratos, el nitrógeno y el fosfato de H. anticariensis FP35T, 

posiblemente a través del control de los sistemas de transporte, y con ello influir también en la 

tolerancia o sensibilidad hacía ciertos compuestos químicos. 

 

5. El análisis de moléculas señal AHLs de una colección de 42 especies de la familia 

Halomonadaceae sugiere que el sistema quorum sensing dependiente de estas moléculas se 

encuentra ampliamente distribuido en dicho grupo de bacterias. 

 

6. Los tipos de AHLs producidos por los diferentes géneros difieren unos de otros e incluso entre 

diferentes especies del mismo género, lo que está en consonancia con la diversidad de la familia 

Halomonadaceae. 
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CONCLUSIONS 

 

1. Halomonas anticariensis FP35T possesses a unique quorum-sensing regulation system 

homologous to luxR/luxI, the hanR/hanI genes of which form an operon displaying promoter 

activity in both genes which functions independently of AHL signalling molecules. 

 

2. The HanR/HanI quorum-sensing system is regulated in turn by a two-component system 

composed of a multisensory, hybrid, histidine kinase (GacS) and a response regulator (GacA). 

 

3. The GacS/GacA two-component system controls exopolysaccharide production, motility and 

biofilm formation in Halomonas anticariensis FP35T but this control does not take place via the 

AHL signal-molecule-based HanR/HanI quorum-sensing system. 

 

4. In Halomonas anticariensis FP35T the HanR/HanI quorum-sensing system seems to exert either 

a direct or indirect influence upon carbohydrate, nitrogen and phosphate metabolism, and also 

resistance or susceptibility to some chemical compounds, probably by controlling the expression 

of the genes involved in transport systems. 

 

5. Screening for AHL signal molecules in 42 species belonging to the Halomonadaceae family 

revealed that the quorum-sensing system is widespread within this group of bacteria. 

 

6. There is diversity within the AHL signalling molecules produced by the different genera and 

even between different species from the same genus consistent with the diversity to be found in the 

Halomonadaceae family. 
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ANEXOS 

1. Composición de los medios de cultivo 

 Medio MY (Moraine y Rogovin, 1966) 

Glucosa (Panreac®)   1,0g 

Extracto de levadura (Panreac®)  0,3g 

Proteosa-peptona (Panreac®)  0,5g 

Extracto de malta (Panreac®)  0,3g 

Sales de Subow al 30% (p/v) c.s.p.  100ml 

 Medio SWYE (Nieto y col., 1989) 

Extracto de levadura (Panreac®)  5g 

Sales de Subow al 30% (p/v) c.s.p.  1,000ml 

 Medio MM (Argandoña y col., 2001) 

Proteosa-peptona (Panreac®)  2,0g 

Extracto de levadura (Panreac®)  0,4g 

Sales de Subow al 30% (p/v) c.s.p.  1,000ml 

 Medio de Koser (Koser, 1923) 

NaCl (Panreac®)     50,0g 

KCl (Panreac ®)    2,0g 

MgSO4⋅7H2O (Panreac ®)   0,2g 

KNO3 (Panreac ®)    1,0g 

(NH4)2HPO4 (Panreac®)   1,0g 

KH2PO4 (Panreac®)    0,5g 

Agua destilada c.s.p   1.000ml 

 Medio TSA (Panreac®) 

Triptona     15g 

Soja     5g 

NaCl     5g 

Agar     15,0g 

Agua destilada c.s.p.   1,000ml 

 Medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook y Russell, 2001) 

Tryptone (Panreac®)   10g 

Extracto de levadura (Panreac®)  5g 

NaCl (Panreac®)    10g 

Agar (Panreac®)    15g 

Agua destilada c.s.p.   1,000ml 

 Medio SOB (Sambrook y Russell, 2001). 

Glucosa (Panreac®))   3,6g 

Proteosa-peptona (Panreac®)  20g 

Extracto de levadura (Panreac®)  5g 
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NaCl (Panreac®)    0,5g 

Agua destilada c.s.p.   1,000ml 

 Medio MGM 

Na2HPO4 (Panreac®)   11 g 

KH2PO4 (Panreac®)    3 g 

NaCl (Panreac®)    0,5 g 

Glutamato (Panreac®)   1 g 

Manitol (Sigma®)    10 g 

Biotina (Sigma®)    1 mg 

CaCl2·2H2O (Panreac ®)   27,8 mg 

MgSO4·7H2O(Panreac ®)   246 mg 

Agua destilada c.s.p.   1000 ml 

 Medio AB (Chilton y col., 1974) 

Manitol (Panreac®)    0,2 % 

Tampón fosfato 20X   50 ml 

Solución de sales 20X   50 ml 

Bacto-Agar (Difco®)   15 g 

Agua destilada c.s.p.   1000 ml 

 Medio de Christensen (Scharlau®) (Christensen, 1946) 

Peptona     1,0g 

Dextrosa     1,0g 

NaCl     5,0g 

KH2PO4     2,0g 

Rojo fenol     0,012g 

Agar     15,0g 

Sales de Subow al 7,0% (p/v) c.s.p.  1,000ml 

 Agar DNasa (ADSA®) 

Triptona     20,0g 

ADN     2,0g 

NaCl     5,0g 

Agar     13,6g 

Sales de Subow al 7,0% (p/v) c.s.p.  1,000ml 

 

2. Soluciones 

 Sales de Subow al 30% (p/v) (Rodríguez-Valera y col., 1981) 

NaCl (Panreac®)    234,0 g 

MgCl2.6H2O (Panreac ®)   41,6g 

MgSO4.7H2O (Panreac ®)   59,8g 

CaCl2.2H2O (Panreac ®)   1,1g 

KCl (Panreac ®)    6,0g 

NaHCO3 (Panreac ®)   0,2g 

NaBr (Panreac ®)    0,7g 
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Solución 0,5% (p/v) de FeCl3.6H2O  0,65ml 

Agua destilada c.s.p   1.000ml 

 Tampón fosfato 20X 

K2HPO4     60 g 

NaH2PO4     20 g  

Agua destilada c.s.p.   1000 ml. 

 Tampón de sales 20X 

NH4Cl     20 g  

CaCl2·2H2O    0,2g 

MgSO4·7H2O    6 g 

KCl     3 g 

FeSO4·7H2O    0,05 g 

Agua destilada c.s.p.   1000 ml. 

 Reactivo de Frazier (Frazier, 1926) 

Cloruro de mercurio (Sigma®)  12,0g 

HCl concentrado (Panreac®)  16ml 

Agua destilada c.s.p   80ml 

Preparación: Se mezcló el cloruro mercúrico con el agua  

y a continuación se añadió el ácido agitándose hasta su completa disolución. 

 Solución de lugol (Cowan y Steel, 1993) 

I2 (Panreac®)    3,0g 

KI (Panreac®)    6,0g 

Agua destilada c.s.p   1.000ml 

Preparación: Se mezclaron todos los reactivos. 

La mezcla se dejó reposar durante 24 horas y se filtró. 

 Purificación de ADN 

     Solución TE: Tris HCl 10mM (pH= 7,4); EDTA 1mM 

     Solución 1: Sacarosa 0,2% (p/v); Tris-HCl 25mM (PH= 8) 

     Solución 2: Tris-HCl 100mM (pH= 8); EDTA 100mM; NaCl 2mM; SDS 0,2% (p/v) 

     Solución 3: Solución de acetato sódico 3M (pH= 5,2) 

     Fenol saturado 

     Cloroformo: Alcohol isoamílico (24:1) 

     Solución de acetato sódico 3M (pH= 5,2) 

     Etanol absoluto 

     Etanol 70º 

     Isopropanol 

 Electroforesis en geles de agarosa 

     Muestras de ADN 

       Tampón Tris-Borato-EDTA (TBE 10x). Tris 0,89M; ácido bórico 0,89M; EDTA 20mM 

(pH= 8) 

       Tampón de carga para muestras de ADN 6x. Azul de bromofenol 0,25% (p/v); xilen-

cianol 0,25% (p/v); glicerol 30% (v/v) 

      Bromuro de etidio. Solución stock de 10mg/ml 
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      Muestras de ARN 

      Tampón Tris-Acetato-EDTA (TAE 50x). Tris-acetato 2M; EDTA 50mM (pH= 8) 

      H2O DEPC. Solución de dipirocarbonato (DEPC) (Sigma) 1/1000 (v/v) 

       Tampón de carga para muestras de ARN 6x. Azul de bromofenol 0,25% (p/v); 50% 

(p/v) formamida; 15% (p/v) formaldehído; 2% TAE 50x; 13% (v/v) glicerol 

      Bromuro de etidio. Solución stock de 10mg/ml 

 
 Actividad β-galactosidasa 

      Tampón Z. Na2HPO4 0,06M; NaH2PO4 0,04M; KCl 0,01M; MgSO4 0,001M; β-

mercaptoetanol 0,05M 

      SDS 0,1%. Solución de Lauril Sulfato Sódico (SDS) al 0,1% (p/v) en agua destilada 

estéril. 

       Na2CO3 1M.  Solución 1M de Na2CO3 en agua destilada estéril (10,6g de Na2CO3 para 

100ml de solución). 

       Reactivo ONPG. Solución de o-nitrofenil- -D-galactopiranósido a 4mg/ml en Tampón Z. 

 X-gal. Solución de 5-bromo-4-cloro-indolil- -D-galactopiranósido a 20mg/ml en 

dimetilformamida 

 Antimicrobianos 

Antimicrobiano* Disolvente 
Conc. stock 

(mg/ml) 

Conc. final E. 

coli (µg/ml) 

Conc. final H. 

anticariensis (µg/ml) 

Ampicilina (Ap) Agua destilada estéril 100 100 ND 

Estreptomicina (Sm) Agua destilada estéril 100 20 ND 

Gentamicina (Gm) Agua destilada estéril 50 20 50 

Kanamicina (Km) Agua destilada estéril 50 50 50 

Rifampicina (Rf) Dimetil sulfoxido 50 ND 50 

Tetraciclina (Tc) 
50% Agua destilada estéril 

+ etanol absoluto 96º 
15 15 30 

* Las soluciones de antimicrobianos se esterilizaron por filtración a través de un filtro millipore de 0,22 m 

y se almacenaron a -20ºC en alícuotas. 

 

3. Preparación de células competentes 

 Preparación de células competentes con CaCl2 para choque térmico 

 
1. Siembre las cepas DH5α o S17-λpir de E. coli en un tubo con 5ml de medio LB e incube a 37ºC 

durante una noche en agitación. 

2. Inocule un matraz con 100ml de medio LB con el cultivo bacteriano en una proporción 1:100 e 

incube a 37ºC hasta alcanzar una D.O.600nm de 0,35-0,5. 

Nota: A partir de este paso todo el protocolo debe realizarse en condiciones estériles y en hielo. Asimismo 

todos los reactivos deben mantenerse en hielo. 

3. Centrifugue el cultivo a 4.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4ºC. 

4. Elimine el sobrenadante y resuspenda suavemente las células en un volumen de 20ml de CaCl2 

100mM e incube a 4ºC durante 20 horas. 

5. Centrifugue el cultivo a 4.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4ºC. 
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6. Elimine el sobrenadante y resuspenda suavemente las células en un volumen de 4ml de una 

solución compuesta por 2ml CaCl2 100mM y 2ml de glicerol al 40% (v/v). 

7. Reparta la suspensión de células en alícuotas de 40 l y congele a -80ºC. 

 Preparación de células competentes para choque eléctrico 

 
1. Siembre la cepa E. coli XL1-Blue en un tubo con 5ml de medio LB adicionado de tetraciclina 

(15 g/ml)) e incube a 37ºC durante una noche en agitación. 

2. Inocule un matraz con 100ml de medio LB adicionado de tetraciclina (15 g/ml)) con el cultivo 

bacteriano ajustado a una D.O.600nm de 0,1 e incube a 37ºC en agitación hasta alcanzar una 

D.O.600nm de 0,7-0,8. 

Nota: A partir de este paso todo el protocolo debe realizarse en condiciones estériles y en hielo. Asimismo 

todos los reactivos deben mantenerse en hielo. 

3. Centrifugue el cultivo a 4.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4ºC. 

4. Elimine el sobrenadante y resuspenda suavemente las células en un volumen de agua bidestilada 

estéril. 

5. Repita los pasos 3 y 4. 

6. Repita los pasos 3 y 4 pero en este caso las células se resuspenden en la mitad del volumen de 

agua bidestilada estéril. 

7. Centrifugue el cultivo a 4.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4ºC. 

8. Elimine el sobrenadante y resuspenda suavemente las células en un volumen de 2ml de glicerol al 

10%. 

9. Repita los pasos 7 y 8 y en este caso las células se resuspenden en un volumen de 200 l de 

glicerol al 10%. 

10. Reparta la suspensión de células en alícuotas de 40 l y congele a -80ºC. 

 

 

4. Secuencias 

>gi|385258613|gb|JQ437497.1| Halomonas anticariensis strain FP35 cysteine synthase B (cysM), multi-

sensor hybrid histidine kinase (gacS), 4'-phosphopantetheinyl transferase (acpS), and pyridoxine 5'-

phosphate synthase (pdxJ) genes, complete cds 

 
GTCGACGCTTGCCCAGCATGGCCATCTCAATACTCCGGTGCGAACAGGCCAGTGGACAGGTAACGGTCAC 

CACGATCACAGACGATGAATACGATCACGGCATTCTCGACGTCTTCCGCGATGCGTAACGCCCCGGCCAA 

GGCACCGCCAGACGATACACCAGCGAGAATACCCTCTTCACGTGCCAGGCGGCGCATATGCTCCTCGGCT 

TCGAACTGACCGATGTCCAGCACCCTGTCAACCCGCGAAGCATCGAAGATGCTAGGCAGATATTCGGGAG 

GCCAGCGGCGGATGCCAGCGATGCTGGCGCCATCCTCGGGTTGCAACCCCACGATTTGAACCTCGGGCTT 

GCGCTCCTTGAGGTAGCTCGACACGCCCATGATCGTACCGGTCGTTCCCATGGAACTGACAAAGTGGGTG 

ATGCTGCCACCGGTCTGCTCCCACAACTCGGGGCCGGTGGTGCGAAAATGAGCCAATGGGTTATCGGGGT 

TGGCGAACTGATTGAGTGGCTTTCCCTCGCCACGAGCGATCATGGTATCGGCAAGGTCACGCGCACCTTC 

CATGCCGGCTTCCTTGGTCACTGTGATCAGCTTGGCCCCGTAAGCTGCCATGGCCTGCTTGCGCTCGTTG 

GAAGCGCTTTCGGGCATGATCAGCACCATGCGATAGCCTTTGATGGCTGCAGCCATGGCCAGTGCGATAC 

CGGTATTGCCGGAAGTCGCTTCGATCAAGGTATCCCCAGGGCGGATCTCGCCACGGGCCTCTGCCTCGGC 

CAGCATCGACAGCGCCGGCCGGTCCTTCACCGAGCCAGCTGGATTGTTGCCTTCGAGCTTGGCCAACAAC 

ACATTGTTGCGCCCCGCAGTAATGCGTTTCAGGCGCACTAGGGGAGTATTGCCGACCACATCCTCGAGCG 

TTGGAAAAAGCATCTAACCTTCCTTCTGGAAAAGCCTGTGCGCATTATATCCGTGCCGGACGACAGGTGA 

CAGGTATTGCACCTCCCTATGGCATACTGGGAACTTTCGATCGTCGTTACTGGATATCCGCGATGCCGAT 

GAGAACGCGCCTATTGTTACTGCTGCTGGGTGCTCCCCTGGTTGTGATGCTGTTGCTCTCCTTTCAGTCG 

ATCCGGCACGATGCCCAGGTTCGCAAGGCTGCCTTGGAAACACGCCTGACCACGAGTGCCGAACTAGTAG 

CACCGGCATTGGCTGGTGCCTTGTCCCGAAGCGATTCGGCCGCTTTGCACAGCTTGGCTCAGAGACTGCT 
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GAATATCGACGAAGTCCGCTCACTTCGCATTCACGACACACGAGGCCGGACGCTACTACATCTTGGCCAA 

CAGCATATGGGCGTCGAATCACCGAGGGGAACCGATGCCCCCTTGCTCGGCAGCAACGACCACTGGCATA 

TGAGCGTGCCCATCCCCCCAGGGACACGAAACAATGAACCTAACCGATGGCTGACGCTGACGGCTGACAC 

CACCTCATTGGCATTGGGAACCTATCGTCAACTGGCCATTACCTCACTGATAGGCTTGGTCATTGGGCTA 

TTGCTTTTCCTGGTAGCCTATCTCGCCAGTCGCCACCTGACTCGCCCCCTACTCGAGGCCCAGCAAACCC 

TGCTGCGCCTCAATGCCGGCGACTACCAGCACCGCATGTCCAGCCGAGGTGCTAAAGAGGTGAAGCAACT 

TGCCTCCAGCATCAACGCACTGGCCGAGCACCTCAGCCATGCCCATGACGATATGCAGCGCCATATCGAG 

CAGACGACTCAGGACCTTCAAGAGTCGATGGAGACGATCGAGATCAAGAACATCGAACTCGACATGGCTC 

ACCGCCGAGCTCTTGAGGCCAACCGCATCAAGACCGAGTTCCTGGCCAACATGAGCCATGAGATTCGCAC 

GCCTCTGAACGGCATCATCGGTTTCTGCCAGCTATTGGGGCGCTCGTCCCTGGACACACGCCAACGGGAA 

TGGCTGCAACATGTGCACAAGGCATCTGATAGTCTGTTGTCGCTGATCAACGATATTCTTGATTTTTCCA 

AGATGGAGGCTGGCAAGCTCGAACTCGAGGCCGTCGATCTCGACATGGTGGCATTGGTGGACGAAGTGCT 

CGGTCTGCAGGCCCCTCAGGCACACCAGAAGCGGTTGCATTTGCTGGCCTTGGTCTACGACGATGTTCCG 

GTACAATTGCAAGGTGACCCCCTGCGCATCAAGCAAGTGCTGACCAATCTGGTTCACAACGCTGTCAAGT 

TCACGGAACAAGGCGAGGTGATCGTCAGAGTCATGGTGGAAGAGTGCCAGCAGGGCCTGGTCACCTTGAA 

GGTTAGTGTCAGCGACACCGGCATCGGCCTCGATCCCGAATATCGGGACCGACTTTTCAAAGCTTTCAGC 

CAAGCCAGTGTCAGCGATACTCGGCAATACGGCGGTACCGGCCTGGGCCTGATGATCTGCCGTCAACTCG 

TCGAACAGATGGGTGGCGAGATTGGTGTCGAAAGCCAACCGGGGAAGGGGACGACTTTCGCTTTCACTCT 

CTCCCTGTTGGCTCGAAGCTTCGAGGAACGCCCTCCAGAACTGTCGTTGCCCGGCACCCACATCGCCTTG 

TACGAACCCCACGCACCGACTCGCCATGCACTACTGCATCTGCTGAAGCGTTGGGGGGTCCAAGTGACAT 

CGCTCGGGACACCATCGATTGTCGATATCGAGCCTCCAGCCCTGCTACTGGCCGGCTTGGAAAACGATGG 

GCTCTCGAATTCATCGATATCGAATTGGCAGGAATGCCTCGATAACACGGATTGTCCTGCCATTCTGCTG 

GTCAATGCCAGCTCCCTCGATATTCCCGACCTACATCTACCCCATGGTGGCGAAATTCTGACCCGCCCCT 

TGTCACGTCAAGCCTTGGCCACGACGCTGGACAATCTTCTCCACTCGCGCTCGCCACAGTCCCAACATGA 

CTTGCCAGCACCGCGACACTCCTCGGCAAAGGTGCTGGTCGTCGATGACACGGCATCGAATCGCTTGCTG 

ATCAAGGAACTGCTCGCCGATCTGGGGCTGACCACATTGTTGGCCACCAGTGGCGAGGAAGCCCTGGCAC 

TGGCGCAAAGCGAGTCGGCCGACCTGGTCTTGATGGACATCCGCCTGCCCGGCATGGATGGCGTCGCCAC 

TACCCACTCCCTACGCAAACTGGGCGGTTCCTGGAGGAGTTGTCCCATCATCGCCGTCACGGCGCACGCC 

CTGGAAGAGGAGCGCCATAGACTCCTGCAACATGGCCTGCATGATGTACTCATCAAGCCGCTCGATAGCC 

AGGCATTGACGCGACTGCTTAGCCAACATCTCAACATGCCACTGACACCGTCTCCGTCAGCGCACGGTGC 

TGATTCCCTGGAAGGTGGAAAAGAGCAAGAAGGCGAACTGCCGATCGTTGACATGGCCCTTGGCACCACG 

TTGGCTGGCGGCCACGAGTCGCTGGCCGAAGAAACCCTGGACCGCTTGCTGGATAGCCTCGACGATAGTG 

ATGCAGCACTGCGTCAAGCATGGCAGGACAACGACGCAGAGGCATTTCTGGATGCCATTCACGCGCTCAA 

TGGAGCCTGTCGCTATTGTGGGGTACCACAACTGGCACTGGTCGCTGAAACATTGGAGACACGTCTACGC 

ACACGTGGCCTGGCCAAAGTGGAGCCTTTGCTCATCGAACTCTTTGATGCCATGGCACGCTTGCGGGCCT 

GGCGGACAACGAATCAGCCGCCCTCCAGCACAACGAAAGCGCAAGCCAGATCGTCCTCATCGCTCAACGA 

CAGATGAATGCAACGCACTCCTGCTGCGTCTGCCAACGCCTTGGCCCGGCCGCATAGCATTAACGATGGT 

TGGCCCAACGCATCGTTGGCGACTTGGATCTCGGTCCAACGCATGCCATGACGCAAGCCGGTACCCAGTG 

CCTTGACGAAGGCCTCCTTGGCAGCAAAGCGCTTGGCCAGATAGGCCGCCGGCGATGGATGTCCGATCAA 

GCGCTCACGCTCCACGTCCCCCAGTAAGCGCAATGCGAGACGCTCACCATGCCGCCCCATGGCAGTGGCA 

AAACGCTCGATGCTCGCCAGATCGGTGCCGATGCCGATGATCATGAACAACAACCACCGCTGGAGCCGTG 

TTCGTGGTCATCGAGCGCTGCGACCAGGCTGCTTCCTGACCGGCAATGGCGAGACGCTTCATCTCCGCCA 

CAGCCTCCTTGAGTCCCACGAACAATGCCCTGGCAATGATGGCATGGCCAATGTTGAGCTCATGCAACCC 

AGGAATCGCGGCGATGGCCTCGACATTATGGTAATTCAACCCATGACCCGCATTGACCGTCAGTCCCAAT 

TCCCCAGCCAGTTCCGCTGCAGCGGCGATTCTCGCATGCTCAAGACAAGCGGCTGCTCCCCTCGCCTCCG 

CATAGGCCCCGGTATGCAACTCGATCACCGGTGCTCCCACGGCATAGGCCGCACGGATCTGCTCGGGCTC 

CGGGTCGATGAACAGCGAGACTTCACAACCCGCCGCCGCCAGTCGCTCACAAGCCATCGTAATGATCTCA 

CGATTACCCACTACATCCAGGCCACCCTCGGTCGTCAATTCCTCACGCTTTTCAGGCACCAGACAGACAT 

GGGGCGGACATACCTCCTCGGCCAGAGCGATCATCTCTTCCGTCACGGCCATTTCCAGGTTCATGCGGGT 

ATTGAGCACTTCCTGAAGCAAACGCACGTCACGTTCCTGGATATGCCGACGGTCTTCGCGCAGATGCACG 

GTAATGCCATCGGCACCGGCTTCCTCAGCCAGTAAGGCCGCTTGCACCGGATCGGGATAACGTGTGCCAC 

GTGACTGACGCAGAGTAGCAACATGATCGATATTGACACCGAGCA 
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>gi|161221611|gb|EF070731.2| Halomonas anticariensis strain FP35T transcriptional regulator (gntR) 

gene, partial cds; chromate transporter (chrA), chromate transporter (chrB), and transcriptional regulator 

(gacA) genes, complete cds; and exonuclease (uvrC) gene, partial cds 

 
GAATTCTCNTCCGCGCCAGGGGNAAAGATAGCGGTCGAACTGATCATGTAACTGTTCGATGAATCGGAGC 

AACCATGCAGATCCACAGGACGCCACCAAGGTTTGATGAAAGCGGCCATGGGTATGCTCCCAATGTTCGA 

CATCTTCACCGTTGGCTCGCCTGAGGCGATGCGCAGCTGCCAAGAGTTCGGATTCCCATTCGGCATCGCC 

ATAGCGAATCGCCTGCTCGAGTGCCATGCATTCCAACTTGCGACGCATCTGGGCAATATCATCCAGTTCG 

CTTCGATCAAGGCGGGGAATACGAAAGCCGCGCTGGTTCTCTTGGGTCGGAAGTCCATAGGCCGCCAGCT 

TGTTGAGTGCTTCACGCAGCGGGCTGAGTCCTGCGCAATAACGTTCTTTCGGCGCATTGATGGCGATCTT 

CTCACCCGCCTGGAAGCACCCATTGACGATATCGCGACGCAAGATCTCATAGATTCGGCTGGCATGAGTT 

GCATTACCGACCCGCAGTGCTGTCTTGTTCATGAACAACTCCTTATGAGCTCAGCTTTCATCCCTGCGAT 

GAGCCGAGCTTGACCTGATACTTCAAGCAACCTTATTTTATGATAATCGATTTTCTTTCCAGATTGCGAT 

ATTGGTAGCAATGATCGCAGATTGCTTCAGACAGGGAGTCCACCATGCCAAGCCCCCTCACCCGCCCCAT 

GCGCCTGCCACTGTTCTGGGCCTTCCTGCGCATCGGGCTATTGGGTTTCGGAGGTGGCCCATCGATGATT 

CCGCTCATTCAGCAAGAAGTCGTCAAGCGCCATGCCTGGATGGATGAGGAAACGTTCGGTGATGTCCTGG 

CCATCGCCAATACCCTACCCGGTCCCATTGCCACCAAGATGCCGGGATACATTGGTTACCGGGTTGCCGG 

GATAAGTGGATGCCTCATCGCCGTGGCCGCTGTGATCATACCGATGATCCTGGNCATGATGGCGCTTCTC 

GGCGTGTTCAGCCGTTACCGTGAAATGGCCTGGATCCAAGGCATGAGCCATGGCGTGATACCGGTTGTGA 

TCGTCATGATGGTGCAGTTGACGCTGGATTTCTGGAACAAGTCGCGGGTAGCACTGGGCTGGTGGATCAG 

CCTCACCATGGCGGCAGTCTCGGGAGGCTTGATCTATTGGCTCGGTGTACACCCAGGTTGGGTCGTCGGC 

AGCCTGTTGCTTGGCGCAATGCTTCTACCACTGGGAGCTCGCCGCAAGGAGGCACCCCGGTGATCTACTG 

GCAGCTGTTCCTGGCCTTCCTCATCCCCAACATCATCGGCTATGGCGGGGGGCCGGCCATCATCCCCTTA 

ATCGAAGCGGAAGTGGTCGGGCGCCATGGCTGGATGACGGCACAGAGCTTTGCGGAAACCCTGGCACTCG 

GCAATGCCTTGCCAAGCCCCATCGCCACCAAGATGGCAGGTTATATCGGTTTCGAGGTGGCGGGTTGGGG 

TGGTGCCGTCGTCGCGGTACTCGCCACAGTCGTTCCTTCCCTGCTACTTATGCTTGGCGCCCTGGGTGTC 

TTGTATCGTCATCGTGAATCGCCCCGTGTCAAACGCATGAGTCAGTGGGNACGCCCGGTGATCGCGATGA 

TGATGGCTTGGCTTGCCTTGAGCTTTCTGGAGACTGGTGTCGAGAGTGCCGGANTATGGCACACCTTGGG 

AATCGCGTCCGTANCCGCCGTGGCCTTGTTGCGATTTCNCGTGCATCCCGCACTGGTGGTTGCTGGAGGA 

CTGCTATATGGCGCCCTCTTCCTCGGCGGAAGTTGAAACCATTAGTCGCGCAAGGTTTGACTTTTTGTTA 

CCAATGCAAGAAAAAGCCGCTTGGCGGGTTACGCCAAGCGGCTAATTCATCTAAACTTTTTGGTGGAGCC 

TAGCGGGATCGAACCGCTGACCTCAACACTGCCAGTGTTGCGCTCTCCCAGCTGAGCTAAGGCCCCACGA 

GCGTGCTGCACCATTTTATATACAGTACGCAACACGCTACTAAATGACTCCTAGGTTTGGGCTGCCCAGA 

AGCCGATGCGCACTGTACGCAACGACTTCCTGCTAGTCAAGTATTTGCATTACAACGCCAACATAGGAAA 

ATGCAGCTGACAACCAACGCTGGATTAGAGAGACTATTCCCNNCTAAGCTTAGGGAANTAGATTAACCAT 

ACCTAATTTTTTTCCCCCTCTAATNANAANCACCCATGATCAAGGTCCTTGTCGCAGATGACCATCACTT 

GGTACGCACCAGTATCGCCCGTATGCTGGATGCCGAAGAAGGCTTCGCAGTAGTCGGCGAGGCTGCCGAT 

GGAGAAGAAGCCATTGCCTTGGCTCGCAGGCATCGCCCGGATATCGTGCTGATGGACATTCGCATGCCTG 

GTGTCAGCGGACTCGAGGCGACCCGTAAGATCACCAAGGGTATGTCCGATATCAAGGTCGTGGTGTTAAC 

GGCATTCCTCGAGGAAAACTTTGCCGAACGCTTACTCAATGCCGGTGCCAGCGGCTTCATCAGCAAGGGC 

ACCGAACTTGGTGATATGGTGGCCGCTCTGCGAGCCGTTTTCTCCGGACAGCGTTATATCAGTCCGGAAA 

TCGCCCAACGGGTGGTTCTGGCCAAGGTGGATGCCCAGGACAACCCCTTCGACACTCTTTCGCATCGGGA 

GCTGCAAGTGGCGATGATGATCGTCAACTGCCAAACGGTTAGCGACATCTCTGACCGCCTGTTTCTGAGC 

CCAAAGACCGTCAATACTTATCGCTACCGTATTTTTGAAAAGCTCGGCGTACATTCTGACGTCGAATTGA 

CCCATTTGGGACTGCGCCATGGATTGGTAGACGGCTATCGACGCGAGGAAGAAGCCTGATCAACCATGAG 

TTTGACGCCAAGCAATTCTCAAGACCGAAGTGCAGCACCCGGCGTCTATCGCATGCTCGACGACCGAGGC 

GACACGCCTTATATCGGCAAGGCCAAGCGCCTCAAATCCCGCTTGGCTAGCTATTTCCGTGGCGCTCTCA 

ATACCAAGACCCAGGCCTTGGTGGCACGTATCGCCGATATCGAAGTCACGCTAACCCGCAGCGAGACAGA 

AGCCCTGTTGATGGAACAGGCGCTGATCAAGGAGCTCCGGCCGCCTTACAACATTTTGCTGCGTGATGAC 

AAATCCTACCCGTTCGTATTCGTCAGCGATCGTCATCCTTATCCAGCACTAGAGCATAAGCGAGCGCGCA 

ATCGGCGCAGCGACGGTCGCTACCTGGGCCCCTACCCCAGCAGCGGTGCCGTGCGCGAAACCCTGTCACT 

GATGCAAAAGATCTTTCGCATCCGCAACTGCGAGGACAGTGTCTTCGGAAATCGCACCCGGCCATGCCTG 

CNTTTCCAAATCGAGGGAGANCAGCGCACCCTGCGTCGAC 
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