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RESUMEN 

 

El fenotipo de antibiosis en agar Luria Bertani (LB) en contra de la cepa sensible 

Acinetobacter sp. UAPS0169 fue evaluado en cerca 6000 mutantes con inserción aleatoria 

del transposón Himar1 derivadas de B. gladioli UAPS07070. Al ser comparadas con la cepa 

silvestre trece mutantes redujeron su capacidad antagónica en contra de la cepa sensible. 

Las mutantes defectivas exhibieron menor afectación en la producción de metabolitos 

secundarios con propiedades antimicrobianas en medio mínimo con fuente de carbono 

específica (glucosa, glicerol, ácido succínico, acetato de sodio, gluconato de sodio y 

fructosa) en comparación con el medio LB. Únicamente se obtuvo la secuencia e 

identificación del gen inactivado por el evento de transposición para seis de las trece 

mutantes. Los genes identificados están relacionados al sistema de regulación de Quorum 

Sensing (QS) (BG1232 y BG87), a un regulador de tipo LysR (BG79), a las enzimas glutamato 

deshidrogenasa (BG33) y NAD(P)H flavina oxidoreductasa (BG41) y a una proteína de tipo 

lectina de unión a fucosa (BG12). La producción de toxoflavina, el desplazamiento tipo 

swarming y la patogenicidad a plantas fue evaluada solamente en tres mutantes. La cepa 

silvestre produce toxoflavina (importante factor de virulencia en plantas con propiedades 

antimicrobianas) en agar LB. No se detectaron señales de toxoflavina en las mutantes de QS 

y del regulador LysR. La expresión transcripcional del gen toxA (síntesis de toxoflavina) no 

fue detectada por RT-PCR de punto final en las mutantes de los sistemas de regulación en 

comparación con UAPS07070. La participación de la toxoflavina como compuesto 

antimicrobiano en nuestro modelo de estudio es evidente. La síntesis de toxoflavina en B. 

gladioli UAPS07070 es dependiente de QS y del regulador LysR putativo bajo nuestras 

condiciones experimentales. Movimiento tipo swarming fue exhibido por la cepa silvestre 

a 30 oC pero no a 37 oC. El swarming fue abolido en las mutantes BG1232, BG87 y BG79. El 

movimiento tipo swarming es dependiente del sistema de QS y del regulador LysR putativo 

en nuestro modelo de estudio. B. gladioli UAPS07070 fue capaz de inducir síntomas de 

enfermedad en bulbos de cebolla y hojas de lechuga. Las mutantes de QS y LysR mostraron 

ligera atenuación en la enfermedad a plantas en comparación a UAPS07070. 
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ABSTRACT 

 

The antibiosis phenotype in Luria Bertani (LB) assay versus the sensitive strain 

Acinetobacter sp. UAPS0169 was evaluated in approximately 6000 mutants of the strain B. 

gladioli UAPS07070. The mutants produced with the random insertion transposon Himar1. 

Thirteen mutants exhibit less antagonism ability in comparison with the wild type strain. 

The antagonistic phenotype was less evident when the defective clones were grown in 

minimal medium with specific carbon sources (glucose, glycerol, succinic acid, sodium 

acetate, sodium gluconate and fructose) than with LB. The interrupted gene was sequenced 

and identified in six mutants. The knocked genes are related to the Quorum Sensing system 

(QS) (BG87 and BG1232), to the regulator transcriptional type LsyR (BG79), to a glutamate 

dehydrogenase (BG339), to a NAD(P)H flavin oxidoreductase (BG41) and to a fucose-binding 

lectin protein (BG12). The toxoflavin production, swarming and plant pathogenicity was 

evaluated in QS and LysR mutants. The toxoflavin, involved in virulence and antimicrobial 

properties, biosynthesis was shown in solid medium LB by B. gladioli UASP07070. The QS 

and LysR mutants did not show detectable toxoflavin production. BG87, BG1232 and BG79 

did not show toxA, toxoflavin biosynthesis, transcription by RT-PCR end point assay. 

Toxoflavin plays an important role in the antibiosis phenotype of our model.  In B. gladioli 

UAPS07070 the toxoflavin production is QS-dependent and putatively also LysR-dependent 

under our experimental conditions. UAPS07070 exhibits swarming motility at 30 oC but not 

at 37 oC. The motility swarming was abolished in BG79, BG87 and BG1232 mutants. QS and 

the putative LysR exert positive regulation over swarming displacement in UAPS07070.  The 

wild type induced disease symptoms in bulb onions and lettuce leaves. The QS and putative 

LysR defective strain showed slight attenuation in plant damages in comparison with B. 

gladioli UAPS07070.     
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1. INTRODUCCION 

Los microorganismos como las bacterias y los hongos siempre han estado en una 

constante carrera competencia por los recursos y los nichos, el resultado de estas intensas 

interacciones es la evolución de un poderoso y diverso arsenal de armas biológicas (Hibbing, 

2010). Gracias a esta característica evolutiva de los microorganismos, se ha diseñado una 

nueva estrategia conocida como control biológico o biocontrol, la cual está enfocada en la 

sustitución de productos químicos en la agricultura. Ello debido a que se ha comprobado 

que éstos tienen efectos negativos en el ambiente y en la salud humana, por lo que se ha 

propuesto al biocontrol como una alternativa más amigable con el ambiente. Los agentes 

de biocontrol o de control biológico son aquellos microorganismos que pueden reducir la 

incidencia o severidad de enfermedades producidas por microorganismos fitopatógenos en 

plantas y se ha denominado como antagonistas a los agentes de biocontrol que exhiben 

actividad inhibitoria hacia los fitopatógenos (Beattie, 2007). La antibiosis se refiere a la 

producción de diversos compuestos con propiedades antimicrobianas que pueden matar o 

inhibir a otros microorganismos y es uno de los mecanismos por los que las rizobacterias y 

las bacterias endófitas llevan a cabo el control biológico de fitopatógenos. Diversos 

microorganismos como Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, Streptomyces, Serratia, 

Stenotrophomonas, Enterobacter son capaces de producir sustancias antagónicas. Algunas 

de estas bacterias han mostrado excelentes resultados como agentes de control biológico 

contra hongos y bacterias fitopatógenas, debido a esta característica también se les 

considera como Bacterias Promotoras de Crecimiento de Plantas (PGBP) (Compant, 2008; 

Di Santo, 1998; Isnansetyo, 2003; Yamaki, 1994).  

 

1.1. Burkholderia 

 

Éste es un género muy diverso de bacterias gramnegativas, que pertenecen a la 

subdivisión de las Betaproteobacteria, el género está formado por más de 70 especies que 

pueden colonizar una amplia diversidad de hábitats que van desde suelo a agua, así como 

plantas y animales (Compant, 2008). Existe una gran cantidad de evidencia documentada 
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enfocada en las especies patogénicas de este género debido a su importancia clínica. Por 

otro lado, en los últimos años ha crecido la descripción de especies de Burkholderia de 

origen ambiental y asociadas a plantas. Estudios recientes basados en análisis filogenéticos 

han permitido agrupar al género en dos clusters, el primer grupo incluye patógenos de 

animales, humanos y plantas (El complejo de Burkholderia cepacia, B. mallei, B. 

pseudomallei, B. gladioli y B. glumae), mientras que el segundo cluster incluye a más de 30 

especies no patogénicas de las cuales muchas se han encontrado en asociación con plantas 

y han mostrado un alto potencial benéfico hacia ellas (Suárez-Moreno, 2012).  

Actualmente y de acuerdo a la revisión de Mannaa y col. 2019 el género Bulkholderia 

ha sido objeto de rearreglos taxonómicos internos, se entiende como Burkholderia sensu 

lato a todas las especies del género que comprende a los patógenos de plantas, animales y 

humanos, patógenos oportunistas, así como a las especies ambientales, biodegradadoras 

de compuestos xenobioticos, promotoras de crecimiento vegetal y simbiontes de plantas 

(Mannaa, 2019; Estrada-De los Santos, 2018). Dentro del grupo Burkholderia sensu lato se 

han propuesto y ahora se reconocen nuevos géneros para diferentes clados. Éstos incluyen 

Paraburkholderia, Trinickia, Robbsia, Burkholderia sensu stricto, Mycetohabitans y 

Caballeronia (Fig. 1). El grupo Burkholderia sensu stricto comprende al Complejo 

Burkholderia cepacia y a patógenos de animales y plantas (Mannaa, 2019). 

Algunas de estas especies tienen la capacidad para nodular leguminosas (Chen, 

2003; Verstraete, 2013), degradar compuestos recalcitrantes, fijar nitrógeno atmosférico, 

promover el crecimiento de plantas y participar agentes de control biológico por 

antagonismo de hongos y bacterias fitopatógenas (Suárez-Moreno, 2012). Las bacterias de 

este género muestran una gran versatilidad ecológica probablemente debida a sus grandes 

genomas, los cuales están frecuentemente conformados por varios replicones (2-4 

cromosomas circulares y algunos presentan plásmidos de gran tamaño). 

 

Fig. 1. Árbol filogenético de Burkholderia sensu lato. Árbol filogenético construido mediante el método de 
neighbor-join empleando secuencias del gen 16S ARNr de las cepas representativas de Burkholderia sensu 
lato. (Tomado de Mannaa, 2019). 
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Este género presenta una gran variabilidad, tan sólo los genomas que han sido 

secuenciados varían desde 4.7 hasta 9 Mb (Wigley, 2000). Se ha sugerido que las secuencias 

de inserción presentes en los genomas podrían ser un factor importante para la plasticidad 

de los mismos (Miché, 2001). La enorme diversidad genética en este grupo de bacterias 

también se ve reflejada en la notable heterogeneidad de productos extracelulares 

secretados por ellas, entre estos productos se encuentran enzimas extracelulares, toxinas, 

sideróforos, antibióticos, sustancias antimicrobianas, y fitohormonas (Vial, 2007). Estas 

características le confieren a Burkholderia un alto potencial para el descubrimiento de 

nuevos metabolitos secundarios. 

Existen diversos reportes de diferentes especies de Burkholderia capaces de 

producir compuestos antagónicos, entre los más importantes se encuentra la pirrolnitrina 

producida por B. cepacia B37w. Ese compuesto es un agente antifúngico que ha sido 

utilizado para combatir infecciones por hongos oportunistas en pacientes humanos 

(Burkhead, 1994). La xilocadina otro potente antifúngico contra hongos patógenos (como 

Candida sp.) es producida por B. pyrrocinia ATCC 39277 y por B. cepacia AF2001 (Bisacchi, 

1987; Lee, 1994). Estos ejemplos muestran claramente el alto valor de los metabolitos 

secundarios producidos por este grupo de bacterias. 

 

1.2. Burkholderia gladioli 

 

1.2.1 PATOGENICIDAD DE B. gladioli EN HUMANOS 

 

Burkholderia gladioli es una bacteria oportunista que causa infecciones en tracto 

respiratorio en pacientes inmunocomprometidos, pacientes con fibrosis quística (FC) y 

pacientes con enfermedad granulomatosa crónica (EGC) (Ross, 1995; Kennedy, 2007; 

Segonds, 2009; Imataki, 2014). También existen reportes de casos clínicos de pacientes con 

queratitis y ulcera corneal provocada por la infección de este microorganismo (Lestin, 

2008). Así mismo, en neonatos prematuros sin antecedentes de EGC o FC se ha reportado 

bacteriemia y sepsis producida por B. gladioli (Zhou, 2015; Dursun, 2012).  
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1.2.2. EL POTENCIAL ANTAGÓNICO DE Burkholderia gladioli. 

 

Existen diversos reportes de cepas no-patogénicas aisladas de plantas y de origen 

ambiental, algunas de ellas son capaces de inhibir hongos y bacterias. Entre estas cepas se 

encuentran: B. gladioli (Pseudomonas antimicrobica) LMG 18920 aislada de un homóptero, 

la cual es capaz de inhibir a un amplio rango de hongos y bacterias debido a la secreción de 

compuestos inhibitorios que aún no han sido identificados (Coenye, 2000). B. gladioli OR1 

aislada de suelo, se ha reportado que produce al menos tres compuestos antibacterianos y 

dos antifúngicos, los cuales pueden inhibir a microorganismos patógenos multiresistentes 

a antibióticos (Bharti, 2012). Recientemente se ha reportado que Burkholderia gladioli pv. 

agaricicola ICMP 11096 (fitopatógeno de hongos comestibles) aislada de Agaricus bitorquis 

exhibe actividad inhibitoria contra diversos hongos fitopatógenos, y se ha propuesto que la 

producción de un compuesto orgánico volátil (VOC) identificado como 1-metil-4-(1-

metiletenil)-ciclohexano (el cual es un terpeno cíclico) es el responsable de la inhibición de 

diversos hongos fitopatógenos. Adicionalmente esta bacteria es capaz de producir enzimas 

líticas, las cuales son utilizadas por la bacteria para antagonizar a los hongos fitopatógenos 

(Elshafie, 2012). 

Actualmente se conoce que varios genotipos de B. gladioli sintetizan diversas 

moléculas con diferentes mecanismos antagónicos, dentro de estos compuestos se 

encuentra el ácido Bongkrékico (AB) (Fig. 2) (Moebius, 2012). El AB fue uno de los primeros 

metabolitos secundarios descrito en esta bacteria, es considerado una toxina letal para 

humanos y se ha detectado mayoritariamente por la ingestión de alimentos fermentados a 

base de coco contaminados con B. gladioli pv. cocovenenans (Moebius, 2012; Ross, 2014; 

Anwar, 2017). En humanos las intoxicaciones por AB llegan a ser letales y los países más 

afectados son Indonesia, China y Mozambique (Anwar, 2017; Samo, 2018). El mecanismo 

de acción del AB es a través del bloqueo de los transportadores mitocondriales de adenina 

(ANT por sus siglas del inglés interrumpiendo la respiración celular y provocando diversos 

síntomas en las personas intoxicadas que pueden desencadenar la muerte en casos severos 

(Henderson, 1970). El AB sintetizado por B. gladioli pv. cocovenenans HKI 10521 tiene 
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propiedades fungicidas en contra del hongo y se ha observado que en cocultivos hongo-

bacteria, B. gladioli incrementa al 100% su producción de este metabolito antimicrobiano 

implicando una elevada síntesis de la toxina durante los procesos fermentativos (Ross, 

2014). Otros hongos de los géneros Aspergillus, Penicillium y Rhizopus también son 

inhibidos por el AB (Subik, 1994). El AB es un ácido tricarboxílico ramificado e insaturado 

resistente al calor, es incoloro, no presenta olor y no afecta las propiedades organolépticas 

de los productos alimentarios por lo cual es difícil de detectar (Anwar, 2017; Moebius, 

2012). Los elementos genéticos involucrados en la biosíntesis de AB ya han sido 

caracterizados, el AB se sintetiza por policétido sintasas que se encuentran codificadas en 

una región de aproximadamente 64 Kpb (Moebius, 2012).  

 

 

Fig. 2. Estructura química del ácido bongkrékico. Tomado de Anwar, 2017. 

 

La toxoflavina, es una molécula con propiedades antibacterianas que pertenece al 

grupo de las azapteridinas y que fue descrita inicialmente en la bacteria bongkrek que 

actualmente está clasificada y nombrada como B. gladioli patovar cocovenenas (Fig. 3) (van 

Veen, 1934; Latuasan, 1961). Esta es una molécula toxica para plantas, animales, hongos y 

bacterias ya que su mecanismo de acción involucra su participación como transportadora 

de electrones entre NADH y oxígeno produciendo peróxido de hidrogeno con subsecuente 

toxicidad relacionada a la formación de radicales libres (Latuasan, 1961; Nagamatsu, 2001). 

La toxoflavina la cual se caracteriza por tener un color amarillo y es producida por 

Pseudomonas protegens Pf-5, Burkholedria gladioli y Burkholderia glumae (Kim, 2004; Kim, 

2014; Philmus, 2015). En B. glumae la toxoflavina desempeña una función importante como 

factor de virulencia en infecciones a cultivos de arroz, tomate, sésamo, albahaca o perilla, 
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berenjena y pimiento picante (Jeong, 2003; Kim, 2004; Suzuki, 2004). En B. gladioli la 

toxoflavina también es un importante factor de virulencia para infecciones en cultivos de 

arroz de Corea y Estados Unidos de America (Fory, 2014; Nandakumar, 2009). 

 

 

Fig. 3. Estructura química de la Toxoflavina. Tomado de Suzuki, 2004. 

 

Las enaciloxinas son antibióticos de amplio espectro con estructura química de tipo 

poliénico descubiertas por vez primera en Gluconobacter sp. W-315, su mecanismo de 

acción se da por la unión al factor de elongación Tu ribosomal bloqueando la síntesis de 

proteínas (Watenabe, 1990; Parmeggiani, 2006). Una isla genómica de 87.4 Kpb con un 

contenido de GC de 71.5% que alberga más de treinta genes para la biosíntesis de 

enaciloxina IIa e Isoenaciloxina IIa a través de Policétido sintasas (PKS.- Polyketide synthase, 

de su nombre en inglés) fue identificada en Burkholderia ambifaria AMMD. Esta bacteria 

pertenece al complejo Burkholderia cepacia (Bcc) y las enaciloxinas que ella produce 

inhiben a B. multivorans, B. dolosa y A. baumannii. Estas bacterias son multidrogo 

resistentes y han sido aisladas de infecciones en las vías respiratorias en pacientes con 

Fibrosis Quística (Mahenthiralingam, 2011). Los genes para la biosíntesis de enaciloxinas 

fueron identificados en el genoma de B. gladioli pv. cocovenenas HKI 10521. Esta bacteria 

es capaz de sintetizar enaciloxina IIIa y su análogo isoenaciloxina IIIa bajo condiciones 

semejantes a las empleadas en los procesos de fermentación donde el oxígeno es 

severamente reducido, también es capaz de producir títulos altos del antibiótico (1-2 mg/l) 

en cocultivo B. gladioli pv. cocovenenas-R. microsporus. Las enaciloxinas producidas por 
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este microorganismo presentan actividad inhibitoria en contra de E. coli y P. aeruginosa 

(Fig. 4) (Ross, 2014a). 

 

 

Fig. 4. Estructura química general de Enaciloxina y sus derivados. Tomado de Ross, 2014. 

 

De una muestra de esputo proveniente de un niño de USA con Fibrosis Quística se 

aisló la cepa BCC0238 de B. gladioli la cual tiene la capacidad de producir un metabolito 

secundario llamado gladiolina con propiedades antibióticas en contra de algunos aislados 

resistentes a antibióticos del patógeno Mycobacterium tuberculosis (Fig. 5) (Song, 2017). La 

gladiolina tiene una estructura química muy parecida al antibiótico de tipo macrólido 

etnangien sintetizado por la mixobacteria Sorangium cellulosum y el mecanismo de acción 

reportado para ambos metabolitos secundarios es por la inhibición de la RNA polimerasa 

(Song, 2017; Irschik, 2007; Menche, 2008). Una región 129 kpb en el cromosoma dos de la 

cepa BCC0238 codifica varios genes relacionados con la síntesis de gladiolina. Entre ellos, 

los genes gbnD1-D6 que codifican subunidades para la síntesis de gladiolina a través de 

trans-AT PKS (AT.- acil transferasas; PKS.- policétido sintasas) (Song, 2017). 
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Fig. 5. Estructura química general de Gladiolina. Tomado de Song, 2017. 

 

Otro antibiótico nombrado como Icosalide A1 y producido por sintasas péptidicas 

no ribosomales (NRPS de sus siglas del inglés) con actividad antimicrobiana en contra de 

Streptococcus pyogenes y otras bacterias de interés medico ha sido reportado en B. gladioli 

BCC0238 (Fig. 6) (Jenner, 2019). El gen icoA con un tamaño de 15 kb codifica para una 

sintasa de péptica no ribosomal este gen se encuentra localizado en el cromosoma dos de 

la cepa BCC0238 y su detección por PCR fue positiva para las cepas B. gladioli BCC0252, 

BCC1677, BCC1698 y BCC1720 en las cuales también se detectó la producción de icosalide 

A1. La cepa BCC1713 de B. gladioli no presentó producción del antibiótico ni amplificación 

del gen icoA (Jenner, 2019). 

 

 

Fig. 6. Estructura química general de Icosalide A1. Tomado de Jenner, 2019. 
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En años recientes se ha reportado la capacidad de Burkholderia gladioli como 

simbionte de escarabajos de la especie Lagria villosa y Lagria hirta (Flórez, 2017a; 2017b; 

2018). Se ha demostrado que la cepa no cultivable Lv-StB de B. gladioli favorece la 

eliminación de hongos patógenos que infectan a los huevos de Lagria villosa cuando se 

encuentran sobre el suelo a través de la producción del compuesto antimicrobiano 

lagriamide, un antifúngico de amplio espectro que proporciona una fuerte medida de 

seguridad para la descendencia de Lagria villosa (Fig. 7) (Flórez, 2018).  

 

 

Fig. 7. Estructura química de lagriamide. Tomado de Flórez, 2018. 

 

Flórez y col. 2017 describieron la asociación simbiótica entre B. gladioli y escarabajos 

herbívoros de la subfamilia Lagriinae en específico la cepa Lv-StA de B. gladioli la cual fue 

aislada del escarabajo conocido como vaquita dorada Lagria villosa que afecta cultivos de 

soya en Sudamérica. El simbionte bacteriano se encuentra habitando de forma extracelular 

las glándulas accesorias conectadas al sistema reproductivo de las hembras del escarabajo 

de donde la bacteria es transmitida verticalmente a los huevos confiriéndoles protección 

contra el hongo entomopatógeno Purpureocillium lilacinum (anteriormente Paecilomyces 

lilacinus). Por medio de la producción de compuestos antifúngicos, Beauveria bassiana y 

Trichoderma harzianum también fueron inhibidos in vivo (Flórez, 2017b). Se han detectado 

cuatro metabolitos secundarios in vitro producidos por la cepa Lv-StA dos con actividad 

antibacteriana y dos con actividad antifúngica. Los antibacterianos son toxoflavina y 

lagriene que actúan en contra de Brevibacillus laterosporus y Bacillus thuringensis, 

respectivamente. Los antifúngicos son caryoynencin y sinapigladioside en contra de P. 

lilacium. En experimentos in vivo sólo se detectaron tres compuestos toxoflavina, lagriene 
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y sinapegladioside, de acuerdo a los investigadores estos compuestos le proporcionan 

defensa a los escarabajos en contra de hongos entomopatógenos y bacterias patógenas 

potenciales (Fig. 8) (Flórez, 2017b). La secuenciación y análisis del genoma de la cepa Lv-StA 

de B. gladioli reveló la presencia de los genes de biosíntesis para toxoflavina y caryoynencin 

descritos en los modelos de Burkholderia glumae y Burkholderia caryophylli 

respectivamente (Flórez, 2017b; Suzuki, 2004; Ross, 2014). Los genes relacionados a la 

síntesis de etnangien en Sorangium cellulosum fueron propuestos por los autores como los 

responsables de la biosíntesis lagriene pero no aportaron evidencia experimental que 

respaldara su hipótesis (Flórez, 2017b; Menche, 2008). 

 

Fig. 8. Estructura química de los antimicrobianos producidos por B. gladioli Lv. StA. 1) Toxoflavina; 2) 

Caryoynecina; 3) Lagriene; 4) sinapegladioside. Tomado de Flórez, 2017b. 

 

La cepa NGJ1 es otro genotipo de B. gladioli que presenta actividad antimicrobiana 

contra diversos hongos fitopatógenos como Rhizoctonia solani, Magnaporthe oryzae, 

Venturia inaequalis y Fusarium oxysporum entre otros (Jha, 2015). Parte de la actividad 

antifúngica de B. gladioli NGJ1 es debida a su comportamiento como micófago de R. solani 

y otros hongos a través de una proteína efectora parecida a la cola de un profago. Esta 

proteína está codificada en el gen Bg_9562 y es translocada al interior del micelio del hongo 

por el sistema de secreción tipo III donde impide la germinación del hongo. Aparentemente 

B. gladioli NGJ1 resulta beneficiada al disponer de los productos de degradación del micelio 

del hongo (Swain, 2017; Kumar, 2018).  
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Para concluir este apartado se conoce que B. gladioli 3A12 (endófito de semilla de 

maíz de la variedad Chapalote) tiene la capacidad de desplazarse por movimiento tipo 

swarming dependiente de flagelo hacia el hongo fitopatógeno Sclerotinia homoeocarpa 

adhiriéndose y formando microcolonias mediante biofilm para posteriormente eliminar al 

hongo mediante destrucción de su micelio por mecanismos aún no esclarecidos (Shehata, 

2017). 

 

1.2.3 Burkholderia gladioli Y SU RELACIÓN CON PLANTAS 

 

B. gladioli es un importante patógeno de plantas. McCulloch en 1924 reportó por 

primera vez la patogenicidad de B. gladioli en gladiolas en las cuales la bacteria produjo 

serias lesiones en las hojas (Leaft blight) afectando el desarrollo de los cormos de gladiola 

(Fig. 9) (McCulloch, 1924). Los géneros de orquídeas Dendrobium, Oncidium, y Miltonia spp. 

e híbridos son otros hospederos en los que B. gladioli produce patogenicidad provocando 

manchas en las hojas de tamaño variable con o sin presencia de mancha acuosa en las 

lesiones (water-soaking) o pudrición blanda (soft-rot) (Keith, 2004). B. gladioli también se 

ha reportado como productora de lesiones en hojas de orquídeas del género Cymbidium 

cultivadas en Corea del Sur (Moon, 2017). El mismo patógeno se ha reportado en la 

pudrición en los bulbos de una planta silvestre de Bulgaria con propiedades de interés 

médico del género Leucojum aestivum (Stoyanova, 2013). En Japón se ha reportado que 

diferentes cepas de B. gladioli que producen manchas de color marrón en hojas y vainas y 

pudrición de los granos en plantas de arroz también fueron capaces de infectar bulbos de 

cebollas y hojas de orquídeas y gladiolas (Ura, 2006). Esta bacteria también produce 

manchas en hojas y cormos y pudrición de brotes emergentes y hojas en plantas de azafrán 

(Crocus sativus) (Fiori, 2011). Algunas de las cepas de B. gladioli patógenas de azafrán son 

capaces de producir manchas en hojas de gladiolas y azucenas o lirios, pero ninguna fue 

patógena para cebollas (Fiori, 2011). En la revisión de Compant y col. 2008 se reporta que 

B. gladioli es fitopatógeno de plantas como:  cebolla (Allium cepa L.), tulipán (Tulipa spp.), 

culantrillo (Adiantum sp.),  helechos (Asplenium nidus L; Cyrtomium falcatum; Davallia 
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fejeensis Hook; Pteris ensiformis L.; Pellaea rotundifolia Hook; Pteris cretica L.; Platycerium 

bifurcatum Cav.), azáfran (Crocus spp.), orquídeas (Dendrobium spp.), freesia (Freesia 

refracta Jacq; Freesia x hybrida Hort.), gladiolas (Gladiolus x hortulanus L.; Gladiolus x 

colvillei Sweet.), iris (Iris spp.), ixia maculata (Ixia maculata L.), arroz (Oryza sativa L.), e iris 

tigre (Tigridia pavonia) (Compant, 2008). En México B. gladioli ha sido asociada a 

enfermedades en plantíos de maíz comercial Asgrow-7573 cultivados en el estado de 

Veracruz (Gijon-Hernandez 2011). Los síntomas en la planta de maíz provocados por la 

bacteria van desde manchas acuosas en las hojas hasta pudrición de la corona del tallo y de 

las hojas, así como mazorcas con base necrótica y sin desarrollo (Gijon-Hernandez, 2011). 

Bulbos de cebolla blanca cultivadas en Zacatecas y almacenadas en instalaciones en Sinaloa, 

México presentaron la enfermedad piel resbaladiza (slippery skin) producida por B. gladioli 

después de dos semanas de su almacenamiento (Félix-Gastélum, 2017). A la fecha se han 

reconocido cuatro patovares de B. gladioli: B. gladioli pv. gladioli (Bgg) patógeno de 

gladiolas y otras flores (Yabuuchi, 1992; Young, 1978); B. gladioli pv. alliicola produce 

enfermedad en bulbos de cebolla (Young, 1978); B. gladioli pv. agaricicola (Bga) infecta y 

produce pudrición blanda en champiñones comerciales (Lincoln, 1991); y B. gladioli pv. 

cocovenenans (Jiao, 2003). 

 

Fig. 9. Lesiones producidas por B. gladioli en hojas de gladiola.  

A.- Fase temprana del bligth bacteriano, muestra manchas de agua (wáter-soaked) y lesiones horizontales. 
Infección natural. Xi. 
B.- Inoculación artificial fotografía tomada después de 18 días de inoculación. Xi. 
C.- Inoculación artificial, muestra exudado en las lesiones secas. Xi- A, B y C son hojas de plantas jóvenes 
(seedling plants). 
D.- Hojas de plantas florecientes (var. Schwaben) muestran la apariencia general en campo. Infección natural. 
X1/2. 
E.- Hojas de plantas jóvenes (var. Schwaben). Infección natural. Xi 
Tomado de McCulloch, 1924. 
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Existen algunos reportes acerca de los factores de virulencia de B. gladioli. La 

pudrición blanda en champiñones comerciales en Japón, Europa y Nueva Zelanda es 

producida por Burkholderia gladioli pv. agaricicola (Gill, 1997; Chowdhury, 2006). Se sabe 

que el sistema de secreción tipo II de Bga desempeña una función importante en su 

capacidad para secretar quitinasas y proteasas (factores de virulencia) que podrían estar 

relacionadas a la degradación del tejido de los champiñones (Agaricus bitorquis) y la 
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consecuente expresión de la enfermedad de la cavidad (cavity disease) en el hospedero 

(Chowdhury, 2006). Cuatro cepas de Bga producen tres enzimas hidrolíticas (proteasa, 

quitinasa y gluconasa) además producen hemolisis a la membrana de eritrocitos bovinos 

por mecanismos desconocidos (Elshafie, 2017). Burkholderia gladioli ocasiona la 

enfermedad en plantas de arroz denominada Añublo bacterial de la panícula (Bacterial 

panicle blight) la cual se ha reportado en EE.UU., Japón, China, Filipinas y Panamá (Ura, 

2006; Nandakumur, 2009; Mulaw, 2018; Cottyn, 2001, 2001; Mirghasempour, 2018). Se ha 

reportado que B. gladioli produce la fitotoxina toxoflavina un importante factor de 

virulencia en sus procesos de infección en plantas de arroz y bulbos de cebolla (Lee, 2016). 

Cepas de Bgg y Bga producen toxoflavina in vitro (Iiyama, 1998). Se ha comprobado que la 

aplicación de toxoflavina pura produce daños en hojas de gladiolas y orquídeas 

(Dendrobium y cymbidium), en bulbos de cebolla y plantas de arroz, pero no en tubérculos 

de papa (Iiyama, 1998). Kaczynski y col. 2006 identificaron un exopolisacárido (EPS) capsular 

putativo de Bga. Al parecer se trata de un polímero lineal con unidades repetidas de 

tetrasacárido con ramnosa en su composición, el EPS podría participar en la interacción 

planta-bacteria (Kaczynski, 2006). En B. gladioli pv. cocovenenans se ha caracterizado la 

cadena O de su lipopolisacárido (LPS) el cual contiene residuos de azúcar metilados, el 

polisacárido está conformado por dos unidades de tetrasacáridos  [→2)-α-Rha-(1→2)-α-

Aco-(1→2)-α-Rha- (1→4)-β-Gal2Me-(1→]n y [→2)-α-Rha-(1→2)-α-Aco-(1→2)-α-Rha-

(1→4)-β-Gal-(1→]n (Rha: L-ramnosa; Aco: L-Acofriosa; Gal2Me: 2-O-metil-D-galactosa) el 

antígeno O podría estar relacionado con la modificación de la respuesta inmune en su 

hospedero (De Felice, 2016). En la revisión de Knirel y col. 2011 se reportan las estructuras 

del antígeno O de los LPS para B. gladioli pv. gladioli, B. gladioli pv. agaricicola y B. gladioli 

pv. alliicola (Knirel, 2011). Se desconoce la participación de los EPS y LPS en las interacciones 

planta-bacteria. A partir de análisis bioinformáticos se sabe que B. gladioli posee genes 

relacionados al sistema de secreción tipo VI, un factor de virulencia importante en la 

entrega de efectores tóxicos a sus hospederos (Nguyen, 2018). En otros estudios además 

del sistema de secreción tipo VI se han reportado genes relacionados a la síntesis de 
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toxoflavina, genes de producción de lipasas y genes para efectores tipo III (type III effectors) 

(Fory, 2014; Seo, 2015). 

Algunas cepas de Burkholderia gladioli también muestran aptitudes benevolentes 

hacia las plantas. Su potencial como agente de biocontrol es uno de los rasgos más 

distintivos de este microorganismo. Entre otros ejemplos, se conoce que B. gladioli 

UAPS07070 endófito de un fruto de piña muestra potencial como agente de biocontrol para 

el patógeno de piña Tatumella ptyseos (Fig. 10) (Marín-Cevada, 2012; Marín-Cevada, 2016). 

Otra cepa de esta bacteria que es endófito del grano de maíz denominado Chapalote 

también es considerado como un potencial agente de biocontrol para varios hongos 

fitopatógenos (Rioux, 2014; Shehata, 2017). Scuderi y col. 2009 han reportado que algunas 

cepas de B. gladioli recuperadas de la flor ave del paraíso (Strelitzia reginae) tienen 

potencial antagónico contra hongos patógenos que afectan manzanas y cítricos 

postcosecha (Scuderi, 2009). Se ha reportado que Bga reduce la enfermedad en el cultivo 

de tomate causada por el hongo Verticillium dahliae (Elshafie, 2017). Un aislado de B. 

gladioli recuperado de la rizósfera de una planta de espinaca silvestre es un candidato a 

agente de biocontrol para suprimir al hongo Pythium ultimum que causa pudrición húmeda 

en el fruto de pepino (Bae, 2007). Un aislado de B. gladioli del insecto Planococcoides 

njalensis muestra poder de inhibición hacia bacterias y hongos fitopatógenos (Attafuah, 

1989; Walker, 1996). La capacidad quitinolítica de aislados de la rizosfera de maíz criollo 

identificados como B. gladioli fue relacionada con su capacidad para degradar el micelio de 

diferentes hongos fitopatógenos y con la disminución del porcentaje de infección 

provocado por hongos fitopatógenos en semillas de maíz (Medina-de la Rosa, 2016). Una 

cepa de B. gladioli recuperada de la raíz de una planta de maíz (Zea mays) además de exhibir 

propiedades de biocontrol ha demostrado su capacidad como rizobacteria promotora de 

crecimiento de plantas (PGPR; de sus siglas del inglés) ya que tiene la capacidad de producir 

hormonas vegetales (ácido indol acético y giberelinas), es capaz de solubilizar fosfatos, 

producir amonio y cianuro de hidrógeno, también incrementa la longitud de la raíz y 

aumenta la germinación de semillas de maíz (Gunjal, 2015). B. gladioli tiene la capacidad de 

solubilizar fosfatos aumentando la disponibilidad de éstos para la planta de sábila (Aloe 
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barbadensis) la cual presenta mayor biomasa e incremento en la producción de Aloína 

(laxante) (Gupta, 2012). La producción de metabolitos secundarios (edulcorantes: 

esteviósido y rebaudiósido A) producidos por la planta de estevia (Stevia rebaudiana) fue 

incrementada por la solubilización de fosfatos por B. gladioli (Mamta, 2010). Otras cepas 

de B. gladioli con potencial uso como biofertilizantes han sido aisladas de la rizosfera de 

Maguey espadín (Agave angustifolia Haw.) han exhibido capacidad solubilizar fosfatos, 

producir ácidos orgánicos y fitohormonas (ácido indol-3-acético y giberelinas) (Martínez-

Gallegos, 2018). En Brasil recientemente se ha reportado la capacidad de fijación biológica 

de nitrógeno en varios aislados endófitos de azúcar de caña (Barros, 2018). Para concluir 

este tema, se sabe que los exopolisacáridos purificados de B. gladioli cepa IN26 provocan 

resistencia sistémica inducida (ISR) en semillas de pepino en contra del hongo 

Colletotrichum orbiculare que le produce antracnosis (Kyungseok, 2008). 

 

  

Fig. 10. Actividad antagónica de B. gladioli en medio sólido contra T. ptyseos.  Tomado de Marín-Cevada, 2016. 
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1.2.4. OTRAS APLICACIONES DE Burkholderi gladioli  

 

Independiente a su fuerte potencial antimicrobiano la cepa B. gladioli Coa14 ha 

mostrado crecer en medios de cultivo con petróleo crudo como única fuente de carbono y 

la secuencia de su genoma ha revelado la presencia de la vía clásica de degradación de n-

alcanos convirtiendo a esta cepa en un importante modelo de estudio para la mejor 

comprensión de microorganismos en su adaptación a ambientes contaminados con 

hidrocarburos (Lopes, 2018). En China se ha reportado que dos cepas de B. gladioli son 

capaces de degradar compuestos insecticidas organofosforados, conocidos como 

profenofos, de suelos contaminados (Malghani, 2009). Se ha reportado que B. gladioli 

disminuye el estrés producido por Cadmio (metal pesado) a ciertas variedades de tomate 

(Lycopersicon esculentum y Solanum lycopersicum) (Khanna, 2019a, 2019b). 

Aparentemente los microorganismos favorecen la inmovilización del metal en las raíces por 

medio de la formación de complejos quelantes que impiden que el metal ingrese a los 

brotes y se acumule en las plantas esto favorece un mejor desarrollo de las plantas y alivia 

su estrés al cadmio (Khanna, 2019a, 2019b). Recientemente se descubrió una lipasa alcalina 

con potencial aplicación en la industria alimentaria, producción de detergentes y biodisel 

producida por Burkholderia gladioli Bps-1 aislada de una cebolla putrefacta de 

supermercados de China (Zhu, 2019). 
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2. ANTECEDENTES 

 

Pink disease es una enfermedad asintomática que afecta a los frutos frescos de Piña, 

ocasionando grandes pérdidas económicas en la industria de procesado y enlatado a nivel 

mundial, esta enfermedad se caracteriza por la aparición de un pigmento rojo-café el cual 

provoca un cambio de coloración en los productos de piña después de procesarlos a altas 

temperaturas. El pigmento producido por un solo fruto infectado puede difundir hacia los 

frutos sanos dañando la producción de cientos de piñas saludables (Kado, 2003). En el año 

2006 Marin-Cevada identificó a Tatumella ptyseos como un nuevo agente causal de Pink 

disease en cultivos mexicanos de piña (Marín-Cevada,2006). De sus investigaciones en las 

interacciones antagónicas entre bacterias nativas de piña contra T. ptyseos identificó a una 

bacteria antagónica con un alto potencial como agente de biocontrol, la cepa fue nombrada 

como Burkholderia gladioli UAPS07070. Esta bacteria fue recuperada de la zona endófita de 

varios frutos de piña que no presentaban la enfermedad Pink disease y su ubicación 

taxonómica se realizó a partir de pruebas bioquímicas y secuenciación del gen codificante 

del 16S rRNA, UAPS07070 tiene la capacidad de inhibir in vitro e in planta a T. ptyseos, 

además cuando es coinoculada en jugo de piña con este fitopatógeno puede disminuir la 

pigmentación característica de pink disease después de 12 h de incubación a través de un 

mecanismo aún desconocido. En experimentos in vitro UAPS07070 ha exhibido 

antagonismo contra un amplio rango de bacterias y hongos, por lo cual se cree que la 

posible sustancia antagónica producida por este microorganismo sea una bacteriocina 

(Marín-Cevada, 2010). En el 2013 se construyó una banca de mutantes al azar de 

UAPS07070 con el propósito de identificar el cluster biosintético de la sustancia antagónica 

producida por esta bacteria. En el screening de 2000 mutantes se encontró que tres de ellas 

pierden parcialmente su potencial antagónico. Algunos de los genes afectados en estas 

mutantes aún están en proceso de identificación (Seynos, 2013). En ese mismo año Pedraza 

diseñó una estrategia basada en análisis bioinformático por medio de un programa que 

compara conjuntos de secuencias con los genomas. En una búsqueda comparativa de 4000 

proteínas que están relacionadas en la producción de bacteriocinas pertenecientes a 
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diversos géneros bacterianos y con el propósito de detectar clusters de bacteriocinas 

potenciales en 32 genomas de 19 especies del género Burkholderia, se encontraron 73 loci 

dentro de estos genomas. En particular, el genoma de B. gladioli BSR3 presenta dos clusters 

putativos para bacteriocinas, hasta la fecha no existe evidenciaexperimental documentada 

que soporte esta hipótesis. Por otro lado, en ensayos de inhibición in vitro utilizando 20 

cepas de 14 especies del género Burkholderia sensu lato se encontró que B. gladioli 

UAPS07070 muestra un alto grado de inhibición contra más de la mitad de las cepas 

(Comunicación personal Yagul Pedraza, 2013). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

El uso de pesticidas químicos utilizados para erradicar microorganismos patógenos 

de cultivos se ha convertido en un problema emergente por su gran capacidad de 

contaminación del ambiente y su alta toxicidad para el hombre. Debido a estos efectos 

secundarios, se ha propuesto al control biológico como una alternativa. En la búsqueda de 

microorganismos antagonistas contra T. ptyseos al agente causal de la enfermedad Pink 

disease de piña se detectó a B. gladioli UAPS07070 como un agente potencial de biocontrol. 

Por ensayos in vitro y extracción por HPLC (cromatografía líquida de alta eficiencia, por sus 

siglas del inglés) se dedujo que esta bacteria produce uno o varios metabolitos capaces de 

inhibir a una amplia variedad de microorganismos, los compuestos aún no han sido 

purificados y caracterizados. 

A la fecha no se conocen las vías involucradas en el efecto antagónico producido por 

B. gladioli hacia otros microorganismos. De ahí el interés de iniciar el conocimiento a nivel 

molecular de la síntesis y caracterización del compuesto. 
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4. OBJETIVO GENERAL 

 

Identificar causas posibles del efecto antagónico de B. gladioli UAPS07070 en contra de 

otros microorganismos. 

 

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

• Seleccionar mutantes de B. gladioli UAPS07070 afectadas en su capacidad 

antagónica en contra de diferentes microorganismos. 

 

• Identificar las regiones implicadas en la alteración de la capacidad antagónica de B. 

gladioli UAPS07070. 

 

• Elaborar un modelo que explique las interacciones y participación de los genes 

detectados por el evento de transposición y relacionados con en el efecto 

antagónico de B. gladioli UAPS07070. 
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5. METODOLOGÍA 

 

5.1. Rastreo y selección de mutantes con actividades antimicrobianas disminuidas. 

 

Alrededor de 3000 mutantes generadas al azar de B. gladioli fueron evaluadas en 

busca de la perdida completa o parcial de su capacidad antagónica en contra de una cepa 

sensible (Acinetobacter sp. UAPS0169). Los ensayos se llevaron a cabo como se describe a 

continuación: Las mutantes se cultivaron en caldo LB bajo agitación durante 24 h a 30 oC, 

posteriormente 20 µl del cultivo de las mutantes de B. gladioli fueron colocados en gota 

sobre la superficie de una placa de agar LB, las placas de agar LB fueron cultivadas por 24 h 

a 30 oC, después de concluido el tiempo de incubación se colocaron 20 µl de cultivo en fase 

estacionaria de Acinetobacter sp. UAPS0169. Las gotas de la cepa sensible fueron colocadas 

en la proximidad y sin hacer contacto con la colonia de células de las mutantes de B. gladioli. 

Ambas bacterias se incubaron por 24 h a 30 oC. Se consideró que una mutante había pérdido 

capacidad antagónica si se presentaba crecimiento de la cepa sensible a menos de un 

centímetro del borde de la colonia mutante. Para confirmar la pérdida del fenotipo de 

antagonismo se empleó el ensayo de doble capa con algunas modificaciones de la 

metodología original descrita por Muñoz-Rojas y col. 2005. En el ensayo de doble capa, las 

cepas mutantes de B. gladioli con alteración presuntiva de antagonismo se crecieron en 

caldo LB hasta fase estacionaria (30 oC por 24 h). A continuación, los cultivos fueron 

ajustados a 0.05 a una densidad óptica de 620 nm, 6 µl de los cultivos ajustados fueron 

inoculados en forma de gota sobre la superficie de agar LB en caja Petri de vidrio, la 

incubación se realizó por 24 h a 30 oC. Posteriormente se desechó la masa celular de las 

mutantes de B. gladioli con una laminilla de vidrio estéril y los restos celulares fueron 

inactivados por exposición a vapores de cloroformo por una hora. Las placas Petri fueron 

colocadas en una campana de extracción de vapores hasta la volatilización del cloroformo. 

Previamente la cepa sensible Acinetobacter sp. UAPS0169 fue cultivada y ajustada bajo las 

mismas condiciones que las mutantes de B. gladioli, 200 µl del cultivo ajustado de 

Acinetobacter sp. UAPS0169 fueron distribuidos con una varilla de vidrio estéril por toda la 
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superficie de la placa de LB donde previamente habían crecido las mutantes, las placas 

fueron incubadas por 24 h a 30 oC. Se midió diámetro de los halos de inhibición y se 

compararon con el correspondiente de la cepa silvestre B. gladioli. Se realizaron 12 

repeticiones del experimento de doble capa para cada mutante y los resultados se 

evaluaron por ANOVA (p<0.05). 

 

5.2. Aislamiento y secuenciación de los locus interrumpidos por el transposón Himar 1. 

 

La localización del sitio de inserción del transposón al cromosoma en las mutantes de B. 

gladioli con actividad antagónica reducida se realizó de acuerdo a la metodología de rescate 

de plásmido descrita por Rholl y col. 2008. Se extrajo y purificó ADN genómico de las clonas 

empleando un kit comercial (Wizard Genomic DNA Purification kit, Promega Co.). El 

material genético se digirió con la endonucleasa NotI (Thermo Fisher Scientific) y se purificó 

con High Pure PCR Cleanup Micro Kit (Roche) para su posterior auto ligamiento (producir 

fragmentos circulares de ADN) con el Rapid DNA ligation kit (Roche). Los productos de la 

ligación fueron transformados en E. coli DH5α y se realizó selección en agar LB con 

Kanamicina a 30 μg/ml incubando a 37 oC. De las colonias seleccionadas se extrajo y purificó 

ADN con Pure Yield Plasmid Miniprep System kit (Roche). Todos los kits fueron empleados 

de acuerdo a las indicaciones del fabricante. 

Se obtuvo secuencia nucleotídica de los plásmidos que contenían al transposón 

Himar1 empleando oligonucleótidos específicos para el transposón 1670 (5`-

TCGGGTATCGCTCTTGAAGGG-3`) y 1829 (5`-GCATTTAATACTAGCGACGCC-3`). La 

comparación de las secuencias se realizó con Blastx de NCBI 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK

_LOC=blasthome). El porcentaje de identidad de los genes traducidos correspondientes a 

los ORF (marco de lectura abierta por sus siglas del inglés) de los genes interrumpidos 

fueron verificados con ClustalW (Thompson, 1994). Las secuencias de los genes 

identificados fueron depositadas en la base de datos del NCBI GenBank con número de 

acceso KP123645. La plataforma Interproscan 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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(http://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search) se empleó para buscar dominios 

conservados en TofI, TofR y LysR a partir de sus ORF. 

 

5.3. Ensayo para la detección de N-acil homoserina lactonas 

 

La detección de N-acil homoserina lactonas exógenas producidas por B. gladioli 

UAPS07070 y sus mutantes derivadas por la inserción del transposón Himar 1 se realizó 

mediante la cepa reportera de quorum sensing Chromobacterium violaceum CV026 

(McClean, 1997). En este experimento la cepa reportera restaura su capacidad para 

producir un compuesto de color violeta llamado violaceína en presencia de N-acil 

homoserina lactonas exógenas de cadena corta. Las cepas de B. gladioli UAPS07070, clonas 

derivadas y cepa reportera fueron crecidas de forma independiente en caldo LB hasta 

alcanzar la fase estacionaria (24 h a 30 oC). Se aplicó sobre la superficie de una placa de agar 

PSUC (4.2 mM ácido succínico, 1% peptona de caseína y 1.6% agar bacteriológico) un tapete 

de 200 µl de cultivo en fase estacionaria de C. violaceum CV026. La suspensión celular se 

secó en campana de flujo laminar. Diez microlitros de cultivo en fase estacionaria de las 

mutantes se aplicaron en forma de gota en diferentes puntos de la superficie del agar PSUC, 

se incubó por 24 h a 30 oC. Una reacción fue tomada como positiva por la presencia de un 

halo violeta alrededor de la colonia de células de las mutantes probadas. 

 

5.4. Ensayo para la identificación de movimiento tipo Swarming 

 

Burkholderia gladioli UAPS07070 y sus mutantes derivadas con antagonismo 

disminuido (BG79, BG1232, BG87) fueron crecidas en caldo LB por 24 h a 30 oC, al término 

del tiempo de incubación las células fueron lavadas dos veces con caldo LB estéril y los 

cultivos bacterianos se ajustaron en un volumen de un mililitro a 0.01 de absorbancia a una 

densidad óptica de 620 nm. Se colocó 1 µl del cultivo ajustado en forma de gota en el centro 

de una placa de agar LB con baja concentración de agar (0.02% de agar) y se incubó por 48 

h a 30 oC y 37 oC. Los ensayos fueron realizados con cinco réplicas. Se tomó como 

http://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search
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movimiento de tipo Swarming positivo a las cepas que exhibieron un patrón de 

desplazamiento dendrítico como lo describe Hibbing y col. 2010 (Hibbing, 2010).  

 

5.5. Ensayo para la cuantificación de toxoflavina 

 

La producción de toxoflavina se cuantificó en medio sólido. B. gladioli UAPS07070 y 

sus mutantes derivadas fueron crecidas hasta fase estacionaria en caldo LB y ajustadas a 

0.05 de absorbancia a densidad óptica de 620 nm. Docientos microlitros de esta suspensión 

bacteriana fueron dispersados sobre toda la superficie de placas de agar LB e incubadas a 

30 oC por 24 h. La masa celular fue retirada mecánicamente con un portaobjetos de vidrio 

y la superficie del agar fue limpiada con un hisopo estéril impregnado con etanol al 70% 

hasta remover las células bacterianas. Se tomó un fragmento de agar con un peso de 500 

mg y se fundió dentro de un tubo de polipropileno de 1 mL a 60oC en baño maría, la solución 

se resuspendió en 500 L de cloroformo, la fracción de cloroformo fue transferida a un 

nuevo tubo de polipropileno y el solvente fue evaporado completamente a temperatura 

ambiente dentro de una campana de extracción de vapores. El sedimento residual fue 

disuelto en metanol al 80% y cuantificado por absorbancia a una densidad óptica de 393 

nm como fue reportado por Chen y col. 2012 (Chen, 2012). Los resultados de seis réplicas 

de cada muestra fueron analizados con la prueba estadística ANOVA (p<0.05). 

 

5.6. Análisis de la expresión del gen toxA a través de RT-PCR de punto final 

 

La transcripción del gen toxA (metiltransferasa en la síntesis de toxoflavina) en la 

cepa silvestre B. gladioli UAPS07070, en las mutantes derivadas afectadas en el sistema de 

Quorum Sensing BG1232 y BG87 y en la mutante BG79 afectada en un gen que codifica para 

un regulador LysR fue analizada por RT-PCR de punto final. Las cepas bacterianas fueron 

crecidas de forma independiente a 30 oC en caldo LB hasta fase estacionaria, para luego 

ajustar los cultivos bacterianos a 0.05 de absorbancia a 620 nm. Se aplicaron 30L de esta 

suspensión de bacterias en forma de gota sobre la superficie de una placa de agar LB e 
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incubadas por 24 h a 30 oC. La masa celular fue recuperada y disuelta en un mililitro de agua 

libre de ARNasas y centrifugadas a 4oC por 3 min a 8,000 x g. El método simple de fenol 

descrito por Atshan y col. 2012 (Atshan, 2012) fue utilizado para la extracción total del ARN 

como se describe a continuación: 100 µL de agua libre de ARNasa fue adicionada al pellet 

de células problema las cuales fueron agitadas vigorosamente por 3 min. En seguida se 

adicionaron 100 µL de una solución fenol ácido-cloroformo (1:1) y la mezcla fue agitada por 

1 min, los tubos con la mezcla fueron incubados a 70 oC por 30 min, durante este tiempo de 

incubación la muestra se agitó cada 5 min. La muestra se centrifugó a 12,000 x g por 10 

minutos, 100 µL de la fase acuosa fueron transferidos a un tubo limpio a los cuales se les 

adicionaron 200 µl de isopropanol. Los tubos fuero agitados vigorosamente por 3 min y 

centrifugados a 12,000 x g por 10 minutos, por último, el pellet de ARN fue hidratado en 25 

µL de agua libre de ARNasas. La integridad del ARN fue evaluada cualitativamente por 

electroforesis en un gel de agarosa al 1%. La concentración y pureza fuero medidas en un 

espectrofotómetro NanoDrop (Thermo Scientific). Cuatro microgramos de ARN fueron 

tratados con DNaseI (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Para la síntesis de cDNA (ADN complementario) se tomaron 2 µg de ARN libre de ADN 

empleando Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) siguiendo las instrucciones 

del fabricante. La expresión del gen toxA fue evaluada por amplificación de PCR del 

fragmento de 181 pb empleando los oligonucleótidos RTP3 (5´-GTT CAG CTT CTA CCG CTG 

GA-3´) (Suzuki, 2004) y TOXA2 (5´-TCA AGG CTT GCA GAC CAG-3´) (Jenner, 2019). Un 

fragmento de 412 pb que corresponde a una parte del gen 16S rRNA fue amplificado como 

control de la expresión constitutiva con los oligonucleótidos Fwd (5´-GTG CCA GCM GCC 

GCG GTA ATA C-3´) y Rev (5´-CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT-3´) (Yu, 2004). Para la 

amplificación de ambos genes toxA y 16S rRNA se utilizó 1 µl de cDNA bajo las siguientes 

condiciones de PCR: 96 oC por 2 minutos, 30 ciclos a 96 oC por 1 min, 50 oC por 1 min para 

toxA; y para 16S rRNA, 58oC for 1 min y una extensión final a 72 oC por 30 segundos, por 

último, los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 %. 

 

5.7. Ensayos de virulencia en plantas. 
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Para el ensayo en fragmentos de cebolla las cepas de B. gladioli UAPS07070, 

BG1232, BG87 y BG79 fueron crecidas en caldo LB a 30 oC hasta alcanzar la fase estacionaria. 

Los cultivos fueron ajustados a 0.05 de absorbancia (aprox. 107 UFC/ml) a una densidad 

óptica de 620 nm con dos lavados previos con medio de cultivo LB liquido estéril. 

Fragmentos de bulbos de cebolla “Yellow globe” (aprox. 10 cm2) fueron inoculados en la 

superficie interna con 5 µl de la suspensión bacteriana previamente ajustada dentro de una 

herida realizada mecánicamente sobre el tejido de los bulbos de cebolla con la punta de 

una micropipeta. Los bulbos de cebolla fueron incubados dentro de una cámara de 

humedad a 30 oC por 48 horas y la virulencia fue detectada por la presencia de tejido 

macerado. Para el ensayo en hojas de plantas de lechuga, 103 UFC previamente lavadas y 

suspendidas en un volumen de 10 mL (10 mM de MgSO4) se inocularon en la nervadura 

central de tres hojas lozanas de planta de lechuga. El control se inoculó con 10 mL de MgSO4 

a 10 mM. Las plantas fueron mantenidas bajo condiciones de humedad y las lesiones fueron 

registradas después de cinco días de la inoculación con la bacteria (Modificado de Ibrahim, 

2012). 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Seleccion de mutantes de B. gladioli UAPS07070 afectadas en su capacidad 

antagónica en contra de diferentes microorganismos. 

 

A partir de la banca de 6000 mutantes obtenidas al azar de B. gladioli UAPS07070 

que fue construida por medio del transposón Himar1 (Seynos, 2013) se seleccionaron trece 

mutantes afectadas en su capacidad antagónica contra la bacteria sensible T. ptyseos 

UAPS07007 que produce la enfermedad pink disease en fruto de piña (Fig. 11A). Todos los 

derivados presentaron baja a nula actividad antagónica en ensayos de doble capa de 24 y 

48 h. Debido a las características morfológicas coloniales de T. ptyseos UAPS07007 que no 

permiten observar de forma clara los halos de inhibición decidimos sustituir a esta cepa 

sensible por la bacteria gramnegativa Acinetobacter sp. UAPS0169 (Bustillos-Cristales, 

2017) que presentó mejor resolución en los ensayos de inhibición (Fig. 11A y 11B).  

 

  

Fig. 11.- Ensayos de doble capa. (A) cepa sensible T. ptyseos UAPS07007; (B) cepa sensible Acinetobacter sp. 
UAPS0169. Las flechas indican los halos de inhibición producidos por B. gladioli UAPS07070 los números 1232, 
30, 34, 54, 65, 79 y 87 en la placa indican cepas mutantes derivadas de la cepa silvestre. 
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Las trece mutantes previamente seleccionadas mantuvieron disminuida su 

capacidad en la producción de metabolitos antimicrobianos contra Acinetobacter sp. 

UAPS0169 en comparación con la cepa silvestre en ensayos de doble capa de 24 horas en 

medio LB (Fig. 12A). Se exploró la producción de moléculas antagónicas en medios de 

cultivo mínimos con diferentes fuentes de carbono (glucosa, glicerol, glucosa + NaCl, 

fructosa, Ac. succínico, acetato de sodio y gluconato de sodio) ya que la capacidad 

antagónica de B. gladioli contra bacterias y hongos está relacionada en algunos casos a las 

condiciones de crecimiento. Los resultados de B. gladioli UAPS07070 contra la cepa sensible 

Acinetobacter sp. UAPS0169 muestran cambios en el tamaño de los halos de inhibición (Fig. 

12A–7H) en medio de cultivo enriquecido LB en comparación con los medios de cultivo 

mínimos con diferentes fuentes de carbono en ensayos de doble capa. Ese patrón de 

variación en las medidas de los halos de inhibición también fue observado con las 13 

mutantes (Fig. 12A–12H). La mayor pérdida del efecto antagónico se observó en el medio 

de cultivo LB (Fig. 12A). Los ensayos mostraron que las mutantes se vieron menos afectadas 

en medios que tenían como fuentes de carbono glucosa, fructosa y glicerol (Fig. 12B, 12C y 

12E). Las mutantes se observaron con afectación intermedia en los medios que tenían como 

fuente de carbono a ácido succínico, acetato de sodio y gluconato de sodio (Fig. 12F, 12G y 

12H). Al comparar el fenotipo de inhibición en un medio que tenía como única fuente de 

carbono al glicerol y otro que tenía como única fuente de carbono al glicerol más 1% de 

cloruro de sodio se observó que la mayoría de las mutantes presentaban menos capacidad 

antagónica en presencia de NaCl no así para la cepa silvestre en la cual no se registraron 

cambios en el fenotipo en ambas condiciones (Fig. 12C y 12D). El mayor tamaño en el halo 

de inhibición de la cepa silvestre fue observado en medio mínimo con ácido succínico (Fig. 

12F). 

 

Fig. 12.- Ensayos de antagonismo de B. gladioli UAPS07070 y sus 13 mutantes derivadas en diferentes 
medios de cultivo en contra de la cepa sensible Acinetobacter sp. UAPS0169. Medios de cultivo: (A) Luria 
bertani; (B) Glucosa (1.5 g/L); (C) Glicerol (10 g/L); (D) Glicerol + NaCl (10 g/L); (E) Fructosa (1.5 g/L); (F) Ac. 
Succínico (0.5 g/L); G) Acetato de Sodio (1.2 g/L); (H) Gluconato de sodio (5 g/L). N.D.  no determinado. 

 



31 
 

 

 

 



32 
 

Como paso siguiente se realizó la curva de crecimiento bacteriano en medio rico LB 

a un grupo de mutantes junto con la cepa silvestre para descartar que la pérdida de su 

capacidad antagónica fuese resultado de su baja tasa de crecimiento, los resultados no 

mostraron cambios en el crecimiento de las mutantes con respecto a la cepa silvestre (Fig. 

13).  

 

 

Fig. 13.- Curva de crecimiento bacteriano en medio Luria Bertani. Las unidades formadoras de colonia fueron 
cuantificadas a los tiempos de 0 h, 20 h, 46 h y 70 h, las cepas mutantes evaluadas y cepa silvestre se indican 
en la gráfica con colores independientes. 

 

Este grupo de mutantes (BG41, BG79, BG87, BG1232) fueron seleccionadas para la 

identificación de la región cromosómica que fue interrumpida por el evento de 

transposición, previo a ésto el grupo de mutantes junto a la cepa silvestre fue evaluado en 

su capacidad antagónica contra distintas bacterias algunas de ellas de interés médico y 

contra el hongo Candida albicans en ensayos de doble capa en medio LB y PSUC (medio 

mínimo que tiene como única fuente de carbono ácido succínico). El medio de cultivo PSUC 
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fue elegido debido a que en esta condición se observó un mayor tamaño del halo de 

inhibición contra Acinetobacter sp. UAPS0169 por parte de la cepa silvestre B. gladioli 

UAPS07070 (Fig. 12F), los resultados de los ensayos indican mayor capacidad antagónica de 

las cepas mutantes en el medio PSUC con respecto al medio LB (Fig. 14A y 14B). También se 

observó que en medio LB la cepa silvestre fue capaz de inhibir a todas las bacterias sensibles 

evaluadas en el ensayo de doble capa mientras que en medio PSUC la cepa silvestre fue 

incapaz de inhibir a Staphylococcus sp. y B. tropica (Fig. 13A y 13B). La actividad inhibitoria 

contra B. subtillis no fue evaluada en medio PSUC. 
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Fig. 14.- Ensayos de antagonismo en contra de diferentes cepas sensibles. Las cepas antagónicas evaluadas 
fueron la cepa silvestre B. gladioli UAPS07070 y cuatro mutantes derivadas (BG41, BG79, BG87 Y BG1232), los 
medios para los ensayos de doble capa fuero: PSUC (Medio mínimo con ácido succínico como única fuente de 
carbono) (A); Luria Bertani (B). Las cepas sensibles se indican en el eje X de la gráfica. 

 

6.2.  Identificación de las regiones implicadas en la alteración de la capacidad antagónica 

de B. gladioli UAPS07070. 

 

Para la amplificación de las regiones flanqueantes al sitio de inserción del transposón 

Himar1 en las mutantes, se realizó la técnica descrita por Rholl y col. 2008. Los plásmidos 

obtenidos que contenían los genes de interés fueron enviados para su secuenciación al 

Instituto de Biotecnología de la UNAM y las secuencias fueron identificadas por medio de 

la herramienta bioinformática BLAST disponible en la página del NCBI 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). De las trece mutantes descritas en el apartado 

anterior únicamente se pudieron rescatar y secuenciar los plásmidos de seis de las mutantes 

(BG12, BG33, BG41, BG79, BG87 y BG1232), las longitudes de las secuencias remitidas por 

la unidad de secuenciación oscilan entre 300 a 500 pb, la edición de las regiones de ADN de 

interés se realizó después del análisis Blast de las secuencias, únicamente se eligieron las 

secciones de ADN que formaran parte del gen que fue interrumpido por el transposón 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Himar1, sólo se obtuvo la secuencia completa de los genes para las mutantes BG79, BG87 

y BG1232, para el resto de las mutantes la secuencia de ADN es parcial (Tabla 1). 

 

Tabla 1.- Porcentaje de identidad de los genes de seis mutantes derivadas de B. gladioli UAPS07070. Los 
resultados se muestran después de analizar las secuencias con el programa Blast (NCBI) contra los seis 
genomas completos de B. gladioli disponibles en la base de datos del NCBI. 

 
Región de 

ADN Genomas completos de B. gladioli (% de identidad)  

Mutante 
 

secuenciada ATCC 10248 BSR3 KACC 11889 Co14 FDDARGOS_188 
FDDARGOS_38

9 

BG12 148 nt 98.66% 97.32% 98.66% 94.63% 98. 66 % 95.21% 

  BM43_2640 bgla_1g13080 CEJ98_06305 EDD84_11205 A8H28_34850 CO712_07365 

BG33 199 nt 99.50% 99.50% 99.50% 99.50% 99.50% 98.01% 

  BM43_1986 bgla_1g05960 CEJ98_03005 EDD84_07870 A8H28_38155 CO712_10725 

BG41 55 nt 100% 100% 100% 98.18% 100% 100% 

  BM43_1453 bgla_1g00580 CEJ98_00300 EDD84_05105 A8H28_19720 CO712_13435 

BG79 969 nt 99.07% 99.17% 99.07% 97.94% 99.07% 98.56% 

  BM43_4926 bgla_2g12680 CEJ98_25375 EDD84_32215 A8H28_15910 CO712_20380 

BG87 723 nt No detectada 99.59% No detectada 99.17% No detectada 99.17% 

   bgla_2g11070  EDD84_33060  CO712_19555 

BG1232 614 nt No detectada 98.37% No detectada 97.22% No detectada 98.21% 

   bgla_2g11050  EDD84_33070  CO712_19545 

 
 

Después de su edición las secuencias fueron analizadas por Blast contra los seis 

genomas de B. gladioli disponibles en la base de datos del NCBI. Los porcentajes de 

identidad de las secuencias parciales o completas de cada uno de los genes de las mutantes 

se observan en la Tabla 1. Los resultados indican que los genes detectados en las mutantes 

BG12, BG33, BG41 y BG79 asociados con la disminución de sus capacidades antagónicas son 

conservados en los mismos cromosomas dentro de los seis genomas analizados (Tabla 1 y 

Tabla 2). No se detectaron los genes de las mutantes BG87 y BG1232 en los genomas de las 

cepas de B. gladioli ATCC 10248, KCC 11889 y FDDARGOS_188 (Tabla 1 y Tabla 2). Los genes 

putativos interrumpidos en cada una de las seis mutantes analizadas se describen en la 

Tabla 2. 

 

Tabla 2.- Nombre del gen putativo identificado en la secuencia de las seis mutantes derivadas de B. gladioli 
UAPS07070. 

Mutante  gen putativo identificado por blast 

BG12 Proteína de tipo Lectina de unión a fucosa 

 cromosoma 1 en todos los genomas completos de B. gladioli 
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BG33 Glutamato deshidrogenasa 

 cromosoma 1 en todos los genomas completos de B. gladioli 

BG41 NADH-Flavin oxidoreductasa/ NADH oxidasa 

 cromosoma 1 en todos los genomas completos de B. gladioli 

BG79 Regulador transcripcional de la familia LysR 

 cromosoma 2 en todos los genomas completos de B. gladioli 

BG87 Regulador de la familia LuxR (QS) 

 cromosoma 2 en algunos de los genomas completos de B. gladioli 

BG1232 N-acil homoserina lactona sintasa LuxI (QS) 

 cromosoma 2 en algunos de los genomas completos de B. gladioli 

 

Las posiciones de las inserciones, el tamaño de los genes putativos y el número de 

aminoácidos teóricos de cada uno de los genes interrumpidos por el evento de 

transposición en las mutantes se observan en la figura 15. La mayoría de las inserciones del 

transposón Himar 1 fueron a menos de 200 nt del triplete que codifica para el primer 

aminoácido (Fig. 15).  

 

 

Fig. 15.- Representación del tamaño de cada uno de los genes interrumpidos en las seis mutantes derivadas 
de B. gladioli UAPS07070. El tamaño de los genes fue calculado a partir del genoma de B. gladioli Co14. Las 
flechas indican los genes. La línea que sobresale indica la posición donde se insertó el transposón Himar 1. En 
paréntesis se indica la posición de la inserción a partir del codón de inicio de la traducción. 
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Los datos revelaron que los genes de las mutantes BG87 y BG1232 pertenecen al 

mismo sistema de Quorum sensing (QS) (Fig. 16). El alineamiento de la secuencia teórica de 

aminoácidos de ambos genes con sus homólogos en B. gladioli BSR3 y B. glumae BGR1, dos 

cepas fitopatógenas del arroz, reafirmó su participación en regulación de tipo Quorum 

Sensing (Tabla 3). La secuencia teórica de aminoácidos del gen lysR de la mutante BG79 

también fue comparado con las cepas BSR3 y BGR1 mostrando un porcentaje de identidad 

superior al 85 % (Tabla 3). El análisis a nivel de secuencia de los péptidos de las mutantes 

BG12, BG33 y BG41 no se efectuó debido a la pequeña región de ADN recuperada.  

 
Fig. 16.- Mapa físico del loci de los genes tofI y tofR de las mutantes BG1232 y BG87, respectivamente. El 
gen tofM es indicado con la flecha color gris, los sitios de restricción para BamHI y SalI son indicados. 
 
 
Tabla 3.-  Identidad de los péptidos de QS y LysR identificados en B. gladioli UAPS07070 

 TofI TofM TofR LysR 

B. gladioli BSR3 98.50% 97.30% 100% 99.40% 

 AEA63554.1 AEA63555.1 AEA63556.1 AEA63716.1 

B. glumae BGR1 86.70% 78.70% 92.10% 83.50% 

 ACR31808.1 ACR31807.1 ACR31806.1 ACR31745.1 

B. glumae PGI 86.20% 79.30% 94.60% 87.40% 

 AJK49063.1.1 AJK49064.1 AJK49065.1 AJK49176.1 

El porcentaje de identidad de los aminoácidos fue calculado con ClustalW. 

 
 

El gen tofI de B. gladioli UAPS07070 codifica para una N-acil homoserina lactona 

putativa la cual tiene la capacidad de sintetizar moléculas denominadas autoinductores de 

QS las cuales probablemente sean N-octanoil homoserina lactone (C8-HSL) y N-hexanoil 



38 
 

homoserina lactona (C6-HSL). Para confirmar la funcionalidad del gen tofI en la cepa 

silvestre y en la mutante BG1232 empleamos a C. violaceum CV026, una cepa reportera de 

QS que tiene desactivado su gen luxI (homólogo a tofI) y que en presencia de autoinductores 

externos se activa desencadenando la producción de violaceína un compuesto de color 

violeta visible al ojo humano. Los resultados de este experimento revelaron la producción 

de violaceína por parte de C. violaceum CV026 cuando está en presencia de autoinductores 

producidos por la cepa silvestre UAPS07070 y no cuando se encuentra en contacto con la 

cepa mutante BG1232. Ésto indica que el sistema de QS es activo en la cepa silvestre 

UAPS07070 (Fig. 17), La capacidad de producir moléculas autoinductoras de otras mutantes 

entre ellas BG87 no fue afectada (Fig. 17).  

 

 
 

Fig. 17.- Ensayo para detección de producción de autoinductores de QS producidos por proteínas homólogas 
a LuxI. El tapete continuo corresponde a la cepa reportera de QS C. violaceum CV026. Las cepas evaluadas 
fueron UAPS07070, BG33, BG41, BG87 y BG1232. Un halo de color violeta alrededor de la cepa evaluada se 
tomo como positivo. 
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El sistema de Quorum Sensing regula la producción de toxoflavina en B. glumae 

(Kim, 2004), la que es un importante factor de virulencia y también tiene propiedades 

antibacterianas. Ya que B. glumae y B. gladioli son filogenéticamente cercanos y ambos son 

fitopatógenos de arroz se decidió explorar la participación de la toxoflavina en el fenotipo 

de antagonismo en UAPS07070. La siembra masiva sobre la superficie del agar LB de la cepa 

silvestre reveló la presencia de un pigmento amarillento en la periferia del crecimiento 

bacteriano lo que concuerda con la descripción de toxoflavina en estas condiciones. No 

hubo detección de este pigmento bajo las mismas condiciones experimentales en las cepas 

BG87 y BG1232 (Fig. 18A). Para confirmar la producción de toxoflavina se realizó su 

extracción y cuantificación por absorbancia, los resultados indicaron lecturas despreciables 

de absorbancia en las mutantes de QS BG87 y BG1232, así como en la mutante BG79 en 

comparación con la cepa silvestre (Fig. 18B). 

 

 

 

Fig. 18.- Detección de toxoflavina. (A) Ensayos en agar LB la cepa silvestre UAPS07070 y las mutantes BG79, 
BG87 y BG1232 fueron sembrados de forma masiva sobre la superficie del medio LB, se tomó como positiva 
la prueba cuando el agar adquirió una tonalidad amarilla en comparación con el agar sin inocular; (B) Gráfico 
que muestra las lecturas de cuantificación de toxoflavina por absorbancia a 393 nm. 
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Para conocer la participación de la fitotoxina toxoflavina en el fenotipo de antibiosis 

en el modelo de estudio, se evaluó, por RT-PCR de punto final, la presencia del mRNA de 

toxA (responsable de las metilaciones en la molécula de toxoflvina) en la cepa silvestre 

UAPS07070 y mutantes BG79, BG87 y BG1232. Los resultados indican ausencia del 

transcrito del gen toxA en las todas las mutantes en comparación con B. gladioli UAPS07070 

(Fig. 19) indicando fuerte participación de la toxoflavina como metabolito antimicrobiano 

bajo las condiciones de este estudio. 

 

  

Fig. 19.- RT-PCR de punto final del gen toxA. (A) Electroforesis en gel de agarosa del amplicón de 181 pb del 
gen toxA: carril 1.- UAPS07070 (gDNA); carril 2.- UAPS07070; carril 3.- BG1232; carril 4.- BG87; carril 5.- BG79; 
carril M.- Marcador de paso molecular 100 bp (GeneCraft). (B) Electroforesis en gel de agarosa del amplicón 
de 412 pb del gen 16S rDNA: carril 1.- UAPS07070 (gDNA); carril 2.- UAPS07070; carril 3.- BG1232; carril 4.- 
BG87; carril 5.- BG79. 

 

6.3.  Restauración del fenotipo silvestre en las mutantes de B. gladioli UAPS07070. 

 

La complementación en trans de las mutantes BG87(tofR::himar1) y 

BG1232(tofI::himar1) afectadas en el sistema de Quorum Sensing se realizó mediante el 
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rescate con enzimas de restricción de los genes íntegros tofR (regulador de QS) y tofI (acil 

homoserina lactona sintasa) a partir de los plásmidos p1232 (tofI::himar1) y p87-2 

(tofR::himar1) rescatados de las mutantes BG1232 y BG87 respectivamente. Los genes tofI 

y tofR más aproximadamente 100 nucleótidos río arriba y río abajo de la región codificante 

fueron clonados de forma independiente en el vector de amplio rango de hospedero 

pBBR1MCS-5 generando los plásmidos pAHL-7 (tofI) y pQSR-15 (tofR) (Fig. supl. S6 y S7). Los 

plásmidos pAHL-7 y pQSR-15 se introdujeron en las mutantes BG1232 y BG87 

respectivamente generando sus derivadas complementadas BG1232-pAHL-7 y BG87-pQSR-

15. El fenotipo de antagonismo en las mutantes de QS complementadas en contra de la 

cepa sensible Acinetobacter sp. UAPS0169 fue restituido al nivel de la cepa silvestre (Fig. 

20). 

 

 

Fig. 20.- Ensayos de antagonismo en contra de la cepa sensible Acinetobacter sp. Medida de los halos de 
inhibición registrada en centímetros producidos por las cepas UAPS07070, BG1232, BG87, BG79, BG1232-
pAHL-7 y BG87-pQSR-15. Ensayos de doble capa en medio sólido LB, con producción de metabolitos 
antimicrobianos por 24 h. D.S. Desviación estándar de 5 réplicas. 
 

La producción de acil homoserina lactonas (AHLs) que actúan como autoinductores 

en los sistemas de QS en bacterias gramnegativas fue restituida en la mutante 

complementada BG1232-pAHL-7 en comparación con la no producción de AHLs en la 

mutante BG1232 (tofI::himar1) que posee su gen tofI interrumpido por el evento de 

transposición (Fig. 21). El plásmido pAHL-7 que contiene el gen tofI funcional le confirió la 
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capacidad de sintetizar AHLs a la cepa de E. coli DH5α la cual no presenta sistemas de QS de 

tipo AHLs indicando una expresión constitutiva del gen tofI de B. gladioli UAPS07070 (Fig. 

22).  

 

 

Fig. 21.- Detección de autoinductores de tipo AHLs de cadena corta empleando la cepa reportera C. 
violaceum CV026. a) UAPS07070; b) BG1232; c) BG1232-pAHL-7; d) BG1232-pBBR1MCS-5; e) CV026; f) BG87; 
g) BG87-pQSR-15; h) BG87-pBBR1MCS-5. La reacción positiva fue considerada por la presencia de un halo 
violeta alrededor colonia productora de autoinductores (indicada con la flecha). Una gota de 10 µl fue 
colocada sobre un tapete seco de C. violaceum CV026 distribuido sobre la superficie de una placa de medio 
PSUC. 

 

 

Fig. 22.- Detección de acil homoserina lactonas. 6) E. coli DH5α-pBBR1MCS-5; 7) E. coli DH5α-pBBR1MCS-5-
tofI (pAHL-7); 8) E. coli DH5α-pBBR1MCS-5; 9) E. coli DH5α-pBBR1MCS-5; 10) E. coli DH5α-pBBR1MCS-5; C -) 
C. violaceum CV026. Una gota de 10 µl fue colocada sobre un tapete seco de C. violaceum CV026 distribuido 
sobre la superficie de una placa de medio GP (Glicerol y Peptona de Caseína al 10%). 
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La complementación de la mutante tofR cepa BG87-pQSR-15 no mostró cambios en 

la detección de AHLs con la cepa reportera C. violaceum CV026 en comparación con la 

mutante no complementada BG87 (Fig. 21). La restitución del fenotipo de antibiosis y de la 

funcionalidad del sistema de QS en las mutantes BG1232 y BG87 complementadas está en 

concordancia con la producción de toxoflavina en el modelo de B. glumae en el cual los 

genes de biosíntesis de la fitotoxina son regulados por el QS de tipo AHLs. Esta idea fue 

soportada con la detección in vitro de toxoflavina en las cepas BG1232-pAHL-7 y BG87-

pQSR-15 a una concentración igual y cercana a la producida por la cepa silvestre UAPS07070 

respectivamente (Fig. 23). 

 

 

Fig. 23.- Detección de toxoflavina por espectrofotometría. Lecturas de absorbancia a 393 nm para la 
cuantificación de toxoflavina sintetizada en agar LB por las cepas UAPS07070, BG1232, BG87, BG79, BG1232-
pAHL-7 y BG87-pQSR-15.  

 

 La mutante BG79 (lysR::himar1) afectada en un regulador transcripcional de la 

familia LysR no fue complementada en este estudio por fallas técnicas para la obtención del 

amplicón que contenía el gen lysR íntegro. El evento de transposición en la cepa BG79 no 

interfirió con la producción de AHLs (Fig. 17) sugiriendo algunas hipótesis que no fueron 

comprobadas en este estudio: 1.- El sistema de QS de tipo AHLs es funcional en la mutante 

BG79 al mismo nivel que la cepa silvestre UAPS07070; 2.- El regulador transcripcional LysR 
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controla la activación de la biosíntesis de toxoflavina en B gladioli UAPS07070 en asociación 

con el sistema de QS de tipo AHLs. Para comprender si existe relación entre el sistema de 

QS y el regulador transcripcional LysR se efectuó la búsqueda bioinformática de cajas lux 

caracterizadas en los modelos de Burkholderia cenocepacia y Burkholderia anfibaria 

(Kiratisin, 2008; Chapalain, 2012) en las regiones reguladoras de los genes tofI, tofR y lysR 

de B. gladioli UAPS07070, los resultados del análisis indican la ´presencia de una caja lux 

entre los nucleótidos 63 a 80 del primer ATG del gen tofI, no se identificaron cajas lux en las 

regiones reguladoras de los genes tofR y lysR  (Tabla 4).  

 
 
Table 4. Putativas cajas lux de B. gladioli UAPS07070.  

tofI_UAPS07070 -80 CTGTCAGGAATAACAGTT Este estudio 

tofM_UAPS07070 -36 CTGTCATTCTTGCTAGGT Este estudio 

cepI box consensusa  CTGTAAAAGTTACCAGTT Chambers et al. 2006 

cepI box consensusb  CTGTAAGAGTTGTCAGTT Chapalain et al. 2012 

a B. cenocepacia; b B. ambifaria 

 

Debido a la versatilidad de B. gladioli como bacteria endófita y como patógeno de 

plantas se exploró el fenotipo de swarming el cual está fuertemente relacionado con la 

capacidad para colonizar nuevos sitios por diferentes microorganismos. Los resultados de 

los experimentos en agar blando muestran que B. gladioli UAPS07070 presenta movilidad 

tipo swarming con un patrón de desplazamiento de tipo dendrítico a 30 oC pero no a 37 oC 

(Fig. 24). En las bacterias B. glumae y B. gladioli dos organismos filogenéticamente cercanos 

el movimiento bacteriano de tipo swarming es regulado por el sistema de QS de tipo AHLs 

(Kim, 2004; Kim, 2014). Las mutantes BG87(tofR::himar1) y BG1232(tofI::himar1) presentan 

menor capacidad de movimiento tipo swarming con respecto a la cepa silvestre a 30 oC (Fig. 

24). La mutante complementada BG1232-pAHL-7 restituye su fenotipo de desplazamiento 

al mismo nivel que UAPS07070. Por otra parte, no se observaron cambios aparentes en el 
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desplazamiento tipo swarming entre la mutante BG87 y su complementada BG87-pQSR-15 

(Fig. 24).  

 

 

Fig. 24.- Papel del QS en el desplazamiento tipo swarming de B. gladioli. Ensayos de movilidad para el 
desplazamiento tipo swarming en las cepas: a y e) UAPS07070; b) BG1232; c) BG1232-pAHL-7; d) BG1232-
pBBR1MCS-5; f) BG87; g) BG87-pQSR-15; h) BG87-pBBR1MCS-5. La movilidad fue determinada en agar blando 
LB (0.4 % de agar bacteriológico) a temperaturas de 30 y 37 oC con incubación por 48 h. 
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También se observaron afectaciones en el movimiento swarming en la mutante 

BG79 (lysR::himar1) lo que implica la participación del regulador LysR en este fenotipo 

bacteriano en B. gladioli (Fig. 25). 

 

 

Fig. 25.- Papel del regulador LysR en el desplazamiento tipo swarming de B. gladioli. Desplazamiento tipo 
swarming en ensayos de movilidad por las cepas UAPS07070 y BG79. La flecha en color blanco indica el patrón 
dendrítico de desplazamiento en la cepa silvestre. La movilidad fue determinada en agar blando LB (0.4 % de 
agar bacteriológico) a la temperatura de 30 oC con incubación por 48 h. 

 

La toxoflavina tiene propiedades antimicrobianas (Latuasan, 1961) y también se le 

ha descrito como una molécula que actúa como un importante factor de virulencia en las 

infecciones en cultivos de arroz producidas por el fitopatógeno B. glumae (Jeong, 2003). 

Previamente se indicó el origen endófito de B. gladioli UAPS07070, así como su nula 

capacidad para producir enfermedades en cultivos de piña (Marin-Cevada, 2010). La 

capacidad de fitopatogenicidad por parte de la cepa UAPS07070 en cultivos de hortalizas 

como cebolla y lechuga fue evaluada experimentalmente. Los resultados de los ensayos de 

patogenicidad en cebolla muestran maceración del tejido de las capas del bulbo de cebolla 

producido por la cepa silvestre y las mutantes de QS y LysR sin alteraciones significativas 

entre ellas (Fig. 26). En el modelo de lechuga la pudrición blanda producida por la mutante 
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BG87 fue similar a la inducida por B. gladioli UAPS07070, menos severidad de la enfermedad 

en comparación con la cepa silvestre fue observada por las mutantes BG87 y BG79 (Fig. 27). 

No se realizaron experimentos para cuantificar la presencia de toxoflavina in planta y su 

participación en las enfermedades de las hortalizas estudiadas. 

 

 

Fig. 26.- Ensayos de virulencia en cebolla. Las cepas inoculadas se indican en la figura. El tejido macerado 
fue determinado después de la incubación por 48 h a 30 oC. El control fue una solución a 10 mM de MgSO4.  

 

Fig. 27.- Ensayos de virulencia en lechuga. Las cepas inoculadas se indican en la figura. La pudrición blanda 
fue observada después de incubar las plantas por 5 días a 30 oC. La flecha indica la inoculación del control 
(Solución a 10 mM de MgSO4).  

Control UAPS07070 BG1232 BG87 BG79 
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6.4.  Modelo de las interacciones y participación de los genes en el efecto antagónico de 

B. gladioli UAPS07070. 

 

 En el modelo propuesto para la regulación de la biosíntesis de toxoflavina 

(compuesto antimicrobiano) en medio sólido LB por la bacteria B. gladioli UAPS07070 (Fig. 

28) se asume que los operones toxABCDE (biosíntesis de toxoflavina) y toxFGHI (transporte 

de toxoflavina) son dependientes del sistema de Quorum sensing de tipo acil homoserina 

lactona (QS AHL) para su activación. Probablemente en UAPS07070 el QS de tipo AHL activa 

los operones tox mediante el regulador toxJ como se ha reportado para B. glumae (Kim, 

2004). La participación de toxJ en la cascada de activación de toxoflavina en nuestro modelo 

de estudio no fue evaluada.  

Con respecto a la producción constitutiva de autoinductores por parte de la mutante 

BG87 (tofR::Himar1) se asumime que el regulador TofR no controla la expresión del gen tofI 

en UAPS07070. No caracterizamos los tipos de autoinductores sintetizados por tofI en 

nuestro modelo de estudio, pero existe una alta probabilidad de que el autoinductor C8-

HSL (octanoil homoserina lactona) sea el que se una al regulador TofR para controlar la 

biosíntesis de toxoflavina en B. gladioli semejante a lo que se conoce en B. glumae (Kim, 

2004). Tenemos la hipótesis de que el gen lysR de UAPS07070 que codifica para un 

regulador de tipo LysR regula positivamente la expresión de un operón contiguo y transcrito 

divergentemente al gen del regulador (de acuerdo con el contexto genético encontrado en 

los seis genomas de B. gladioli de la base de datos del NCBI). El posible operón regulado por 

la proteína LysR codifica genes para la síntesis de transportadores putativos que podrían 

estar relacionados a la excreción de toxoflavina en B. gladioli. La pérdida de este mecanismo 

de trasporte regulado por LysR reprime la síntesis de la fitotoxina (con propiedades 

antimicrobianas) por mecanismos desconocidos en nuestro modelo de estudio.   
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Fig. 28.- Modelo teórico de la regulación de la biosíntesis de toxoflavina en UAPS07070. Los signos + y – significan activación y represión respectivamente.  
Los signos de interrogación indican mecanismos desconocidos. 
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Cuando UAPS07070 pierde su capacidad para sintetizar una proteína de tipo lectina 

de unión a fucosa putativa (mutante BG12) también se afecta su capacidad para sintetizar 

otro de sus mayores factores de virulencia como lo es la toxoflavina. Posiblemente la 

proteína de unión a lectina le confiere a UAPS07070 la habilidad para reconocer y adherirse 

a los hospederos naturales para causarles enfermedad (cebollas, maíz, flores, humanos, 

entre otros) (No fue evaluado en este estudio). La pérdida de su mecanismo de adhesión a 

hospederos reprime la expresión de otros factores de virulencia por mecanismos aún no 

explorados en B. gladioli UAPS07070. 

Otra mutante con fenotipo antagónico disminuido fue afectada en una enzima 

glutamato deshidrogenasa putativa (mutante BG33). Se ha propuesto que la toxoflavina es 

sintetizada a partir de GTP (Guanosín trifosfato) (Suzuki, 2004; Philmus, 2015). El glutamato 

es un aminoácido empleado para la síntesis de GTP. Alteraciones en la síntesis de glutamato 

en UASP07070 por inactivación de un gen que codifica para una enzima glutamato 

deshidrogenasa putativa (mutante BG33) reprime la síntesis de toxoflavina por rutas 

desconocidas en nuestro modelo de estudio. 

Por último, se conoce que la toxoflavina produce especies reactivas de oxígeno 

como el peróxido de hidrógeno (H2O2) al transferir los electrones del NADH reducido al 

oxígeno molecular (O2) (Latuasan, 1961). Sugerimos que la NAD(P)H flavin oxidorreductasa 

putativa (identificada en la mutante BG41) impide que el NAD(P)H originado del 

metabolismo de la bacteria sea desviado a la producción de H2O2 por acción de la 

toxoflavina, este posible mecanismo de resistencia aliviaría el estrés oxidativo en B. gladioli 

previniendo su propia intoxicación. La inactivación del gen NAD(P)H flavin oxidorreductasa 

en nuestro modelo de estudio reprime la biosíntesis de toxoflavina por vías de regulación 

desconocidas.  
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7. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

Los metabolitos secundarios producidos por microorganismos no desempeñan una 

función relevante en el crecimiento celular a diferencia de los metabolitos primarios, la 

principal función de los metabolitos secundarios está asociada a la supervivencia de los 

microorganismos bajo condiciones adversas (Gokulan, 2014). Los estudios tempranos de 

antibiosis en nuestro modelo de estudio se realizarón en el medio de cultivo enriquecido 

TESMA que tiene como fuentes de carbono extracto de levadura, glucosa y manitol (Marín-

Cevada, 2012). Bajo estas condiciones iniciales B. gladioli fue capaz de producir al menos 

un metabolito secundario con propiedades antimicrobianas capaz de inhibir bacterias 

Gram-negativas, Gram-positivas y hongos levaduriformes siendo algunos de estos 

patógenos de interés médico o agrícola (Marín-Cevada, 2012). Probablemente los 

compuestos antimicrobianos detectados en fase estacionaria de crecimiento en 

UAPS07070 en medio TESMA se sintetizan después del agotamiento de las dos principales 

fuentes de carbono (glucosa y manitol) durante el crecimiento de la bacteria volviendo al 

medio de cultivo un ambiente bajo en nutrientes y provocando estrés en la bacteria. La 

síntesis del compuesto antimicrobiano también puede estar sujeta a mecanismos de 

represión catabólica por carbono (CCR.- Carbon catabolite repression) como se ha descrito 

en Streptomyces y otros microorganismos (Deutscher, 2008; Görke, 2008; Ruiz, 2010). 

Nuestros resultados muestran alteraciones en el fenotipo de antibiosis de B. gladioli 

UAPS07070 en relación con los medios de cultivo mínimos con fuentes de carbono 

específicas (glucogénicas, ciclo de Krebs) y el medio enriquecido (LB) en contra de la cepa 

sensible Acinetobacter sp. UAPS0169. El mayor halo de inhibición a la cepa sensible por 

parte de UAPS07070 se observó en medio mínimo con ácido succínico como única fuente 

de carbono. Probablemente el ácido succínico es utilizado por la bacteria para producir 

energía y como precursor para el metabolismo secundario al integrarse directamente al 

ciclo de Krebs, pero su incorporación a la vía metabólica central podría ser lenta 

desencadenando estrés en el microorganismo. En medio LB y medio mínimo con acetato de 

sodio los valores de inhibición fueron cercanos. El acetato de sodio es un compuesto 
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gluconeogénico y que alimenta directamente al ciclo de Krebs, el acetato puede ser 

utilizado para la síntesis de ácidos grasos como el malonil-CoA el cual es un intermediario 

importante en la síntesis de metabolitos secundarios por policétido sintasas (PKS) en los 

organismos vivos (Chan, 2009). El acetato de sodio al ser más versátil que el ácido succínico 

le da mayor fluidez al metabolismo de la bacteria lo que se refleja en un menor estrés para 

el microorganismo. Las fuentes de carbono glucogénicas glicerol (gluconeogénico), glucosa 

y fructosa presentaron valores cercanos en la producción de halos de inhibición en la cepa 

UAPS07070. Se ha documentado en uno de los principales géneros productores de 

metabolitos secundarios como lo es Streptomyces que fuentes de carbono como glucosa, 

glicerol, manosa inhiben o reprimen la producción de metabolitos secundarios al regular 

por varios mecanismos enzimas esenciales para su síntesis (Ruiz, 2010). El halo de inhibición 

registrado en medio mínimo con gluconato de sodio estuvo ligeramente disminuido en 

comparación al medio LB, el gluconato forma parte del ciclo de las pentosas fosfato y del 

ciclo Entner Doudoroff un ciclo alterno del catabolismo de glucosa en bacterias. La 

disminución en el fenotipo de antibiosis cuando la fuente de carbono es el gluconato refleja 

una mayor estabilidad en el metabolismo central sin desviaciones hacía la producción de 

metabolitos antimicrobianos en el microorganismo. En Streptomyces lincolnensis se ha 

reportado que la adición de gluconato en la fase tardía de la fermentación en biorreactores 

induce una mayor producción del antibiótico lincomicina A por aumento del ATP, poder 

reductor y precursores para la síntesis del antibiótico (Zhuang, 2019). Probablemente la 

combinación de gluconato con otras fuentes de carbono aumente la síntesis de los 

metabolitos antimicrobianos producidos por B. gladioli UAPS07070. Una concentración 

equivalente de cloruro de sodio que contiene el medio LB fue aplicada a un medio mínimo 

con glicerol como única fuente de carbono, los resultados no mostraron cambios en la 

longitud de los halos de inhibición entre el medio mínimo con glicerol y el medio mínimo 

glicerol-cloruro de sodio, lo que indica que el cloruro de sodio al 1% no infringe estrés en el 

microorganismo ni altera su crecimiento. Otro estudio que aborda la producción de 

metabolitos antimicrobianos en Burkholderia gladioli cepa ICMP11096 reportó mayor 
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producción de compuestos antimicrobianos en medio mínimo nutriente con lactosa en 

comparación al que tiene sacarosa y fructosa (Elshafie, 2013).  

La búsqueda de mutantes con afectaciones en su fenotipo de antibiosis por eventos 

únicos de transposición (Himar1) en su genoma derivadas de la cepa UASPS07070 permitió 

la detección de 13 mutantes de una librería con aproximadamente 6000 mutantes 

independientes. Estas 13 mutantes fueron fuertemente afectadas en su capacidad de 

antibiosis contra la bacteria gramnegativa Acinetobacter sp. UAPS0169. La detección de 

genes relacionados a fenotipos de interés en una bacteria especifica empleando 

transposones (Mini-Tn5, Himar1) ha sido una estrategia de investigación ampliamente 

usada hasta antes de que la secuenciación de genomas se convirtiera en una herramienta 

de fácil acceso para la predicción de genes relacionados a la producción de metabolitos 

secundarios empleando herramientas bioinformáticas (De Lorenzo, 1990; Rholl, 2008; 

Adamek, 2017; Chen 2019). Pocos estudios en B. gladioli empleando estrategia de 

transposición al azar se han reportado, en la cepa BG164 de B. gladioli pv. agaricicola se 

identificaron seis mutantes por transposición al azar del min-Tn5 en una librería de 10000 

clonas independientes, las mutantes fueron afectadas en su capacidad para producir la 

enfermedad de la cavidad en las setas de botón blanco (Agaricus bitorquis) (Chowdhury, 

2006). En la cepa 3A12 de B. gladioli endófito de una variedad de maíz cultivada en México 

desde hace más de 1000 años A.C.  conocida como maíz landrace Chapalote (Zea mays ssp. 

mays) se identificaron 13 mutantes por transposición al azar del mini-Tn5 en una librería de 

aproximadamente 3000 clonas independientes. Estas mutantes estaban afectadas en su 

capacidad antifúngica en contra del hongo fitopatógeno Sclerotinia homoeocarpa que 

produce la enfermedad Creeping bentgrass en pastos (Shehata, 2017). La detección de los 

genes responsables en la síntesis de compuestos antimicrobianos como Ácido bongkrékico 

(DSMZ 11318), enaciloxina IIIa (HKI 10521), isoenaxiloxina IIIa (HKI 10521), gladiolina 

(BCC0238), IcosalideA1 (BCC0238), Lagriinae (Lv-StA), caryoynencin (Lv-StA) y toxoflavina 

(Lv-StA) en diferentes cepas de B. gladioli se realizó mediante genómica (Moebius, 2012; 

Ross, 2014a; Song, 2017; Jenner, 2019). En ese estudio se obtuvo la secuenciación del 

genoma completo de la cepa y posteriormente se comparó con genes de síntesis ya 
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conocidos y reportados en otras especies bacterianas. Así mismo, se realizó análisis con 

programas bioinformáticos como antiSMASH que permite predecir los cluster de genes 

biosintéticos de metabolitos secundarios y el servidor SMART que predice la arquitectura 

de los módulos de policétidos (Moebius, 2012; Ross, 2014a; Song, 2017; Jenner, 2019; 

Florez, 2017; Medema, 2011; Schultz, 1998). En algunos estudios se realizó la 

caracterización química de la molécula del metabolito antimicrobiano, el empleo de 

técnicas de minería bioinformática (bioinformatic data mining) con las cuales se detectó el 

clúster de genes de biosíntesis y con esta información se realizaron en genes esenciales para 

la biosíntesis de los metabolitos antimicrobianos (Moebius, 2012; Ross, 2014a; Song, 2017; 

Jenner, 2019).  

La detección de las 13 mutantes de B. gladioli con fenotipo de antibiosis disminuido 

fue por ensayos en medio LB. Al evaluar el fenotipo antagónico de las mutantes en los 

medios mínimos con fuentes de carbono específicas se observó menor afectación en 

comparación con el medio LB. Una posible explicación implica que las mutaciones no 

afectan los genes de biosíntesis de la molécula antimicrobiana, además el estrés para las 

mutantes en los medios mínimos es elevado ya que todas sus biomoléculas deben ser 

producidas a partir de la única fuente de carbono disponible en el medio de cultivo. Está 

condición de estrés modificaría la regulación y la expresión de genes de biosíntesis del 

metabolito antimicrobiano en las mutantes de forma diferente a la que presenta la cepa 

silvestre en estas condiciones. Ésto les brindaría a las mutantes mayores aptitudes 

competitivas sin que éstas estén en competencia directa con otro microorganismo 

diferente de acuerdo con el diseño de los ensayos de antagonismo. Otra posible explicación 

está relacionada con los múltiples compuestos antimicrobianos que pueden producir las 

diferentes cepas de B. gladioli (Moebius, 2012; Ross, 2014a; Song, 2017; Jenner, 2019; 

Florez, 2017). Existe una alta probabilidad de que nuestro genotipo de estudio la cepa 

UAPS07070 pueda producir más de un metabolito secundario con propiedades 

antimicrobianas. La bacteria UAPS07070 modificaría la producción de cada uno de ellos en 

respuesta a las condiciones de crecimiento a las cuales se encuentra expuesta, tal como se 

ha observado para la producción de enaciloxinas (antibacteriano) en B. gladioli pv. 
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cocovenenas HKI 10521. Éstas sólo son producidas por la bacteria cuando crece en 

condiciones de microaerofilia semejantes a las de los procesos de fermentación (Ross, 

2014a). El crecimiento junto a otros organismos es otro factor que induce la producción de 

metabolitos secundarios, se conoce que la producción de enaciloxinas y ácido bongkrékico 

(antifúngico) en B. gladioli pv. cocovenenas HKI 10521 se incrementan cuando la bacteria 

crece en cocultivo bacteria-hongo (Ross, 2014a). En nuestro modelo de estudio 

probablemente las mutantes mostraron una pérdida menor de su capacidad antagónica en 

los medios mínimos con fuentes de carbono específicas debido al incremento de la 

producción de un primer metabolito antimicrobiano originado por la pérdida de la 

capacidad de síntesis de un segundo metabolito antimicrobiano por el evento de 

transposición. En Pseudomonas protegens Pf-5, una bacteria que produce siete metabolitos 

secundarios de tipo antifúngico, se ha reportado que la inactivación por mutación de un gen 

importante para la síntesis de pioluterina incrementa la producción de 2,4-

diacetylphloroglucinol (DAPG) y monoacetylphloroglucinol (MAPG) con respecto a la cepa 

silvestre (Quecine, 2016). En esta misma bacteria la mutación nula en un gen de síntesis 

para cianuro de hidrogeno aumenta la producción de DAPG, MAPG, Rizhoxina y orfamida A 

en comparación con la cepa silvestre (Quecine, 2016). Disminución en la producción de 

DAPG, MAPG y Rhizoxina en comparación a lo producido por P. protegens Pf-5 se observa 

cuando se inactiva por mutación un gen para la síntesis de orfamida A (Quecine, 2016).  

La ausencia de actividad inhibitoria de UAPS07070 contra Burkholderia tropica y 

Staphylococcus sp. en medio mínimo con ácido succínico (PSUC) en comparación con el 

medio LB indica la capacidad de este microorganismo para producir moléculas 

antimicrobianas bajo diferentes condiciones de crecimiento. En esta nueva era de 

secuenciación de genomas se ha estimado que Streptomyces, el mayor género bacteriano 

estudiado por su capacidad de producir metabolitos secundarios tiene el potencial para 

producir al menos 150 000 de estos compuestos bioactivos de los cuales hasta el 2005 sólo 

se habían identificado 7 600 por métodos de cultivo tradicional (Baral, 2018). Empleando 

minería del genoma se han identificado en diferentes microorganismos vías metabólicas 

cripticas (cryptic metabolic pathways) que no han sido caracterizadas, las cuales se 
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encuentran silenciadas o pobremente expresadas. Estas vías están fuertemente 

relacionadas a la producción de metabolitos secundarios y se pueden activar mediante 

estrategias que aún están en desarrollo como cocultivos, mutaciones en los ribosomas para 

incrementar los niveles de transcripción, sobreexpresión de proteínas acarreadoras de 

peptidilos y acilos, manipulación de sistemas de regulación global, entre otros (Baral, 2018). 

En la actualidad no existe un reporte completo que evidencie el número de compuestos 

antimicrobianos que pueda producir B. gladioli bajo medios de cultivo específicos. Por 

medio de análisis bioinformático con antiSMASH se conoce que B. gladioli BCC0238 dedica 

18.2 % y 25.6 % de su primer y segundo cromosoma, respectivamente, al metabolismo 

especializado. Entre el que se incluyen líneas de ensamble PKS (Policétido sintasas), NPRS 

(Síntesis de péptidos no ribosomales) y líneas hibridas PKSNPRS (Song, 2017). Estos datos 

sugieren elevado potencial para la biosíntesis de metabolitos secundarios especializados 

por parte de B. gladioli.  

 En B. gladioli Lv-StA el medio MGY que contiene glicerol y extracto de levadura fue 

empleado para la producción de toxoflavina y lagriene y agar PDB para la producción de 

caryoynencina y sinapigladiósido (Florez, 2017). Los antimicrobianos Icosalide A1 y 

gladiolina fueron identificados de la cepa BCC0238 después de crecer en medio mínimo 

BSM-G con glicerol como única fuente de carbono (Jenner, 2019; Song, 2017). Medios de 

cultivo MGY y medio caldo nutriente con glicerol, rayaduras de coco y caldo papa dextrosa 

fueron empleados para la producción de ácido bongkrékico y enaciloxinas en B. gladioli pv. 

cocovenenas HKI 10521 (Moebius, 2012). Se desconoce si los antimicrobianos mencionados 

anteriormente puedan ser biosintetizados en medio LB o PSUC por otras cepas de la 

bacteria B. gladioli. Existe una alta probabilidad de que los metabolitos antimicrobianos 

producidos en medio PSUC y LB por nuestro modelo de estudio estén relacionados a 

compuestos distintos a los ya reportados en otros estudios.  

Para verificar el potencial de biosíntesis de AB en B. gladioli UAPS07070 se diseñaron 

oligonucleótidos para amplificar una región de aproximadamente 433 pb entre los genes 

bonA y bonB (codifican dos policétido sintasas importantes en la biosíntesis de AB). Bajo 

diferentes condiciones de amplificaciones por PCR (Reacción en cadena de la polimerasa). 
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En nuestro modelo de estudio no se logró obtener el amplicón de los genes bonAB (datos 

no mostrados) sugiriendo fuertemente que la cepa UAPS07070 no tiene la capacidad de 

producir AB. Nuestra evidencia fue reforzada con el análisis bioinformático en el cual se 

realizó la búsqueda de los genes bonA y bonB empleando la herramienta blast del NCBI 

(National Center for Biotechnology Information por sus siglas en inglés) en seis genomas 

completos de cepas B. gladioli los resultados muestran la presencia de los genes bon en solo 

dos cepas Co14 y BSR3, las cepas FDAARGOS_188, KACC11889, FDAARGOS_389 y 

ATCC10248 no mostraron secuencias genéticas relacionadas a la síntesis de AB (Tabla 

suplementaria). Sottorff y col. 2019 han descrito que dos cepas de Streptomyces aisladas 

de fuentes y lugares diferentes y que tienen clasificación filogenética idéntica a partir de 

secuencias del gen que codifica para el 16S rRNA presentan dos juegos de genes de 

metabolitos secundarios. Uno que es idéntico en las dos cepas de Streptomyces y otro grupo 

de genes de metabolitos secundarios que parece ser especifico de cada cepa.  En este 

mismo estudio se argumentó que las cepas de Streptomyces tienen un origen común con 

especializaciones posteriores de acuerdo con el hábitat que ocupan y destacan la 

importancia de no descartar dos cepas clasificadas como iguales ya que aún representan 

una fuente diversa y putativa de nuevos metabolitos secundarios (Sottorff, 2019). 

 La distribución cosmopolita de B. gladioli y su gran habilidad para adaptarse a 

diferentes ecosistemas le ha permitido diversificar su genoma. El promedio del tamaño de 

los genomas completos de las seis cepas de B. gladioli de la base de datos del NCBI es de 

más de 8 Mpb, la cepa FDAARGOS_389 (relacionada a pruebas médicas) presenta solo 8.2 

Mpb mientras que la cepa BSR3 (fitopatógeno de arroz) tiene 9 Mpb 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/3602?). Estos datos aportan 

información clara sobre las diferentes cargas genéticas en las cepas de B. gladioli y su 

relación con la producción de metabolitos secundarios. En un estudio de análisis 

comparativo de los genomas de diferentes cepas de B. gladioli se reportó que el número de 

genes específicos para la cepa BSR3, 3848s_5, NBRC 13770 y UCD-UG_CHAPALOTE de este 

microorganismo es de 514, 647, 683 y 524 genes respectivamente (Seo, 2015). En otros 

estudios de análisis comparativo de genomas de diferentes cepas de la misma especie 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/3602?


58 
 
 

bacteriana (Pseudomonas fluorescens, Burkholderia glumae, varias especies de Bacillus y 

Streptomyces rimus) también han reportado diferencias en el tamaño de los genomas y 

genes específicos para cada cepa de la misma bacteria (Hernández-Salmerón, 2017; Seo, 

2015; Kim, 2017; Park, 2019). Aparentemente la plasticidad genómica en una misma 

especie bacteriana no es exclusiva de un sólo microorganismo y ésto es un reflejo de la 

constante evolución a las cuales se someten los organismos vivos para adaptarse y 

aumentar sus probabilidades de éxito en los ambientes que ellos habitan.   

 Con el objetivo de detectar genes asociados a la producción de enaciloxinas en 

nuestro modelo de estudio se diseñaron oligonucleótidos que amplifican 550 pb del gen 

Bamb_5919 que codifica para una policétido sintasa involucrada en la síntesis de un 

intermediario de cadena carbonada de tipo polienol en la biosíntesis de enaciloxinas en B. 

ambifaria AMMD. EL amplicón del gen Bamb_5919 en el fondo genético de B. gladioli 

UAPS07070 no fue detectado mediante PCR (Datos no mostrados). La búsqueda 

bioinformática del gen Bamb_5919 en los seis genomas completos de B. gladioli de la base 

de datos del NCBI reveló la presencia de este gen únicamente en la cepa Co14, una cepa 

relacionada a intoxicaciones severas por el consumo de alimentos contaminados con esta 

bacteria y  de interés para el gobierno de China (Bioprojecto en el NCBI: PRJNA500835). La 

cepa de B. gladioli pv. cocovenenas HKI 10521 (DSM 11318; ATCC 33664) productora de 

enciloxinas también es una bacteria de interés sanitario en la producción de alimentos en 

el sureste asiático (Ross, 2014). Nuevamente la ausencia del material genético para la 

síntesis del metabolito secundario enciloxina en cinco de seis de los genomas completos de 

B. gladioli correlaciona con la plasticidad genética y los genes específicos de cepa a nivel 

intra-especie discutidos anteriormente.  

 Song y col. 2017 reportaron a partir de la secuenciación del genoma de la cepa 

BCC0238 y su comparación con los genomas de las bacterias patógenas de arroz de B. 

gladioli cepas BSR3 (genoma completo) y 3848S-5 (secuencias draft) y la cepa NBRC 13700 

(secuencias draft) de interés médico, que los genes para la biosíntesis de gladiolina 

solamente se encuentran en la cepa BCC0238 y en la cepa NBRC 13700 (Song, 2017). Sus 

análisis también revelaron mayor variabilidad genética en el cromosoma dos con respecto 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA500835
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al cromosoma uno (Song, 2017). Se conoce que el gen icoA (síntesis de Icosalide A1), con un 

tamaño de 15 kb codifica para una sintasa de péptidos no ribosomales, se encuentra 

localizado en el cromosoma dos de la cepa BCC0238 y su detección por PCR fue positiva 

para las cepas ce B. gladioli BCC0252, BCC1677, BCC1698 y BCC1720 en las cuales también 

se detectó la producción de icosalide A1. La cepa BCC1713 de B. gladioli no presentó 

producción del antibiótico ni amplificación del gen icoA (Jenner, 2019). La búsqueda del gen 

icoA en los seis genomas completos de B. gladioli de la base de datos del ncbi reveló la 

presencia del gen en cinco cepas ATCC 10248 (interés médico), FDAARGOS_188 

(diagnóstico médico), FDAARGOS_389 (diagnóstico médico), en KACC 11889 (fitopatógeno) 

y en Co14 (intoxicación en alimentos).  En el genoma de B. gladioli BSR3 (fitopatógeno de 

arroz) no se localizó icoA. No se realizó la detección de gladiolina e icosalide A1 a nivel 

genético o por la producción del metabolito in vitro en la bacteria de este estudio, cepa 

UAPS07070.  

Mediante análisis bioinformáticos se encontraron genes ortólogos para biosíntesis 

de caryoynencin y toxoflavina en el genoma de B. gladioli Lv-StA descritos previamente en 

los modelos de Burkholderia glumae y Burkholderia caryophylli (Florez, 2017; Suzuki, 2004; 

Ross, 2014). No se han reportado genes para la síntesis de sinapigladioside producido por 

B. gladioli Lv-StA (Flórez, 2017). Los genes relacionados a la síntesis de etnangien en 

Sorangium cellulosum fueron propuestos por los Florez y col. 2017 como los responsables 

de la biosíntesis lagriene pero no aportaron evidencia experimental que respalde su 

hipótesis (Florez, 2017; Menche, 2008). Es importante señalar que los genes de biosíntesis 

de gladiolina en B. gladioli BCC0238 también están fuertemente relacionados a los genes 

de biosíntesis de etnangien en Sorangium cellulosum (Song, 2017). Mutaciones naturales 

en genes homólogos a nivel inter e intra-especie aportan diversidad en los metabolitos 

producidos, como ejemplo la producción de enaciloxinas IIa y IIIa por B. ambifaria AMMD y 

B. gladioli pv. cocovenenas HKI 10521 (Mahenthiralingam, 2011; Ross, 2014a) y producción 

de etnangien y gladiolina por Sorangium cellulosum y B. gladioli BCC0238 (Menche, 2008; 

Song, 2017). De acuerdo a la revisión bibliográfica los metabolitos antimicrobianos lagriene 

y gladiolina que poseen ciertas similitudes en sus cadenas carbonadas son sintetizados por 
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genes homólogos en diferentes cepas de la misma especie bacteriana, esta evidencia 

aportaría información relevante sobre la diversidad de los metabolitos secundarios 

sintetizados por genes homólogos con mutaciones naturales a nivel intra-especie. Lo cual 

además de ser un indicio de evolución del material genético que dará origen a nuevas 

especies bacterianas también apuntaría a la búsqueda estricta de nuevos metabolitos 

secundarios en bacterias de la misma especie. En nuestro modelo de estudio no se buscaron 

los genes para etnangien y caryoynencin. Los genes relacionados al clúster putativo para la 

biosintesis de lagriamide (antifúngico) producido por la cepa no cultivable Lv-StB de B. 

gladioli (Floréz, 2018) no fueron buscados en nuestro modelo de estudio. 

En seis de las trece mutantes no se detectaron genes relacionados a la síntesis de 

metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas después de la comparación de 

los genes interrumpidos por el evento de transposición con la base de datos del NCBI. La 

mutante BG12 fue afectada en la producción de una proteína de tipo lectina con motivos 

de unión a fucosa. Las lectinas son proteínas de reconocimiento de carbohidratos (glicanos) 

producidas por todos los organismos vivos y son importantes para la interacción especifica 

entre bacterias patógenas y sus hospederos en los procesos de infección (Polee, 2018). La 

bacteria ambiental Burkholderia ambifaria que pertenece al complejo de Burkholderia 

cepacia (Bcc) y que puede ser un patógeno oportunista, produce BambL una lectina de 

unión específica a oligosacáridos fucosilados. La fucosa se encuentra formando parte de la 

pared celular de plantas y de los glicoconjugados fucosilados del tejido pulmonar de 

pacientes con FQ. BambL desempeña una función importante en la adhesión de B. 

ambifaria a plantas y mamíferos (Audfray, 2012). Se conoce que B. gladioli es un patógeno 

oportunista en infecciones del tracto respiratorio al igual que los miembros del Bcc (Zlosnik, 

2015; Kennedy, 2007). La proteína de tipo lectina con motivos de unión a fucosa identificada 

en la mutante BG12 de B. gladioli UAPS07070 podría participar en los procesos de adhesión 

e infección de tipo bacteria-planta y bacteria-humano y su expresión podría estar 

fuertemente relacionada a la regulación de otros factores de virulencia como es la 

toxoflavina. La toxoflavina presenta propiedades antimicrobianas y se le ha descrito como 
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una fitotoxina en el modelo de B. glumae y también es producida por B. gladioli (Jeong, 

2003; Li, 2019). 

Un gen relacionado a la expresión de la enzima glutamato deshidrogenasa fue 

interrumpido por el evento de transposición en la mutante BG33. El glutamato es un 

aminoácido que además de formar parte de las proteínas participa en la asimilación de 

nitrógeno, en la biosíntesis de aminoácidos, nucleósidos y de algunos metabolitos 

secundarios (Walker, 2016). La enzima glutamato deshidrogenasa participa en la 

producción de glutamato en una reacción de aminación reductora en la cual une al 2-

oxoglutarato que es un intermediario del ciclo de Krebs con amonio empleando como 

donador de electrones al NADPH (Walker, 2016). Parte de la evidencia experimental de este 

trabajo muestra a la toxoflavina como metabolito secundario con propiedades 

antibacteriales contra gramnegativas y con varios átomos de nitrógeno en la estructura 

química de la molécula. La molécula guanosina trifosfato (GTP) es empleada como molécula 

inicial en los modelos propuestos para la síntesis de toxoflavina en B. glumae y 

Pseudomonas protegens Pf-5 (Suzuki, 2004; Philmus, 2015). Probablemente la síntesis de 

GTP y la asimilación de amonio en la mutante BG33 está disminuida favoreciendo que el 

GTP disponible sea empleado por el microorganismo para la síntesis de ADN durante su 

crecimiento en el medio de cultivo afectando considerablemente la producción de 

toxoflavina a través de vías de regulación desconocidas.  

En la mutante BG41 se interrumpió un gen putativo que codifica una enzima NADH 

flavina oxidoreductasa / NADH oxidasa. La transferencia de electrones entre compuestos 

del nucleótido de nicotinamida (NADH y NADPH) a cofactores de flavinas libres (Riboflavina, 

FMN y FAD) es realizado por la enzima NADH flavina oxidoreductasa o Flavina reductasa 

(Fontecave, 1994). Las flavinas libres participan en reacciones enzimáticas de 

oxidoreducción, siendo la biosíntesis de antibióticos uno de los procesos biológicos a los 

que se les ha relacionado (Kendrew, 1995; Parry, 1997). En la ruta de biosíntesis del 

antibiótico valanimicina producido por Streptomyces viridifaciens se ha reportado un 

sistema enzimático de dos componentes, uno de los componentes es una flavina reductasa 

que aporta FAD reducido que es utilizado por el segundo componente la enzima 
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isobutilamina hidroxilasa que realiza la oxidación de isobutilamina a isobutilhidroxilamina. 

Éste último es un intermediario importante en la síntesis del antibiótico (Parry, 1997). El 

gen afectado en la mutante BG41 se encuentra en el cromosoma 1, que a su vez está 

presente en los seis genomas completos de B. gladioli de la base de datos del NCBI (cepas: 

BSR3, FDAARGOS_389, FDAARGOS_188, KACC 11889, ATCC 10248 y Co14) (datos no 

mostrados). Probablemente la participación de la Flavina reductasa de Burkholderia gladioli 

esté relacionada a procesos de biosíntesis de metabolitos secundarios con propiedades 

antimicrobianas. Otra función putativa para el gen mutado en BG41 es como una enzima 

de tipo NADH oxidasa. Las NADH oxidasas tienen la capacidad de reducir oxígeno en 

presencia de NADH, existen dos tipos de NADH oxidasa, las que generan agua y las que 

generan peróxido de hidrógeno (Nishiyama, 2001). La toxoflavina fue el compuesto 

detectado en nuestro estudio como responsable de la actividad antagónica en contra de la 

bacteria Acinetobacter sp. UAPS0169. Se conoce que la toxoflavina actúa como un 

transportador de electrones en condiciones aerobias, este metabolito transfiere los 

electrones del NADH al oxígeno generando peróxido de hidrogeno e interrumpiendo la 

cadena transportadora de electrones en E. coli y S. cerevisiae (Latuasan, 1961). Se conoce 

que una enzima de tipo selenoproteína TrxR1 de mamíferos emplea como sustrato a la 

toxoflavina para generar peróxido de hidrogeno. Éste último incrementa el estrés oxidativo 

en las células de mamíferos aumentado su citotoxicidad (Gencheva, 2018). TrxR1 utiliza 

equivalentes de NADPH reducidos y con intervención de la toxoflavina como sustrato 

reducen el oxígeno a peróxido de hidrogeno (Gencheva, 2018). Probablemente la NADH 

oxidasa putativa de B. gladioli UAPS07070 utiliza el exceso de NADH o NADPH de su 

metabolismo para generar agua. De esta manera impediría que la toxoflavina producida por 

ella genere peróxido de hidrogeno evitando así su propio envenenamiento. Las NADH 

oxidasas también están implicadas en el reciclaje de NADH reducido a NAD oxidado 

manteniendo el balance de las coenzimas en la bacteria Lactobacillus brevis (Fang, 2015). Si 

la NADH oxidasa de B. gladioli ayuda a reciclar el NADH reducido, la inactivación del gen en 

la mutante BG41 por el evento de transposición favorecería la acumulación de NADH en 
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esta mutante la cual reprimiría la producción de toxoflavina impactando en su potencial 

antagónico y posiblemente en su potencial fitopatógeno.  

El análisis bioinformático reveló que el transposón Himar1 se insertó a 647 

nucleótidos del primer ATG en un ORF (del inglés Open reading frame) que codifica para 

una proteína reguladora transcripcional putativa de la familia LysR (322 a.a.) en la mutante 

BG79. Se localizaron homólogos del gen lysR de la mutante BG79 en el cromosoma 2 en 

todos los genomas completos de B. gladioli (cepas: BSR3, FDAARGOS_389, FDAARGOS_188, 

KACC 11889, ATCC 10248 y Co14) de la base de datos del NCBI. La familia de reguladores 

transcripcionales de tipo LysR (LTTR por sus siglas del inglés) actúan como represores o 

activadores sobre genes a nivel local o global (Maddocks, 2008). Aparentemente el gen lysR 

de B. gladioli UAPS07070 funciona como un activador transcripcional en la síntesis de 

metabolitos antimicrobianos en medio rico LB por vías desconocidas. No se detectaron ni 

producción exógena de toxoflavina ni transcripción del gen toxA (metiltransferasa) en la 

mutante BG79, a diferencia de la cepa silvestre UAPS07070. Nuestros datos indican que la 

inactivación del gen lysR está relacionada a la biosíntesis de toxoflavina en la cepa 

UPAS07070. En el modelo de Burkholderia glumae la bacteria filogenéticamente más 

cercana a B. gladioli se ha reportado que los operones toxABCDE (síntesis de toxoflavina) y 

toxFGHI (transporte de toxoflavina) son activados por un regulador de tipo LysR nombrado 

ToxR en presencia de toxoflavina como coinductor (Kim, 2004). ToxR también actúa como 

regulador positivo en la producción de toxoflavina en Pseudomonas protegens Pf-5 

(Philmus, 2015). Se conoce que las proteínas reguladoras LysR tienen un dominio de unión 

a ADN (HTH: del inglés helix-turn-helix) en su extremo amino terminal y un dominio de 

unión a coinductor en su extremo carboxilo terminal (Maddocks, 2008). Al comparar la 

proteína ToxR (ID: BAB88912.1) de B. glumae con la proteína putativa LysR (ID: AXB88396.1) 

de B. gladioli UAPS07070 se obtuvo un porcentaje de identidad bajo (menor al 30%). En 

relación a estas observaciones surge la hipótesis de que ToxR y la LysR putativa emplean 

diferentes moléculas coinductoras en la regulación de la biosíntesis de toxoflavina en B. 

gladioli UAPS0707070. Como ya se mencionó el gen de la LysR putativa se encuentra en el 

cromosoma 2 mientras que el gen de ToxR se encuentra en el cromosoma 1 en los genomas 
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de B. gladioli. Se ha reportado que algunos LTTR pueden ser activadores transcripcionales 

a nivel local de genes transcritos divergentemente al gen que codifica al LTTR (Maddocks, 

2008).  El análisis bioinformático en los genomas de B. gladioli muestran que el gen lysR no 

forma parte de ningún operón. El gen lysR se encuentra flanqueado por un operón con 

transcripción opuesta a él, este operón codifica para proteínas putativas de transporte 

como proteínas la familia OmpC, porinas, transportadores de la superfamilia MFS, entre 

otras. Esta evidencia fuertemente sugiere que parte del posible regulón del regulador 

putativo LysR de UAPS07070 está relacionado con un mecanismo de transporte en 

específico con la excresión de toxoflavina.. Observaciones previas en los genes de 

transporte de toxoflavina toxFGH (toxF: transportadores tipo RND; toxG: proteína MF; toxH: 

proteína transportadora de tipo RND) de B. glumae muestran que mutaciones en estos 

genes disminuyen el crecimiento de la bacteria probablemente por acumulación del 

compuesto debido a su baja tasa de bombeo al exterior (Kim, 2004). También se observó 

que la adicción exógena de toxoflavina detiene el crecimiento de las mutantes toxFGH de 

B. glumae (Kim, 2004). En la mutante de P. protegens Pf-5   con deleciones en los genes de 

transporte toxG y toxH se reportó disminución del 23% en la producción de toxoflavina y no 

se observaron alteraciones en la expulsión del metabolito al medio de cultivo (Philmus, 

2015). No se detectaron cambios en la acumulación de toxoflavina en la mutante toxGH en 

comparación con la cepa silvestre Pf-5 de P. protegens (Philmus, 2015). La mutante BG79 

no muestra alteraciones en su crecimiento en medio LB en comparación con la cepa 

silvestre UAPS07070. Esta evidencia sugiere que la proteína putativa LysR podría estar 

participando en la regulación de los sistemas de transporte y síntesis de toxoflavina por 

mecanismos aún no esclarecidos en nuestro modelo de estudio.  

Dos de las inserciones del transposón Himar1 se ubicaron en la región de Quorum 

sensing (QS), una en un regulador TofR y la otra en una N-acil homoserina lactona sintasa 

TofI, en las mutantes BG87 y BG1232, respectivamente. Los productos proteicos de los 

genes homólogos tofI y tofR en B. glumae BGR1 son responsables de regular la producción 

de toxoflavina, uno de los mayores factores de virulencia de este patógeno bacteriano en 

el cultivo de arroz (Kim, 2004). De acuerdo al modelo propuesto por Kim y col. 2004, la N-
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octanoil homoserina lactona (C8-HSL) sintetizada por TofI a nivel basal se acumula en el 

ambiente hasta concentraciones críticas al aumentar la población bacteriana. A esa 

concentración el C8-HSL se une al regulador TofR formando el complejo TofR-C8-HSL, el 

complejo actúa como regulador positivo para los genes tofI y toxJ (Regulador transcripcional 

tipo LuxR), ToxJ junto con el complejo ToxR-toxoflavina activan la transcripción de los 

operones toxABCDE (síntesis) y toxFGHI (transporte) de toxoflavina (Kim, 2004). A diferencia 

de la cepa silvestre las mutantes BG87 y BG1232 fueron incapaces de producir 

(transcripción del gen toxA negativa) y liberar (no se detecta en agar LB) toxoflavina. La 

incapacidad de síntesis de toxoflavina por las mutantes tofI y tofR de B. gladioli UAPS07070 

se vio reflejada en la disminución de su fenotipo de antibiosis en contra de diferentes 

bacterias sensibles en ensayos de antagonismo en medio LB. A través de análisis 

transcriptómico (RNA-seq data) de un mutante tofI (COK94) de B. gladioli BSR3 (patógeno 

de arroz) se ha reportado que la producción y transporte de toxoflavina es dependiente de 

QS de tipo N-acil homoserina lactona (Kim, 2014). En placas de agar LB la mutante COK94 

no produjo el pigmento amarillento (toxoflavina) a diferencia de BSR3 y COK94 

complementada (Kim, 2014). Se ha observado que la deleción natural de los genes tofIMR 

del sistema de QS en la cepa KACC 11889 de B. gladioli (aislada de gladiola) impide la 

producción de toxoflavina, la cual es restituida cuando se le introducen los genes tofIMR de 

B. gladioli BSR3 o B. glumae BGR1 (Lee, 2016). Nuestro análisis en los genomas completos 

de B. gladioli de los genes tofI y tofR reveló la presencia de estos genes en las cepas BSR3, 

Co14 y FDAARGOS_389 pero no en las cepas FDAARGOS_188, KACC 11889, ATCC 10248. 

Kim y col. 2014 también observaron que un operón (bgla_2g02250 and bgla_2g02270-300) 

para la síntesis de un metabolito secundario de tipo policétido putativo relacionado al 

antibiótico bacillaeno es dependiente del sistema de QS en B. gladioli BSR3 (Kim, 2014). La 

búsqueda por BLAST de los genes bgla_2g02270-300 de B. gladioli BSR3 mostró que 

solamente dos (cepas: BSR3 y FDAARGOS_389) de los seis genomas completos de B. gladioli 

poseen estos elementos genéticos. Suponemos que la actividad antagónica residual de las 

mutantes BG87 y BG1232 en contra de la cepa sensible Acinetobacter sp. UAPS0169 se debe 

a la producción de otro de los múltiples metabolitos antimicrobianos ya caracterizados en 
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otras cepas de B. gladioli o posiblemente a la producción residual del compuesto bacillaeno 

putativo.  

El ensamble de las secuencias de los genes tofR y tofI de UAPS07070 mostró la 

localización del gen tofM entre ambos genes de QS. La organización topológica de los genes 

tofRMI corresponde al arreglo topológico M1 (tofR se transcribe divergentemente a tofM y 

tofI) de acuerdo con la clasificación topológica de genes de QS de tipo AHL (acil homoserina 

lactona) descritos en proteobacterias y Burkholderia (Gelencsér, 2012; Choudhary, 2013). 

El gen tofM es homologo al gen rsaM el cual codifica para un regulador negativo del sistema 

de QS de tipo AHL en Pseudomonas fuscovaginae (Mattiuzzo, 2011). La inactivación de este 

gen en este patógeno de arroz se ha relacionado con disminución en su virulencia 

(Mattiuzzo, 2011). Se conoce que el ortólogo de tofM de UAPS07070 en B. glumae 336 gr-

1 participa como regulador positivo en la producción de toxoflavina (Chen, 2012). Se ha 

reportado que en mutantes con deleciones de los genes tofR y tofI de la cepa 336 gr-1 se 

sintetiza toxoflavina únicamente cuando las mutantes son crecidas con inóculos elevados 

de aproximadamente 1011 UFC/ml sobre agar LB o KB (Chen, 2012). Existe la probabilidad 

de que la actividad residual de antagonismo de las mutantes BG87 y BG1232 se deba a la 

participación de TofM como regulador positivo en la producción de toxoflavina.  

En nuestro modelo de estudio detectamos expresión constitutiva del gen tofI. El 

arreglo topológico M1 de QS se ha encontrado en genomas de beta y gamaproteobacterias 

(Gelencsér, 2012). La topología M1 está presente en miembros del complejo Burkholderia 

cepacia, en el grupo B. pesudomallei y en otras especies patógenas de Burkholderia pero no 

se le encontró en el grupo de Burkholderia ambientales y benéficas de plantas (Choudhary, 

2013). El principal autoinductor de la topología M1 reportado para especies de Burkholderia 

es C8-HSL (Choudhary, 2013). La adición exógena de C8-HSL en mutantes defectivas del gen 

tofI en B. glumae BGR1 y 336G gr-1 restituye la producción de toxoflavina (Kim, 2004; Chen, 

2012). Deleciones del gen tofR en B. glumae 336G gr-1 impiden la expresión del gen tofI y 

la consecuente producción de C8-HSL (Chen, 2012). Se ha reportado la producción de C8-

HSL en las cepas ICMP11096 e ICMP12220 de Burkholderia gladioli pv. agaricicola 

(Prashanth, 2011). La producción constitutiva de autoinductores en nuestro modelo de 
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estudio desempeña una función en la comunicación interespecie con otros 

microorganismos pertenecientes al filo proteobacteria debido a que la gran distribución de 

sistemas de QS con topología M1. En los genes tofRMI únicamente se encontraron cajas de 

pegado tipo Lux por análisis bioinformático a -80 y -36nt río arriba del inicio de la 

transcripción en los genes tofI y tofM de UAPS07070 respectivamente. En B. glumae BGR1 

la expresión de tofI es activada por el complejo TofR-C8-HSL (Kim, 2004). Hasta la fecha no 

existen reportes de la autorregulación del sistema de QS en B. gladioli. Se conoce que dos 

de tres genes (bpsI2 y bpsI3) que codifican para Acil homoserina lactona sintasas en B. 

pseudomallei son expresadas constitutivamente (Kiratisin, 2008). Aparentemente la 

expresión de tofI en UAPS07070 es independiente de TofR o del complejo TofR-C8-HSL. La 

síntesis constante de moléculas autoinductoras en UAPS07070 activaría la producción de 

toxoflavina previo a la fase estacionaria de crecimiento. Ésto estaría relacionado con la 

producción de compuestos antimicrobianos por B. gladioli en la fase exponencial de 

crecimiento (Marín-Cevada, 2012). Otra posible explicación es que tofI esté regulado por 

otros sistemas de regulación diferentes a TofR. Nuestros resultados no permiten deducir la 

participación de la proteína TofR en la regulación del gen tofI en UAPS07070. 

El movimiento tipo swarming es un tipo de desplazamiento bacteriano sobre 

superficies sólidas o semisólidas efectuado de forma colectiva y que requiere de la 

producción de compuestos surfactantes y de la expresión de flagelos (Kearns, 2011).  En B. 

glumae y B. gladioli se ha reportado que el swarming es dependiente del sistema de QS de 

tipo AHL (Lee, 2016, Kim, 2014; Nickzard, 2015). UAPS07070 puede desplazarse por 

movimiento tipo swarming (mostrando un patrón dendrítico de desplazamiento) a 30 oC 

pero no a 37 oC. Se conoce que B. gladioli BSR3 también exhibe movimiento tipo swarming 

dependiente del sistema de QS a 28 oC con un patrón distinto al dendrítico (Kim, 2014). La 

producción de biosurfactantes (rhamnolipidos) esenciales para el movimiento tipo 

swarming es dependiente del sistema de QS en el modelo de B. glumae (Nickzard, 2015). La 

expresión de genes relacionados a la síntesis de surfactantes de tipo rhamnolipidos no fue 

evaluada en nuestro modelo de estudio. En las mutantes BG1232, BG87 y BG79 el swarming 

fue abolido, tenemos la hipótesis que estos sistemas de regulación (QS y LysR) participan 
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en la activación y expresión de genes relacionados a la biosíntesis de surfactantes en 

UAPS07070.  

Se conoce que la toxoflavina producida por B. glumae y B. gladioli es un factor de 

virulencia importante en enfermedades producidas a varios hospederos de plantas 

cultivadas en diferentes regiones del mundo (Jeong, 2003; Kim, 2004; Suzuki, 2004; Fory, 

2014; Nandakumar, 2009; Lee, 2016). Nuestros resultados de ensayos in vitro evidenciaron 

la capacidad de UAPS07070 para inducir síntomas de enfermedad en bulbos de cebolla 

(síntomas de maceración del tejido) y hojas de platas de lechuga (pudrición blanda). En 

nuestro estudio sólo se evaluó el potencial patogénico de las mutantes de QS y del 

regulador LysR putativo. Las mutantes BG1232, BG87 y BG79 no mostraron alteraciones en 

la intensidad de la enfermedad con respecto a la cepa silvestre, sugiriendo que en bulbos 

cebolla la toxoflavina no desmpeña una función de virulencia (no es sintetizada) o su 

biosíntesis es activada por mecanismos alternos al sistema de QS y al regulador LysR. Se 

conoce en otros genotipos de B. gladioli su capacidad para producir otros factores de 

virulencia. Entres estos se encuentran: las enzimas líticas como quinasas, lipasas, proteasas, 

gluconasas (Chowdhury, 2006; Elshafie, 2017; Zhu, 2019); sistema de secreción tipo dos 

(Chowdhury, 2006); EPL y la cadena O de los lipolisacáridos caracterizados de algunos 

patovares de B. gladioli, aunque su participación en los procesos de infección en plantas 

aun es desconocido (Kaczynski, 2005; De Felice, 2016; Knirel, 2011) y sistemas de secreción 

de tipo VI y efectores de tipo III detectados a partir de análisis bioinformáticos en los 

genomas de algunos genotipos de B. gladioli  (Fory, 2014; Seo, 2015; Nguyen, 2018). 

Probablemente los síntomas de maceración en las escalas de cebolla sean el resultado de 

la combinación de múltiples factores de virulencia y su compleja red de regulación que 

involucraría la participación de sistemas de QS y al regulador de tipo LysR putativo. Las 

mutantes BG1232 y BG79 mostraron disminución en la inducción de pudrición blanda e 

hojas de cebolla con respecto a la cepa silvestre. En un experimento donde se inoculó 

toxoflavina pura (sin la presencia del microorganismo que la produce) a diferentes plantas 

se observó que induce síntomas de enfermedad en hojas de gladiola y orquídeas, bulbos de 

cebolla y plantas de arroz, pero no induce síntomas a tubérculos de papa (Iiyama, 1998). 
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Creemos que la disminución en la severidad de los síntomas en hojas de lechuga producida 

por las mutantes por inserción del transposón en los genes tofI y lysR está fuertemente 

relacionada a la disminución en la producción de toxoflavina en nuestro modelo de estudio. 

En la mutante BG87 la expresión constitutiva del gen tofI y la síntesis de moléculas 

autoinductoras correspondientes podrían estar regulando mecanismos de virulencia 

independientes a toxoflavina. Se conoce que la cepa KACC11889 de Burkholderia gladioli ha 

perdido por una deleción natural los genes tofRMI de su sistema de QS y no es capaz de 

producir de toxoflavina in vitro (Lee, 2016). Sorprendentemente la cepa KACC11889 aún es 

capaz de producir enfermedad en escalas de bulbo de cebolla, pero no induce enfermedad 

en arroz. Cuando los genes tofRMI son introducidos en la cepa KACC11889 ésta aumenta su 

virulencia a bulbos de cebolla y se convierte en patógena para las plantas de arroz (Lee, 

2016). También se ha reportado que por la inactivación del sistema de QS en dos cepas 

patógenas de plantas de arroz B. gladioli BSR3 y B. glumae BGR1 pierden su virulencia a 

bulbos de cebolla, y su capacidad de sintetizar toxoflavina (Kim, 2004; Kim, 2014; Lee, 2016). 

También se conoce que la cepa 237-5 de B. glumae no produce toxoflavina pero mantiene 

su virulencia en bulbos de cebolla (Karki, 2012). Algunos de estos datos indican que la 

maceración en el tejido de cebolla no es exclusiva de la toxoflavina.  

La cepa de este estudio fue aislada como endófito de un fruto de piña cultivado en 

el estado de Veracruz, México y el microorganismo no induce síntomas de enfermedad en 

este cultivo (Marín-Cevada, 2010). No obstante, en esa misma región se ha reportado por 

primera vez que un genotipo de B. gladioli produjo enfermedad en la variedad de maíz 

comercial Asgrow-7573 (Gijon-Hernandez, 2011). Otro genotipo de B. gladioli fue reportado 

como el agente responsable de producir la enfermedad piel resbaladiza en cebollas 

almacenadas en el estado de Sinaloa (Félix-Gastélum, 2017). Mientras que un genotipo más 

de B. gladioli se encuentra como endófito en granos de maíz de la variedad Chapalote 

cultivado desde tiempos ancestrales en el norte del nuestro país, esta bacteria le confiere 

protección a la semilla del maíz contra hongos fitopatógenos (Rioux, 2014; Shehata, 2016). 

Es claro que B. gladioli se encuentra ampliamente distribuida en el territorio mexicano y su 
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potencial como patógeno de plantas es muy alto como ya se demostró para la cepa 

UAPS07070. 
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8. CONCLUSIONES 

 

La biosíntesis de toxoflavina en agar LB es dependiente del sistema de Quorum Sensing de 

tipo acil homoserina lactona en Burkholderia gladioli UAPS07070. 

 

La biosíntesis de toxoflavina por Burkholderia gladioli UAPS07070 en agar LB es 

dependiente de un regulador LysR putativo. 

 

La expresión del gen tofI es independiente del regulador TofR en B. gladioli UAPS07070. 

 

El fenotipo de antibiosis de B. gladioli UAPS07070 es reprimido cuando se inactiva alguno 

de los siguientes genes: gen para una enzima lactato deshidrogenasa putativa, gen para una 

enzima NAD(P)H flavina oxidoreductasa putativa y gen para una proteína putativa de tipo 

lectina de unión a fucosa. 

 

La toxoflavina producida por B. gladioli UAPS07070 presenta actividad antibacteriana en 

contra de Acinetobacter sp. UAPS0169 

 

En B. gladioli UAPS07070 el movimiento tipo swarming es dependiente del sistema QS de 

tipo AHL y del regulador LysR putativo. 

 

Burkholderia gladioli UAPS07070 induce síntomas de enfermedad en bulbos de cebolla y 

plantas de lechuga. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

Secuenciar el genoma completo de B. gladioli UAPS07070. 

 

Realizar análisis bioinformático en búsqueda de genes potenciales para la síntesis de 

metabolitos secundarios con potencial antimicrobiano en el genoma de B. gladioli 

UAPS07070. 

 

Buscar en la banca de mutantes de UASP07070 clonas que estén afectadas en el fenotipo 

de antibiosis en medios de cultivo mínimos. 

 

Realizar análisis comparativo del genoma de UASP07070 con otros genomas completos de 

B. gladioli en búsqueda de genes relacionados a patogenicidad y genes específicos de la 

cepa UAPS07070. 

 

Realizar experimentos en plantas de interés agrícola y malezas para detectar las 

capacidades patógenas, benevolentes y reservorios naturales de la cepa UAPS07070. 

 

Realizar experimentos de funcionalidad de las proteínas LysR, NAD(P)H Flavina 

oxidoreductasa, Glutamato deshidrogenasa y Lectina de unión a fucosa en B. gladioli 

UAPS07070. 

 

Monitorear la producción de toxoflavina en planta dependiente de QS e independiente de 

QS por la cepa UAPS07070. 
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ANEXOS 

ANEXO I. Secuencias 

Gen lysR (BG79)  

>MF325937.1 Burkholderia gladioli strain UAPS07070 transcriptional 

regulator (lysR) gene, complete cds 

 

ATGGAATTGCGTCACCTGCGGTACTTCCTCGCCGTTGCCGAGGAAGGCCAGTTCACCCGCGCCGCCGAGC 

GGCTCGCCATGCAGCAGCCGCCGCTGTCGCAGCAGATTCGCCTGCTCGAGGAGGAAATCGGTTTCGACCT 

GTTCGTGCGGCAGCCGCGCGGCGTGGAGCTGACGCCGGCCGGGCGCGCCTTCGCGCAGAACGCGGAACTG 

GTGCTGGAAACCCTGCAGCAAGGTGTTGCACACGCGCGACGGATCGCGCGCGGCGAGCTGGGCACCATCG 

CGGTGGGCCTGACCAGCTCGGCCGGTTTCCACCCGATGACGACCGACGCGATCCGCGGCTTTCGCGCCGC 

GCACCCCGGCATCGAGATCACGCTGGCCGAGCTGAACGCGGCCGAGTTGACCGAGCGGCTCGCCAACGGG 

CAGCTACAGGTGGCCTTCCTGCGCAAGCCGGTGGACACTCTGCCCGGCATCGCCTTCGAGCCGCTGCTCG 

ACGAGCCGATGGTGGCGGTGCTGCCGGTCAGGCACCGGCTGCTGACGGCGATGGCCGAAGGCGACCCGCC 

GCCGACGATCTCGCTGAAGGCGCTGGAGCATGAGGAATTCATCCTGGTTCGGCGGCCCGGCGCGCCGGGG 

ATGTATGCGGATTTTCTCGCCGCCTGCCGGCGCCAGGGTTTCGTGCCGCACGTCGCGCGCGAGGTGCCGC 

GCATGCTGACCGGCATCCACATGGTGGCGGCCGGACTGGGCGTGACGCTGGTGCCGGCCTCGATGCGCCG 

CTACGACCATCGCAGCGCGGTGTTCTGCCCGCTGGCCGACGACGCCGGTTTTTCCGCGCCGCTGCATCTC 

GCGCATCCGGCCGAGATGCGCGATCCGGCGGCGGCGCGCTTCGTCGAGTTCGTGTTGCGGCAGAAGGCGA 

TGGCCGACGACGACGCGGATCGGCGCGGCAAGCGCGGCGCCGACTCGGGCGAGGCCTGA 

 

Proteína LysR putativa (BG79)  

>AXB88396.1 transcriptional regulator [Burkholderia gladioli] 

MELRHLRYFLAVAEEGQFTRAAERLAMQQPPLSQQIRLLEEEIGFDLFVRQPRGVELTPAGRAFAQNAEL 

VLETLQQGVAHARRIARGELGTIAVGLTSSAGFHPMTTDAIRGFRAAHPGIEITLAELNAAELTERLANG 

QLQVAFLRKPVDTLPGIAFEPLLDEPMVAVLPVRHRLLTAMAEGDPPPTISLKALEHEEFILVRRPGAPG 

MYADFLAACRRQGFVPHVAREVPRMLTGIHMVAAGLGVTLVPASMRRYDHRSAVFCPLADDAGFSAPLHL 

AHPAEMRDPAAARFVEFVLRQKAMADDDADRRGKRGADSGEA 

 

Gen tofRMI (UAPS07070)  

>KP123645.2 Burkholderia gladioli strain UAPS07070 putative quorum 

sensing gene locus, partial sequence 

TCAGGGCGTCTCGATCAGGCCCATGCCGATCGCCTTGACGACGGCCTGCACCTTGTTGGTCGCGCCGAGC 

TTGGCGAGGATGTTGTTGATGTGGAAGGTGACGGTGCGCTCGGAGATGTTGAGCTGCTCGCCGATCTCGC 

TGGCGGTGCGGCCCTCGCTGGTCCAGCTCAGCACCTCGCGTTCGCGCTTGGTGAGCGTCACGCTGGCCGC 

CGGCGACAGCTTGGGCACCAGGAACTTGCCCATCAGCGAGTGCGAGAGATTCGCCAGCCAGTTGGCCTGC 

AGCGTGAGGCTGTTGATCTCGGCGGGCGTGAGGCGGTCGGAGCGGCGCGCGATGGTCAGCAGTCCGAACA 

CGCCGCGCGCGGCCCAGGCCGATTGCGCCACGCCGACCGACATGCCGAAGTCGCGCGCGTCGCGCCACAG 

CGACGGATCCTCCGCCGTATCGACATCCGGCCAGATGATCATGTTCGGGCTCATCGCGCCGTCGCGCACG 

GTCGGATCGACCTCGATGTAGTTGCGCGCCTGGTAATGGGCCATCCAGCCGGCCGGGTAGGTGTCGAAGA 

TCTCGACCACCGGCTGCGTGCCCGGCTGCGGCACGCGAATGCCGTAGCAGCAGTACTCGAAACCGAGCCG 

CTTCGAATAGGCCGAGATCTGCTGGAAGAGCTGTTGCTCGTTCGCAGCCGCGTTGAACTGGTGGTAGGCA 

TCCTGCCAGCGTAGTTCCATCATCTCTCCAACAGCTTCCACGCTGTCATTCTTGCTAGGTTACATCACGG 

TCACGGGCTTGCTACATTGCCGCGCATGACACTGCCCCTGCTTCATCCTTACTGCGCGCCGTCCAAGGAC 

GGTTACGTCCGCCTCCCGCTGCATGCCTTCGCGGGGCTCGAACTCGTGCACATCGCCTCGGGGCTCGACC 

CCGGGCTCGCCGACGAACTGCGCGCCGACGGCCTCGCCTTCGACGCGGCCGGCTACACCGAGTGGCAGCG 
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TCCGTCCTCGCCAGGTTTCGCACACCTGACCGTCGGCTGGGACTGGTATGTCGATCCCGGCTCCGGCCGC 

CTGGTGATCGCCTGGGACGAAGTGCGCAGCAACCTGATGGGCGTCGACCGCTTCGGCACCGACATCGGCA 

TGCATGCCACCGCCAGCGCCCTGGGCTGTCGGCTCGCCTCGCTCGACTGGGCGATGGCGGTCAACCAGGC 

CCTCACCGGCGGGCCGCCGACCCGGCCAGTCTGCGGCGCCAACCACTGGTCGCACTGAAACCCGCGGCCC 

GCTTCGCATTTCAAACGAATGCCCTCGCATTGTCGGTCCGACCCGGCCGACAACGCAATCTCGAAATTGA 

ACCACAGATGGCGCGCAAACCTTTGCGCGCCAATTTCGACCTGTCAAGATTGCCTGGAAAGTGGCCCGAC 

CTCCTGTCAGGAATAACAGTTACTTGTCCTCGGGGCGCGCGCTGTAATGCGCCCATTCCAAACGGAATAA 

CTACGAGGACACCATGCAGACTTACGTTCACGAGGCCGGCCGCCTTTCCCCCCAGCTCGCCGCCGATCTG 

GGGTCGTACCGCTATCGCGTTTTCGTCGAGCAGCTCGGCTGGCAGTTGCCGTCTGAAGACGATAAATACG 

AGCGGGATCAGTTCGATCGCGACGACACCGTCTATGTCGTCGGGCGCGATACGAGCGGAGAAATCTGCGG 

CTGCGCGCGACTATTGCCGACCACGCGACCGTACCTGCTGCACGAGGTGTTCCCGCACCTGCTGTCGGCC 

GACATCGCGGCGCCCCGCTCTCCCGAAGTGTGGGAATTGTCGCGTTTCGCGGCCACCCCCGAGGACGGCG 

CCGACGCCGGCAGCCTGGCCTGGTCGGTGCGGCCGATGCTGGCCGCGGCGGTCGAATGCGCGGCCCGCCG 

CGGCGCCCGTCAACTGATCGGCGTGACCTTCTGCAGTATCGAGCGGCTGTTCCGCCGGATCGGCGTGCAC 

GCTCACCGGGCCGGGCCACCGGTCTCGATCGACGGCCGCATGGTGGTGGCCTGCTGGATCGACATCGACG 

CGCAGACGCTGGCCGCGCTCGACCTCGATCCCGCCCTCTGCCACGCCGAGCCCGCCGAAGCCGCCTGA 

 

Proteína TofR putativa (BG87)  

>AKO73670.2 putative quorum sensing TofR regulator [Burkholderia 

gladioli] 

MMELRWQDAYHQFNAAANEQQLFQQISAYSKRLGFEYCCYGIRVPQPGTQPVVEIFDTYPAGWMAHYQAR 

NYIEVDPTVRDGAMSPNMIIWPDVDTAEDPSLWRDARDFGMSVGVAQSAWAARGVFGLLTIARRSDRLTP 

AEINSLTLQANWLANLSHSLMGKFLVPKLSPAASVTLTKREREVLSWTSEGRTASEIGEQLNISERTVTF 

HINNILAKLGATNKVQAVVKAIGMGLIETP 

 

Proteína TofM putativa (UAPS07070)  

>AKO73669.1 putative TofM regulator [Burkholderia gladioli] 

MTLPLLHPYCAPSKDGYVRLPLHAFAGLELVHIASGLDPGLADELRADGLAFDAAGYTEWQRPSSPGFAH 

LTVGWDWYVDPGSGRLVIAWDEVRSNLMGVDRFGTDIGMHATASALGCRLASLDWAMAVNQALTGGPPTR 

PVCGANHWSH 

 

Proteína TofI putativa (BG1232)  

>AKO73668.2 putative AHL synthase [Burkholderia gladioli] 

MQTYVHEAGRLSPQLAADLGSYRYRVFVEQLGWQLPSEDDKYERDQFDRDDTVYVVGRDTSGEICGCARL 

LPTTRPYLLHEVFPHLLSADIAAPRSPEVWELSRFAATPEDGADAGSLAWSVRPMLAAAVECAARRGARQ 

LIGVTFCSIERLFRRIGVHAHRAGPPVSIDGRMVVACWIDIDAQTLAALDLDPALCHAEPAEAA 

 

Gen lectina de unión a fucosa (BG12)  

> Burkholderia gladioli strain UAPS07070 

TTATGATWGGCCGCCGGTTCCTGGCTGTCGCCGATGAACAGCTTGATGTGCTGCTGCTCGGCGGCATTGG 

CGAGCGGTGGTGTCAACGACGCATCGCATCGTTGATGGATTTCGAATCTCGGTGGGGGATATTCCTCGTC 

GCTCACGAT 

 

Gen glutamato deshidrogenasa (BG12)  
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> Burkholderia gladioli strain UAPS07070 

TATCGAGCTCGATCGGCACGTCGACCACCAGGATGCGCTTCGGGCGCTTGAGGGTTTCGAGCCAGCGC 

GACAGCGAGCCGAGGTACGGCGCGACGCGATCGACCTGCTGCAGATAGTTGCCCCAGGGACCGAGCGCCT 

CGGCGTTCAGGTAGGACGGCACGGATTGCACGGGGGACGTGGACTGCGGTTGCGAAGACAT  

 

Gen NAD(P)H flavina oxidoreductasa (BG12)  

> Burkholderia gladioli strain UAPS07070 

TACGGTTCGGCAGCGTGACATCACGCAGTTGGAGGGGAGAAAACAGGGCGCTCATCGGG 

 

ANEXO II. Figuras complementarias 

 

 

 

Fig. S1. Análisis de la proteína TofI putativa en Interproscan platform. A) dominios encontrados en la 

proteína TofI putativa; B) aminoácidos conservados en la proteína TofI de B. gladioli UAPS07070 comparada 

con la proteína TraI de Agrobacterium tumefaciens. 
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Fig. S2. Análisis de la proteína TofR putativa en Interproscan platform. A) dominios encontrados en la 
proteína TofR putativa; B) aminoácidos conservados en la proteína TofR de B. gladioli UAPS07070 comparada 
con la proteína TraR de Agrobacterium tumefaciens. 
 

 

 

Fig. S3. Plásmido p87-2.  El plásmido se obtuvo de la recircularización de un fragmento de 7069 pb extraído 
del cromosoma de BG87 por corte de restricción con NotI, el fragmento contiene el gen tofR con la inserción 
del transposon Himar1 más secuencias contiguas de B. gladioli UAPS07070: HP,  Proteína hipotética gen 
desconocido (flecha en negro); TofI, gene tofI (flecha azul); TofM, gene tofM (flecha azul claro); TofR, gene 
tofR (flecha verde); NeoR/KanR, cassette de resistencia a kanamicina; RI, repetido invertido; FRT, Flp 
recombinasa; R6K, origen de replicación R6K dependiente de la proteína π; Los sitios de restricción para NotI, 
SalI, BamHI y XhoI son indicados en la figura. 
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Fig. S4. Plásmido p1232.  El plásmido se obtuvo de la recircularización de un fragmento de 7069 pb extraído 
del cromosoma de BG1232 por corte de restricción con NotI, el fragmento contiene el gen tofI con la inserción 
del transposon Himar1 más secuencias contiguas de B. gladioli UAPS07070: HP,  Proteína hipotética gen 
desconocido (flecha en negro); TofI, gene tofI (flecha azul); TofM, gene tofM (flecha azul claro); TofR, gene 
tofR (flecha verde); NeoR/KanR, cassette de resistencia a kanamicina; RI, repetido invertido; FRT, Flp 
recombinasa; R6K, origen de replicación R6K dependiente de la proteína π; Los sitios de restricción para NotI, 
SalI, BamHI y XhoI son indicados en la figura. 

 

 

Fig. S5. Plásmido p79-1.  El plásmido se obtuvo de la recircularización de un fragmento de 10437 pb extraído 
del cromosoma de BG79 por corte de restricción con NotI, el fragmento contiene el gen tofR con la inserción 
del transposon Himar1 más secuencias contiguas de B. gladioli UAPS07070: HP,  Proteína hipotética gen 
desconocido (flecha en negro); LysR, gene lysR (flecha naranja); NeoR/KanR, cassette de resistencia a 
kanamicina; RI, repetido invertido; FRT, Flp recombinasa; R6K, origen de replicación R6K dependiente de la 
proteína π; Los sitios de restricción para NotI y SalI son indicados en la figura. 
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Fig. S6. Plásmido pAHL-7.  El plásmido fue construido con un fragmento de 1344 pb obtenido por digestión 
SalI del plásmido p87-2. Este fragmento contiene el gen tofI de Burkholderia gladioli UAPS07070 (flecha azul) 
más 386 pb río arriba que albergan parte del gen tofM (flecha azul claro) y 343 pb río debajo de tofI. El 
fragmento SalI fue clonado en el sitio SalI del plásmido pBBR1MCS-5 (Kovach, 1995). 
 
 

 

Fig. S7. Plásmido pQSR-15.  El plásmido fue construido con un fragmento de 1267 pb obtenido por digestión 
XhoI-SalI del plásmido p1232. Este fragmento contiene el gen tofR de Burkholderia gladioli UAPS07070 (flecha 
verde) más 343 pb río arriba que albergan parte del gen tofM (flecha azul claro) y 170 pb río debajo de tofR. 
El fragmento XhoI-SalI fue clonado en el sitio SalI del plásmido pBBR1MCS-5 (Kovach, 1995). 

 

 

ANEXO III. Tablas complementarias 

 

Table S1. Plásmidos y cepas bacterianas. 
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Cepa o plásmido Características relevantes Referencia  

 

Burkholderia gladioli  

 

  

UAPS07070 Cepa silvestre aislada como endófito de 

un fruto de piña en México: actividad 

antimicrobiana+ 

Marín-Cevada, 2012 

BG1232 UAPS07070 tofI::Himar1; actividad 

antimicrobianad 

Este estudio 

BG87 UAPS07070 tofR::Himar1; actividad 

antimicrobianad 

Este estudio 

BG79 UAPS07070 lysR::Himar1; actividad 

antimicrobianad 

Este estudio  

BG12 UAPS07070 lectina de unión a 

fucosa::Himar1; actividad antimicrobianad 

Este estudio 

BG33 UAPS07070 glutamato 

deshidrogenasa::Himar1; actividad 

antimicrobianad 

Este estudio 

BG41 UAPS07070 NAD(P)H flavina 

oxidoreductasa::Himar1; actividad 

antimicrobianad 

Este estudio 

BG1232-pAHL-7 BG1232 complementada con el plásmido  

pAHL-7; actividad antimicrobiana+ 

Este estudio 

BG1232-pBBR1MCS-5 BG1232 complementada con el plásmido  

pBBR1MCS-5; actividad antimicrobianad 

Este estudio 

BG87-pQSR-15 BG87 complementada con el plásmido  

pQSR-15; actividad antimicrobiana+ 

Este estudio 

BG87-pBBR1MCS-5 BG87 complementada con el plásmido  

pBBR1MCS-5; actividad antimicrobianad 

Este estudio 
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Acinetobacter sp. 

UAPS0169 

Cepa silvestre aislada de Neobuxbaumia 

macrocephala; Cepa sensible 

Bustillos-Cristales, 2017 

E. coli  

 

  

DH5α supE44 ΔlacU169 (φ80lacZΔM15) hsdR17 

thi-1 relA1 recA1 

Hanahan 1983 

DH5α-pAHL-7 DH5α con pAHL-7 Este estudio 

DH5α-pQSR-15 DH5α con pQSR-15 Este estudio 

DH5α-pBBR1MCS-5 DH5α con pBBR1MCS-5 Este estudio 

Chromobacterium 

violaceum 

CV026 

Cepa reportera de Quorum Sensing McClean, 1997 

 

 

Plásmidos  

 

 

p1232 Construcción recircularizada de 

aproximadamente 8 kb de ADN 

cromosomal of BG1232, fragmento 

obtenido por corte de restricción con 

NotI, contiene regiones flanqueantes río 

arriba y río abajo del gen tofI::Himar1; R6K 

ori, KmR 

Este estudio 

p87-2 Construcción recircularizada de 

aproximadamente 9 kb de ADN 

cromosomal of BG87, fragmento obtenido 

por corte corte de restricción con NotI, 

contiene regiones flanqueantes río arriba 

y río abajo del gen tofR::Himar1; R6K ori, 

KmR 

Este estudio 

p79-1 Construcción recircularizada de 

aproximadamente 10.4 kb de ADN 

cromosomal of BG79, fragmento obtenido 

por corte corte de restricción con NotI, 

contiene regiones flanqueantes río arriba 

Este estudio 
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y río abajo del gen lysR::Himar1; R6K ori, 

KmR 

p12 Construcción recircularizada de 

aproximadamente 8 kb de ADN 

cromosomal of BG12, fragmento obtenido 

por corte corte de restricción con NotI, 

contiene regiones flanqueantes río arriba 

y río abajo del gen lectina de unión a 

fucosa::Himar1; R6K ori, KmR 

Este estudio 

p33 Construcción recircularizada de 

aproximadamente 6 kb de ADN 

cromosomal of BG33, fragmento obtenido 

por corte corte de restricción con NotI, 

contiene regiones flanqueantes río arriba 

y río abajo del gen glutamato 

deshidrogenasa::Himar1; R6K ori, KmR 

Este estudio 

p41 Construcción recircularizada de 

aproximadamente 8 kb de ADN 

cromosomal of BG41, fragmento obtenido 

por corte corte de restricción con NotI, 

contiene regiones flanqueantes río arriba 

y río abajo del gen NAD(P)H flavina 

oxidoreductasa::Himar1; R6K ori, KmR 

Este estudio 

pHBurk3 Plásmido que contiene Himar1 (con oriR6K, 

gen FRT-nptII-FRT, repetidos invertidos) y 

gen tnp, el fragment contien ori ColE1, 

oriT, y ori1600-rep(TsBt), la nptII está fuera 

de la región tnp 

Rholl, 2008 

pBBR1MCS-5 Vector de clonación de amplio espectro, 

RK2 ori, lacZα, GmR 

Kovach, 1995 

pAHL-7 pBBR1MCS-5 contiene un fragmento 

de1242 pb del gen tofI más regiones 

flanqueantes, fragmento obtenido con  

SalI del plásmido p87-2; GmR 

Este estudio 

pQSR-15 pBBR1MCS-5 contiene un fragmento de 

aproximadamente 2 kb del gen tofR más 

regiones flanqueantes, fragmento 

Este estudio 
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obtenido con SalI- XhoI del plásmido 

p1232; GmR 

Los subíndices significan: R.- resistencia; +.- positivo; D.- disminuido.  
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Abstract: A random transposition mutant library of B. 
gladioli UAPS07070 was analyzed for searching mutants 
with impaired microbial antagonism. Three derivates 
showed diminished antimicrobial activity against a 
sensitive strain. The mutated loci showed high similarity 
to the quorum sensing genes of the AHL-synthase and its 
regulator. Another mutant was affected in a gene coding 
for a LysrR-type transcriptional regulator. The production 
of toxoflavin, the most well known antimicrobial-molecule 
and a major virulence factor of plant-pathogenic B. glumae 
and B. gladioli was explored. The absence of a yellowish 
pigment related to toxoflavin and the undetectable 
transcription of toxA in the mutants indicated the 
participation of the QS system and of the LysR-type 
transcriptional regulator in the regulation of toxoflavin. 
Additionally, those genes were found to be related to 
the swarming phenotype. Lettuce inoculated with the 
AHL synthase and the lysR mutants showed less severe 

symptoms. We present evidence of the participation of 
both, the quorum sensing and for the first time, of a LysR-
type transcriptional regulator in antibiosis and swarming 
phenotype in a strain of B. gladioli.

Keywords: AHL; Transposon Himar1; Antibiosis; Quorum 
Sensing; Toxoflavin.

1  Introduction 
Most microorganisms depend on quorum sensing (QS) 
as a means for detecting and facing environmental 
conditions. Individual cells release signaling molecules 
that are detected by the rest of the population and other 
bacterial communities living in their microhabitats. 
They function by making the bacterial cells aware of the 
density of their own population and of other species as 
well. Besides this, cells receive information on mass 
transfer in their microhabitat. These signaling molecules 
also play a critical role in the activation or silencing 
of specific metabolic pathways in order to cope with 
current environmental conditions [1]. The physiological 
responses regulated trough QS are diverse; including 
bioluminescence, conjugation, virulence, antibiotic 
synthesis, extracellular protease activity, response 
genes to oxidative-conditions, flagellar morphogenesis, 
swarming motility, root nodulation, antibiotic resistance, 
biofilm formation, reduction of oxidative stress and 
glutamate uptake [2-12]. 

The LysR family of transcriptional regulators (LTTR) 
is involved in the local or global regulation of genes 
associated to virulence, metabolism, quorum sensing and 
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participate in the synthesis of pyrrolnitrin, enacyloxins, 
and occidiofungins [54]. 

Swarming is a bacterial collective movement over 
a surface and is used for colonization [55-56]. The Acyl-
Homoserine Lactone-type Quorum-Sensing system 
regulates swarming in different bacteria including 
B. cepacia H111, B. glumae BGR1, and other species 
[8,52,57,58]. 

B. gladioli UAPS07070 is a bacterium isolated from 
pineapples. It displays a wide range of antimicrobial 
activity against different microorganisms including 
Proteobacteria, Firmicutes and fungi [37]. The 
antagonistic mechanisms shown by that strain has not 
been characterized yet. Our aim was to identify and 
characterize loci associated with the antibiosis and 
swarming phenotypes exhibited by B. gladioli UAPS07070. 

2  Methods

2.1  Bacterial strains, plasmids and culture 
conditions

The plasmids and strains of this study are shown in 
Table  1. B. gladioli UAPS07070 and the mutants were 
grown on Luria Bertani (LB) agar plates or liquid medium 
at 30oC or 37oC, depending on the experiment. E. coli DH5α 
was grown on LB plates or in LB broth at 37oC. Kanamycin 
(Km) was supplemented when required (80 µg/ml).

2.2  Mutagenesis with Himar1

A randomly mutated library of B. gladioli UAPS07070 was 
obtained containing the transposon Himar1, an efficient 
genetic tool for B. gladioli and other Burkholderia species 
[59,60]. Additionally, Himar1 possesses an origin or 
replication that allows for the recovery of sequences next 
to the transposon insertion even without cloning them 
into another vector. The suicide plasmid pHBurk3 was 
introduced into B. gladioli UAPS07070 by electroporation 
[61]. Electrocompetent cells were obtained as follows; cells 
were inoculated in 1 ml of LB broth and incubated at 30oC 
under agitation for 24 h. The bacterial cells were washed 
twice with 300 mM sucrose at room temperature and the 
pellet was resuspended in 100 µl of the same solution. The 
conditions of the electrical pulse were 25 µF; 200 Ω; 2.5 
kV on a Bio-Rad GenePulserXcell. The transformants were 
selected in plates of LB kanamycin (80 µg/ml), incubated 
at 37oC until isolated colonies appeared. The mutants were 
preserved at -70oC in 50% glycerol (v/v).

motility. LysR-type proteins act as transcriptional activators 
or repressors of genes, including negative self-regulation. 
There are two principal domains of LysR-type proteins, 
an N-terminal domain of DNA-binding and a C-terminal 
domain of co-inducer-binding which appears to be 
essential for its proper functioning. The co-inducer is often 
an intermediate or a metabolic product of the pathway, and 
its binding generates a feedback loop [review 13].

A recent re-classification of Burkholderia left the animal 
and most of the plant-pathogenic organisms in the same 
genus, including B. gladioli. The remaining species were 
included in the Paraburkholderia, Caballeronia and Robbsia 
genera [14-16]. Several species in Burkholderia can degrade 
pollutants, while others can produce various extracellular 
products such as siderophores, antimicrobials, toxins and 
extracellular enzymes [17-19]. In addition, antimicrobial 
activity has been detected for a number of distinct species 
of Burkholderia, and include, B. bryophila, B. megapolitana, 
some members of the B. cepacia complex, B. multivorans, 
B. tropica, B. thailandensis and B. contaminans [20-27]. 
Several B. gladioli strains show pathogenicity towards 
immunocompromised humans, plants, animals and 
inhibitory activity against fungi and other bacteria [28-
39]. Genotypes of B. gladioli can also synthesize several 
molecules with different antagonistic mechanisms. Those 
antimicrobial molecules include: i, Bongkrekic acid, an 
antagonistic substance against fungi [40]. This substance is 
a potent toxin in humans, there have been a number of life 
threatening and sometimes lethal intoxications following 
the consumption of a native Indonesian fermented food 
`Tempe bongkrek´, contaminated with B. gladioli pv. 
cocovenenans [41]; ii, Enaxyloxin, an antibiotic produced 
when B. gladioli is exposed to Rhizopus microspores under 
O2 limitation [38]; iii, Toxoflavin, synthesized by B. glumae 
and Pseudomonas protegens Pf-5, besides B. gladioli. 
Toxoflavin is active against a wide range of bacteria and 
fungi [42-46], it functions by transferring electrons between 
NADH and oxygen producing hydrogen peroxide [42]; iv, 
Gladiolin, a broad spectrum antibiotic of the macrolide 
antibiotic family produced by B. gladioli BCC0238 [47]; and 
v, a cyclic peptolide antibiotic with activity against gram-
positive bacteria [48].

The global Quorum-sensing mechanism regulates 
toxoflavin biosynthesis in B. glumae BGR1 and in B. 
gladioli BSR3 [49-53]. Furthermore, QS regulates a 
number of activities, this includes the synthesis of 
antimicrobial metabolites in other Burkholderia species. 
In B. thailandensis, the synthesis of an antibiotic of the 
bactobolin/actinobolin family [25,26]. The pyrrolnitrin 
production in species of the B. cepacia complex [21]. In 
B. ambifaria, the transcription of genes that potentially 
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Table 1. Bacterial strains and plasmids.
Strain or Plasmid Relevant Characteristic(s) Reference or source

Burkholderia gladioli 

UAPS07070 Wild type strain isolated from pineapple in Mexico; Microbial antagonistic activity+ [39]

BG1232 UAPS07070 tofI::Himar1 Diminished antagonistic activity This study

BG87 UAPS07070 tofR::Himar1 Diminished antagonistic activity This study

BG1232-pAHL-7 BG1232 transformed with pAHL-7; positive for antagonistic activity This study

BG1232-pBBR1MCS-5 BG1232 carrying pBBR1MCS-5 This study

BG87-pQSR-15 BG87 transformed with pQSR-15; positive for antagonistic activity This study

BG87-pBBR1MCS-5 BG87 carrying pBBR1MCS-5 This study

BG79 UAPS07070 lysR::Himar1;
Antimicrobial activity

This study

Acinetobacter sp.

UAPS0169 Wild type strain isolated from Neobuxbaumia macrocephala; Sensitive strain [87]

E. coli 

DH5α supE44 ΔlacU169 (φ80lacZΔM15) hsdR17 thi-1 relA1 recA1 [88]

DH5α-pAHL-7 DH5α with pAHL-7 This study

DH5α-pBBR1MCS-5 DH5α with pBBR1MCS-5 This study

DH5α-pQSR-15 DH5α with pQSR-15 This study

Chromobacterium violaceum

CV026 Biosensor of Quorum Sensing [64]

Plasmid

p1232 Recircularized construct of approximately 8-kb of chromosomal DNA of BG1232 
digested with NotI, containg flanking regions upstream and downstream to 
tofI::Himar1; R6K ori, KmR

This study

p87-2 Recircularized construct of approximately 9-kb of chromosomal DNA of BG87 
digested with NotI, contain flanking region to tofR::Himar1; R6K ori, KmR

This study

pBBR1MCS-5 A broad host range cloning vector, RK2 ori, lacZα, GmR [70]

pAHL-7 pBBR1MCS-5 containing a 1242-pb fragment of tofI plus flanking regions, obtained 
with a SalI fragment of plasmid p87-2; GmR

This study

pQSR-15 pBBR1MCS-5 containing a -pb fragment of tofR plus flanking regions, obtained with 
a SalI-XhoI fragment of plasmid p1232; GmR

This study

pHBurk3 Plasmid containing Himar1 (with oriR6K, FRT-nptII-FRT gene, inverted repeats) 
and tnp gene, fragment containing ColE1 ori, oriT, and ori1600-rep(TsBt), the nptII 
facing toward tnp

[59]

2.3  Screening of mutants with reduced anti-
microbial activity

Inhibition-impaired mutants against the sensitive 
bacterium Acinetobacter sp. UAPS0169 were initially 
screened with a multiple antagonism assay as described 
below. The mutants were grown with agitation in LB 

broth at 30oC for 24 h. 20 µl of this culture was plated on 
LB agar and incubated for 24 h at 30oC. Thereafter, 20 µl 
of culture of the sensitive strain in stationary phase was 
placed in the vicinity of the antagonistic strain growth 
without touching it. The cells were further incubated at 
30oC for 24 h. Candidates for loss of antagonism were 
detected by the growth of the sensitive strain into the 
radius of one centimeter starting in the edge of the 
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2.5  Acyl homoserine lactone assay

The secretion of acyl homoserine lactones was detected 
with the quorum sensing indicator strain C. violaceum 
CV026 [64] which exhibits a purple pigmentation in 
the presence of AHLs. Cells were grown in LB broth 
to the stationary phase, a layer of C. violaceum CV026 
(approximately 200 µl) was distributed over a PSUC 
plate (4.2 mM succinic acid, 1% casein peptone and 
1.6% bacteriological agar). The plates were left opened 
until the suspension had dried up. 10 µl of the bacterial 
suspension of the tested cells was placed onto each plate 
and incubated for 24 h at 30oC. A positive reaction was 
indicated by the presence of a violet halo around the 
colony (violacein production).

2.6  Swarming assay

Bacterial cultures were grown for 24 h at 30oC in LB 
broth. One ml of bacterial culture, with an OD620 of 0.01, 

was washed twice with sterile LB broth. A volume of 1 µl 
of bacterial cells was placed in the center of an LB plate 
and incubated either at 30oC or 37oC for 48 h. There were a 
total of five replicates for each sample. A dendritic pattern 
formation was regarded as positive for swarming.

2.7  Toxoflavin quantification

The toxoflavin production was quantified in solid medium. 
B. gladioli UAPS07070 or derivate mutants were grown to 
stationary phase in LB broth with an OD620 of 0.05. 200 µl 
of suspension was spread over LB plates and incubated 
at 30oC for 24 h. The cell mass was removed mechanically 
with a glass slide and the agar surface was cleaned with a 
swab soaked with 70% ethanol to remove the remaining 
cells. An agar fragment (500 mg) where the cells had 
been grown, was sliced up and resuspended in 500 ml of 
chloroform. The chloroform fraction was transferred to 
fresh polypropylene tubes and the solvent was evaporated. 
The residue was dissolved in 80% methanol and the 
absorbance was measured at 393 nm [65]. The absorbance 
lectures were compared with ANOVA (p < 0.05) using six 
replicates.

2.8  End-point RT-PCR analysis of toxA gene

The transcription of toxA gene by B. gladioli UAPS07070, 
by QS and by LysR mutants were analyzed by RT-PCR. 

cell mass of the mutant. Double layer assay [Modified 
from 62] corroborated the phenotype. All antagonistic 
strains were grown in LB broth at 30oC for 24 h to reach 
stationary phase. The cultures were adjusted to an OD620 

of 0.05 in LB broth, 6 μl was inoculated onto solid LB agar 
plates and incubated for 24 h at 30oC. Subsequently, the 
bacterial growth was removed with a sterile glass slide, 
and the remaining cells were inactivated by exposure to 
chloroform vapors for 1 h. The plates were left opened in 
a laminar flow cabinet until the residual chloroform had 
been evaporated. Acinetobacter sp. UAPS0169 was grown 
and its density was adjusted in a similar manner to the 
mutants. 200 µl of the adjusted Acinetobacter culture was 
spread onto the LB agar plates where the mutant clone 
had been previously grown. The plates were incubated 
for 24 h at 30oC and inhibition halos were measured. For 
statistical analysis, the double layer assay was performed 
with twelve repeats for each mutant clone. The statistical 
significance was tested with ANOVA (p < 0.05).

2.4  Identification of transposition location

The transposon-chromosomal junction in clones with 
decreased antagonistic activity was rescued according 
to the methodology described by Rholl et al. [59]. Briefly, 
DNA was extracted and purified with Wizard Genomic 
DNA Purification kit (Promega Co). The DNA was digested 
with NotI (Thermo Fisher Scientific) and purified with 
the High Pure PCR Cleanup Micro Kit (Roche), and self-
ligated with the Rapid DNA ligation kit (Roche). The 
DNA was transformed into E. coli DH5α, and plated 
on LB agar plates containing Km (30 µg/ml) at 37oC. 
Plasmid extraction was conducted with the Pure Yield 
Plasmid Miniprep System kit (Roche). All kits were used 
following manufacturer’s instructions. The mutated sites 
were sequenced with the transposon specific primers 
1670 (5`-TCGGGTATCGCTCTTGAAGGG-3`) and 1829 
(5`-GCATTTAATACTAGCGACGCC-3`). Blastx  (http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&PAGE_
TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome) was used to 
compare the sequences. Multiple sequence alignment 
with ClustalW was used to calculate the percentage of 
identity of the translated orfs [63]. The DNA sequence 
was deposited in NCBI GenBank with the acc. numbers 
KP123645 and MF325937. The orfs were searched with the 
Interproscan platform (http://www.ebi.ac.uk/interpro/
search/sequence-search) to identify conserved domains 
in TofI, TofR and LysR.
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wound made with a micropipette tip. The onion bulbs 
were incubated in a wet chamber at 30oC for 48 h and 
virulence was demonstrated by tissue maceration. For 
the assays in lettuce plants three bright leaves of four 
weeks old plants were inoculated in the midribs with 103 
washed CFU in 10 ml. The control was inoculated with 10 
ml of 10 mM MgSO4. The plant were maintained in humid 
conditions and the appearance was observed daily for 5 
days [Modified from 69]. 

2.10  Complementation strategy

The AHL synthase defective mutant BG1232 was 
complemented in trans with the plasmid pAHL-7 (Table 1 
and Fig. S1) harboring 615 bases of tofI plus 386 nucleotides 
upstream and 343 bases downstream. The plasmid pAHL-7 
was constructed by ligating the 1,344-bp SalI fragment of 
plasmid p87-2 (Fig. S2) into the corresponding restriction 
site of backbone vector pBBR1MCS-5 [70] (see Table1). 
The mutant BG87 was complemented with 723 bases of 
tofR plus 374 bases upstream and 170 bases downstream. 
A fragment of 1,267-bp containing tofR was obtained 
from the plasmid p1232 digested with SalI-XhoI (Thermo 
Fisher Scientific) (Fig. S3) and cloned in the XhoI site of 
pBBR1MCS-5, yielding plasmid pQSR-15 (Fig. S4). The 
plasmid pQSR-15 was transformed in BG87. Both inserts 
were confirmed by sequencing.

Ethical approval: The conducted research is not related 
to either human or animals use.

3  Results and discussion 

3.1  Screening of antimicrobial activity 
impaired mutants 

We employed random mutagenesis for identifying loci 
associated with antimicrobial activity of B. gladioli 
UAPS07070. A library of 3,500 random mutants of B. 
gladioli UAPS07070 was analyzed. To show antimicrobial 
activity to B. gladioli UAPS07070, the gram-negative strain 
Acinetobacter sp. UAPS0169 was used. This strain exhibits 
fast and homogenous growth that allows for the clear 
detection of inhibition halos. The mutants, BG1232, BG87 
and BG79 exhibited remarkable reduction of antimicrobial 
activity against Acinetobacter sp. UAPS0169 (Fig. 1B). The 
Himar1 insertions in BG1232 and in BG87 were located 
close to each other allowing for the ligation of a 2,098 
bp DNA segment (Fig. 2A). The sequence showed high 

Bacterial cells were grown at 30oC in LB broth until 
reaching the stationary phase with an OD620 = 0.05. 30 µl 
of this bacterial suspension was plated on LB plates and 
incubated for 24 h at 30oC. The cells were recovered in 1 
ml of RNase free water and centrifuged at 4oC and 8,000 x 
g for 3 min. The simple phenol method [66] was used for 
total RNA extraction and were as follows: 100 µl of RNase 
free water was added to the pellet and the cells were 
vortexed  for 3 min, 100 µl of acid phenol-chloroform (1:1) 
was added and the tube was vortexed for 1 min. Following 
this, tubes were incubated at 70oC for 30 min, vortexing 
each for 5 min. The sample was centrifuged at 12,000 x g 
for 10 min, 100 µl of aqueous phase was transferred to a 
clean tube and 200 µl of isopropanol was added. The tube 
was vortexed for 3 min and centrifuged at 12,000 x g for 10 
min, the RNA pellet was washed twice with 200 µl of 70% 
ethanol and centrifuged at 12,000 x g for 5 min. The pellet 
was air dried and RNA was solubilized in 25 µl of RNase free 
water. The integrity of the RNA was qualitatively evaluated 
in 1% agarose gel electrophoresis. The concentration and 
purity were measured in a NanoDrop spectrophotometer 
(Thermo Scientific). RNA (4 mg) was treated with DNaseI 
(Thermo Fisher Scientific) according to manufacturer’s 
instructions. For synthesis of cDNA, 2 mg of DNA-free 
RNA was used. cDNA was generated with the Transcriptor 
High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) according to 
manufacturer’s instructions. The toxA gene expression 
was evaluated by PCR amplification of a fragment of 181 
bp using the oligonucleotides RTP3 (5`-GTT CAG CTT CTA 
CCG CTG GA-3`) [45] and TOXA2 (5`-TCA AGG CTT GCA 
GAC CAG-3`) [48]. A 412 bp fragment of 16S rDNA gene 
was amplified as control of constitutive expression with 
the oligonucleotides Fwd (5`-GTG CCA GCM GCC GCG GTA 
ATA C-3`) and Rev (5`-CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT-3`) 
[67]. 1 µl of cDNA was used for amplification of both, toxA 
and 16S rDNA with the following conditions: 96oC for 2 
min, 30 cycles at 96oC for 1 min, 50oC for 1 min for toxA; 
and, for 16 rDNA, 58oC for 1 min and a final extension at 
72oC for 30 s.

2.9  Assay for virulence in onion and lettuce

B. gladioli UAPS07070, BG1232, BG87 and BG79 were 
grown until reaching the stationary phase at 30oC in Luria-
Bertani broth. Cultures were washed twice with sterile 
culture medium and adjusted to OD620 = 0.05 (ca. 107 cfu/
ml). For the onion assay a modification of the method of 
Jacobs et al. [68] was used. Fragments of ‘Yellow Globe’ 
onion bulbs (ca. 10 cm2) were inoculated with 5 ml of 
bacterial suspension inside of the inner surface from a 
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nt 1582191 (GenBank CP002600.1). The gene is transcribed 
independently and encodes for a LysR-type protein of 322 
a.a. (Table 2). The Himar1 insertion was located near the 
C-terminal domain (nucleotide 634) that is essential for 
binding the co-inducer (Fig. 2B). The antibiosis of BG79 
against the sensitive strain was severely diminished, 
suggesting a positive regulation of genetic elements 
involved in the synthesis and/or transport of toxoflavin. 
All of the B. gladioli sequenced genomes, including BSR3, 
show this same region with identical gene context among 
them (Results not shown). In all of them, downstream 
to the lysR locus there is a hypothetical protein in the 
opposite transcription direction. Upstream to lysR there 
is one hypothetical OmpC family outer membrane protein 
and one hypothetical protein, both in the opposite 
transcription direction to the lysR gene. In the regulatory 
circuit of toxoflavin production by B. glumae BGR1, ToxR 
positively regulates the toxoflavin biosynthesis and 
transport genes. It is a LysR-type protein that recognizes 
toxoflavin as a co-inducer [49]. The sequence of lysR, is 
interrupted by Himar1 in BG79, and exhibits low sequence 
homology to the toxR sequences of B. glumae BGR1 and 
B. gladioli BSR3 (data not shown) suggesting that it could 
detect a toxoflavin alternative co-inducer.

We explored the production of a yellowish pigment, 
indicative of toxoflavin production [49] in B. gladioli 
UAPS07070. Normally, UAPS07070 produces toxoflavin on 
solid medium. However, the mutants BG1232, BG87, and 
BG79 do not (Fig. 1C). It has been reported that some B. 
gladioli phytopathogenic genotypes produces toxoflavin, 
and it is QS-dependent [52,53]. B. gladioli UAPS07070 is 
an endophytic bacterium isolated from inner tissues of 
pineapple. It exhibits strong antimicrobial activity against 
several bacteria and fungi [39]. It might also antagonize 
the phytopathogenic bacterium Tatumella ptyseos under 
natural conditions in pineapple plants [39]. 

While our results indicate that UAPS07070 synthesizes 
toxoflavin in culture media (Fig. 1C). We cannot discount 
the production of other antimicrobial metabolites. Kim 
et al. [52] observed that the expression of B. gladioli BSR3 

similarity to tofI, tofM and tofR sequences (Table 2), which 
is related to the Acyl homoserine lactone quorum sensing 
system (AHL QS). The insertion in BG1232 interrupted a 
sequence corresponding to the putative Acyl-homoserine 
lactone synthase tofI (Table 2), and in the mutant BG87, 
affected the putative QS regulator tofR (Table 2, Fig. 2A). 
The QS circuitry that regulates pathogenicity of both B. 
gladioli, including UAPS07070 and B. glumae corresponds 
to the topological arrangement of M1 described in 
Proteobacteria [71,72]. The arrangement in the group M1 
is characterized by the divergent transcription of tofI and 
tofR. Besides, tofM, a negative regulator homolog to rsaM, 
is found in the intergenic region between tofI and tofR. 
Both tofM and tofI are transcribed in tandem, and tofR 
is transcribed divergently to tofMI [72]. Domain search of 
TofI of B. gladioli UAPS07070 with Interproscan identified 
domains related to acyl transferase activity, autoinductor 
synthase activity and autoinductor binding (Fig. S5). 
The same analysis of TofR showed the presence of four 
characteristic domains of LuxR (Fig. S6). 

The tofIMR genes are implicated in the regulation 
of toxoflavin biosynthesis and swarming movement 
in the plant-pathogenic bacteria, B. glumae BGR1, 
336gr-1 and B. gladioli BSR3 [49-53,73]. Toxoflavin is a 
virulence factor demonstrated by the phytopathogen 
B. glumae [49,50,74,75] and potentially involved in the 
phytopathogenicity of B. gladioli [53]. In both models, 
N-hexanoyl homoserine lactone (C6-HSL), and N-octanoyl 
homoserine lactone (C8-HSL), are synthesized by TofI, 
the ortholog of the AHL synthase LuxI [49,76]. This TofR-
C8-HSL complex activates the regulatory cascade of 
toxoflavin synthesis and its transport in B. glumae [49]. 
Besides its virulence role in plant-pathogenic bacteria, 
toxoflavin shows strong antimicrobial activity. Recently, 
the genome analysis of 88 isolates of a B. gladioli collection 
revealed that the toxoflavin biosynthetic pathway is 
conserved across all genomes [77]. The genetic element 
interrupted by the transposon Himar1 in BG79 shows a 
99% nucleotide identity with a gene of the lysR family, 
harbored in chromosome 2 of B. gladioli BSR3, nt 1581223 to 

Table 2. Identity of the QS and lysR peptides identified in B. gladioli UAPS07070. 

TofI TofM TofR LysR

B. gladioli BSR3 98.5%
AEA63554.1

97.3%
AEA63555.1

100%
AEA63556.1

99.4%
AEA63716.1

B. glumae BGR1 86.7%
ACR31808.1

78.7%
ACR31807.1

92.1%
ACR31806.1

83.5%
ACR31745.1

B. glumae PGI 86.2%
AJK49063.1.1

79.3%
AJK49064.1

94.6%
AJK49065.1

87.4%
AJK49176.1

The identity was determined by ClustalW alignment of the amino acids.
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Fig. 1. Role of Quorum-sensing and LysR in antagonism, toxoflavin synthesis, motility, and virulence. A, Acyl homoserine lactones detec-
tion. a, UAPS07070; b, BG1232; c, BG1232-pAHL-7; d, BG1232-pBBR1MCS-5; e, CV026; f, BG87; g, BG87-pQSR-15; h, BG87-pBBR1MCS-5. 
Positive reaction is by the presence of a violet halo around of the colony (marked with a white arrow). An aliquot of 10 µl of the suspension of 
the tested cells was placed onto a dry layer of C. violaceum CV026 distributed over a PSUC plate. B, Antagonism assay against Acinetobacter 
sp. UAPS0169. Inhibition halos produced by UAPS07070, BG1232, BG87, BG79, BG1232-pAHL-7 and BG87-pQSR-15. Double layer assay in LB 
plates incubated for 24 h. S.D. Standard deviation of five replicates. C, Toxoflavin detection. Toxoflavin level detected to 393 nm of absor-
bance with a standard deviation of six repeats of the strain UAPS07070, BG1232, BG87, BG79, BG1232-pAHL-7 and BG87-pQSR-15. D, Moti-
lity assay. a and e, UAPS07070; b, BG1232; c, BG1232-pAHL-7; d, BG1232-pBBR1MCS-5; f, BG87; g, BG87-pQSR-15; h, BG87-pBBR1MCS-5. 
Motility was determined in LB agar, 0.4 %, after incubation for 48 h at either 30 or 37°C. E. Virulence lettuce assay, the inoculated strains 
are indicated in the figure. Observations was determined after incubation for 5 days at 30°C. The arrows indicate control inoculation.

a

b

c
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Fig. 1. Role of Quorum-sensing and LysR in antagonism, toxoflavin synthesis, motility, and virulence. A, Acyl homoserine lactones detec-
tion. a, UAPS07070; b, BG1232; c, BG1232-pAHL-7; d, BG1232-pBBR1MCS-5; e, CV026; f, BG87; g, BG87-pQSR-15; h, BG87-pBBR1MCS-5. 
Positive reaction is by the presence of a violet halo around of the colony (marked with a white arrow). An aliquot of 10 µl of the suspension of 
the tested cells was placed onto a dry layer of C. violaceum CV026 distributed over a PSUC plate. B, Antagonism assay against Acinetobacter 
sp. UAPS0169. Inhibition halos produced by UAPS07070, BG1232, BG87, BG79, BG1232-pAHL-7 and BG87-pQSR-15. Double layer assay in LB 
plates incubated for 24 h. S.D. Standard deviation of five replicates. C, Toxoflavin detection. Toxoflavin level detected to 393 nm of absor-
bance with a standard deviation of six repeats of the strain UAPS07070, BG1232, BG87, BG79, BG1232-pAHL-7 and BG87-pQSR-15. D, Moti-
lity assay. a and e, UAPS07070; b, BG1232; c, BG1232-pAHL-7; d, BG1232-pBBR1MCS-5; f, BG87; g, BG87-pQSR-15; h, BG87-pBBR1MCS-5. 
Motility was determined in LB agar, 0.4 %, after incubation for 48 h at either 30 or 37°C. E. Virulence lettuce assay, the inoculated strains 
are indicated in the figure. Observations was determined after incubation for 5 days at 30°C. The arrows indicate control inoculation.
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species of Burkholderia. A putative box was detected 
between positions 63-80 nucleotides upstream of the 
first ATG in tofI (Table S1). While tofM exhibits a putative 
lux-box 36 bp upstream of the start codon (Table S1). There 
was no lux-box found upstream of tofR (Table S1). We also 
did not find any lux-box upstream to lysR gene of BG79 
(data not shown). The synthesis of signaling molecules 
associated to the putative QS system of UAPS07070 was 
confirmed with the reporter strain C. violaceum CV026. 
Apparently BG1232 did not synthesize short chain N-acyl 
homoserine lactones (Fig. 1A). In B. glumae, TofR, the 
ortholog to LuxR, activates the transcription of itself and 
of tofI in the presence of C8-HSL [52]. Interestingly, the 
mutant in the regulator, B. gladioli BG87, was not affected 
in the synthesis of signal molecules detected by C. 
violaceum CV026 (Fig. 1A). In that mutant the transposon 
insertion is close to the codon of residue D70 of TofR 
(TraR nomenclature of Agrobacterium tumefaciens), 
which is essential for the activity of this regulator [82,83]. 
In B. glumae BGR1, the expression of tofI is completely 
dependent on the TofR-C8-HSL complex [49]. Thus, a tofR 
mutant derived of B. glumae 336gr-1 does not synthesize 
AHLs [50]. In contrast, a different regulation of tofI is 
exhibited by B. gladioli UAPS07070. The mutant BG87 
(tofR::Himar1) still synthesized AHLs, demonstrating that 

polyketide genes related to the synthesis of the putative 
antibiotic bacillaene is QS-dependent [52]. Furthermore, 
other genotypes of B. gladioli synthesize antagonistic 
molecules like enacyloxin, bongkrekic acid, gladiolin, 
and a cyclic peptolide antibiotic [38,40,41,48,77], but the 
relationship to QS regulation remains to be elucidated. 
In addition to QS, the regulation of the toxoflavin 
synthesis in B. glumae includes an alternative pathway 
comprised of different loci, among them an orphan luxR 
[50,51,78]. The B. gladioli mutants BG87 and BG1232 
exhibit slight antimicrobial activity against the sensitive 
strain Acinetobacter sp. UAPS0169 (Fig. 1B). This suggests 
alternative pathways of regulation in the residual 
production of inhibitory substances in UAPS07070 or 
the production of multiple antimicrobial molecules, 
as has been reported in Pantoea agglomerans Eh318 or 
Pseudomonas protegens Pf-5 [79,80].

3.2  Search of putative lux-box and autoindu-
cer signal detection 

The mutated region was aligned with the cep-box 
consensus sequence of B. cenopacia and B. ambifaria 
[54,81]. These two lux-boxes are well characterized in 

Fig. 2. A, Map of the quorum sensing region of B. gladioli UAPS07070. The site of insertion of the transposon is indicated with ‘Himar1 fol-
lowed by the mutant name’. B, Map of the lysR gene region of B. gladioli UAPS07070. The site of the insertion of the transposon is indicated 
with ‘Himar1 followed by the mutant name’. The principal domains of LysR-type protein, DNA binding domain (HTH) and co-inducer binding 
domain (substrate binding) in the LysR-type protein of UASP07070 are indicated below. 

a

b
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the synthesis of toxoflavin, toxA and toxB in B. gladioli 
UAPS07070 were sequenced and compared by BLAST 
(data not shown). The transcription of toxA under 
experimental condition was evaluated using end-point 
RT-PCR. This revealed undetectable transcription of 
toxA in the mutants BG1232, BG87 and BG79 (Fig. 3). In 
contrast, an intense amplicon of toxA from RNA was 
observed in B. gladioli UAPS07070 (Fig. 3). These results 
strongly suggest toxoflavin acting as an antimicrobial of 
B. gladioli UAPS07070 here.

The transcription of toxA was undetectable in BG79 
indicating a regulatory role of the LysR-type protein 
for the synthesis of toxoflavin. Our data revealed the 
participation of QS and of a LysR-type regulator in the 
toxoflavin production. However, the dependency between 
both regulation systems is unknown. To elucidate if both 
regulation systems are related, we explored the synthesis 
of acyl homoserine lactone by BG79. We found that the 
synthesis of autoinducer molecules was not hindered in 
BG79 (Fig. 1A), suggesting a higher hierarchical position 
of the system QS than the regulator LysR-type.

UAPS07070 tofI can be transcribed regardless of the tofR 
mutation. An example of TofR-independent regulation 
of tofI is demonstrated by B. pseudomallei, in which two 
of three AHL synthases (bpsI2 and bpsI3) are expressed 
constitutively [84]. In UAPS07070 the constitutive 
expression of tofI might provoke a fast response to 
environmental changes before reaching high cell density. 
This aligns with the production of inhibitory molecules 
by UAPS07070 in the exponential phase [39]. Another 
possible explanation is that tofI might possess another 
regulatory sequence besides the lux box. Further research 
is required to clarify the self-regulation QS system in B. 
gladioli UAPS07070.

3.3  Detection of toxA expression

The wild type strain, B. gladioli UAPS07070, released a 
deep yellowish pigment into the agar which is indicative 
of toxoflavin synthesis. This in contrast to the mutants 
BG1232, BG87 and BG79 (Fig. 1C). Two of the genes for 

Fig. 3. End-point RT-PCR of toxA gene. A, Agarose gel electrophoresis of toxA amplified by approximately 181 bp: lane 1 UAPS07070 (gDNA); 
lane 2 UAPS07070; lane 3 BG1232; lane 4 BG87; lane 5 BG79, line M leader 100 bp (GeneCraft). B, End-point RT-PCR of 16S rDNA gene of 
approximately 412 bp: lane 1 UAPS07070 (gDNA); lane 2 UAPS07070; lane3 BG1232; lane 4 BG87; lane 5 BG79.

Unauthenticated
Download Date | 9/18/19 7:42 PM



QS and LysR are associated with antagonism in B. gladioli   175

in rice. Thus, the regulation in this bacterium might have 
evolved differently to B. gladioli BSR3 and B. glumae 
BGR1, since in those strains the inactivation of QS system 
abolished the virulence in onion, toxoflavin production 
and the swarming motility [49,52,53,58]. Interestingly, two 
strains of the same species B. glumae, BGR1 and PG1, show 
different regulatory QS behavior [49,86]. It is known that B. 
glumae 237-5, an avirulent strain in rice does not produce 
toxoflavin and keeps its virulence in onion, indicating that 
the tissue maceration in onion is not attributed exclusively 
to toxoflavin [75]. 
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