OVENES VOLUMEN 31
MCIHEMC[A Desarrollo e innovacién

Transformacion genética por electroporacion de Arthrobacter sp. UMCV2

Genetic Transformation by electroporation of Arthrobacter sp. UMCV2

Martha Patricia Chavez Moctezuma?, Gustavo Santoyo Pizano! y Eduardo Valencia Cantero*

*1 Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
martha.chavez@umich.mx

Resumen

El género Arthrobacter comprende un grupo de bacterias Gram-positivas que es conocido por su capacidad para
biodegradar compuestos organicos naturales y artificiales en el ambiente, y producir enzimas importantes para la
industria. La cepa Arthrobacter sp. UMCV2, es una rizobacteria, promotora del crecimiento vegetal a través de la
emision del compuesto organico volatil N, N-dimetilhexadecilamina (DMHDA), cuyo genoma muestra la presencia de
genes con secuencias homologas a genes luxR solos, que podrian codificar para probables moduladores de la respuesta
de la bacteria a moléculas de percepcion de quorum para su adaptacidon al medio ambiente. Estos genes se han
designado como auto-inducer-related Regulator (airR), e inducen motilidad swarming y la expresién de dichos genes,
cuando la cepa es expuesta al compuesto DMHDA, producido por la propia bacteria. Sin embargo, debido a la escasez
de herramientas para la manipulacién genética de Arthrobacter, solo pocas especies se han investigado a nivel
molecular. En este estudio, se establecieron las condiciones para la transformacién genética por electroporacion de
Arthrobacter sp. UMCV2, haciendo modificaciones al procedimiento, como la adicién de penicilina a las células durante
la fase temprana de crecimiento, ademads de adicionar sorbitol 0.5 M en la solucién de glicerol al 10% para la preparacion
de las células competentes, y en el medio de recuperaciéon de las células, incubando durante 8 h. La tasa de
transformacién varié dependiendo de los parametros eléctricos y de la concentracién de DNA. Este constituye el primer
reporte sobre la transformacion genética por electroporacién de la cepa Arthrobacter sp. UMCV2.
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Abstract

The Arthrobacter genus encompasses a group of Gram-positive bacteria known for their ability to biodegrade natural
and artificial organic compounds in the environment and to produce important enzymes used in industry. The
Arthrobacter sp. UMCV2 strain is a rhizobacteria that promotes plant growth through the emission of the volatile organic
compound N, N-dimethylhexadecylamine (DMHDA), whose genome shows the presence of genes with sequences
homologous to /uxR solos genes. Such genes could codify for probable modulators of the bacterium's response to
quorum sensing molecules, fostering its environmental adaptation. These genes have been designated as auto-inducer-
related Regulators (airR) as, when the strain is exposed to the self-produced DMHDA compound, they induce swarming
motility and their own self-expression. However, due to the scarcity of tools for the genetic manipulation of
Arthrobacter, only a few species have been investigated at the molecular level. This study establishes the requirements
for the genetic transformation by electroporation of Arthrobacter sp. UMCV2. Our proposed modifications to the
standard procedure include: the addition of penicillin to the cells during the early growth phase, the addition of sorbitol
0.5 M in the 10% glycerol preparation solution for the competent cells, as well as its addition to the cell recovery
medium, with an 8 h incubation time. The transformation rate also varied depending on the electrical parameters and
the DNA concentration. This is the first report on the genetic transformation by electroporation of the Arthrobacter sp.
UMCV2 strain.

Introduccion

Los miembros del género Arthrobacter son bacterias Gram-positivas que pertenecen al phylum Actinobacteria.
Diferentes especies de Arthrobacter producen enzimas importantes para la industria y para la estimulacion del
crecimiento vegetal, denotando su importancia para la agricultura y la biotecnologia (Singh et al., 2016). Este grupo de
bacterias es conocido también por su capacidad para degradar compuestos orgdnicos naturales y artificiales en el
ambiente y existe ubicuamente tanto en suelos comunes como en ambientes extremos, incluyendo hielo marino
antartico, dreas contaminadas con metales, sitios contaminados con productos quimicos y entornos radiactivos
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(Mongodin et al., 2006). La prevalencia ambiental del género Arthrobacter y sus potenciales aplicaciones resultan de
interés para el disefio de métodos de manipulacién genética en esta cepa. La transformacion genética de
microorganismos en el laboratorio, es una técnica rutinaria de enorme utilidad para estudios de genética bdsica y
aplicada. La electroporacién, en la cual un pulso eléctrico de alta intensidad produce poros transitorios en la membrana
celular y, por lo tanto, facilita la captacion de DNA exdgeno, es un rdpido y ampliamente utilizado método de
transformacioén (Zhang et al., 2011). A la fecha, existen solo pocos reportes de electroporacién de cepas de Arthrobacter.
Morikawa (1994), reporté el primer ejemplo de transformacién genética por electroporacion de la cepa de Arthrobacter
sp. MIS38, con una eficiencia de transformacién de 3.0 x 10° transformantes/ug de DNA de plasmido. A partir de este
primer reporte, se han descrito varios métodos para introducir DNA en esta actinobacteria, estos incluyen el método
de electroporacion para Arthrobacter sp. A3, donde se optimizé la concentracidon de DNA, el tiempo de recuperacién de
las células y los parametros eléctricos, entre otros factores, con lo que se alcanzé una eficiencia de 6.8 x 107
transformantes/ug de DNA de pldsmido, ademas se incluyd otras especies de Arthobacter como: A. globiformis, A.
nicotinovorans, A. aurescens y A. crystallopojetes (Zhang et al., 2011). También se ha reportado la transformacion por
electroporacion para Arthrobacter simplex CPCC 140451, con resultado de 3.76 x 104 transformantes/ug de DNA,
examinando factores que afectan la eficiencia de transformacién como, la fase celular de crecimiento del
microorganismo, condiciones de tratamiento con compuestos debilitadores de la pared celular, cantidad de DNA de
plasmido, entre los parametros principales de electroporacién (Luo et al., 2018), pero ninguna de estas cepas en el clado
al que pertenece Arthrobacter sp. UMCV2.

Antecedentes

Las bacterias se comunican entre si para su adaptacién y sobrevivencia en el medio ambiente (Mukherjee y Bassler,
2019). El sistema representativo de comunicacién bacteriana es la percepcidon de quorum (QS), que se basa en la
produccién de moléculas que actian como sefales quimicas llamadas autoinductores, para regular la expresion de
genes en respuesta a cambios en la densidad de la poblacién bacteriana. Estos sistemas constan de una sintasa (familia
Luxl) y de un regulador transcripcional (familia LuxR) para la produccion y percepcidn de las moléculas sefial por los
microorganismos (Fuqua et al., 1994). El sistema candnico lux/-luxR es tipicamente el componente central de QS en
bacterias Gram-negativas (Whiteley et al., 2017), pero raramente esta presente en bacterias Gram-positivas, los
reguladores transcripcionales LuxR solo (que no estan asociados a un homélogo Luxl), son moléculas clave para la
comunicacién intercelular, que pueden permitir a estas bacterias percibir sefiales quimicas (Rajput y Kumar, 2017).
Arthrobacter sp. UMCV2 es una bacteria Gram-positiva, aislada de la rizésfera de plantas de maiz (Valencia-Cantero et
al., 2007), cuyo genoma se ha secuenciado y muestra la presencia de genes con secuencias homdlogas a genes luxR,
que podrian codificar para probables moduladores de la respuesta de la bacteria a moléculas de QS para su adaptacion
al medio ambiente. Esta cepa de Arthrobacter promueve el crecimiento vegetal a través de la emision de compuestos
organicos volatiles (COVs), principalmente N, N-dimetilhexadecilamina (DMHDA) (Veldzquez-Becerra et al., 2011). El
presente estudio tiene como objetivo la transformacidn genética de Arthrobacter sp. UMCV2 por ser un requisito previo
para la manipulaciéon de los genes relacionados a /uxR solos, que han sido designados como auto-inducer-related
Regulator (airR), e inducen motilidad swarming y la expresidn de dichos genes, cuando la cepa es expuesta al compuesto
DMHDA, producido por la propia bacteria, para determinar la capacidad de los reguladores transcripcionales AirR para
modular la respuesta a quorum de la bacteria. La manipulacion genética de esta ha resultado compleja, debido a que
un protocolo adecuado de transformacidn para esta actinobacteria no se habia reportado, por lo que, el objetivo de
este trabajo fue, establecer las condiciones para la transformacién genética por electroporacién de Arthrobacter sp.
UMCV2.

Materiales y Métodos

Cepas empleadas

En el presente trabajo se utilizd Arthrobacter sp. UMCV2 (Valencia-Cantero et al., 2007), que fue cultivada
rutinariamente en agar nutritivo (AN) o caldo nutritivo (CN) a 22 °C.

La cepa utilizada como control positivo de transformacién y para la preparacion de plasmidos fue Escherichia coli IM101
(Yanisch-Perron et al., 1985). Fue cultivada en agar Luria (AL) o caldo Luria (CL) a 37 °C.
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Medios de cultivo

Se preparo caldo nutritivo (CN), utilizando 5.0 g de peptona de caseina y 3.0 g de extracto de carne. Agar nutritivo (AN),
la misma preparacion del caldo y se le agregaron 15 g/L de agar bacterioldgico. Caldo Luria Bertani (CL), se prepard
utilizando 1% de NaCl, 1% de peptona de caseina y 0.5% de extracto de levadura. Agar Luria Bertani (AL), al caldo Luria
se le agregd 1.5% de agar bacteriolégico. A los medios de cultivo se agregé el antibidtico Kanamicina (Km) para la
seleccion de bacterias que portaran los plasmidos recombinantes, a concentracién final de 140 pug/mL en el caso de
Arthrobacter sp. UMCV2 y 20 ug/mL para E. coli IM101.

Vectores

Los vectores pART2 y pART3, utilizados en este estudio, fueron amablemente proporcionados por el D.C. Marius
Mihasan (Universidad Alexandru loan Cuza, lasi, Rumania). Estos tienen un tamafio de 4.6 y 5.4 Kb, respectivamente, y
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contienen un gen de resistencia a kanamicina y origenes de replicacidon para Corynebacterium glutamicum (para la
actinobacteria) (pCG100) y E. coli (ColE1) (Figura 1) (Sandu et al., 2005).

Figura 1. Mapas de DNA de los pldsmidos pART2 y pART3. Las caracteristicas de los pldsmidos son las siguientes: pCG100 y ColE1, origenes de
replicacion; Kan', gen de resistencia a kanamicina: P, promotor/operador; MCS, sitio de clonacién multiple; Hiss, secuencia que codifica una etiqueta
de ocho histidinas; y tamaiio del pldsmido en pares de bases (pb). Se presentan los sitios de restriccién importantes, incluidos los sitios de restriccion

unicos y su localizacién. pART3, ademds contiene el gen represor hdnO de (hnoR). La secuencia inferior muestra las caracteristicas siguientes: rbs,
sitio de unién al ribosoma; ATG, coddn de inicio de la traduccién; MCS con nueve sitios de restriccién tnica; secuencia codificante para la etiqueta
Hiss; y TAA, coddn de paro de la traduccién (Modificada de Sandu et al., 2005).

Metodologia

Preparacion de células electrocompetentes

Las células electrocompetentes se prepararon siguiendo el protocolo descrito por Zhang et al., (2011) con algunas
modificaciones: un inoculo del 1% de un pre-cultivo en fase estacionaria de Arthrobacter sp. UMCV2 en CN, fue
inoculado en medio fresco y cultivado a 22 °C, con agitacién constante. Cuando la densidad éptica (D.O.) alcanzé entre
0.3-0.5 a 600 nm, se afiadio penicilina G a una concentracion final de 30 pg/mLy se continud el cultivo durante una hora
adicional. Después, el cultivo fue rdpidamente colocado en bafio de hielo-agua por al menos 10 min y las células fueron
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cosechadas por centrifugacion a 5,000 rpm, por 15 min a 4 °C. Seguido de tres lavados en buffer de electroporacion
(glicerol al 10% adicionado con 0.5 M de sorbitol) frio, y concentrando las células 100 veces en el ultimo lavado.
Finalmente, la suspension celular se distribuyd en alicuotas de 50 pL y fueron almacenadas a -80 °C.

Electroporacién

El protocolo de electroporacion que se utilizé fue el siguiente: después de descongelar las células electrocompetentes
en hielo, se mezclaron 50 pL de las células con 100 ng de DNA de los plasmidos pART2 y pART3, respectivamente, y cada
una de estas mezclas se transfirié a una celda de electroporacion (0.1 cm, Bio-Rad CA, USA) fria, a la que se dio un solo
pulso de 4-5 milisegundos utilizando un electroporador (MicroPulser Electroporator Bio-Rad), ajustado a 15 kV/cm.
Inmediatamente después del pulso eléctrico, cada suspension de células fue transferida a un microtubo con 800 pL de
medio de recuperacién (CL conteniendo 0.5 M de sorbitol) y se incubd a 22 °C por 8 h con agitacidn constante a 120
rpm. Para la selecciéon de las células transformantes, se tomaron 100 uL de cada una de las mezclas previamente
concentradas por centrifugacion a 12,000 rpm, y se distribuyeron en cajas de AL con Kanamicina. Con cada experimento,
se realizé el control negativo omitiendo la adiciéon de DNA de plasmido. La eficiencia de transformacién se definié como
el nimero de transformantes obtenidas por microgramo de DNA utilizado (Zhang et al., 2011).

Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) en colonia

Se amplificé por PCR el gen de resistencia a kanamicina de los plasmidos pART2 y pART3, utilizando los oligonucledtidos
directo 5-ATGAGCCATATTCAACGGGAAACG-3" y reverso 5-TTAGAAAAACTCATCGAGCATC-3’, respectivamente, para
originar un producto de amplificacién de 816 pb (Zhang et al., 2011). Se tomd una sola colonia crecida sobre una placa
de AL con Km, se resuspendié en 50 pL de agua desionizada estéril y se hirvié por 15 min. Un microlitro de esta muestra
se utilizdé como DNA molde para una reaccién de PCR. Alicuotas de 5 pL de los productos de PCR se sometieron a
corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1% (peso/volumen). El DNA de los plasmidos pART2 y pART3 y el de
Arthrobacter sp. UMCV2, se emplearon como los controles positivo y negativo, respectivamente.

Resultados y Discusion

Transformacion de Escherichia coli IM101 con los vectores pART2 y pART3

Con el propésito de establecer las condiciones de electroporacién utilizando los vectores pART2 y pART3, se realizd
primero la transformacion en E. coli JIM101, que se empled como control positivo del procedimiento, utilizando las
condiciones estandar del método ya reportado (Green y Sambrook, 2020). Ademas, estos plasmidos poseen un gen que
codifica resistencia al antibidtico Kanamicina, que permitid seleccionar las colonias transformantes, ya que la replicacion
de genes y la expresion de la resistencia a antibidticos son requerimientos para una transformacion exitosa. En la
transformacién genética, el DNA en forma de plasmido se introduce en una célula bacteriana para que éstas puedan
luego multiplicar la secuencia de interés en cantidades adecuadas para su posterior andlisis y/o manipulacion y solo
aquellas bacterias que hayan sido transformadas con un plasmido que contenga el gen de resistencia al antibidtico
sobrevivirdn. En muchos casos también, los sistemas de modificacidn-restricciéon pueden representar barreras para la
transformacién, debido a que estos son usados por las bacterias para protegerse de moléculas de DNA exdgenas que
ingresen a la bacteria, eliminando las secuencias ajenas al genoma de estas (Miller, 1994). Para E. coli se obtuvo una
eficiencia de transformacién de 3.8 x 10° transformantes/ug de DNA utilizando el plasmido pART2 y de 3.0 x106
transformantes/ug de DNA con el plasmido pART3. La transformacién de E. coli por electroporacién es un método
confiable para obtener eficiencias de transformacién alrededor de 10° ufc/ug de DNA (Dower et al., 1988) y aunque la
eficiencia obtenida con estos plasmidos no fue tan alta como la reportada, esta fue suficiente y rapida para obtener las
transformantes necesarias para verificar que los plasmidos estaban funcionando correctamente en esta cepa
bacteriana. En la Figura 2 se observa el crecimiento de la cepa transformada de E. coli con los vectores, A) pART2 y B)
pART3, en placas de AL. Con la obtencién de las cepas transformantes de E. coli se guardo la informaciéon genética de
los vectores en una célula bacteriana, la cual puede almacenarse por un periodo largo de tiempo.
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A) B)
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Figura 2. Cepa transformada de E. coli JIM101 con los vectores, A) pART2 y B) pART3. En placas de AL con 20 pg/mL de Km, con incubacién a 37 °C
por 20 h (Fuente: Elaboracién propia).

Transformacion de Arthrobacter sp. UMCV2 con los vectores pART2 y pART3

PART2 es un vector para expresion constitutiva de genes, mientras que, pART3 ademas contiene el gen hnoR y es un
vector para expresion inducible de genes (Figura 1). Para el presente estudio, el desarrollo de un método de
transformacién genética para Arthrobacter sp. UMCV2, utilizando estos vectores, permitird el estudio de los genes
relacionados a /uxR (air) para entender su funcidn ecoldgica. Por ser Arthrobacter sp. UMCV2 una bacteria Gram-
positiva, su pared celular intacta se considera una fuerte barrera para la entrada de DNA a la célula, por lo que el
tratamiento de la célula con agentes debilitadores de la pared celular, como lisozima o penicilina, es uno de los métodos
mas efectivos para mejorar la eficiencia de electroporacién (Sunairi et al., 1996). Para establecer las condiciones de
transformacion de esta actinobacteria, se agregd penicilina G a una concentracién final de 30 pug/mL, como agente
debilitador de la pared celular bacteriana, ademas de la adicién de sorbitol 0.5 M en la solucidn de glicerol al 10%, para
la preparacion de las células competentes. Igualmente, se utilizé CL adicionado con 0.5 M de sorbitol para la
recuperacion de las células después de la electroporacién. Previamente se ha reportado (Ito y Nagane, 2001), que la
adicion de agentes osméticos estabilizadores, tal como el sorbitol, en cada uno de los procesos de crecimiento,
electroporacidn y recuperacion de las células, mejora considerablemente la tasa de transformacion de Bacillus subtilis.
Ademas, también se ha reportado, que la adicion de sorbitol no solo mejoré la eficiencia de transformacion sino también
promovid la reproducibilidad del método (Zhang et al., 2011). Asi mismo, se utilizé un periodo de recuperacién de las
células mas largo de lo habitual, incubando por 8 h. Por otro lado, se ha reportado también por Zhang et al., (2011), que
la concentracion de DNA es otro factor clave para incrementar la eficiencia de transformacién, obteniendo un aumento
en el nimero de transformantes, al incrementar la cantidad de DNA usado, sin embargo, concentraciones por arriba de
1000 ng, condujeron a una significativa disminucién de la eficiencia de transformacién. Por lo que, con base a lo
reportado, se utilizaron 100 ng de DNA para la transformacion de Arthrobacter sp. UMCV2, concentracién que fue
suficiente para la obtencién de la transformacién. Para las células sin tratamiento (control negativo), no se obtuvieron
colonias transformantes, sin embargo, se obtuvo una eficiencia de transformacion de 2.8 x 104 transformantes/ug de
DNA con el plasmido pART2, y de 1.5 x 10* transformantes/ug de DNA con el pldsmido pART3, utilizando las
modificaciones mencionadas al método de transformacién. Zhang et al., (2011), reporté alta eficiencia de
transformacion para Arthrobacter sp. A3, del orden de 107 transformantes/ug de DNA de plasmido. Sin embargo, para
el caso de Arthrobacter sp. UMCV?2 la eficiencia de transformacién no fue tan alta, por lo que podrian examinarse mas
a fondo factores como la fase celular de crecimiento del microorganismo para la preparacién de las células competentes
o los parametros eléctricos de electroporacién, entre algunos de los parametros a probar, para aumentar la eficiencia
de transformacién en esta actinobacteria. En la Figura 3 se observa el crecimiento de la actinobacteria transformada
con los vectores, A) pART2 y B) pART3, sobre placas de AN. Con estos resultados, se determind que estos vectores son
funcionales en Arthrobacter sp. UMCV2 y se establecieron las condiciones iniciales para la manipulacién genética de
este microorganismo.

Division de Ciencias de la

Campus Celaya-Salvatierra Salud e Ingenierias

148



Martha Patricia Chavez Moctezuma et. al.
Transformacién genética por electroporacion de Arthrobacter sp. UMCV2 | 144-151

A) B)

PARTZ pART3

Figura 3. Cepa transformada de Arthrobacter sp. UMCV2 con los vectores, A) pART2 y B) pART3. En placas de AN con 140 pg/mL de Km, con
incubacién a 22 °C por 72 h (Fuente: Elaboracién propia).

Confirmacién de la transformacién por PCR en colonia

Para validar la autenticidad de la transformacidn se realizé PCR en colonia, debido a que este es un método simple y
rapido para distinguir a través de un nimero potencialmente grande de colonias transformantes, cuales contienen
realmente el pldsmido de nuestro interés. Esta técnica aprovecha la alta sensibilidad de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), ya que se requiere una muy pequefia cantidad de DNA molde obtenida de células crudas, para
visualizar una banda en un gel de agarosa después de la amplificacién (Bergkessel y Guthrie, 2013). En algunos casos,
esta es una alternativa a la estrategia de crecer pequefios cultivos de varias colonias para obtener microgramos de DNA
de cada uno para realizar analisis de restriccién de los plasmidos, sin embargo, puede también complementar esta
técnica, ya que el DNA aislado de diferentes colonias puede ser utilizado para transformaciones o clonaciones
posteriores. Para validar la autenticidad de la transformacion de Arthrobacter sp. UMCV2, se seleccionaron al azar
colonias obtenidas de la transformacién por electroporacion, para realizar de estas, amplificacién por PCR en colonia,
como se describié en la Metodologia. Como se muestra en la Figuras 4A y 4B, en todas las colonias transformantes
examinadas se obtuvo la amplificacidn del fragmento de 816 pb correspondiente al gen de kanamicina de los pldsmidos
pPART2 y pART3. Sin embargo, en la Figura 4B se observa poco DNA en la amplificacion por PCR en colonia para la
transformante con el pldsmido pART3, esto puede ser debido a un defecto en el origen de replicacién de este vector
para la actinobacteria, que pudo haberse producido durante la manipulacion genética para su construccién. Estos
resultados permitieron verificar definitivamente la transformacién por electroporacién de Arthrobacter sp. UMCV2.
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Figura 4. PCR en colonia de las transformantes de Arthrobacter sp. UMCV2. A) Fotografia del gel de agarosa que muestra la amplificacién del gen de
kanamicina de pART2. Carril 1, amplificacién del gen de Km del pldsmido, control (+); carril 2, amplificacién del gen de Km en Arthrobacter sp.
UMCV2, control (-); carriles 3 y 4, amplificacién del gen de Km de pART2 en Arthrobacter sp. UMCV2. B) Fotografia del gel de agarosa de la
amplificacién del gen de kanamicina de pART3. Carril 1, amplificacién del gen de Km del pldsmido, control (+); carril 2, amplificacién del gen de Km de
Arthrobacter sp. UMCV2, control (-); carril 3, amplificacién del gen de Km de pART3 en Arthrobacter sp. UMCV2. En ambos casos, a la izquierda M,
marcador de tamario molecular (1 kb), se indica los tamarios de las bandas utilizadas como referencia y a la derecha, se indica el tamano de la
amplificacién (Fuente: Elaboracién propia).

Conclusion

Con este trabajo, se establecieron las condiciones iniciales éptimas para la transformacién por electroporacion de
Arthrobacter sp. UMCV2, constituyendo el primer reporte sobre la manipulacion genética de esta actinobacteria.

Por otro lado, se sentaron las bases experimentales para realizar estudios sobre la capacidad de los reguladores AirR
para modular la respuesta a quorum de esta bacteria, teniendo como perspectiva, el estudio en los genes relacionados
a luxR (airR) que permitiran dilucidar su funcién ecolégica.
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