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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa se caracteriza por ser una bacteria patégena oportunista y una de las
principales causas de infecciones nosocomiales en pacientes inmunocomprometidos, con fibrosis
quistica o quemaduras graves. Independientemente de sus implicaciones a nivel clinico, esta bacteria
gram negativa se ha vuelto objeto de estudio por llevar a cabo la sintesis de glicolipidos con potenciales
aplicaciones biotecnolégicas llamados ramnolipidos, cuya produccion a nivel industrial ha sido de gran

interés en los ultimos anos.

Como un primer paso para el desarrollo biotecnolégico de los ramnolipidos, en este trabajo se
buscd obtener cepas de P. aeruginosa sin los genes que codifican para los principales factores de

virulencia partiendo de aislados ambientales de la misma, para un manejo mas seguro.

Se demostré que los bacteriéfagos E79tv-2 y F116L son capaces de infectar a las cepas
ambientales M10 e IGB83, pero no de infectar a la cepa marina ID4365. También se obtuvo como
resultado que la transduccidn generalizada se puede llevar a cabo de manera exitosa utilizando cepas

ambientales de P. aeruginosa y no Unicamente cepas clinicas.

Por ultimo, se logré la modificacidon genética de dos de las cepas ambientales utilizadas en este
trabajo por medio de transduccidn generalizada mediada por los bacteriéfagos E79tv-2 y F116L, con lo

gue se obtuvieron las cepas M10 e IGB83 sin los genes de virulencia rhlIR, rhil y lasB.




INTRODUCCION

1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una especie de las bacterias gram negativas, perteneciente a la subdivision
vy de las proteobacterias. Se puede encontrar en una gran diversidad de ambientes, debido a la
capacidad que tiene para utilizar distintos compuestos organicos como nutrientes, lo que ha dado como

resultado el que se adapte a diferentes condiciones ambientales (Wolf & Elsasser-Beile, 2009).

Es importante mencionar que tiene la caracteristica de ser un patégeno oportunista, siendo sus
posibles hospederos plantas y animales, tanto invertebrados como vertebrados, incluidos los humanos.
En el dltimo caso tiene implicaciones muy graves en la salud de pacientes inmunocomprometidos, con
guemaduras graves o que padecen de fibrosis quistica, desarrollando infecciones como meningitis,

septicemia e infecciones crénicas en los pulmones (Wolf & Elsdsser-Beile, 2009).

Se trata de una especie resistente a un gran nimero de antibidticos, ya que su membrana
externa funciona como una barrera de permeabilidad; asimismo utiliza estrategias como la inactivacion
de los antibidticos por medio de enzimas, la modificacion de las moléculas diana de accién de los
antibiodticos y la eliminacion de moléculas potencialmente dafinas por medio de bombas de eflujo. Cabe
mencionar que el uso extenso de antibidticos, sumado a la presencia de estrategias evolutivas, como
mutaciones, ha dado lugar a la emergencia de bacterias resistentes a un mayor nimero de antibidticos o

con nuevos mecanismos de resistencia (Sakharkar et al., 2009).

Es caracteristica de P. aeruginosa la produccion de un tapete bacteriano o biopelicula durante su
crecimiento e infeccion, misma que tiene como funcidn la protecciéon celular y la comunicacién
intercelular. La formacidon de esta biopelicula se lleva a cabo cuando las bacterias detectan cambios
ambientales que les lleva a cambiar su forma de vida plancténica por el crecimiento sobre una superficie
y asi formar microcolonias que funcionan de una manera compleja y coordinada (De Kievit, 2009; Lau et

al., 2004).




2. Factores de virulencia y su regulacion

2.1. Principales factores de virulencia

P. aeruginosa produce una gran variedad de factores de virulencia, mismos que le han permitido
establecer fuertes infecciones en diversos organismos, causar dafos tisulares e interferir con el sistema
inmune de su hospedero. Algunos de estos factores se encuentran situados en la superficie celular con
el fin de poder entrar en contacto directo con sus hospederos, como son los pili, las lectinas, los
lipopolisacaridos y polisacaridos. Estos tienen la funcidon de adhesion y colonizacién del hospedero,
principalmente. Otros factores de virulencia son los secretados por la célula, y cumplen con funciones
como la diseminacién de la colonia bacteriana y el dafo a tejidos del organismo hospedero (Wolf &
Elsasser-Beile, 2009). Entre los principales factores secretados de virulencia se encuentran proteicos y
no proteicos. Las principales proteinas secretadas son la elastasa, la proteasa alcalina, la proteasa LasA,
la hemolisina y la exotoxina A. Entre los factores no proteicos estan los ramnolipidos y la piocianina (Lau

et al., 2004).

2.1.1. Piocianina

La piocianina es un metabolito secundario producido por la mayoria de las cepas de P. aeruginosa, el
cual se caracteriza por su coloracion azul. Es un compuesto aromatico, lo que le da la capacidad de
penetrar con facilidad membranas celulares. Diversos estudios han dado como resultado que la
intervencién de la piocianina es crucial para que se lleve a cabo la infeccion de P. aeruginosa, pero adn
no se define con precision la contribucidon exacta que ésta tiene. Estudios in vitro utilizando piocianina
purificada, han mostrado que afecta directamente a las células causando un gran dafio celular, siendo
algunas de las consecuencias la inhibicion de la respiracién celular, la afectacion en el funcionamiento

ciliar y la interrupcién del transporte de calcio (O’Malley et al., 2003).

Estudios realizados durante infecciones experimentales en hospederos de distintos origenes
filogenéticos, han arrojado que los mecanismos de virulencia utilizados por P. aeruginosa son
mecanismos altamente conservados, independientemente de la divergencia evolutiva de sus
hospederos, siendo la piocianina uno de estos mecanismos conservados. En el caso especifico del

nematodo Caenorhabditis elegans, la piocianina participa en su muerte rapida al producir especies




reactivas de oxigeno. Para algunos organismos como Drosophila melanogaster, plantas y ratones, la
infeccion con cepas mutantes de P. aeruginosa deficientes en la produccién de piocianina se ve

atenuada, y es notoria la baja en la mortalidad de los organismos infectados (Lau et al., 2004).

Una de las estrategias directas que afectan el funcionamiento celular es la inactivacién del
complejo enzimatico V-ATPasa, el cual contribuye al consumo y a la sintesis del ATP. Es también un
receptor que media la endocitosis y el transporte por medio de vesiculas, por lo que resulta esencial
para la sinapsis, asi como contribuye a la seleccién de moléculas diana de enzimas lisosomales, al
procesamiento y degradacion de proteinas y forma parte de la regulacion del transporte de moléculas
pequefias. Como consecuencia, el trafico de proteinas entre distintos compartimentos celulares se ve

reducido (Forgac, 2000).

La piocianina reducida al reaccionar con oxigeno molecular (O,) forma especies reactivas de
oxigeno como el anidn superdxido (O,7) que causan un estrés oxidativo en la célula (Miiller, 2002). Otro
mecanismo de accidn de la piocianina es el aumento en la produccion de perdxido de hidrégeno (H,0,)
en las células epiteliales del pulmdén, molécula que tiene efectos oxidantes negativos sobre algunos
compuestos celulares como las proteinas y lipidos (Mavrodi et al., 2001). El H,0, puede degradarse por
medio de la enzima catalasa, cuya funcidn se ve inhibida por la presencia de la piocianina, que actua

directamente reduciendo la transcripcion del gen de la catalasa (O’Malley et al., 2003).

El estudio a partir del esputo de pacientes con fibrosis quistica ha arrojado que la piocianina en
altas concentraciones induce la apoptosis en neutrdfilos, macréfagos derivados de monocitos y células

epiteliales, siendo distintas las concentraciones minimas para cada tipo celular (Lau et al., 2004).

Es de importancia sefalar que las mitocondrias tienen un papel directo en el ciclo redox de la
piocianina, ya que mutantes de Saccharomyces cerevisiae afectadas en procesos respiratorios que
involucran a la mitocondria son dafiadas en menor proporcién que las células con un proceso
mitocondrial normal. Las microscopias electrénica y confocal han aportado resultados que corroboran

esta hipdtesis (O’Malley et al., 2002).

La actividad de la piocianina es dependiente de oxigeno molecular, por lo que la comprensién de

como se lleva a cabo la infeccion y dafos celulares por la presencia de la misma ha resultado compleja.




Durante la infeccidon de P. aeruginosa en pacientes con fibrosis quistica las condiciones en las que se
encuentran estas bacterias son anaerobias, y se utilizan como aceptores de electrones el nitrato (NOs) o
el nitrito (NO,). Resulta relevante también que se haya demostrado que la piocianina no puede matar a
microorganismos fermentadores, pero precisamente pueden verse afectados los organismos que
realizan la reduccion del NO; en forma anaerobia, como lo son Staphylococcus y Bacillus spp (Yoon et al.,

2002).

Un mecanismo que se ha estudiado para disminuir el dafio al organismo durante la infeccion de
P. aeruginosa es la inhibicién de la produccién de piocianina, la cual se sintetiza a partir de la molécula
de corismato. Puede resultar conveniente que la interrupcidn de la sintesis de piocianina se haga desde
sus primeras etapas, teniendo en cuenta que varios precursores de esta molécula son también téxicos
para las células eucariontes. En esta via de sintesis se encuentra también la de produccidn de
aminodcidos aromaticos, la cual es caracteristica de organismos como levaduras, células procariontes en
general y hongos filamentosos. Es precisamente en esta ruta donde puede afectarse la produccién de
piocianina, siendo la interrupcidn de sintesis del acido shikimico el primer objetivo, ya que es este acido
el que da lugar a la molécula de corismato (figura 1). La interrupcion de la via de sintesis en este punto
también resulta benéfica porque no dafia ni interfiere con las funciones de las células eucariontes (Lau

et al., 2004).

Figura 1. Ruta biosintética de piocianina (modificada a partir de Lau et al., 2004).




2.1.2. Exotoxina A

La exotoxina A es considerada como el factor de virulencia mas importante, ya que afecta directamente
la sintesis de proteinas dentro de las células del organismo hospedero. Esta molécula es un polipéptido
compuesto por 613 residuos de aminoacidos con tres dominios funcionales: el primero es el dominio de
unién al receptor celular, el segundo el de translocacién, y el tercero el de actividad enzimética
(figura 2). Es el tercer dominio el que cataliza la inactivacion del factor de elongacién 2 por medio de
ribosilacién, con lo cual se inhibe la sintesis de proteinas y tiene como consecuencia la muerte celular
(Chaudhary et al., 1990). La apoptosis también es una consecuencia de esta toxina, ya que se induce

este proceso por medio de la activacion de las caspasas 8 y 3 (Wolf & Elsasser-Beile, 2009).

Figura 2. Dominios de la proteina exotoxina A de P. aeruginosa (modificada a partir de Wedekind et al., 2001).

Los primeros estudios sobre esta toxina proponian que ésta era la causa principal de la toxicidad
de P. aeruginosa. Por esta razon se realizaron varios experimentos en los que se utilizé a la exotoxina A
purificada para ver las afecciones directas sobre organismos como ratones y conejos, en los que causé
edemas y necrosis en las zonas dafiadas, reduccion del nimero de leucocitos y muerte de los

organismos entre las 24 y 48 horas (Liu, 1974).

La accion de este tipo de toxinas se caracteriza por hacer modificaciones cataliticas en sustratos
especificos en el citosol de las células de los organismos hospederos por medio de la translocacién
desde el reticulo endoplasmico. Las toxinas se unen a las células por medio de receptores que se
encuentran en la membrana celular y es por medio de endocitosis que se introducen a la célula (Smith

et al., 2006).

La a,-macroglobulina/LRP (a;MR/LRP) es la proteina de unidn de la exotoxina A. Se trata de una

glicoproteina superficial presente en varios tipos de tejidos y células, siendo los fibroblastos y




hepatocitos en donde se encuentra en mayor cantidad. La a,MR/LRP permite la entrada de la exotoxina
A por medio de endocitosis, entrando finalmente un fragmento de 37kDa. Las células que tienen una
mayor cantidad de esta proteina de unién son las que se ven expuestas a la entrada y dafio por parte de

la exotoxina A (Kounnas et al., 1992).

Una posible aplicaciéon que se ha planteado para esta proteina es su utilizacién para afectar

directamente a las células cancerigenas por su potencial citotdxico (Wolf & Elsdsser-Beile, 2009).

2.1.3. Elastasa

Purificada y descrita por Morihara et al. en 1965, la elastasa es considerada uno de los factores de
virulencia mas importantes sintetizados por P. aeruginosa, ya que provoca dafios directamente en los
tejidos. Esta proteasa de 23kDa forma parte del grupo de las metaloproteasas, siendo necesario un

atomo de zinc para su funcionamiento (Bever & Iglewski, 1988).

Esta proteina es producida por todas las cepas de P. aeruginosa estudiadas hasta ahora,
teniendo variaciones entre las mismas en la parte cuantitativa. Su sintesis es a partir del gen lasB, que
codifica para una preproelastasa de 498 residuos de aminodacidos, y una vez madura, la proteina queda

conformada por 301 aminodacidos (Thayer et al., 1991).

Es una de las muchas enzimas producidas por P. aeruginosa involucradas en las infecciones de
esta proteobacteria y tiene la capacidad de degradar moléculas como la elastina y el colageno e inactivar
varios tipos de inmunoglobulinas, particularidad que resalta su importancia como factor de virulencia
(Bever & Iglewski, 1988). La elastasa purificada no hidroliza Unicamente a la elastina, también hidroliza

caseina, hemoglobina, albdmina y fibrina (Morihara et al., 1965).

Tanto la elastélisis como la protedlisis requieren de un pH de 8 para su actividad dptima
(Morihara et al., 1965), requiriendo también la actividad elastolitica del producto del gen lasA, ya que
éste acelera el proceso al llevar a cabo pequerios cortes en la estructura de la elastina (Galloway, 1991).
Otra actividad en la que participa la proteina LasA es en el procesamiento final de la elastasa, ampliando

su especificidad por el sustrato (Bever & Iglewski, 1988).




Algunas afectaciones directas a tejidos pulmonares tienen como resultado hemorragias
alveolares y necrosis de células septales de los alveolos (Wretlind & Pavlovskis, 1983), destruyendo
también en gran proporcién el tejido pulmonar, el cual se encuentra formado en un 28% por elastina

(Galloway, 1991).

2.1.4. Ramnolipidos

La produccidn de ramnolipidos fue reportada por primera vez en 1949 y fue mas de 40 afios después
qgue se describid su sintesis en P. aeruginosa (Maier & Soberén-Chdvez, 2000). Los ramnolipidos son
moléculas anfipaticas compuestas por una parte hidrofébica de acidos grasos y por una o dos moléculas
de ramnosa, la parte hidrofilica. La sintesis de estos biosurfactantes es caracteristica de P. aeruginosa,
aunque también son producidos por algunas cepas de los géneros P. putida y P. chlororaphis, y por
algunas especies del género Burkholderia (Toribio et al., 2010). En la figura 3 se muestra su estructura, la
cual se basa en un dimero de acido 3-(3-hidroxialcanoiloxi)alcandico (HAAs) unido por un enlace B-
glicosidico a una molécula de ramnosa (Soberdn-Chavez et al., 2005). P. aeruginosa es capaz de producir
dos tipos de ramnolipidos, los mono y los di-ramnolipidos; estos ultimos poseen dos moléculas de
ramnosa, las cuales son unidas al HAAs por dos reacciones en secuencia catalizadas por las

ramnosiltransferasas RhIB y RhIC (Nitschke et al., 2005).

Figura 3. Estructura quimica de ramnolipidos y HAAs (modificada a partir de Soberén-Chavez et al., 2005).




Auln no estd completamente dilucidado el rol fisiologico que desempefian los ramnolipidos;
algunos procesos en los que se ha evidenciado su participacidon son la asimilacién de sustratos insolubles
(en especial hidrocarburos), el modificar la hidrofobicidad de la superficie celular, la actividad
antimicrobiana y hemolitica, y la movilidad por nado en enjambre o swarming (Reis et al., 2011). En
cuanto a su participacidon en la parte estructural de la formacion del tapete bacteriano, son parte
importante del mantenimiento de canales de transporte de sustancias y de la estructura del tapete

mismo (Chrzanowski et al., 2012).

Los di-ramnolipidos en altas concentraciones actlan directamente afectando células del sistema
inmunolégico y tienen una actividad citolitica sobre macréfagos derivados de monocitos, mientras que

en concentraciones mas bajas pueden inhibir su fagocitosis (Abdel-Mawgoud et al., 2010).

La sobreproduccién de ramnolipidos en P. aeruginosa esta relacionada con la limitaciéon de
nutrientes como el nitréogeno vy el fésforo, asi como con la fase estacionaria de la curva de crecimiento.
Una de las propuestas sobre la funcidn de los ramnolipidos estd relacionada a la degradacion de
sustratos insolubles para la obtencién de los nutrientes que se encuentran en bajas concentraciones,
pero esto tendria como resultado un gasto energético mayor al que podria obtenerse, por lo que es
poco probable que ésta sea la funcién principal de la sobreproduccion de este surfactante. Otra
propuesta mas aceptada estd relacionada a la movilidad de las células, ya que por medio del
movimiento pueden encontrar un lugar en donde tengan un mejor acceso a los nutrientes necesarios. Se
han descrito tres tipos de movilidad en P. aeruginosa, la utilizacion del flagelo para nadar en ambientes
acuaticos, el desplazamiento utilizando los pili (tipo IV) para impulsarse (twitching motility) y el nado en

enjambre o swarming (Chrzanowski et al., 2012).

Gran parte del conocimiento que se tiene sobre los ramnolipidos en P. aeruginosa es de caracter
basico y relacionado con la expresidn de factores de virulencia, por lo que aun estd en desarrollo el
entendimiento completo sobre el control y regulacién de su produccién a escalas industriales (Reis et

al., 2011).




2.2. Regulacién de produccidon de factores de virulencia por “quorum sensing”

El “quorum sensing” (QS) o deteccién del quorum es un sistema de comunicacién bacteriano que se
caracteriza por la produccion y deteccién de moléculas de sefializacién extracelulares en una poblacién
bacteriana, dando como resultado comportamientos coordinados de la poblacién (Reis et al., 2011). Se
lleva a cabo por medio de respuestas celulares ante las moléculas de sefializacién, Ilamadas
autoinductores, que pueden interactuar y activar reguladores transcripcionales especificos cuando la
densidad celular traspasa un cierto umbral de concentracion (Maier & Soberédn-Chdavez, 2000). EI QS esta
conformado por tres principios basicos que son (1) la produccién celular de autoinductores, (2) la
deteccion de estas moléculas por medio de receptores especificos que se encuentran en la membrana
celular o en el citoplasma, y, por ultimo, (3) la activacidn de la expresion de los genes involucrados, lo
cual ocurre una vez que se alcanza el umbral de concentracién especifico como resultado de altas

densidades celulares (Rutherford & Bassler, 2012).

Este proceso de comunicacién estd involucrado en la regulacién de genes en diversas especies
bacterianas, en las que regula actividades tan distintas como la bioluminiscencia, la esporulacion, la
competencia, la produccién de antibidticos, la formacion del tapete bacteriano y la secrecion de factores

de virulencia (Rutherford & Bassler, 2012).

Los autoinductores de los sistemas de QS son acil-homoserin-lactonas (acil-HSL), sintetizadas por
una sintasa especifica a partir de acidos grasos y homoserina. En P. aeruginosa existen dos circuitos de
regulacion transcripcional mediados por este tipo de autoinductores. El primero es dependiente de la 3-
oxo-dodecanoil homoserin lactona (3-oxo-Ci;-HSL o PAI-1) y el segundo depende de la butanoil

homoserin lactona (C4-HSL o PAI-2) (Dusane et al., 2010; Reis et al., 2011).

El sistema de regulacidn Las controla al sistema Rh/ (figura 4) por la organizacion jerarquica que
existe entre ambos sistemas. Esta relacion se debe a que el complejo LasR/3-oxo-Ci-HSL regula
directamente la transcripcién del gen rhlR y de este modo el sistema LasRl permite la posterior
activacion del sistema RhIRI (Nadal-Jiménez et al., 2012). Entre un 5 y un 10% de los genes de

P. aeruginosa estan regulados por estos dos sistemas (Reis et al., 2011).
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Figura 4. Representacion esquematica de los genes las y rhl y moléculas de QS para la produccion de ramnolipidos en
Pseudomonas aeruginosa. El sistema Las produce los activadores transcripcionales LasR y Lasl (que sintetiza al autoinductor
PAI-1). Los genes rhlA y rhiB forman un operdn que esta unido a los genes rhiR y rhll (que sintetiza al autoinductor PAI-2). Los
genes rhlABRI dirigen la sintesis de la ramnosiltransferasa y de los activadores transcripcionales RhIR y Rhll, que son
responsables de la sintesis de ramnolipidos (modificada a partir de Dusane et al., 2010).

La proteina que sintetiza al autoinductor 3-oxo-Ci,-HSL es la sintasa Lasl y el regulador
transcripcional que reconoce directamente a este autoinductor es LasR. Este sistema regula la activacidn
de la transcripcién de genes que codifican para la sintesis de multiples factores de virulencia, incluyendo

las elastasas LasA y LasB, la exotoxina Ay proteasas alcalinas (Nadal-Jiménez et al., 2012).

El sistema Rhl produce y responde al autoinductor C4-HSL (figura 4), producto de la sintasa Rhll,
el cual es reconocido por el regulador transcripcional RhIR. De este modo se induce la expresion de los
genes rhlA y rhiB, responsables de la produccion de ramnolipidos, y de otros genes relacionados con la

produccién de piocianina y elastasa, entre otros factores de virulencia (Nadal-Jiménez et al., 2012).

Los genes rhlA, rhiB y rhiC estan involucrados en la producciéon de ramnolipidos; los dos

primeros forman el operdn rhiAB, inducido por RhIR/Cs-HSL. RhIA sintetiza la parte hidrofdbica de los
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ramnolipidos y es el que libera las moléculas de HAAs, que se encuentran enlazadas en la parte interna
de la membrana celular. La ramnosiltransferasa, producto del gen RhIB, cataliza la transferencia de las
moléculas de L-ramnosa de la dTDP-ramnosa hacia los HAAs, formando asi los mono-ramnolipidos
(figura 5). RhIC es responsable de la adicién de una segunda molécula de ramnosa, que da como

resultado a los di-ramnolipidos (Chrzanowksi et al., 2012; Soberén-Chavez et al., 2005).

glucosa-6-fosfato

l AlgC
glucosa-1-fosfato Sintesis de novo de
l RmIA acidos grasos
dTDP-D-glucosa l
= s
l RmIB 3-cetoacil-ACP
dTDP-6-deoxi-D-4-hexulosa l RhIG
, HAQ
l RmIC 3-hidroxiacil-ACP \"
PHA
dTDP-6-deoxi-L-lixo-4-hexulosa l RhIA
RmID\‘

dTDP-L-ramnosa + 3-(3-hidroxialcanoiloxi)alcanoatos

/ 1 RhIB l

LPS PHA

mono-ramnolipidos

l RhIC

di-ramnolipidos

Figura 5. Ruta metabdlica para la biosintesis de los ramnolipidos en P. aeruginosa (modificada a partir de Soberdn-Chavez et
al., 2005).

2.3. Importancia biotecnolégica de los ramnolipidos

Los ramnolipidos de P. aeruginosa son los surfactantes glicolipidos mejor conocidos y estudiados, sus
posibles aplicaciones son variadas, desde productos industriales hasta biorremediacién (Nitschke et al.,
2011). Algunas de las utilidades que se han propuesto a nivel industrial son la produccién de quimicos de
calidad, aditivos para la remediacion ambiental, o bien, como agentes de control bioldgico (Soberdn-

Chavez, 2005). Las caracteristicas mas importantes y sobresalientes estan asociadas con la caracteristica
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de ser una molécula anfipatica, lo cual les da la capacidad de acumularse entre distintas fases de fluidos

y de reducir la tension superficial (Nitschke et al., 2011).

Para el ano 2000 la industria de surfactantes ya excedia los nueve mil millones de ddlares por
afio, siendo actualmente la mayoria de origen sintético. El hecho de que los surfactantes de origen
microbiano sean biodegradables y menos tdxicos ha hecho que la produccion de éstos haya
incrementado su importancia y estudio. Son precisamente los ramnolipidos en los que se ha invertido
mayor cantidad de recursos para su estudio de entre todos los surfactantes producidos por bacterias

(Maier & Soberdn-Chavez, 2000).

En industrias como la cosmética y del cuidado de la salud se utilizan en grandes cantidades para
productos como repelentes de insectos, antidcidos, productos contra el acné, productos anti-caspa,
soluciones para lentes de contacto, tintes de cabello, pastas de dientes, anti-transpirantes, lubricantes,
productos para bebés, antisépticos, productos de rasurado y depilado y cremas hidratantes (Maier &
Soberén-Chavez, 2000). En industrias de alimentos han sido aprobados para utilizarse como
conservadores por la administracion federal de farmacos (FDA) de Estados Unidos por su baja toxicidad
en mamiferos y por ser considerado un agente no mutagénico; por ello su uso directo en vegetales,

legumbres y cosechas frutales es una buena opcién (Nitschke et al., 2011).

La variedad de usos ambientales que se les puede dar es uno de los mayores mercados para los
ramnolipidos. Estos pueden utilizarse para biorremediacién de suelos y aguas contaminadas con
hidrocarburos, metales pesados y derrames de petrdleo. También se ha observado que pueden
utilizarse como control de algunos organismos patdgenos zoospéricos de plantas, como Phytophthora
cryptogea y Pythium spp. y que por lo mismo pueden contener alglin tipo de biofungicida. Por esta
razon se puede tener una aplicaciéon para prevenir la contaminacidon de cosechas por organismos

patogenos, como los hongos zoospdricos (Nitschke et al., 2011).

A pesar de que pueden ser producidos en niveles altos, a nivel industrial no ha resultado ser
suficiente, por lo que todas estas aplicaciones se pueden ver restringidas. Miller y Hausmann (2011)
han propuesto tres estrategias para la mejora de la produccién de los ramnolipidos. La primera de estas
es realizar alteraciones genéticas teniendo como objetivo inhibir la sintesis de productos no deseados

como toxinas, o bien incrementar la produccién de ramnolipidos mediante modificacion. La segunda
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propuesta es utilizar estrategias de bioingenieria. Y, por ultimo, puede buscarse evadir la red de

regulacion de QS y con esto la sintesis de factores de virulencia (Miller & Hausmann, 2011).

3. Transduccién generalizada

Descubierta en 1951 por Joshua Lederberg y Norton Zinder (Griffiths et al., 2000), la transduccion es una
de las diversas formas de transferencia de genes en bacterias. Se lleva a cabo con la participacidn de un
bacteriéfago que tenga la capacidad de transportar material genético de una célula bacteriana a otra,

llevandolo dentro de la capside en lugar de su propio material genético.

La transduccion se lleva a cabo cuando un bacteriéfago introduce a su cdpside un fragmento de
DNA procedente del genoma de la célula bacteriana infectada durante su ciclo litico y lo inyecta en otra
célula durante una nueva infeccion. Se han descrito dos tipos de transduccién: (1) la generalizada, en la
cual se puede empaquetar en la capside cualquier fragmento de DNA del cromosoma bacteriano, y (2) la
especializada, en la que los bacteriéfagos lisogénicos pueden acarrear Unicamente partes restringidas

del cromosoma adyacentes a su sitio de integracién en el cromosoma.

Ikeda y Tomizawa (1965) describieron el proceso de transduccién generalizada en Escherichia
coli mediante el bacteriéfago P1, en el que el cromosoma bacteriano se divide en fragmentos pequefios
y el fago incorpora alguno de éstos en la capside en lugar de su DNA propio (figura 6). El bacteriéfago
tiene el sitio de reconocimiento y unién a la célula bacteriana en su capside proteica, por lo que la

infeccidn a una nueva célula no se ve alterada por el DNA que lleve en su interior.

Los genes bacterianos inyectados a la bacteria receptora pueden ser incorporados al DNA por
recombinacién cuando exista una situaciéon merodiploide, es decir cuando haya identidad del fragmento

con una regién del genoma de la célula infectada.
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Figura 6. Transduccidn generalizada (modificada a partir de Griffiths et al., 2000).
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ANTECEDENTES

Los distintos factores de virulencia que caracterizan a P. aeruginosa son responsables de infecciones
nosocomiales, principalmente en el tracto respiratorio de pacientes inmunocomprometidos, con
guemaduras graves o con fibrosis quistica. Esta bacteria gram negativa es un patdégeno oportunista y
tiene una gran versatilidad ambiental (Kwon & Lu, 2006), por lo que es facil encontrarla y aislarla de

diversos ambientes.

Se han descrito diversos bacteriéfagos que infectan a P. aeruginosa y que son capaces de llevar a
cabo transduccidn generalizada (Holloway et al., 1961), por lo que se han utilizado como herramientas
para el estudio gendmico de esta bacteria. La transduccidn generalizada se ha llevado a cabo utilizando
como donadora y receptora a la misma cepa (Morgan, 1979; Morrison et al., 1979), o bien entre las
cepas clinicas PAO1 y PA14 (Budzik et al., 2004) y se han empleado marcadores de resistencia a

antibidticos para ser transducidos.

Existen multiples técnicas para inactivar genes en bacterias, las cuales se han desarrollado con el
propésito de estudiar sus funciones. Una de las técnicas consiste en utilizar el sistema de recombinacién
Red del bacteriéfago lambda clonado en un pldsmido para poder introducirlo a las células. En este
sistema se introduce un fragmento de DNA compuesto por un cassette de resistencia a algun antibidtico
flanqueado por regiones homodlogas al gen de interés. En P. aeruginosa PA14 se ha modificado

utilizando regiones homadlogas de entre 600 y 100 nucledtidos de longitud (Lesic & Rahme, 2008).
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JUSTIFICACION

La produccién de ramnolipidos por Pseudomonas aeruginosa ha sido objeto de estudio de muchos
autores por sus potenciales aplicaciones biotecnoldgicas (Maier & Soberdn-Chavez, 2000; Nitschke et
al.,, 2005). Se ha desarrollado un gran interés en su produccién a gran escala, teniendo como
inconveniente su patogenicidad. Por esta razén inactivar los genes que hacen a esta bacteria virulenta es
un primer paso para la produccién segura de este biosurfactante a partir de aislados no clinicos de P.

aeruginosa.

Al tratarse de una bacteria patdégena oportunista es de gran importancia que la utilizacién de sus
productos a nivel industrial se pueda hacer con la mayor seguridad posible, tratdndose de la salud de las
personas que puedan ser afectadas. A esto se debe que se utilicen cepas aisladas directamente del
ambiente, y no cepas clinicas, para eliminar los genes que causan su virulencia con el fin de utilizarlas

para la produccién a nivel industrial de los ramnolipidos.

Con el desarrollo de este trabajo se puede tener un antecedente para el manejo de cepas de P.
aeruginosa sin genes de virulencia con el fin de utilizarlas en el drea biotecnolégica. La transduccion
generalizada empleando aislados ambientales como cepas receptoras puede brindar una manera mas
segura de utilizar este conocido patdgeno oportunista dentro de otras areas de investigacidn, aparte de

la relacionada con la salud.
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OBIJETIVOS

OBIJETIVO GENERAL

Obtener cepas de Pseudomonas aeruginosa sin genes de virulencia a partir de aislados

ambientales por medio de manipulacion genética.

OBIJETIVOS PARTICULARES

Determinar la similitud a nivel gendmico entre la cepa PAO1 y las cepas ambientales, en las

regiones correspondientes a genes de virulencia.

Demostrar la capacidad infectiva de los fagos E79tv-2 y F116L sobre cepas ambientales de P.

aeruginosa.

Demostrar la capacidad de realizar transduccién generalizada utilizando cepas ambientales de P.

aeruginosa como receptoras.

Eliminar genes de virulencia en cepas ambientales de P. aeruginosa.
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MATERIALES Y METODOS

1. Condiciones de cultivo y conservacion de cepas

Las cepas bacterianas utilizadas se enlistan en la tabla 1. Las cepas de Pseudomonas aeruginosa

ambientales (M10, IGB83 e ID4365) se incubaron a una temperatura de 30°C, mientras que la cepa

clinica (PAO1) a 37°C. Las cuatro cepas se crecieron en los medios de cultivo liquido YT2X, LB, PPGAS y

SOB segun fuera el caso, todos suplementados con el antibidtico que se requiriera. Las cepas de

Escherichia coli se incubaron a 37°C en medio liquido YT2X o LB.

Para la conservacion de las cepas de P. aeruginosa a corto plazo (hasta 5 dias) se mantuvieron

como colonias aisladas a 4°C en medio con agar al 1.5% con su respectivo antibidtico. Para la

conservacion a largo plazo se almacenaron a -70°C en glicerol al 20% (v/v). En el caso de Escherichia coli

se almacenaron a 4°C en medio con agar al 1.5% hasta por un mes, y a largo plazo a -70°C en glicerol al

20%. Los bacteriéfagos se conservaron en buffer TMN a una temperatura de 4°C.

Tabla 1. Cepas utilizadas en el presente trabajo.

Cepa

Genotipo o caracteristicas relevantes

Referencia

Pseudomonas aeruginosa

PAO1 Cepa silvestre, aislado clinico. Stover et al., 2000
Cepa silvestre procedente de Cuatro Ciénegas, | Grosso-Becerra et al.,
M10 .
Coahuila. 2014
IGBS3 Cepa silvestre, aislada de la selva de Chiapas Martinez y Soberdn-
como altamente lipolitica. Chavez, 2001
| - - o
IDA365 Cepa silvestre de origen marino, aislada cerca Manwar et al., 2003

de Goa, India. Alta produccidn de piocianina.

PAO1ArhIRI::aadA1

No produce piocianina, Sm"®

Este trabajo

PW7302

PAO1 /asB::TnTc mutante por insercidn de un
transposon, Tc®, disminucién de protedlisis.

Jacobs et al., 2003

Escherichia coli

lacl® rrnBrys AlacZyyg hsdR514AaraBAD ys;

Gonzalez-Cerén et al.,

IBECS8 ArhaBAD, ;5 Adam Adecm AhsdRMS 2009
F~ endA1 hsdR17 supE44 thi-1 recAl gyrA96
DH5a relA1 A(lacZYA-argF)U169 deoR A Grant et al., 1990

(p80dlaczAM15)
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Tabla 2. Bacteriéfagos y plasmidos utilizados en el presente trabajo.

Bacteriofago

Caracteristicas relevantes

Referencia

Capaz de llevar a cabo transduccién

E79tv-2 generalizada, Morgan, 1979

F116L ;:E::a‘?s;gar a cabo transduccion Krishnapillai, 1971
Plasmido

0JQ200mp18 Vector de clonacion, plasmido suicida en Quandt & Hynes, 1993

Pseudomonas.

pUCP18-RedS

con gen sacBy gen bla.

Vector de clonacion, con operdn lambda Red,

Lesic & Rahme, 2008

pBluescript 11 SK

Vector de clonacién, alto nimero de copias.

Agilent Technologies

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados en el presente trabajo.

Oligonucledtido Secuencia Sitio de restriccion
rhiRI-UP AGCATGCGGCAGGAGAAG
rhIRI-DOWN CTGCTGTGATGCATTTTATCG ---
Hah-138 CGGGTGCAGTAATATCGCCCT
LasBFw CATTCCTTCCTGGAGTGCC
LasBRv ACATCGCCCAACTGGTCTAC -

Oligos universales PUC

toxAl CCAGAGCTCAACAGCACGCCGATACC Sacl GAGCT/C
toxA2 CCATTGGATCCGCGCGAGGACCTGAAGTA BamH| G/GATCC
toxA3 TCGCGCGGATCCAATGGGGTGTCAGGT BamH| G/GATCC
toxA4 GTGTCTAGACAAAGCCACGCTGATTG Xbal T/CTAGA
lasB1 TGGAGAGCTCGCGAGAGGAACTGATGCAA Sstl GAGCT/C
lasB2 CGATCATGGATCCCGCAGAACCGCAACTACTC BamHI G/GATCC
lasB3 TCTGCGGGATCCATGATCGCAACGAACAACAG BamHI G/GATCC
lasB4 TGGGCTGCAGGCTGCCGGACTATCGTTG Pstl CTGCA/G
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2. Transduccion generalizada

2.1. Ensayos de formacion de placas

Se realizaron ensayos de formaciéon de placas para determinar la capacidad de infeccién de los
bacteriéfagos E79tv-2 y F116L hacia las cepas PAO1, M10, IGB83 e ID4365 de P. aeruginosa. Se
mezclaron diluciones de los bacteriéfagos con células concentradas y se incubaron por 20 minutos, a
37°C la cepa clinica PAO1 y a 30°C las cepas ambientales M10, IGB83 e ID4365. Por ultimo se incorpord

agar suave a cada uno de los tubos para inocular la mezcla en cajas con medio nutritivo (ver apéndice 2).

Las placas de lisis fueron observables en las cajas incubadas a la temperatura correspondiente
por 12 horas. Se determind la capacidad de infeccién por el tamafio, nimero y nitidez de las placas

observadas, asi como la dilucidon conveniente del fago para que se lleve a cabo la infeccion.

2.2. Transduccion generalizada a cepas ambientales

Se prepararon “stocks” o lisados con alto titulo del bacteriéfago correspondiente mediante dos ciclos de
propagacion en la cepa donadora. Se realizaron distintas diluciones de los lisados para mezclarlas
durante 20 minutos con células de la cepa receptora. Posteriormente se lavaron las células para hacer
diluciones de las mismas y asi plaquearlas en cajas de medio selectivo con agar al 1.5% suplementadas
con el antibidtico requerido (ver apéndice 2). Cuando se empled la cepa PAO1ArhIRI::aadAl como
donadora se utilizé el antibidtico estreptomicina (200 pg/mL). En el caso de la cepa PW7302 como

donadora el antibiético utilizado fue tetraciclina (10 ug/mL).

Las colonias obtenidas en las cajas de medio sélido se estriaron en cajas con medios de cultivo
especificos para la caracterizacidn del fenotipo transductante. En el caso de la cepa PAO14rhlRI::aadA1
el medio para diferenciacién y seleccion de colonias con la mutaciéon presente fue el King A,
caracteristico para estimular la produccién de pigmentos. Se verificé la capacidad de produccién de
piocianina por medio de su extraccidon con cloroformo, para lo cual se crecieron 75 mL de cultivo en
medio PPGAS por 48 horas, el cual se centrifugé (7,500 rpm por 10 minutos), se recuperd el

sobrenadante y éste se extrajo con 1 mL de cloroformo.
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Para la seleccion de colonias obtenidas de la transduccion con la cepa PW7302 se utilizé el
medio de cultivo PY agar 1.5% suplementado con leche al 1%, en el que se inoculd 1 pL de cultivo de la
cepa correspondiente y se incubd por 24 horas con el fin de comparar la actividad proteolitica de las

cepas mediante la observacion y comparacién de halos en el medio de cultivo (ver apéndice 1).

En todos los casos la mutacidon se comprobé por medio de PCR (ver apéndice 2) con los
oligonucledtidos correspondientes. Para las cepas obtenidas de la transduccidon con PAO1A4rhlRI::aadA1
como cepa donadora se utilizaron los oligonucleétidos rhIRI-UP/rhIRI-DOWN. En el caso de la cepa
PW7302 los oligonucledtidos utilizados fueron PhoA/LasBRv. Los fragmentos amplificados por PCR se

corrieron en un gel de agarosa al 1% para su analisis y comparacion.

Las mutaciones se comprobaron también por secuenciacidn de los fragmentos correspondientes

en la Unidad de Secuenciacion del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

3. PCR-targeting

Se introdujo por electroporacion el plasmido pUCP18-RedS en la cepa PAO1 (ver apéndice 2). Las
bacterias transformadas se seleccionaron por su resistencia al antibidtico carbenicilina (200 pg/ mL) en
cajas de medio LB con agar al 1.5%. Se comprobé la correcta introduccidn del pldsmido por sensibilidad
a sacarosa al cultivarla en cajas de medio LB adicionado con sacarosa al 10% y se conservaron

almacenadas a -70°C en glicerol al 20% (v/v).

3.1. Obtencién de fragmentos para transformar la cepa PAO1/pUCP18-RedS

3.1.1. Por digestion del plasmido pJQ200mp18

Los plasmidos pJQ200mp18AtoxA::aadAl (con resistencia a estreptomicina) y pJQ200mp18AlasB::Apra

(con resistencia a apramicina) contienen un fragmento compuesto por un cassette de antibidtico

flanqueado por regiones de aproximadamente 500 pb, homdlogas a las regiones contiguas de los genes

toxA y lasB respectivamente, de P. aeruginosa (ver figura 26).
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Los plasmidos pJQ200mpl18AtoxA::aadAl y plQ200mpl18AlasB::Apra se introdujeron por
electroporacién a la cepa E. coli IBEC58, con el fin de obtener DNA no metilado y de esta forma
aumentar la eficacia de transformacidn al ser introducido en P. aeruginosa. Las cepas transformadas de
E. coli IBEC58 se seleccionaron en cajas de medio LB con gentamicina (15 pug/ mL), resistencia que les

confiere el plasmido pJQ200mp18 y se conservaron a -70°C en glicerol al 20% (v/v).

Se realizo el protocolo de extraccién de DNA plasmidico para llevar a cabo la digestién de los dos
plasmidos, (1) pJQ200mpl8AtoxA::aadAl en los sitios de restriccion Sacl-Xbal, vy (2)
pJQ200mp18AlasB::Apra en los sitios de restriccion de EcoRlI. La digestidon de los plasmidos se verificd

por el patréon de bandas observado en un gel de agarosa al 1% (ver apéndice 2).

Después de recuperar los fragmentos de restriccion por precipitacién, se utilizaron para
transformar a la cepa PAO1/pUCP18-RedS por electroporacion (ver apéndice 2), previamente inducida
con L-arabinosa (0.2%) por 1.5 horas para la expresion de las proteinas Red. Las colonias transformadas
se seleccionaron por su crecimiento en cajas de medio LB con apramicina (50 pug/ mL) y posteriormente
se verificé la presencia del fragmento electroporado por medio de PCR, utilizando los oligonucleétidos

lasB1/lasB4.

3.1.2. Por PCR del plasmido pJQ200mp18

Se realizaron reacciones de restriccion de los plasmidos pJQ200mpl8AtoxA::aadAl 'y
pJQ200mp18AlasB::Apra con las enzimas Sacl-Xbal y Hindlll respectivamente. Se recuperaron los
fragmentos de restriccion compuestos por el cassette de antibidtico flanqueado por las regiones
homdlogas de los genes toxA y lasB. Los fragmentos recuperados se amplificaron por PCR utilizando los
conjuntos de oligonucleétidos toxA1/toxA4 y lasB1/lasB4 y se realizé el corrimiento de los mismos en un

gel de agarosa al 1% para cuantificarlos y corroborar sus tamanios.

Posteriormente se insertaron por electroporacion en la cepa PAO1/pUCP18-RedS previamente
inducida con L-arabinosa (0.2%) por 1.5 y 2.5 horas. Se seleccionaron las colonias transformadas por su
crecimiento en cajas de medio nutritivo con estreptomicina (200 pug/ mL) y apramicina (50 pg/ mL)
respectivamente. La correcta insercion de los fragmentos se verific6 por PCR, utilizando los

oligonucledtidos toxA1/toxA4 y lasB1/lasB4, segun fuera el caso.
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3.1.3. Por digestion del plasmido pJQ200mp18AtoxA::aadAl para la obtencion de regiones

homologas de aproximadamente 100 pb

Con el fin de obtener un fragmento compuesto por el cassette de estreptomicina flanqueado por
regiones homdlogas de aproximadamente 100 pb, se realizd una digestion del plasmido
pJQ200mp18AtoxA::aadAl con las enzimas EcoRI-EcoRV dando como resultado un fragmento de 1,976
pb. Este se introdujo en el plasmido pBluescript Il SK, digerido con las mismas enzimas, mediante una
reaccién de ligacién, con el fin de obtener un alto nimero de copias al introducirlo en una cepa
hospedera. El pldsmido clonado se inserté por transformacion en la cepa DH5a de E. coli y se
seleccionaron las colonias que incorporaron el plasmido con el inserto por su coloracién blanca al crecer

en cajas con medio LB con ampicilina (200 pg/ mL), IPTG (100mM) y X-Gal (40 pg/ mL).

Se realizé la extraccidn de DNA plasmidico de un cultivo liquido en medio LB con ampicilina,
posteriormente se llevé a cabo la digestién del DNA en los sitios de restriccion EcoRI-EcoRV y se corrid
un gel de agarosa de bajo punto de fusion (LMP) al 0.6% para extraer la banda correspondiente al
fragmento de 1,976 pb (protocolo de purificaciéon de fragmentos de DNA de geles de agarosa LMP, ver

apéndice 2).

Se realizaron dos transformaciones de la cepa PAO1/pUCP18-RedS por medio de
electroporacion para insertar (1) el fragmento de 1,976 pb purificado del gel de agarosa LMP y (2) el
fragmento precipitado directamente de la digestion previa. La cepa PAO1/pUCP18Red-S fue
previamente inducida con L-arabinosa (0.2%) por 1.5y 2.5 horas y las células fueron cultivadas en cajas

de medio LB agar 1.5% con estreptomicina (200 ug/ mL) y L-arabinosa (0.2%).

Se llevé a cabo la extraccion del DNA cromosomal de un cultivo liquido de medio SOB con
estreptomicina (200 pg/ mL) y se realizd una PCR utilizando los oligonucledtidos toxA1/toxA4. Se
comprobé la insercidn del fragmento electroporado por patrén de restriccion del DNA digerido con la

enzima BamHl.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Comparacion de secuencias de los genes rhiR, rhll, toxA y lasB de la cepa silvestre PAO1 con

las cepas ambientales M10, IGB83 e ID4365

En la transduccidn generalizada se lleva a cabo el intercambio de material genético entre una célula
donadora y una receptora por medio de un bacteriéfago. Durante el ciclo litico del bacteriéfago,
fragmentos de DNA de la bacteria hospedera quedan dentro de cdpsides de algunos virus recién
formados, de esta forma el DNA es transportado por los mismos hacia nuevas bacterias hospederas. Una
vez que el bacteriéfago que transporta el DNA de la primera bacteria concreta la infeccion a la bacteria
receptora, el material genético puede recombinarse con el cromosoma bacteriano si existen regiones de

identidad entre ambos.

Figura 6. Representacion de las regiones de los genes rhiR, rhll, toxA y lasB en el genoma de P. aeruginosa.

Para las mutaciones realizadas en este trabajo las zonas contiguas a los genes de interés son las
gue deben presentar identidad entre los genomas de las cepas de bacterias donadoras y receptoras. En
la figura 6 se puede observar la representacion de las regiones del genoma de P. aeruginosa PAO1 en
donde se ubican los genes de interés y sus distintos tamafios. Para verificar la identidad entre la cepa
donadora y las receptoras se realizaron comparaciones mediante BLAST de los genes rhiIR, rhll, lasB y

toxA de la cepa PAO1, incluyendo regiones contiguas de 500 pb, con las secuencias de los contigs en
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donde se encuentran preliminarmente ensamblados los genomas de las cepas M10, IGB83 e ID4365 en

la base de datos de Pseudomonas Genome Database (Winsor et al., 2011) (tabla 4).

Tabla 4. Comparacion entre la cepa PAO1 de P. aeruginosa y las cepas ambientales de los genes de
interés (Winsor et al., 2011).

Cepade o
Gen P;Z‘:Z;Zz::s Contig alaa::a\e:as ide/:ntciljad Valor E Di:lpl;ic::ées
M10 contig_339 2512 100 0 0/0
rhiRl IGB83 contig_9 2512 99.08 0 1/22
ID4365 contig_17 2512 99.24 0 0/ 19
M10 contig_355 2917 99.93 0 0/2
toxA IGB83 contig_2 2917 99.52 0 0/14
ID4365 contig_21 2 585 98.92 0 1/19
M10 contig_103 2497 | 100.00 0 0/0
lasB IGB83 contig_1 2497 | 99.72 0 1/6
ID4365 contig_5 2497 98.56 0 0/ 36

Una vez realizada la comparacion de las regiones de los genes rhiR, rhll, toxA y lasB (incluyendo
zonas contiguas), se observé la mayor identidad entre la cepa PAO1 y la cepa M10, siendo del 100% con
los genes rhIRl y lasB, y del 99.93%, la siguiente mas elevada, con el gen toxA. Entre las cepas PAO1 e
IGB83 los porcentajes de identidad de los tres genes son mayores al 99%, siendo en la region de los
genes rhiRI la mas baja. La cepa ID4365 muestra los porcentajes de identidad mas bajos de los genes
toxA y lasB, teniendo en éste ultimo 36 disparidades. A pesar de que se muestran distintos porcentajes
de identidad entre las comparaciones con las tres cepas, en todas se muestra un valor E de cero, lo que

es evidencia de un alineamiento significativo en todos los casos.

La longitud de las regiones del genoma que se pretenden transducir en este trabajo debe ser
similar o menor a la del genoma del bacteriéfago, ya que de esta forma le es posible transportar los
fragmentos de dichas regiones dentro de su capside. La longitud de los fragmentos utilizados en este
trabajo varia entre las 1,400 pb y 4,500 pb, por lo que en teoria se deben poder empaquetar en las

capsides de los bacteriéfagos E79tv-2 o F116L.
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2. Infeccion de cepas ambientales de Pseudomonas aeruginosa

2.1. Infeccidn por el bacteriéfago E79tv-2

El bacteridfago E79tv-2 se obtuvo como un derivado mutante del fago silvestre E79, que fue descrito por
primera vez en 1961 por Holloway et al. y se caracteriza por ser un fago que puede realizar transduccién
generalizada, pero por su alta virulencia no permite el crecimiento de las bacterias transductantes. A
partir de éste, se aisld un fago mutante que tiene una virulencia atenuada, E79tv-2, que tiene
frecuencias de transduccidn que han podido ser detectadas, aunque suelen variar, y que llega a
comportarse como un bacteriéfago virulento. E79tv-2 interactia con el lipopolisacarido de la pared
celular de P. aeruginosa y se ha considerado de gran importancia para el estudio de P. ageruginosa
principalmente por su tamafio (19.4x10* pb) y peso molecular (120 x 10% g/ mol) (Jarrell et al., 1977;
Morgan, 1979).

En el presente trabajo se determind la capacidad del fago E79tv-2 de infectar a las cepas
ambientales M10, IGB83 e ID4365 con el fin de evaluar su utilizacién para llevar a cabo transduccion
generalizada hacia estas cepas. Esta capacidad de infeccion se evalud realizando ensayos de formacion
de placas de lisis en cada una de las cepas ambientales. Las bacterias se mezclaron con distintas
diluciones de un lisado del bacteriéfago E79tv-2 y se cultivaron en cajas de medio con agar al 1.5% (ver

apéndice 2).

En las cajas correspondientes a las cepas M10 e IGB83 se observaron placas de lisis claramente
formadas (figura 7), mientras que en las cajas de la cepa ID4365, de origen marino, no hubo formacion
de placas. Las placas de lisis de la cepa M10, procedente de Cuatro Ciénegas, resultaron claras y bien
definidas, con un diametro aproximado de 1 mm. Las observadas en las cajas de la cepa IGB83, aislada
de la selva de Chiapas, resultaron de un menor tamafio, aproximadamente de 0.6 mm, y sdélo fueron
evidentes por poco tiempo debido a que el crecimiento del tapete bacteriano las cubrié después de
varias horas de incubacion. El crecimiento del tapete bacteriano es resultado del nado en enjambre o

swarming, caracteristico de P. aeruginosa, el cual es mas evidente en la cepa IGB83.
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Figura 7. Infeccidn de diferentes cepas de P. aeruginosa por el bacteriéfago E79tv-2. Placas de lisis en la cepa clinica PAO1
(panel A), y en las cepas ambientales M10 (panel B) e IGB83 (panel C).

Por otra parte, a pesar de los multiples intentos de infecciéon de la cepa ID4365, no se observd
formacidn de placas de lisis, lo que sugiere que el bacteriéfago E79tv-2 es incapaz de infectar a esta cepa

marina.

2.2. Infeccion por el bacteriéfago F116L

F116L es un bacteriéfago temperado capaz de llevar a cabo transduccién generalizada en P. aeruginosa,
el cual fue aislado de la cepa lisogénica silvestre F116 al ser plaqueado en la cepa PAO1 (Krishnapillai,
1971). Se ha estimado que su peso molecular es de 38 x 10® g/ mol (Morgan, 1979) y la longitud de su
genoma es de 6.5195x10* pb (Byrne & Kropinski, 2005). Este bacteriéfago se une al pili tipo IV de la

pared celular de P. aeruginosa para inyectar su DNAy llevar a cabo la infeccién (Pemberton, 1973).

De igual manera que con el bacteriéfago E79tv-2, se realizaron ensayos de formacion de placas,
las cuales se observaron Unicamente en la cepa ambiental M10; estas placas son de un menor tamanio al
ser comparadas con las placas formadas por el bacteriéfago E79tv-2. La nitidez y tamafio de las placas
puede observarse en la figura 8. Se debe tomar en cuenta que F116L no es un bacteriéfago virulento, lo
gue puede justificar que las placas en la cepa M10 hayan sido menos evidentes en comparacion con las

observadas durante la infeccién del bacteriéfago E79tv-2.

La ausencia de placas de lisis en las cajas de la cepa IGB83 después de la infeccidn con el

bacteriéfago F116L pudo ser resultado de la incapacidad del bacteriéfago de concretar una infeccién
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hacia esta cepa, o bien, de que las placas, siendo también de un menor tamafio, hayan sido cubiertas
por el crecimiento del tapete bacteriano como resultado del swarming, como sucedié en el caso del

bacteriéfago anterior.

En relacién a la cepa ID4365 se realizaron multiples intentos de infeccion obteniendo como
resultado Unicamente el crecimiento del tapete bacteriano. Es decir que esta cepa tampoco pudo ser
infectada por el bacteriéfago F116L, tal como se habia observado para el bacteriéfago E79tv-2. Lo
anterior puede ser debido a la falta de receptores de ambos bacteriéfagos en la membrana bacteriana, a
la presencia de sistemas de restriccion, o incluso a la presencia de mecanismos de inmunidad en contra

de bacteridfagos.

Figura 8. Infeccion de a cepa M10 de P. aeruginosa por el bacteriéfago F116L. En ambas imdagenes se observan las placas de
lisis formadas por el bacteriéfago F116L en un tapete bacteriano de la cepa ambiental M10.

3. Transduccion generalizada en P. aeruginosa mediada por el bacteriéfago E79tv-2

3.1. Cepa donadora PAO1ArhIRI::aadA1, cepa receptora PAO1

Con la finalidad de comprobar si es posible llevar a cabo transduccion generalizada hacia cepas
ambientales mediante el fago E79tv-2, se realizd inicialmente una transduccién control utilizando como
cepa donadora a PAO1ArhIRI::aadA1 y como receptora a la silvestre PAOL. En la cepa donadora los
genes rhiIR y rhll fueron reemplazados por un cassette de resistencia a estreptomicina (aadA1). Al

eliminar los dos genes que controlan el sistema RhIR de quorum sensing es posible diferenciar a esta
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cepa mutante por su fenotipo, ya que no produce el pigmento azul caracteristico de este género, la
piocianina, cuya sintesis esta bajo el control de este sistema (figura 5). La resistencia a estreptomicina
(SmR®) tiene como funcién poder seleccionar positivamente a las bacterias que tengan la mutacién una

vez que se haya completado el proceso de transduccién.

Los resultados obtenidos de la primera transduccidon nos dan un indicio de su eficiencia entre
cepas con cromosomas idénticos. El titulo del bacteriéfago con el que se logré esta transduccién fue de
4x10'™ pfu/mL, con la que se obtuvo el crecimiento de numerosas colonias en las cajas suplementadas
con estreptomicina (200 pug/ mL). En algunas de estas colonias se pudieron observar pequefias placas de
lisis en su periferia (figura 9), lo que sugirié la presencia de bacteriéfago residual en las cajas con la
capacidad de llevar a cabo una reinfeccidon de las colonias transductantes. Las colonias obtenidas se
purificaron por medio de siembras consecutivas en estria en medio sdlido para eliminar al bacteriéfago

residual que pudiera seguir en contacto con las bacterias.

Figura 9. Transduccion de la cepa PAO1 con el bacteriéfago E79tv-2. Se muestran colonias transductantes resistentes a
estreptomicina; es posible observar en ellas zonas de lisis dentro de la colonia, claramente visibles hacia la periferia, en los
paneles (A) y (B); en el panel (C) se muestra la coloracién caracteristica de una transductante ArhlRl::aadA1 de la cepa PAO1
cultivada en cajas de medio King A.

La caracterizacion fenotipica se realizé utilizando el medio de cultivo King A, en el que se
estimula la produccién de pigmentos. La cepa mutante produjo un intenso color amarillo fluorescente,
lo que sugeria la ausencia de piocianina (figura 9). Mediante la extraccidon de piocianina a partir de

sobrenadantes de cultivos crecidos en medio PPGAS, utilizando cloroformo como disolvente organico, se
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confirméd que las colonias transductantes no producian este pigmento, mientras que la cepa silvestre

llevaba a cabo su produccidn de manera normal (figura 10).

Figura 10. Extraccion de piocianina. Se realizé la extraccion del pigmento utilizando cloroformo como disolvente orgénico. En el
panel (A) se observa la extraccién de la cepa PAO1ArhIRI::aadAl, en la que hay ausencia de piocianina. En el panel (B) se
observa la extraccion de la cepa PAO1 (silvestre), en el que el pigmento azul puede observarse disuelto en la fase organica.

Transductantes
PAO1 PAO14rhiRl PAO1
PM. WT A B ArhiRI

Figura 11. Amplificacion por PCR de fragmentos rhiRI de las colonias transductantes de la cepa PAO1. Los fragmentos fueron
amplificados utilizando los oligos “rhIRI-UP” y “rhIRI-DOWN”. En el primer carril se observa el fragmento de 1,650 pb
amplificado a partir del DNA de la cepa silvestre PAO1. El segundo y tercer carril muestran los fragmentos de 1,750 pb
amplificados a partir de las mutantes de la cepa PAO1 obtenidas por transduccién con el bacteriéfago E79tv-2. El cuarto carril
muestra el fragmento de 1,750 pb amplificado a partir del DNA de la cepa donadora PAO1ArhIRI::aadA1.
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Se comprobd la presencia del cassette aadAl1 por medio de la purificacion de DNA total de las
cepas donadora, receptora y dos transductantes y su utilizacién como sustrato para la realizacion de
reacciones de PCR. Los oligonucledtidos utilizados para la PCR fueron rhlRI-UP/rhIRI-DOWN que
flanquean a los genes rhiRI, con lo que se esperaba obtener un fragmento de 1,650 pb en el caso de la
cepa silvestre (PAO1) y uno de 1,750 pb en el caso de la cepa mutante donadora (PAO1ArhIRI::aadA1) y
las transductantes, en las que fueron reemplazados dichos genes por el cassette aadAl. En la figura 11
se puede observar el corrimiento en un gel de agarosa de los productos amplificados. Es posible
observar una banda adicional de tamafio ligeramente menor a la de la cepa silvestre en los PCRs de las
cepas mutantes. Esta banda siempre se observéd en estos PCRs, con una intensidad variable y pudiera
deberse a que uno de los oligonucleétidos tenga un segundo sitio de alineamiento dentro de los del

fragmento amplificado.

3.2. Cepa donadora PAO1ArhIRI::aadA1, cepa receptora M10

A pesar de que se comprobd que el bacteriéfago E79tv-2 es capaz de llevar a cabo una infeccion en la
cepa M10, no hubo crecimiento de colonias como resultado de la transduccidn. El protocolo de
transduccion se realizd tres veces sin obtener los resultados esperados. Lo anterior puede tener dos
posibles explicaciones: (1) que el bacteridfago haya seguido su ciclo litico en todas las bacterias, o (2)
gue el bacteriéfago residual haya evitado el crecimiento de colonias después de la transduccidén, ya que

esta cepa se caracteriza por ser de crecimiento mas lento que la PAO1.

3.3. Cepa donadora PAO1ArhIRI::aadA1, cepa receptora IGB83

Al utilizar como cepa receptora a IGB83, se observé el crecimiento de colonias después de llevar a cabo
la transduccién, las cuales fueron purificadas por medio de multiples siembras en medio sélido para
eliminar por completo al bacteriéfago residual. La presencia de la mutacidn en las colonias obtenidas se
comprobé por su fenotipo al crecer en medio King A, en donde crecieron colonias con un caracteristico
color amarillo fluorescente, lo que es evidencia de la ausencia de piocianina (datos no mostrados).

Aunque también es importante mencionar que esta cepa no tiene alta produccién de este pigmento.

Se corroboré la modificacién genética en las transductantes por medio de reacciones de PCR

utilizando los oligonucleétidos rhlIRI-UP/rhIRI-DOWN vy se corrieron los fragmentos amplificados en un
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gel de agarosa. El tamafio de las bandas correspondientes a las cepas mutadas por transduccidn resultd
ser de 1,750 pb, lo cual coincide con el del fragmento amplificado de la cepa donadora
(PAO1ArhIRI::aadA1). Por otra parte la banda del fragmento amplificado utilizando como sustrato el
DNA de la cepa silvestre IGB83 mostrd un tamafio de 1,650 pb como se puede observar en la figura 12.
Como se menciond anteriormente, se observa una banda adicional de menor tamafo que sugiere que

uno de los oligonucledtidos tiene un segundo sitio de alineamiento dentro del fragmento amplificado.

Figura 12. Amplificacion por PCR de fragmentos rhIRI de las colonias transductantes de la cepa IGB83. Los fragmentos fueron
amplificados utilizando los oligos “rhIRI-UP” y “rhIRI-DOWN”. En el primer carril se observa el fragmento de 1,750 pb
amplificado a partir del DNA de la cepa donadora (PAO1ArhIRI::aadA1). El segundo y tercer carril muestran los fragmentos de
1,750 pb amplificados a partir de las mutantes de la cepa IGB83 obtenidas por transduccion con el bacteriéfago E79tv-2. El
cuarto carril muestra el fragmento de 1,650 pb amplificado a partir del DNA de la cepa IGB83 silvestre.

Por ultimo, se mandaron secuenciar los fragmentos amplificados por PCR para tener la certeza
de la correcta insercién del cassette. La secuencia presentd un 98% de identidad al alinearla con la
secuencia de la cepa PAO14rhlIRIl::aadAl. En este alineamiento se pueden observar dos mutaciones
dentro del fragmento de resistencia a estreptomicina, la primera se encuentra en la parte no codificante
del gen aadAl, mientras que la segunda cambia una valina por una alanina (figura 13). Es posible ver
que la insercién del cassette de resistencia a estreptomicina estd interrumpiendo al gen rhll como en la

cepa donadora PAOArhIRI::aadA1, lo que confirma la transduccién de la mutacién hacia la cepa IGB83.
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~LRIRIZUR End V_2 M
1 LAGCATGCGGCAGGAGAAG GGAAAAAAGTGCGCGAAACGGCTGACGACQTCACACCGCCAl PAOlArhlRI::aadAl
FEEEEErrrrr gt e rrn
L e e et e e CGGCTGACGACGICACACCGCCAy IGB83ArhlRI::aadAl
S_L P V_G O L W E_P H Y R L _ L M <--rhll
6l %CGACAGCGGTACGCCCTGCAGCCATTCCGGGTGGTAGCGCAGCAGCAﬂCTAAGCTTGAT PAOlArhlRI::aadAl
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIII
36 L CGACAGCGGTACGCCCTGCAGCCATTCCGGGTGGTAGCGCAGCAGCATLCTAAGCTTGAT IGB83ArhlRI::aadAl
BamHI
121 GCGGATCCCCTGAAGCCAGGGCAGATCCETGECACAGCACCTTGCCGTAGAAGAACAGCAA PAOlArhlRI::aadAl
FRrrrrrrdrrrrrrrrrrr e prrrrr e
96 GCGGATCCCCTGAAGCCAGGGCAGATCCCECGCACAGCACCTTGCCGTAGAAGAACAGCAA IGB83ArhlRI::aadAl
181 GGCCGCCAATGCCTGACGATGCGTGGAGACCGAAACCTTGCGCTCGTTCGCCAGCCAGGA PAOlArhlRI::aadAl
Frrrrrrrrrrrrrrrrr e
156 GGCCGCCAATGCCTGACGATGCGTGGAGACCGAAACCTTGCGCTCGTTCGCCAGCCAGGA IGB83ArhlRI: :aadAl
241 CAGAAATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGAAACG PAOlArhlRI::aadAl
Frrrrrrrrrrrrrrrrrr e
216 CAGAAATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGAAACG IGB83ArhlRI: :aadAl
301 GATGAAGGCACGAACCCAGTGGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAGCTGTAATGCAAGTA PAOlArhlRI::aadAl
Frrrrerrrrerrrrrrerrrrrr et e e e e
276 GATGAAGGCACGAACCCAGTGGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAGCTGTAATGCAAGTA IGB83ArhlRI::aadAl
361 GCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGC PAOlArhlRI::aadAl
Frrrrerrrrerrrrrrerrrrrrrr et e e e
336 GCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGC IGB83ArhlRI::aadAl
421 AGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGGGGTACAGTCTATGCCTCGGGC PAOlArhlRI::aadAl
Frrrrerrrrerrrrrrerrrrrrrr et e e e
396 AGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGGGGTACAGTCTATGCCTCGGGC IGB83ArhlRI::aadAl
481 ATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGA PAOlArhlRI::aadAl
Frrrrerrrrererrrrerrrrrrrr et e e e e
456 ATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGA IGB83ArhlRI::aadAl
541 TGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGAT PAOlArhlRI::aadAl
Frrrrerrrrerrrrrrerrrrrr e et et et e e
516 TGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGAT IGB83ArhlRI::aadAl
aadAl--> fM R E A V I
601 CGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGAACC PAOlArhlRI::aadAl
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e
576 CGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTACCIGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGAACC IGB83ArhlRI::aadAl
A E V S T ¢ L $S E V A G V I E R H L E P
661 GACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAAGCCACACAG PAOlArhlRI::aadAl
Frrrrrrrrrrrrrrrrr e
636 GACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAAGCCACACAG IGB83ArhlRI::aadAl
T L L A V H L Y G S A VvV D G G L K P H S
721 TGATATTGATTTGCTGGTTA PAOlArhlRI::aadAl
FEEEEEEErrrrrrrrrrrd
696 TGATATTGATTTGCTGGTTA IGB83ArhlRI::aadAl
D I D L L V

Figura 13. Alineamiento entre las regiones de los genes rhIRI de las cepas PAO1ArhiRI::aadAl (linea superior) e
IGB83ArhIRI::aadA1 (linea inferior). El oligo “rhIRI-UP” se encuentra marcado por el cuadro punteado de color azul,
antecediendo el final del gen rhll (cuadro punteado color morado). El sitio de restriccién de la enzima BamHI (G/GATCC, cuadro
azul) marca el inicio del cassette de resistencia a estreptomicina (aadA1). El alineamiento muestra un 98% de identidad entre
secuencias. Los 2 polimorfismos se encuentran circulados en anaranjado, el primero en la regidén no codificante del gen aadA1,
mientras que el segundo tiene como consecuencia el cambio de una valina por una alanina (sin afecciones en el producto).
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Se intentd obtener la secuencia también desde el otro extremo del fragmento, utilizando el oligo
rhiRI-UP, pero el secuenciador arrojoé un resultado correspondiente a dos secuencias sobrepuestas, lo

cual hace pensar que efectivamente este oligonucleétido tiene otro sitio de unién dentro del fragmento.

4. Transduccion generalizada en P. aeruginosa mediada por el bacteriéfago F116L

4.1. Cepa donadora PAO1ArhlRI::aadA1, cepa receptora M10

Con el fin de conocer la capacidad y eficiencia de transduccion del bacteriéfago F116L se siguié el mismo
protocolo utilizando la cepa M10 como receptora. A diferencia de los resultados obtenidos con el
bacteriéfago E79tv-2, con este bacteridfago si se logré obtener crecimiento de colonias transductantes

con un titulo de 17x10'° pfu/mL (figura 14).

Figura 14. Transduccion de la cepa M10 con el bacteriéfago F116L. En las dos cajas (A y B) se observa el crecimiento de las
colonias seleccionadas con estreptomicina 200 pg/mL. Las colonias fueron resultado de la transduccién con el fago F116L
propagado en la cepa donadora PAO1ArhIRI::aadAl.

Posteriormente se utilizé el medio de cultivo King A para caracterizar el fenotipo de las colonias
mutantes, asi como la extraccidon de piocianina utilizando cloroformo (figura 15). Como en los casos
anteriores, se llevd a cabo una PCR utilizando los oligonucleétidos rhlIRI-UP/rhIRI-DOWN, en la que se
obtuvieron como resultado fragmentos del mismo tamafio en las cepas transductantes y en la cepa
donadora (1,750 pb). La presencia de fragmentos de menor tamaio puede ser resultado de un segundo

sitio de alineamiento de uno de los oligonucledtidos utilizados para la reaccion de PCR (figura 16).
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Figural5. Caracterizacion de la transductante M10ArhlRI::aadA1l. En el panel (A) se observa la coloraciéon que caracteriza la
falta de produccién de piocianina. Los paneles (B) y (C) muestran el resultado de la extraccién de piocianina utilizando
cloroformo como disolvente orgénico. El panel (B) corresponde a la cepa transductante M10ArhlRI::aadA1, mientras que el
panel (C) a la cepa silvestre M10.

Transductantes
M10 ArhiRI PAO1

P.M. M10 A B ArhIRI

=< -

Kb

Figura 16. Amplificaciéon por PCR de fragmentos rhiRI de las colonias transductantes de la cepa M10. Los fragmentos fueron
amplificados utilizando los oligos “rhIRI-UP” y “rhIRI-DOWN”. En el primer carril se observa el fragmento de 1,650 pb
amplificado a partir del DNA de la cepa silvestre M10. El segundo y tercer carril muestran los fragmentos de 1,750 pb
amplificados a partir de las mutantes de la cepa M10 obtenidas por transduccidn con el bacteriéfago F116L. El cuarto carril
muestra el fragmento de 1,750 pb amplificado a partir del DNA de la cepa donadora PAO1ArhlIRI::aadA1.
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Figura 17. Alineamiento entre las regiones de los genes rhIRI de las cepas PAO1ArhiIRI::aadAl
M10ArhiIRI::aadA1 (linea inferior). El oligo “rhIRI-UP” se encuentra marcado por el cuadro punteado de color azul,
antecediendo el final del gen rhll (cuadro punteado color morado). El sitio de restriccion de la enzima BamHI (G/GATCC, cuadro
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azul) marca el inicio del cassette de resistencia a estreptomicina (aadA1). El alineamiento muestra un 98% de identidad entre

secuencias. Los 2 polimorfismos se encuentran circulados en anaranjado, el primero en la region no codificante del gen aadAl,

mientras que el segundo tiene como consecuencia el cambio de una valina por una alanina. Una base con problemas de

secuenciacién se encuentra circulada en verde.
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Los fragmentos amplificados por PCR se secuenciaron en la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular. Al alinear la secuencia obtenida con la de la cepa donadora
PAO1ArhIRI::aadA1 se confirmé la transduccion de la mutacién a la cepa M10, pues las secuencias son
iguales excepto por los dos cambios anteriores observados en el cassette de resistencia a estreptomicina

(figura 17).

4.2. Cepa donadora PAO1ArhlRI::aadA1, cepa receptora IGB83

Tomando en cuenta que existia la posibilidad de que se hubiera llevado a cabo una infeccién por parte
del bacteriéfago F116L a la cepa IGB83, pese a que no se hubieran observado placas de lisis, se llevo a
cabo el protocolo de transduccion generalizada para determinar si existia infeccion del bacteriéfago
F116L. Asimismo, a pesar de haber obtenido mutantes de la cepa IGB83 como resultado del proceso de
transduccion con el bacteriéfago E79tv-2, se realizé el procedimiento para conocer si el bacteriéfago

F116L era capaz de llevar a cabo la transduccién utilizando esta cepa como receptora.

Figura 18.Crecimiento y caracterizacidn de colonias transductantes de la cepa IGB83. En el panel (A) se observa el crecimiento
de las colonias después de la transduccién con el bacteriéfago F116L en medio nutritivo con estreptomicina 200 pug/mL. El panel
(B) muestra la falta de produccién de piocianina por parte de la cepa transductante IGB83Arh/RI::aadA1 cultivada en medio King
A.

Como resultado de esta transduccién se obtuvo el crecimiento de colonias en cajas de medio
nutritivo con estreptomicina (200 pg/ mL), las cuales se cultivaron en medio sélido King A para su

caracterizaciéon fenotipica. Las colonias transductantes crecieron con una coloracion amarillo

38



fluorescente, lo que sugirié la ausencia de produccién de piocianina caracteristica de P. aeruginosa

(figura 18).

Por ultimo se llevd a cabo una PCR utilizando los oligonucledtidos correspondientes, de la que se
obtuvo la amplificacidon de un fragmento de 1,750 pb para la cepa mutante IGB83Arhl/RI::aadA1, con lo
gue se corrobord la presencia del cassette aadA1 sustituyendo a los genes rhiIR y rhll de la cepa silvestre

(figura 19).

Figura 19. Amplificacion por PCR de los fragmentos rhiRI de las colonias transductantes de la cepa IGB83. Los fragmentos
fueron amplificados utilizando los oligos “rhIRI-UP” y “rhIRI-DOWN”. En el segundo carril se observa el fragmento amplificado
de la cepa silvestre IGB83 con una longitud de 1,650 pb. En el tercer carril se observa el fragmento de 1,750 pb amplificado a
partir de la mutante de IGB83 obtenida por transduccién con el bacteriéfago F116L propagado en la cepa PAO1ArhlRI::aadAl
como donadora.

5. Comprobacion de la correcta insercion del cassette aadA1 mediante PCR

Como se menciond anteriormente en las figuras 11, 12, 16 y 19 se observa la presencia de dos bandas
en los productos de PCR de las colonias transductantes. La banda superior, de 1,750 pb, corresponde al
fragmento esperado en las cepas con la mutacién ArhilRI::aadA1, con lo cual se corrobord el éxito del
protocolo de transduccidn en los casos anteriores. Por otra parte la presencia del fragmento inferior, de

aproximadamente 1,600 pb, variaba en cantidad en cada reaccidn, desde casi imperceptible hasta
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claramente visible, pero siempre en menor cantidad que el fragmento esperado, por lo que decidimos
verificar la correcta insercidn del gen aadA1 que sustituye los genes rhIR y rhll mediante reacciones de
PCR adicionales utilizando los pares de oligonucledtidos rh/IRIUP-aad2 y rhIRIDOWN-aadl. Como se
muestra en la figura 20 el tamafio de los fragmentos amplificados debe corresponder a 1,550 pby 1,629

pb, respectivamente.

rhiRIUP aadl
—_— —_—

— ——
aad2 rhiRIDOWN

Fragmentos amplificados:
1550pb

1629pb

Figura 20. Ubicacion de los oligonucleédtidos “rhRI-UP”, “rhIRI-DOWN”, “aad1” y “aad2” en el genoma de P. aeruginosa. Los
oligos “aadl1” y “aad2” flanquean el gen de resistencia a estreptomicina (aadA1), mientras que los oligos “rhIRI-UP” y “rhIRI-
DOWN?” flanquean a los genes rhiIR y rhll.

Se realizd el corrimiento de los fragmentos amplificados en un gel de agarosa. El DNA que se
utilizé corresponde a las cepas silvestres PAO1, IGB83 y M10, asi como a las cepas transductantes
PAO1ArhIRI::aadA1, IGB83ArhIRI::aadA1 y M10ArhlRI::aadAl. De esta forma se pudo corroborar el
tamafio de los fragmentos amplificados con ambos juegos de oligonucledtidos en las cepas
transductantes. Como era de esperarse, no hubo amplificacion de las cepas silvestres debido a que estas
carecen del cassette aadA1 y por lo tanto de los sitios de reconocimiento de los oligonucledtidos aadl y
aad?2 (figura 21). Con este resultado se puede tener la certeza de la correcta insercién del cassette en el
sitio correspondiente a los genes rhiIR y rhll, y confirmar el éxito de la transduccion generalizada en la

cepa PAO1, asi como de ésta hacia las cepas ambientales IGB83 y M10.
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Figura 21. Amplificacion por PCR de fragmentos que contienen el gen aadA1 sustituyendo a los genes rhIR y rhll en las cepas
IGB83, M10 y PAOL1. Los productos de PCR amplificados corresponden a las cepas transductantes (Td) que tienen el gen aadA1
presente. Las cepas silvestres (WT) no tuvieron amplificacidon de fragmentos. Los oligos “aad2-rhIRIUP” producen una banda de
1,550 pb, mientras que los “aad1-rhIRIDOWN” producen una banda de 1,629 pb.

6. Transduccidn de lasB::TnTc mediada por el bacteriéfago F116L

La cepa PW7302 proviene del banco de cepas mutantes construido por Jacobs et al. (2003) y se
caracteriza por tener un transposoén introducido en el gen lasB, lo cual interrumpe al marco abierto de
lectura, y por lo tanto provoca la ausencia de su producto, la elastasa LasB. Se determind si esta
mutacion provocada por el transposdn podia ser introducida a las cepas ambientales de P. aeruginosa
por medio de transduccidn generalizada. Con el fin de realizar la transduccion de esta mutacion a las
cepas ambientales M10, IGB83 e ID4365 se utilizd el bacteriéfago F116L, tomando en cuenta los

resultados obtenidos anteriormente.
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El transposén artificial ISphoA/hah tiene un tamafio de 4.83Kb y estd colocado a 973 pb del
inicio del gen lasB, el cual tiene una longitud de 1,497 pb. Este transposén se caracteriza por su
capacidad de generar fusiones con la fosfatasa alcalina (phoA) y por tener un determinante de
resistencia a tetraciclina (tet) para facilitar la seleccidn positiva de bacterias que tienen el transposén

(Jacobs et al., 2003).

6.1. Cepa donadora PW7302, cepas receptoras M10, IGB83 e ID4365

Después de realizar el protocolo de transduccion generalizada, se obtuvo el crecimiento de un gran
numero de colonias en cajas de medio nutritivo suplementado con tetraciclina (10 pg/ mL). Las colonias
de la cepa M10 se caracterizaron por tener un tamafio menor comparado con las colonias de la cepa
IGB83 (figura 22). El protocolo de transduccion también fue realizado en la cepa marina ID4365 pero no

hubo crecimiento de colonias después de realizar el protocolo.

Figura 22. Transduccion de las cepas IGB83 y M10 con el bacteriéfago F116L. En el panel (A) se observa el crecimiento de
colonias transductantes de la cepa IGB83, y en el panel (B) se muestran las colonias transductantes de la cepa M10. En ambos
casos las colonias mutantes fueron obtenidas por transduccion con el bacteriéfago F116L propagado en la cepa PW7302 como
donadora.

Como se menciond anteriormente, al no poder transcribirse el gen lasB no hay presencia de la
elastasa LasB, lo cual se traduce en una menor actividad proteolitica de la bacteria. Esta disminucion de
protedlisis puede distinguirse cualitativamente cuando se cultiva en un medio sélido suplementado con

leche al 1%. Para tal efecto se utilizé el medio de cultivo PY agar 1.5% suplementado con leche al 1% (ver
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apéndice 1), en el cual se observd y compard la actividad proteolitica de las distintas cepas por la

presencia, ausencia o disminuciéon de un halo alrededor de las colonias.

Los halos de protedlisis observados alrededor de las colonias silvestres tuvieron un ancho
aproximado de 1 cm, en contraste, las colonias de la cepa PW7302 produjeron halos con un grosor de
entre 0 y 0.3 cm. En las colonias de las cepas ambientales mutadas mediante transduccién se observo la
presencia de halos proteoliticos de grosores menores a 0.3 cm (figura 23), lo que sugiere una apreciable

disminucién de su actividad proteolitica.

Figura 23. Halos de protedlisis de colonias de P. aeruginosa en medio enriquecido con leche al 1%. En |la imagen se muestra el
crecimiento de una colonia de las cepas PAO1, M10 e IGB83 silvestres en la columna del lado izquierdo. En la columna del lado
derecho se muestra el crecimiento de una colonia de las cepas PW7302 (PAO1lasB::TnTc), M10lasB::TnTc e IGB83/asB::TnTc. Las
colonias mutantes de las cepas M10 e IGB83 son resultado de la transduccién con el bacteriéfago F116L utilizando la cepa
PW7302 como donadora.

Con el fin de comprobar la correcta introduccién de la mutacién en las cepas transductantes, se
realizé una PCR utilizando los oligonucledtidos Hah-138/LasBRv, con lo cual se pretendia obtener la

amplificacidn de fragmentos Unicamente en las cepas que tuvieran el transposdn presente. La secuencia

43



del oligonucledtido Hah-138 se encuentra dentro del transposén I1SphoA/hah, por lo que Unicamente se
puede empalmar en el DNA de las cepas que lo contengan. Asimismo el oligonucleétido LasBRv
corresponde a la regidn que flanquea al gen lasB en la direccién correspondiente. El producto

amplificado debe tener una longitud de 1,063 pb (Jacobs et al., 2003).

Después de separar los productos de PCR en un gel de agarosa se observd que las cepas
silvestres PAO1, IGB83 y M10 no tuvieron amplificacion de fragmentos. Las cepas que se caracterizaron
por tener una disminucién en su actividad proteolitica después de la transduccién tuvieron como
resultado la amplificacidon de fragmentos del tamafio esperado (1,063 pb) en todos los casos (figura 24).
Con esto se determina la presencia del transposdn en las cepas M10/asB::TnTc e IGB83/asB::TnTc

obtenidas mediante transduccion.

PAOL |GBa3 |GB83lasB:TnTe 10 M10/asB::TnTe

P.M. PW7302 WT IJasB:TnTc WT A B WT A B C D

Kb

1.159 -

Figura 24. Gel de electroforesis de los fragmentos amplificados por PCR. Los fragmentos fueron amplificados utilizando los
oligos “Hah-138" y “LasBRv”. Las cepas silvestres (carriles 3, 5 y 8) no muestran amplificacion de fragmento debido a que el
oligo “Hah-138” Uinicamente se aparea con una secuencia dentro del transposon ISphoA/hah. El carril 2 muestra el fragmento
de cepa donadora PW7302, el carril 4 el fragmento de la mutante PAO1, los carriles 6 y 7 muestran los fragmentos de las
mutantes de la cepa IGB83, y los carriles 9, 10, 11 y 12 muestran los fragmentos de las mutantes de M10. Todas las mutantes
fueron obtenidas por transduccién con el bacteriéfago F116L.
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7. PCR-targeting

La estrategia de PCR-targeting se llevd a cabo con el fin de inactivar los genes cromosomales toxA y lasB
de la cepa PAO1 de P. aeruginosa. Consiste en electroporar un fragmento de DNA, compuesto por un
cassette de antibidtico flanqueado por regiones homdlogas al gen seleccionado, dentro de una cepa que
exprese el sistema de recombinacién lambda Red (Lesic & Rahme, 2008). Para esto, se introdujo el
vector pUCP18-RedS (figura 25) a la cepa clinica PAO1 por transformacion. El pldasmido pUCP18-RedS se
caracteriza por tener clonado el operdn Red del bacteriéfago lambda, el cual codifica para la proteina
inhibidora de nucleasa Redy y las recombinasas especificas de sitio Reda y Redp, mediadoras de la
recombinacién homdéloga. En este vector también se encuentra como marcador de contraseleccién el
gen sacB de Bacillus subtilis, que codifica para la enzima levansacarasa. La expresiéon de esta enzima
resulta téxica para algunas bacterias gram negativas en presencia de sacarosa, lo que permite la
eliminacion de las bacterias que contengan el vector religado al crecer en un medio con sacarosa al 10%

(Lesic & Rahme, 2008).

Ndd (9474)
HindIII (9315)
Kpr (9042) \ \\ B __bla
sacB )
EcaRI (8179)
: EcoRI (2233)
Ndd (7601) Sad (2243)
N e XMd (2249)
pUCP18-RedS A kit (3240)
qesahp Smd (2251)
“\_ BanHI (2254
araC
HindIII (5513) \
Smd (5223) / // I . \ o e ~ BanHI (3506)
Xmd (5221) : gam
exo bet
EcoRI (5091) Pstl (4590)
Pstl (4837)

Figura 25. Plasmido pUCP18-RedS. Compuesto por: el gen sacB que codifica para la enzima levansacarasa, con el fin de una
rdpida curacion del plasmido al crecer a la bacteria en un medio complementado con sacarosa 10%; el gen bla que codifica para
la enzima betalactamasa, lo que le confiere resistencia a antibidticos betalactamicos; el promotor del operén Red, araC,
inducible con L-arabinosa; y el operdn Red con los genes a,8 y y. El vector cuenta también con multiples sitios de restriccion
(tomado de Lesic & Rahme, 2008).
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7.1. Intentos de interrupcion de los genes toxA y lasB de P. aeruginosa

7.1.1. Con fragmentos obtenidos por digestion del plasmido pJQ200mp18

En el laboratorio se contaba con los plasmidos pJQ200mp18AtoxA::aadA1y pJQ200mp18AlasB::apra, los
cuales contienen las regiones aledafias a los genes toxA y lasB flanqueando genes de resistencia a

estreptomicina y apramicina, respectivamente, como se muestra en la figura 26.

Al digerir 20 pg del plasmido pJQ200mp18AlasB::apra utilizando la enzima EcoRl, se obtuvieron
tres fragmentos de restriccidn, entre los que se encontraba el cassette flanqueado por las regiones de
identidad. La digestion de 20 pg del plasmido pJQ200mpl8AtoxA::aadAl Unicamente se concretd en el
sitio de restriccion de Sacl, pero no pudo llevarse a cabo la restriccién en el sitio de Xbal, lo cual
pensamos que se debid a alguna mutacidn posterior a la clonacién que eliminé el sitio. Por lo tanto el

primer intento se realizé solamente con el fragmento AlasB::aadA1.

Para transformar a la cepa PAO1/pUCP18-RedS, esta se crecid por 1.5 horas con L-arabinosa
0.2% para asegurar la induccidn de las proteinas del operén lambda Red (ver apéndice 2). Después de
transformar la cepa PAO1/pUCP18-RedS con el fragmento recuperado de la digestion del plasmido
pJQ200mpl8AlasB::apra, se obtuvieron colonias en cajas de medio con apramicina. Las colonias se
observaron en nimero y tamafio similar que en el control negativo en el que se realizé el mismo
proceso pero sin adicionar al fragmento, lo que sugirié poca probabilidad de que se hubiera llevado a
cabo la recombinacién homdloga con el fragmento introducido. El crecimiento de colonias en estas
condiciones pudo ser resultado de dos opciones: (1) que el fragmento con el cassette se haya
incorporado al cromosoma bacteriano por recombinacidn en algun otro sitio, lo cual es poco probable, o
bien, (2) que las bacterias hayan podido crecer en presencia del antibidtico, atn sin haber incorporado
el fragmento con el cassette, por el surgimiento de alguna mutacion de resistencia espontanea. Es
caracteristico de P. aeruginosa su alta resistencia a antibidticos por la baja permeabilidad de su pared

celular y la actividad de bombas de eflujo (Lambert, 2002).
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Figura 26. Composicion de los plasmidos pJQ200mp18AtoxA::aadA1 y pJQ200mp18AlasB::apra. Se muestran los tamaios de
las regiones que flanquean a los genes toxA, en el panel (A), y lasB, en el panel (B), asi como los sitios de restriccion utilizados y
el fragmento clonado en el vector pJQ200mp18.

Para corroborar cual de las dos opciones fue la que sucedid, se realizd una PCR con el DNA de
varias colonias utilizando los oligonucledtidos lasB1 y lasB4 (figura 26) y se corrié un gel de agarosa para
observar y comparar los tamafios de los fragmentos amplificados. Sin embargo en esta reaccién de PCR
no hubo amplificacién de fragmentos de DNA, por lo que se realizd6 un segundo intento, del cual
tampoco se obtuvo amplificacién. La falta de amplificacién probablemente se debid a que el tamaiio del

fragmento a amplificar era muy grande.

7.1.2. Con fragmentos obtenidos por PCR del plasmido pJQ200mp18

Con el fin de obtener una mayor cantidad de DNA de los fragmentos para la transformacién se llevé a

cabo una digestion de 7 pg de cada uno de los plasmidos (pJQ200mpl8AtoxA::aadAl y
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pJQ200mp18AlasB::Apra) con las enzimas de restriccion Xbal y Hindlll respectivamente, para
linearizarlos. Se amplificaron los fragmentos de DNA requeridos a partir de la digestion realizada
utilizando los oligonucledtidos toxAl/toxA4 y lasB1/lasB4, y se corrid un gel de agarosa para su
observacién. Como resultado se obtuvieron los fragmentos AtoxA::aadA1 de 3,056 pb y AlasB::Apra de

2,911 pb.

Al transformar a la cepa PAO1/pUCP18-RedS con 300 ng de cada uno de los fragmentos se
obtuvo crecimiento de colonias resistentes a estreptomicina y apramicina, dependiendo del fragmento
introducido. Para asegurar la expresién del operén lambda Red presente en el pldasmido pUCP18-RedS se
crecid a la cepa con L-arabinosa 0.2% dividida en dos cultivos, el primero por 1.5 horas y el segundo por

2.5 horas, antes de la transformacion.

Se realizd una PCR utilizando los oligonucledtidos toxA1/toxA4 y lasB1/lasB4 para corroborar si
se habia llevado a cabo recombinacién de los fragmentos introducidos por electroporacion con el DNA
de la bacteria hospedera. Los fragmentos amplificados de las cepas silvestres y las cepas transformadas
fueron del mismo tamano en ambos casos. Esto sugiere que el fragmento electroporado no se incorporé
al cromosoma de la cepa PAO1/pUCP18-RedS debido a dos posibilidades: (1) que la cantidad de DNA del
fragmento no haya sido suficiente para que se llevara a cabo la recombinaciéon, o (2) que el operdn
lambda Red no se esté induciendo adecuadamente y las proteinas Redy, Reda y RedP no estén

presentes para mediar la recombinacion.

7.1.3. Con fragmentos obtenidos por digestion del plasmido pJQ200mp18AtoxA::aadAl para

obtener regiones homdlogas de aproximadamente 100 pb

Lesic y Rahme (2008) demostraron que la longitud minima de las regiones homdlogas que componen al
fragmento para transformacidon en P. aeruginosa PA14 es de 100 pb, por lo que se realizé la una
reaccién de restricciéon 20 pg del plasmido pJQ200mp18AtoxA::aadAl con las enzimas EcoRI-EcoRV, con
el fin de obtener un fragmento compuesto por el cassette de estreptomicina flanqueado por minimo
100 pb a cada lado, teniendo este una longitud final de 1,976 pb; lo anterior se hizo dada la pérdida del

sitio de Xbal (figura 26).
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El fragmento se introdujo por electroporacién a la cepa PAO1/pUCP18-RedS previamente
inducida por 1.5y 2.5 horas con L-arabinosa (2%), y al sembrarla en cajas con medio con estreptomicina
(200 pg/ mL) se obtuvo crecimiento de colonias. En las cajas control suplementadas con antibidtico, se
observé también el crecimiento de colonias. Se compararon las colonias electroporadas con las de cajas
control y se observaron diferencias en cuanto a la definicién del contorno de las colonias. Las colonias
en los controles presentaban un margen filamentoso, mientras que en las cajas de colonias

electroporadas presentaban contornos mas definidos.

Para corroborar si en las bacterias electroporadas se llevd a cabo la recombinacién del
fragmento con el cromosoma bacteriano se realizaron reacciones de PCR con los oligonucledtidos
toxA1/toxA4 y se realizd una reaccidn de restriccidn de los productos amplificados, ya que en la cepa
silvestre y en la mutante los fragmentos esperados de la amplificacién son de tamafios muy similares; se
buscd una enzima que permitiera diferenciar el patron de restriccion del fragmento mutante y del
fragmento silvestre y se llevd a cabo la digestién con la enzima BamHI. Todas las muestras tuvieron el
patrén correspondiente a la secuencia silvestre, es decir, en ninguin caso se obtuvo la mutacién deseada
(datos no mostrados). Por lo tanto, no nos fue posible obtener mutantes mediante la técnica basada en

el sistema lambda Red en P. ageruginosa.
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CONCLUSIONES

La identidad que existe entre los genomas de la cepa clinica PAO1 y las cepas aisladas del
ambiente M10, IGB83 e ID4365 es mayor al 98% en las regiones de los genes de virulencia rhiR,
rhll, lasB y toxA.

Se observé que los bacteriéfagos E79tv-2 y F116L son capaces de realizar una infeccién en las
cepas ambientales M10 e IGB83, asi como en la cepa clinica PAO1. No obstante la infeccidn no
se llevd a cabo en la cepa ID4365 por parte los bacteriéfagos utilizados.

Los bacteriéfagos E79tv-2 y F116L tienen la capacidad de realizar transduccion generalizada
utilizando la cepa clinica PAO1 como donadora. Por una parte E79tv-2 es capaz de transducir
cuando se utiliza como receptora a la ambiental IGB83, mientras que F116L puede concretar la
transduccién utilizando como receptoras a las cepas ambientales M10 e IGB83. Por lo tanto la
capacidad de transduccién de los bacteriéfagos estd relacionada con la cepa que se utilice como
receptora.

Se obtuvieron las cepas ambientales M10 e IGB83 sin los genes de virulencia rhiIR, rhll y lasB por
medio de transduccion generalizada utilizando la cepa clinica PAO1, sin los genes de virulencia,

como donadora.
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PERSPECTIVAS

Se propone realizar la busqueda de un bacteriéfago que sea capaz de llevar a cabo la
transduccion generalizada en la cepa ID4365 con el fin de eliminarle los genes de virulencia.
Obtener un mayor nimero de genes de virulencia mutados en P. aeruginosa PAO1 para su
transduccion a las cepas ambientales IGB83, M10 e ID4365.

Para corroborar la seguridad de utilizar esta bacteria dentro de distintas areas de investigacion,
asi como a nivel industrial, es necesario determinar la virulencia de las cepas ambientales
mutadas en este trabajo por medio de algin modelo de infeccion.

Optimizar la implementacién de la técnica de PCR-targeting en P. aeruginosa PAO1 para mutar
genes especificos en esta cepa y seguir utilizdndola como donadora en la transduccion
generalizada.

Intentar llevar a cabo la estrategia de PCR-targeting en las cepas ambientales M10, IGB83 e
ID4365 de P. aeruginosa con el fin de mutar directamente los genes de virulencia en estas cepas

ambientales.
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APENDICE 1

Medios de cultivo, antibiéticos, buffers y reactivos

Medio nutritivo (Difco Nutrient Agar)
Agar nutritivo 23g
Aforar a 100 mL con agua Milli-Q

Medio suave (Soft Nutrient Agar)
Caldo nutritivo Difco 0.4 g
Agar 0.25g
Ajustar pH a 7.0 con NaOH 1N

Aforar a 50 mL con agua Milli-Q

Medio YT2X (Sambrook & Russell, 2011)
Bactotriptona 16g

Extracto de levadura 1.0g

NaCl 0.7g

Ajustar pHa 7.2 con NaOH 1N

Aforar a 100 mL con agua Milli-Q

Medio LB (Sambrook & Russell, 2011)
NacCl 10¢g
Bactotriptona 10g
Extracto de levadura 0.5g

Agar 15¢

Ajustar pH a 7.0 con NaOH 1N

Aforar a 100 mL con agua Milli-Q
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Medio LB 10% sacarosa
Bactotriptona 10g
Extracto de levadura 0.5g
Sacarosa 10 g
Agar 15¢g
Ajustar pH a 7.0 con NaOH 1N
Aforar a 100 mL con agua Milli-Q

PY 1% leche

Peptona 05g
Extracto de levadura 0.3 g
Agar 15¢
Aforar a 90 mL con agua Milli-Q
Leche 1.0g
Aforar a 10 mL con agua Milli-Q

Mezclar ambas partes después de esterilizar (Unicamente 15 min.)

Medio SOB (Sambrook & Russell, 2011)
Triptona 20g

Extracto de levadura 0.5g

NacCl 0.05g

Ajustar pH a 7.0 con NaOH 1N

Aforar a 100 mL con agua Milli-Q

Medio KingA

Peptona 20g
K,S0, 10g
MgCl, 0.35¢g
Agar 15¢
Glicerol 10g

Ajustar pH a 7.2-7.4 con NaOH 1N
Aforar a 100 mL con agua Milli-Q
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Medio PPPGAS (Wild et al., 1997)

NH,4CI 0.1068 g
KCl 0.1462 g
Tris 1.453¢g
Peptona 10g

Aforar a 100 mL con agua Milli-Q
Ajustar pH a 7.4 con HCI 1N

Después de esterilizar, afadir:

MgSO, 0.16 mL
Glucosa 20% 2.5mL
Buffer TMN

Tris-HCI 10mM, pH 7.4
Mg SO, 10mM

NaCl 150mM

TE 25mM

Tris-HCI 1M, pH 8 2.5mL
EDTA 0.5M, pH 8 5.0 mL

Aforar a 100 mL con agua Milli-Q

TE 10mM
Tris-HCl 10mM, pH8 1.0 mL
EDTAO0.ImM, pH8 20 L

Aforar a 100 mL con agua Milli-Q
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APENDICE 2

Protocolos

1. Ensayo en placa

e Crecer las células receptoras en 10 mL de medio YT2X a la temperatura correspondiente (30°C
cepas ambientales, 37°C PAO1) con agitacion de 200 rpm durante 12 horas

e Inocular 10 mL de YT2X (1/50) con el cultivo anterior e incubar a 30°C o 37°C, 200 rpm, hasta la
fase logaritmica (aproximadamente 4 horas)

e Centrifugar las células a 3 500 rpm por 10 minutos

e Descartar el sobrenadante y lavar el paquete celular 2 veces con medio YT2X

e Resuspender el paquete celular en 1 mL de medio YT2X

e Hacer diluciones del bacteriéfago (hasta 1078) en buffer TMN

e Fundir el medio suave y mantener en bafo a 45°C

e Mezclar en un tubo 50 pL de células receptoras con 100 uL de cada una de las diluciones del
bacteriéfago

e Incubar durante 20 minutos a la temperatura correspondiente

¢ Afadir 3 mL de medio suave y mezclar con vértex inmediatamente (para evitar solidificacién)

e Verter la mezcla sobre una placa de medio nutritivo enriquecido con MgS0, (0.01 M)

e Incubar a temperatura ambiente hasta que las placas se enfrien

e Incubar de 16 a 24 horas a la temperatura correspondiente
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2. Preparacion de stocks (lisados) de fagos de alto titulo

e A partir del ensayo en placa, tomar una caja completamente lisada, raspar, colectar y
resuspender el medio suave en un tubo con 5 mL de buffer TMN

e Lavar la caja con 5 mL adicionales de buffer TMN y agregarlos al tubo

e Incubar a temperatura ambiente durante 1 hora mezclando ocasionalmente con vortex

e Centrifugar a 10 000 rpm por 10 minutos

e Recuperar el sobrenadante y filtrarlo por filtro Millipore de 0.45um

e Conservar en refrigeracién a 4 °C

56



3. Transduccion generalizada mediada por bacteriéfagos E79tv-2 y F116L

Preparar un stock de fagos de alto titulo propagado dos veces sobre la cepa donadora

Crecer la cepa receptora en 10 mL de medio YT2X a 30°C durante 12 horas a 200 rpm

Inocular 200 pL del cultivo anterior en 10 mL de medio YT2X e incubar hasta la mitad de la fase
logaritmica (DO 0.6-1.0 a 600 nm)

Centrifugar a 3 500 rpm por 10 minutos y resuspender el paquete celular en 1 mL de medio
Mezclar 0.5 mL de células concentradas con 100 uL de cada una de las diluciones del
bacteriéfago por 20 minutos a 30°C

Centrifugar a 3 500 rpm por 10 minutos y resuspender el paquete celular en 0.5 mL de medio
Plaquear 100 pL de las células en cajas de medio nutritivo con el antibidtico requerido

Incubar las cajas a 30°C por 24 a 72 horas para obtener crecimiento de colonias transductantes

Los controles deben incluir (1) células receptoras mezcladas con buffer TMN y (2) diluciones de

bacteriéfagos.
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4. Extraccion de DNA cromosomal

e Centrifugar 1 mL de células a 5 000 rpm por 5 minutos

e Resuspender el paquete celular en 0.5 mL de solucién de lisozima (2.5 mg/ mL) y RNAsa (2 mg/
mL) en buffer TE 25mM e incubar a 37°C por 10 minutos

e Agregar 250 plL de SDS 2% y mezclar con vértex por 1 minuto

e Agregar 250 pL de fenol-cloroformo (1:1) y mezclar con vértex por 1 minuto

e Centrifugar a 10 000 rpm por 5 minutos y recuperar la fase acuosa

e Repetir las extracciones con fenol-cloroformo hasta que la interfase se vea limpia

e Recuperar la fase acuosa en un tubo limpio

e Precipitar agregando 0.1 volumen de acetato de sodio 3M y 1 volumen de isopropanol

e Mezclar por inversion hasta visualizar una malla de DNA

e Recuperar la malla y transferirla a un tubo con buffer TE 10mM (spooling)

e Repetir la precipitacién y el spooling hasta que el sobrenadante se vea totalmente limpio

e Extraer el liquido dejando sélo la malla y dejar secar por 5 minutos a 50°C

e Resuspender en 400 uL de TE 10mM e incubar a 55°C hasta que se resuspenda completamente

e Agregar 5uL de RNAsa (10 mg/ mL) e incubar a 37°C por 1 hora

e Extraer con fenol-cloroformo hasta que la interfase se vea limpia

e Precipitar con acetato de sodio 3M e isopropanol

e Recuperary secar la malla por 5 minutos a 50°C

e lavar con 0.5 mL de etanol 70% frio y secar la malla

e Resuspender en 200 pL de TE 10mM
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5. PCR (Sambrook & Russell, 2001)

e Para 50 pL de reaccion:

Buffer 10X -Mg 5.0 L
MgCl, 50mM 1.5 puL
dNTP 10mM 1.0 uL

Mezcla de oligonucleétidos 10mM (cada uno) 1.0 uL

DMSO 50% 10 pL
Taqg DNA polimerasa 0.5 uL
DNA (templado) 10 ng/ uL >1.0 uL

Aforar a 50 pL con agua destilada estéril

e Incubar el tubo en un termociclador a 95°C por 4 minutos

e Realizar 30 ciclos como el siguiente:
Desnaturalizacion 95°C por 1 minuto

Alineamiento  55°C por 1 minuto (la temperatura y el tiempo pueden variar dependiendo de

los oligos utilizados y el tamafio del producto a amplificar)
Polimerizacion 72°C por 2 minutos

e En el dltimo ciclo mantener la temperatura de polimerizacién por 10 minutos

e  Analizar los productos amplificados a través de un gel de electroforesis
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6. Purificacidn de fragmentos de DNA de geles de agarosa de bajo punto de fusion (LMP) (Sambrook &

Russell, 2001)

Correr un gel de agarosa LMP al 0.6% y tefiir con bromuro de etidio (1 pg/ uL)

Cortar la banda deseada iluminando con luz UV de onda larga

Transferir la banda a un tubo de polipropileno y fundirla a 65-70°C por 10 minutos

Agregar 0.1 vol. de NaCl 5M, mezclar e incubar a 65-70°C por 5 minutos

Saturar fenol de la siguiente manera: Anadir 400 plL de agua estéril, 100 pL de NaCl 5M y 500 plL
de fenol en un tubo limpio. Mezclar y centrifugar a 13,500 rpm por 1 minuto. Retirar la fase
acuosay e incubar el fenol saturado a 37°C

Transferir la agarosa fundida a 37°C e incubarla por 2 minutos

Agregar al tubo con la agarosa 2/3 vol. de fenol saturado con NaCl e inmediatamente agitar con
vortex

Centrifugar a 13 500 rpm por 5 minutos y pasar la fase acuosa a un tubo limpio

Afadir al tubo con la agarosa 90 pL de TE 10mM y 10 puL de NaCl 5M. Mezclar con vortex y
centrifugar a 13,500 rpm por 2 minutos. Recuperar la fase acuosa y mezclar con la anterior
Agregar a la fase acuosa 1 volumen de fenol-cloroformo y mezclar con vortex

Centrifugar a 13,500 rpm por 2 minutos y transferir la fase acuosa a un tubo limpio

Agregar 1 volumen de cloroformo, mezclar con vortex y centrifugar a 13,500 rpm por 2 minutos
Recuperar fase acuosa en un tubo limpio y agregar 1 pL de glucégeno (20 pg/ uL) y 1 volumen de
isopropanol

Mantener a -20°C por al menos 2 horas

Centrifugar a 13,500 rpm por 10 minutos y sacar todo el alcohol hasta dejar seca la pastilla

Resuspender en un volumen adecuado de TE 10mM
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7. Transformacion de Escherichia coli por electroporacién

Crecer un precultivo de E. coli en medio SOB a 37°C por 12 horas

Inocular 20 mL de medio SOB con el precultivo hasta una DO de 0.1 a 600 nm

Incubar a 37°C hasta alcanzar una DO de 0.6 a 600 nm

Centrifugar a 5 500 rpm por 5 minutos

Lavar 3 veces con glicerol 10% frio

Resuspender el paquete celular en 200 pL de glicerol 10%

Colocar 60 pL de células en un tubo de polipropileno, afiadir 1 uL de DNA plasmidico y mezclar
con micropipeta

Transferir la mezcla a una celda de electroporacion mantenida en hielo

Dar un pulso de 1.6 kV en el electroporador

Agregar 1 mL de medio YT2X, mezclar con micropipeta y transferir a un tubo de ensaye

Incubar a 37°C por una hora

Transferir a un tubo de polipropileno y centrifugar a 6 000 rpm por 10 minutos

Resuspender el paquete celular en 300 pL de medio YT2X

Hacer diluciones e inocular 100 pL de cada una en cajas con medio LB con el antibiético
requerido

Incubar a 37°C por 12 horas
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8. Preparaciones de plasmidos (Sambrook & Russell, 2001)

Centrifugar 1 mL de cultivo a 13,500 rpm por 2 minutos y resuspender la pastilla en 100 uL de TE
25mM

Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos

Agregar 200 pL de una solucion fresca de NaOH 0.2N/ SDS 1% y mezclar por inversidn vigorosa
hasta que se vea transparente, homogéneo y viscoso

Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos

Agregar 150 plL de acetato de potasio 3M (pH 4.8) y mezclar por inversién hasta que pierda la
viscosidad y se vea un precipitado blanco

Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos

Centrifugar a 5 000 rpm por 5 minutos y recuperar el sobrenadante

Agregar 400 pL de fenol-cloroformo (1:1) y mezclar con vértex por 30 segundos

Centrifugar a 13,500 rpm por 2 minutos y recuperar la fase acuosa en un tubo limpio

Agregar 1 mL de etanol 100% frio y dejar precipitando a temperatura ambiente por 5 minutos
Centrifugar a 3500 rpm por 10 minutos, retirar el sobrenadante y resuspender la pastilla seca en
50 puL de TE 10mM

Agregar 150 pL de acetato de sodio 4M (pH 6), mezclar y mantener a -20°C por una hora
Centrifugar a 13,500 rpm por 10 minutos y pasar el sobrenadante a un tubo limpio

Agregar 1 volumen de isopropanol y precipitar en hielo por 10 minutos

Centrifugar a 13,500 rpm por 10 minutos y eliminar todo el sobrenadante

Resuspender en un volumen adecuado de TE 10mM

Agregar RNAsa e incubar a 37°C por 2 horas

Extraer con 1 volumen de fenol-cloroformo

Precipitar con 0.1 volumen de acetato de sodio 3M y 1 volumen de isopropanol por 10 minutos
Centrifugar a 5 000 rpm por 5 minutos y retirar el sobrenadante

Resuspender en un volumen pequeiio de TE 10mM
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9. Transformacion de Pseudomonas aeruginosa por electroporacion

e Crecer un precultivo de P. aeruginosa en medio SOB a 37°C por 12 horas

e Centrifugar 1.5 mL en un tubo de polipropileno a 5 500 rpm por 5 minutos

e Descartar el sobrenadante y lavar 2 veces con 1 mL de sacarosa 10%

e Resuspender la pastilla de células en 50 plL y pasarlas a un tubo limpio

e Agregar 2 uL de DNA plasmidico y mezclar con micropipeta

e Transferir la mezcla a una celda de electroporacidn mantenida en hielo

e Darun pulso en el electroporador de 1.6 kV

e Agregar 1 mL de medio YT2X y mezclar con micropipeta

e Pasar la mezcla a un tubo de ensaye e incubar a 37°C por 2 horas

e Centrifugar a 6 000 rpm por 10 minutos y resuspender en 300 pL de medio YT2X

e Hacer diluciones e inocular 100 uL de cada una en cajas con medio LB suplementadas con el
antibidtico requerido

e Incubar a37°C por 12 horas
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10. Reacciones de ligacion

e Cuantificar la concentracién de vector e inserto digeridos y calcular el peso molar de cada uno
de ellos

e Calcular los volimenes de vector e inserto necesarios para obtener una relacién 1:5 de peso
molar

e Adicionar:

Buffer ligasa 5X 3uL

Vector digerido Volumen calculado
Inserto digerido Volumen calculado

Ligasa HC5 U/ pL 1puL

Agua estéril Aforar hasta 15 plL

Dejar incubando la reaccidn a temperatura ambiente durante 12 horas
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