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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa considerada como un patégeno
oportunista ya que afecta a personas con un sistema inmune comprometido causando graves
infecciones en el sistema respiratorio y en tejidos suaves asociadas a ambientes
intrahospitalarios. Esta bacteria posee un amplio arsenal de factores de virulencia (biopeliculas,
piocianina, sideroforos, enzimas proteoliticas, lipopolisacaridos, etc) que son importantes para el
desarrollo de la infeccidn en el huésped. La biosintesis de los factores de virulencia bacterianos
esta regulada por un mecanismo de comunicacién célula-célula denominado quorum sensing
(@S), en el cual varias moléculas incluyendo ciclodipéptidos (CDPs), pueden modular o ser
modulados por este sistema y asi regular la expresion de los factores de virulencia. Por lo que el
objetivo de este trabajo fue investigar la participacion de genes que codifican para enzimas
péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) cuyos productos como CDPs y otros metabolitos
pueden modular el QS de esta bacteria y asi su patogenicidad. En este trabajo se estudiaron los
ORFs PA3327 y PA2305, también denominado ambB, ya que de ambos se desconoce su
participacion en la sintesis de CDPs, asi mismo también se determiné su papel en la virulencia
de la bacteria P. aeruginosa. Se obtuvieron mutantes de esta bacteria en el ORF PA3327 y en el
ORF PA2305 por interrupcion génica mediante la insercion de un casete de resistencia a
gentamicina, se determind su produccion de factor de virulencia, produccion de CDPs y se evalud
su patogenicidad en un modelo in vivo de Caenorhabditis elegans.

La cuantificacion de la biosintesis de los factores de virulencia mostré que la produccion de
proteasas generales y pioquelina en ambas mutantes no mostraron diferencias significativas en
comparacion con la cepa de referencia PAO1 y solo se aumento la produccion de la elastasa en
la mutante PA3327::Gm. La produccion del sideroforo pioverdina disminuyé en ambas cepas
mutantes y la produccion del pigmento piocianina aumento en la mutante ambB::Gm. Finalmente,
ambas cepas mutantes en NRPS aumentaron la biosintesis de biopeliculas, ramnolipidos y
lipopolisacaridos. Se lograron identificar en los sobrenadantes de ambas mutantes a los CDPs
ciclo(L-Pro-L-lle), ciclo(L-Pro-L-Tyr), ciclo(L-Pro-L-Val) y ciclo(L-Pro-L-Phe), de los cuales solo
en la mutante ambB::Gm se observé un aumento significativo en el ciclo(L-Pro-L-lle) en
comparacion con la cepa P. aeruginosa PAO1. Los ensayos en el modelo C. elegans con cultivos
muestran que la mutacion ambB::Gm en la cepa de P. aeruginosa PAO1 aumentd la
patogenicidad, lo que corresponde con el incremento de los factores de virulencia asociados a la
bacteria y la toxina piocianina; sin embargo, la mutante PA3327::Gm mostré una patogenicidad
similar a la cepa silvestre PAO1. Los resultados obtenidos indican que las NRPS en P.
aeruginosa PAO1 estan implicados en la produccion de factores de virulencia, los cuales influyen

en la patogenicidad de la bacteria.

Palabras clave: Pseudomonas, virulencia, biopeliculas, NRPS, patogénesis.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative bacterium considered an opportunistic pathogen,
as it affects individuals with compromised immune systems, causing severe respiratory and soft
tissue infections associated with hospital environments. This bacterium possesses a wide array
of virulence factors (biofilms, pyocyanin, siderophores, proteolytic enzymes, lipopolysaccharides,
etc.) that are crucial for the development of infections in the host. The biosynthesis of bacterial
virulence factors is regulated by a cell-to-cell communication mechanism called quorum sensing
(@S), in which various molecules, including cyclic dipeptides (CDPs), can modulate or be
modulated by this system, thereby regulating the expression of virulence factors. Therefore, the
objective of this study was to investigate the involvement of genes encoding non-ribosomal
peptide synthetases (NRPS), whose products like CDPs and other metabolites can modulate the
QS of this bacterium and thus its pathogenicity. In this study, the ORFs PA3327 and PA2305,
also known as ambB, were investigated, as their role in CDP synthesis was unknown, and their
role in the virulence of P. aeruginosa was also determined. Mutants of this bacterium were
obtained for ORF PA3327 and ORF PA2305 by gene disruption through the insertion of a
gentamicin resistance cassette, and their production of virulence factors, CDP production, and
pathogenicity were evaluated in a Caenorhabditis elegans in vivo model.

Quantification of virulence factor biosynthesis showed that the production of general proteases
and pyocyanin in both mutants did not show significant differences compared to the reference
strain PAO1, and only elastase production increased in the PA3327::Gm mutant. Production of
the siderophore pyoverdine decreased in both mutant strains, and production of the pigment
pyocyanin increased in the ambB::Gm mutant. Finally, both NRPS mutants increased the
biosynthesis of biofilms, rhamnolipids, and lipopolysaccharides. CDPs cyclic(L-Pro-L-lle),
cyclic(L-Pro-L-Tyr), cyclic(L-Pro-L-Val), and cyclic(L-Pro-L-Phe) were identified in the
supernatants of both mutants, with only the ambB::Gm mutant showing a significant increase in
cyclic(L-Pro-L-lle) compared to the P. aeruginosa PAO1 strain. Assays in the C. elegans model
with bacterial cultures showed that the ambB::Gm mutation in the P. aeruginosa PAO1 strain
increased pathogenicity, corresponding to the increase in virulence factors associated with the
bacterium and the toxin pyocyanin; however, the PA3327::Gm mutant showed similar
pathogenicity to the wild-type PAO1 strain. The results obtained indicate that NRPS in P.
aeruginosa PAO1 are involved in the production of virulence factors, which influence the bacterial

pathogenicity.

Key words: Pseudomonas, virulence, biofilm, NRPS, pathogenesis.



1. INTRODUCCION
1.1. Pseudomonas aeruginosa

En 1882 el farmacéutico francés Carle Gessard describié por vez primera a la bacteria
P. aeruginosa en un estudio titulado "Sobre la coloracion azul y verde de los vendajes". El nombre
Pseudomonas se deriva de dos palabras provenientes del griego Pseudo que significa ‘falso’,
monas que significa ‘unidad Unica’ y aeruginosa proveniente del latin aeriigd que significa ‘cobre
oxidado’. Microorganismo perteneciente al Reino Monera, filo Proteobacteria, subdivision clase
gamma, orden Pseudomonadaceae, género Pseudomonas, especie aeruginosa (Diggle &
Whiteley, 2020).
Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa heterotrofica, movil y en forma de
baston que mide cerca de 1-5 ym de largo y de 0.5-0.1 de ancho, la temperatura ideal para su
crecimiento es de 37° C, pero puede sobrevivir hasta los 42° C, es capaz de crecer en medio de
crecimiento minimo con sales con una sola fuente de carbono. Esta bacteria se encuentra en
suelo, ambientes marinos, reservorios de agua, tejidos vegetales y animales. El genoma de P.
aeruginosa fue secuenciado completamente en el afio 2000 revelando informacion sobre la
relacion entre la complejidad genética, la versatilidad metabdlica y la diversidad ecoldgica de la
bacteria, el tamafo de su genoma es de 6.3 millones de pares de bases, con 5570 marcos de
lectura abiertos predichos, ademas contiene un gran numero de genes reguladores asi como
genes involucrados en el catabolismo, transporte y eflujo de compuestos organicos asi como
sistemas de quimiotaxis, esto refleja una adaptacion evolutiva que le confiere la capacidad de

colonizar diversos nichos y resistir a diferentes sustancias antimicrobianas (Stover et al., 2000).

1.1.2. Importancia clinica de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es capaz de causar infecciones en plantas y humanos, es
considerada como patdogeno oportunista ya que infecta personas con un sistema inmune
comprometido como aquellas con cancer o SIDA. Esta bacteria es causante de graves
infecciones respiratorias en pacientes con fibrosis quistica, infecciones cutaneas en tejidos
blandos como quemaduras y heridas diabéticas e infecciones de tracto urinario, también es la
principal bacteria causante de enfermedades hospitalarias adquiridas por el uso de equipo
médico como respiradores, catéteres, inhaladores, equipos de dialisis y equipos de anestesia
(Azam & Khan, 2019). Esta bacteria ha evolucionado para encontrar nuevas formas de ser
resistente a diferentes clases de compuestos quimicos y buscar estrategias para intercambiar
materiales genéticos, permitiendo que otras bacterias también se vuelvan resistentes a los
medicamentos (Ghodhbane et al., 2015). La adquisicion de resistencia a los farmacos en P.
aeruginosa se debe a una serie de mecanismos que incluyen mutaciones en el cromosoma o la
adquisicion de ADN genético foraneo mediante transduccion, conjugacién o transformacion que
conduce a la recombinacién en el cromosoma. Estos eventos junto con la resistencia intrinseca
de la bacteria conduce a la expresion de diferentes mecanismos de resistencia tales como:

impermeabilidad de la membrana externa y reduccion de la captacion, bombas de eflujo de
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farmaco para la reduccioén de la concentracion de farmaco intracelular e inactivacion del farmaco
a través de enzimas inactivadoras como B-lactamasas y amino-acetil-transferasas y proteinasas
(El Zowalaty et al., 2015). P. aeruginosa se encuentra entre las 10 bacterias mas peligrosas en
hospitales alrededor el mundo ya que es capaz de causar infecciones en una amplia gama de
tipos de tejidos (especialmente en huéspedes inmunodeprimidos) principalmente en los tejidos
blandos, donde las infecciones resultantes pueden volverse agudas o crénicas (Crousilles et al.,
2015).

1.2. Factores de virulencia

Un factor de virulencia se ha definido basandose en la capacidad que tiene un microbio
para causar una enfermedad por la expresion de ciertas caracteristicas microbianas particulares.
Dichas caracteristicas o también llamadas factores de virulencia se han definido como
componentes que cuando son eliminados se reduce la virulencia, pero no la viabilidad del
microorganismo. Los factores de virulencia pueden tener una amplia variedad de roles
incluyendo: facilitar la unién o invasion en el huésped, evadir componentes del sistema inmune
y evadir la deteccion del microorganismo por el sistema inmune del huésped (Casadevall &
Pirofski, 2001).
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Figura 1. Diferentes factores de virulencia producidos por Pseudomonas aeruginosa. Modificado
de (Gellatly & Hancock, 2013).
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Las infecciones causadas por P. aeruginosa son invasivas, toxigénicas y se caracterizan por la
produccion de compuestos extracelulares que contribuyen al desarrollo y establecimiento de las
infecciones. P. aeruginosa secreta varios factores de virulencia que manipulan las células del
hospedero, ademas de que componentes celulares de esta bacteria también actuan como

factores de virulencia (El Zowalaty et al., 2015).

1.2.1. Biopeliculas

La formacion de biopeliculas es un arma importante para P. aeruginosa para colonizar
los tejidos pulmonares y una amplia variedad de superficies como materiales médicos. La
mayoria de las bacterias tienen la habilidad de unirse a diferentes superficies y formar
biopeliculas. Una biopelicula es un agregado de bacterias aglomerado en una matriz extracelular
con compuestos poliméricos (ADN extracelular, polisacaridos, proteinas y lipidos) es utilizado
por las bacterias como estrategia de supervivencia en caso de que las condiciones como
temperatura y disponibilidad de nutrientes sea variable e inestable, asi mismo es una estrategia
para evadir el sistema inmune y las terapias con antibiéticos (Thi et al., 2020).

La matriz que conforma las biopeliculas es responsable del 90% de la masa total de esta
estructura y actia como base para la adhesion de los componentes bidticos y abidticos, también
provee nutrientes, enzimas y proteinas para las células de la biopelicula, ademas de que facilitan
la comunicaciéon célula-célula (Ryder etal., 2007). Los principales exopolisacaridos que
conforman las biopeliculas y le confieren soporte son: Psl, Pel y alginato. El Psl es un
pentasacarido compuesto de residuos de D-glucosa, D-manosa y L-ramnosa, es necesario para
la adhesion de las células a la superficie y la adhesién célula-célula en las primeras etapas de
formacioén de las biopeliculas. El Psl resulta beneficioso para las comunidad de la biopelicula
pero no para las células libres, en una biopelicula madura el Psl se localiza a las afueras de la
estructura confiriendo estabilidad estructural (Ma et al., 2009). El Psl también actia como: una
molécula sefal que promueve la produccion de c-di-GMP (monofosfato de guanosina dimérico
bis-(3'-5")-ciclico) que resulta en una biopelicula mas grueso y robusta; protege a las células de
agentes antimicrobianos, fagocitosis y facilita las infecciones persistentes (Thi et al., 2020).

El Pel es un polimero de polisacarido catiénico de N-acetil-D-glucosamina y N-acetil-D-
galactosamina parcialmente desacetilados, esta involucrado en la iniciacion de la union a la
superficie y el mantenimiento de la integridad de la biopelicula, es responsable de la formacién
de la biopelicula formada en medios liquidos estaticos, también confiere tolerancia a antibiéticos
aminoglucésidos y repele al antibiético colistina (Colvin et al., 2013).

El alginato es un polimero acetilado cargado negativamente que consta de residuos de acido
manuronico y acido galacturénico, las proporciones en la composiciéon influencian la
viscoelasticidad de la biopelicula. El alginato esta involucrado en la maduracién de la biopelicula,
disminuye la difusion de antibioticos a través de la biopelicula y confiere proteccion de fagocitosis
y opsonizacion (Gloag et al., 2018).

El desarrollo de las biopeliculas se divide en cinco fases: en la primera fase las bacterias se

adhieren dependientemente del material a las superficies mediante un pili o flagelo, en la
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segunda fase se producen las sustancias poliméricas extracelulares (proteinas, lipidos,
polisacaridos) y la adhesion celular se vuelve irreversible, en la tercer fase comienza la division
celular y se comienzan a formar micro-colonias, en la cuarta fase la biopelicula madura y las
micro-colonias forman estructuras con forma de hongo, la comunicacién célula-célula induce la
produccion de factores de virulencia. En la quinta etapa se forma una cavidad al centro de la
estructura tipo hongo que rompe la estructura de la biopelicula para la dispersion de las células

libres y de vuelta a la primera fase, para la colonizacién de otro espacio (Thi et al., 2020).
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Figura 2. Etapas de la formacion de biopeliculas microbianas. Modificado de (Thi et al., 2020).

1.2.2. Flagelo y pili

Pseudomonas aeruginosa posee un unico flagelo polar util para la motilidad, adhesién y
quimiotaxis (Garcia et al., 2018). El flagelo participa en la adhesion a células epiteliales del
hdesped ya que este media la adhesion a la musina, una proteina glicosilada que es encontrada
comunmente en el esputo pulmonar de pacientes con fibrosis quistica, consta de un filamento
con un arreglo helicoidal conformado por subunidades de flagelina (Haiko & Westerlund-
Wikstrom, 2013).

Los pili tipo IV son estructuras necesarias para el inicio de la infeccién ya que median la motilidad
tipo twitching y la colonizacion de diferentes superficies, son apéndices filamentosos retractiles
localizados polarmente, estdn compuestos por moléculas de proteinas monoméricas,
principalmente por pilina. El pili tipo IV tiene la caracteristica de poder adherirse a diferentes
superficies desde vidrio y acero inoxidable hasta células de mamiferos y promover la formacion

de micro-colonias y factores de virulencia (Burrows, 2012).
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1.2.3. Lipopolisacaridos

La membrana externa de las bacterias gramnegativas se compone de una bicapa de
fosfolipidos en la parte periplasmatica y lipopolisacaridos (LPS) en la cara extracelular de esta
membrana, por lo cual los LPS tienen un rol importante en la interaccion de la bacteria con el
ambiente en el que se encuentra, jugando un papel importante en la permeabilidad de su

membrana, adhesion a superficies y formacion de biopeliculas (Huszczynski et al., 2019).

Los lipopolisacaridos se conforman de tres dominios:

El primer dominio es el lipido A es un disacarido de glucosamina acilada que se fosforila en las
posiciones 1y 4’ que ancla los otros dos dominios de los lipopolisacaridos (LPS) a la membrana
externa, las cadenas de acilo del lipido A se unen al receptor MD2 de las células del huésped
activando las vias de sefializacion tipo toll (TLR 4) y los fostatos que componen el lipido A
interactian con las quinolonas del sistema Pqs del Quorum sensing (QS) cuando estas son
exportadas a la membrana externa induciendo la formacion de vesiculas membranales externas
como mecanismo contra antibiéticos (Florez et al., 2017).

El segundo dominio conocido como el dominio central consta de una region interna y otra externa
que contienen heptosas y hexosas respectivamente, esta regién provee estabilidad estructural a
la membrana y disminuye la susceptibilidad a antibidticos hidrofobicos y detergentes
(Huszczynski et al., 2019)

El tercer dominio, Antigeno-O 6 O-Polisacarido (OPS) es una cadena larga altamente variable
compuesta por polisacaridos repetitivos lineales o ramificados, ya que el OPS se encuentra
expuesto esta involucrado en interacciones huésped-patdgeno como la inhibicién de la

fagocitosis (Huszczynski et al., 2019).

1.2.4. Sistemas de secrecion de proteinas

Los factores de virulencia secretados por la bacteria son importantes componentes que
facilitan evadir la respuesta inmunitaria del huésped ocurrida durante la infeccion (Sharma et al.,
2017). En P. aeruginosa se han identificado 6 sistemas (T1SS a T6SS) de secrecidon que
exportan varias toxinas y enzimas hidroliticas, estos sistemas se clasifican en dos tipos
dependiendo de la ruta de las proteinas que transportan. El sistema de secrecién de un paso
secreta proteinas desde el citosol de la bacteria al exterior y comprende los sistemas T1SS,
T3SS, T4SS y T6SS. El sistema de secrecion de dos pasos requiere que la proteina permanezca
en el periplasma para después ser liberadas al exterior y comprende a los T2SS y T5SS (Qin
et al., 2022).

El T1SS secreta mayoritariamente proteinas como lipasas y proteasas, las proteinas contienen
en su extremo C-terminal una sefal para ser secretadas directamente al exterior de la bacteria,
reconocido por un transportador ABC (una proteina transportadora, proteina de fusion de
membrana y un factor de membrana externa). Este sistema secreta también la proteasa alcalina
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AprAy al efector TesG que suprime a los neutrofilos durante las infecciones cronicas (Zhao et al.,
2019).

El T2SS es responsable de secretar proteinas grandes y plegadas desde el periplasma, es el
sistema de secrecion mas versatil de P. aeruginosa, participa en la secrecion de guanilato-
ciclasa ExoA, proteasas LasA y LasB (Bleves et al., 2010).

El sistema T3SS tiene una estructura que asemeja una jeringa, se considera como el mas
importante ya que este exporta una amplia variedad de proteinas de virulencia llamadas
efectores (ExoS, ExoT, ExoY y ExoU) desde el citoplasma bacteriano inyectandolos en la célula
eucariota y causando muerte celular (Pena et al., 2019).

El T4SS puede transferir complejos proteicos y nucleoproteicos a través de las membranas, por
lo que se relaciona con la resistencia a antibidticos y la transferencia horizontal de genes (Juhas
et al., 2008).

Las proteinas del T5SS se denominan auto-transportadoras, una vez que las proteinas cruzaron
la membrana interna, son transportadas a través de la membrana externa por un translocador
barril B, secreta una variedad de proteinas entre las que se encuentran EstA, que tiene actividad
esterasa y es involucrada en la produccidon de ramnolipidos y formacion de biopeliculas.
(Meuskens et al., 2019).

Finalmente el T6SS transfiere sustratos que son efectores téxicos para las células del huésped
y emplea un mecanismo de perforacion similar al de las colas contractiles de los fagos, la
secrecion de la proteina Hcp1 se encuentra en el esputo de pacientes con fibrosis quistica
(Bleves et al., 2010).

1.2.5. Proteinas efectoras

En P. aeruginosa se han detectado 4 proteinas citotéxicas que son inyectadas mediante
el T3SS (ExoU, ExoT, ExoS, and ExoY). ExoU es el efector con estructura mas grande, posee
687 aminoacidos y se le atribuye la mayor actividad citotdxica y le confiere un fenotipo con mayor
letalidad a las cepas, esta proteina posee una actividad de fosfolipasa que causa necrosis en las
células del huésped, tiene una amplia gama de sustratos incluyendo fosfolipidos, lisofosfolipidos
y lipidos neutros (Horna & Ruiz, 2021).

ExoT se compone de 457 aminoacidos es una exotoxina con dos funciones, la primera es GAP
(proteina activadora de GTPasa) y ADPRT (adenosina difosfato-ribosil-transferasa) que en
conjunto impiden la fagocitosis y rompen las barreras epiteliales ya que el dominio GAP inactiva
tres pequenas GTPasas (Rac, Rho y Cdc42) alterando la conformacion del citoesqueleto de las
células del huésped (Hauser, 2009). ExoS es conformado por 453 aminoacidos, también
presenta dos actividades toxicas GAP y ADPRT, causando muerte celular, la alteracién de la
actina del citoesqueleto e inhibiendo la sintesis de ADN (Hauser, 2009). El efector ExoY se
compone de 378 aminoacidos y es una nucleotidil-ciclasa que eleva los niveles intracelulares de
varios nucleétidos ciclicos al ser inyectado en las células del huésped, activando diferentes
proteinas cinasas, causando el aumento de la permeabilidad epitelial causando la perdida de la

funcion de los 6rganos del sistema respiratorio (Wagener et al., 2020).
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1.2.6. Enzimas proteoliticas

Pseudomonas aeruginosa es capaz de liberar diferentes tipos de enzimas proteoliticas
extracelularmente, mediante sistemas de secrecidon como el T2SS, las principales son las
elastasas Las A, Las B y la proteasa alcalina AprA que degradan tejidos y componentes del
sistema inmune del huésped, promoviendo la colonizaciéon (X.-H. Li & Lee, 2019). Se ha
demostrado que la mayoria de las cepas de aislados clinicos y ambientales tienen actividad
proteolitica, ademas aproximadamente el 3% del genoma de P. aeruginosa contiene marcos de
lectura abiertos que codifican para proteasas (Stover et al., 2000).

La elastasa LasB o pseudolisina es una metaloproteasa dependiente de zinc, codificada por el
gen lasB que contiene un péptido sefal para la exportacion de esta a través de la membrana
interna al periplasma y su posterior excrecion por el T2SS después de su plegamiento. El
principal sustrato de esta enzima es la elastina pero también es capaz de escindir otras proteinas
de la matriz extracelular como el colageno tipo 1l y IV, ademas de atacar las uniones estrechas
y provocar la interrupcion epitelial (Gellatly & Hancock, 2013).

La eslastasa LasA, una metaloproteasa también denominada estafilolisina ya que es capaz de
escindir los enlaces de pentaglicina en el peptidoglicano de Staphylococcus aureus, al igual que
LasB esta proteasa se expresa en su forma inmadura con tres dominios y es procesada dos
veces durante su secrecion para liberar su forma madura al medio. LasA posee una menor
actividad sobre la elastina, pero aumenta la actividad de otras elastasas (Galdino et al., 2017).
La proteasa alcalina, conocida como aeruginolisina es una metaloproteasa dependente de zinc
y es secretada por el T1SS, los principales sustratos de esta proteasa incluyen la laminina y
fibronectina que son componentes importantes del endotelio del huésped por lo que desempeifia
una funcion importante en la invasion de tejidos (Gellatly & Hancock, 2013), ademas se ha
demostrado que AprA es importante para la evasion del sistema inmune ya que degrada

componentes proteicos que conforman el complemento (Laarman et al., 2012).

1.2.7. Ramnolipidos

Se ha demostrado que P. aeruginosa produce biosurfactantes denominados
ramnolipidos, los cuales son moléculas anfipaticas compuestas por una porcion hidréfoba que
consiste en un acido graso y una porcion hidréfila compuesta de mono- o di-(L)-ramnosa, unidos

a través de un enlace O-glucosidico (Soberén-Chavez et al., 2005).
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Figura 3. Estructura quimica de los ramnolipidos producidos por Pseudomonas aeruginosa
PAO1. Modificado de (Soberén-Chavez et al., 2005).

La regulacién transcripcional de la biosintesis de ramnolipidos en P. aeruginosa se encuentra
bajo el control del sistema de quorum-sensing, al activarse el sistema RhIR que a su vez activa
el operon de genes rhlIABC, la proteina RhIA participa en la sintesis de los precursores de
ramnolipidos, un grupo de moléculas denominadas HAA (acidos 3-(3-hidroxialcanoiloxi)
alcanoicos) que conforman el residuo lipidico conformado de un dimero de acidos grasos,
después la ramnosil-transferasa RhIB emplea dTDP-L-ramnosa y un HAA como precursores,
para producir mono-ramnolipidos, estas moléculas a su vez seran los sustratos junto con dTDP-
L-ramnosa, de la proteina RhIC para producir di-ramnolipidos (Soberdn-Chavez et al., 2021). La
sintesis de la fraccion de acidos grasos en los ramnolipidos, procede de la ruta biosintética
general de los acidos grasos de P. aeruginosa, la enzima RhIG captura a los precursores de esta
ruta para sintetizar ramnolipidos y posteriormente ser modificados por RhIA (Campos-Garcia
et al., 1998).

Se ha demostrado que los ramnolipidos tienen varios papeles en la virulencia de P. aeruginosa;
ya que la estructura quimica de estas moléculas las convierte en surfactantes naturales por lo
que tienen la actividad de solubilizar los fosfolipidos de los surfactantes pulmonares, haciéndolos
mas accesibles para las enzimas proteoliticas secretadas por la bacteria (Qin et al., 2022).
Ademas se ha demostrado que la motilidad en enjambre requiere de la presencia de ramnolipidos
y sus precursores HAA ya que estos disminuyen la tension superficial (S. Wang et al., 2014). Los
ramnolipidos también juegan un papel importante en la formacion de biopeliculas y la estabilidad
de esta estructura lo cual depende de la produccién en cantidad y en las etapas adecuadas, ya
que elevadas cantidades de ramnolipidos pueden alterar la adhesion célula-célula y a las
superficies en las etapas primarias de formacién de biopeliculas, asi mismo en etapas tardias
una alta cantidad de ramnolipidos promueve la dispersion de las bacterias para continuar
colonizando superficies (Nickzad & Déziel, 2014). A estas moléculas se les asocia también con
la invasion de tejidos del huésped, ya que son necesarios para la infiltracion al epitelio de las
vias respiratoria y consecuente invasion bacteriana, asi los ramnolipidos disminuyen la
resistencia trans-epitelial, insertdndose en las membranas celulares y alterando las propiedades

de las uniones estrechas (Zulianello et al., 2006).
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1.2.8. Siderdforos

Las bacterias requieren del hierro para su supervivencia, crecimiento y virulencia ya que
este elemento esta involucrado en diversos procesos metabdlicos esenciales como cofactores
de enzimas y proteinas redox. El hierro suele estar insuficientemente biodisponible ya que es un
factor de competencia entre especies bacterianas, es poco soluble en condiciones acuosas y se
encuentra unido a proteinas transportadoras de hierro del huésped como la transferrina y
lactoferrina (Begg, 2019). Los microorganismos han desarrollado estrategias para absorber el
hierro de su ambiente o huésped, una de estas estrategias es la produccion de sideréforos. Los
sideréforos son moléculas de bajo peso molecular (500-1500 Da) que poseen una alta afinidad
por el hierro (Fe**), una de las principales estrategias que posee P. aeruginosa para la captacién
de hierro férrico (Fe3*) es la produccion de los sideroforos pioverdina y pioquelina (Hider & Kong,
2010). Otras estrategias empleadas por P. aeruginosa es la captacion de xeno-sideroforos, que
son sideroforos producidos por otras bacterias o microorganismos, la captacion del grupo hemo
de las hemoproteinas del huésped y mediante sistemas de reduccion extracelular de Fe3* a Fe?*
mediante el sistema FeO. P. aeruginosa tiene la habilidad de la estrategia de absorcion de hierro
para cubrir con sus necesidades del metal sin gastar demasiada energia y dependiendo del tipo
de infeccion que se establezca (Cornelis & Dingemans, 2013). Al establecer una infeccién aguda,
el sistema de captacion de hierro preferible por la bacteria es el sideréforo pioverdina que actua
al mismo tiempo como molécula sefal para producir factores de virulencia y en una infeccién
cronica depende de estrategias como la captacion del grupo hemo de las hemoproteinas (Hunter
et al., 2013).

1.2.8.1. Pioverdina

Este sideréforo producido por las especies de Pseudomonas fluorescentes es un
compuesto mixto de una cadena peptidica de 6 a 12 aminoacidos, con una secuencia especifica,
y ligado a un croméforo que cumple con la funcion catecolato uniendo al Fe®*, las cepas de P.
aeruginosa producen tres diferentes tipos de pioverdinas dependiendo de las diferencias en la
cadena peptidica (PVDI, PVDIl y PVDIII), P. aeruginosa PAO1 produce la PVDI (Cornelis &
Dingemans, 2013).

La PVDI es sintetizada por enzimas péptido sintetasas no ribosomales (PvdL, Pvdl, PvdJ y PvdD)
en el citoplasma (Visca et al., 2007) , este péptido madura en el periplasma y finalmente es
secretado al medio extracelular por la bomba de eflujo dependiente de ATP PvdRT-OpmQ, en el
espacio extracelular al quelar el hierro se forma el complejo PVDI-Fe®* y este es reconocido por
la membrana externa bacteriana y transportado al periplasma mediante los transportadores
FpvAl y FpvB, posteriormente la liberacién del hierro ocurre al ser reducido por la reductasa

FpvG2 en la membrana interna (Bonneau et al., 2020).
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La pioverdina tiene una alta afinidad por el hierro secuestrando facilmente este metal de
la transferrina del huésped, ademas de actuar como sideréforo funciona como molécula sefial ya
que desencadena la produccion de factores de virulencia como proteasas y la exotoxina A, la
pioverdina es también necesaria para el establecimiento de infecciones agudas y el

establecimiento de biopeliculas en estado maduro (Cornelis & Dingemans, 2013).
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Figura 4. (A) Estructura de PVDI producida por P. aeruginosa PAO1 (B) Secuencia de las
cadenas peptidicas de PVDI, Il y lll. Modificado de (Cornelis & Dingemans, 2013).

1.2.8.2. Pioquelina

Este sider6foro posee una menor afinidad al hierro que la pioverdina, P. aeruginosa
produce principalmente pioquelina y cuando la concentracion de hierro es muy baja comienza la
produccion de pioverdina. Se trata de un sideréforo que contiene tiazolina su estructura contiene

tres centros quirales, que crean un sitio de union fuerte para el Fe®* (Hider & Kong, 2010).
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Figura 5. Estructura de la pioquelina producida por Pseudomonas aeruginosa. Tomado de
(Ghssein & Ezzeddine, 2022).

La biosintesis de esta molécula es llevada a cabo por enzimas péptido sintetasas no ribosomales
codificadas por dos operones pchDCBA y pchEFGHI que en conjunto con las moléculas
precursoras ensamblaran la pioquelina (PCH) (una molécula de salicilato, dos moléculas de
cisteina y un hidroxiacido) (Ronnebaum & Lamb, 2018).

Una vez que el hierro es quelado en el medio extracelular, el complejo PCH-Fe3* es transportado

al periplasma por el transportador de membrana externa FptA y posteriormente este complejo se
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disociara en el periplasma y los iones libres seran transportados al citoplasma bacteriano por la
proteina PchHI (Braud et al., 2009).

Ademas de la actividad de sideréforo que presenta la pioquelina, se ha observado que puede
causar dafio oxidativo e inflamacion en los tejidos al presentarse en conjunto con la piocianina
(Cornelis & Dingemans, 2013).

1.2.9. Piocianina

La piocianina (PCN) es un compuesto aromatico que contiene nitrégeno, perteneciente
a la familia de las fenacinas friciclicas. Es eléctricamente neutro (zwitterion), contiene un grupo
fenol que le confiere caracteristicas acidas débiles, a pH fisiologico la PCN existe en su estado
neutro con una coloracién azul y su forma protonada en ambientes acidos se caracteriza por un
color rojo (Hall et al., 2016).

O@

Figura 6. Estructura quimica de la piocianina producida por Pseudomonas aeruginosa. Tomado
de (Jayaseelan et al., 2014).

Alrededor del 95% de las cepas aisladas de P. aeruginosa producen este pigmento azul,
responsable de causar una coloracién verde-azul en el pus producido en las infecciones de P.
aeruginosa, ademas esta fenazina es producida en medios con bajos niveles de hierro ya que
participa en la reduccion y liberacion del hierro de la proteina transferrina del huésped
(Jayaseelan et al., 2014).

La PCN es sintetizada a partir del precursor corismato (producto final de la via del shikimato),
este precursor sera sometido a modificaciones hasta llegar al acido fenazina-1-carboxilico (PCA),
dichas modificaciones seran realizadas por dos operones con siete genes cada uno,
phzA1B1C1D1E1F1G1y phzA2B2C2D2E2F2G2, después el PCA sera modificado en dos pasos
por los genes phzM que codifica para una metiltransferasa especifica de fenazina y phzS que
codifica para una monooxigenasa dependiente de flavina (Gongalves & Vasconcelos, 2021)

El estrés oxidativo es el principal efecto téxico causado por la PCN al penetrar facilmente a través
de membranas bioldgicas, debido a que esta molécula provoca un aumento en los niveles de
especies reactivas de oxigeno (ROS) como radicales superéxido (O2) y perédxido de hidrogeno
(H202) en las células, este proceso es mediado por una enzima dismutasa en condiciones
anaerdbicas. Bajo condiciones aerébicas las ROS se forman mediante una reduccion no
enzimatica mediada por NAD(P)H al donarle electrones a la PCN. Las concentraciones

intracelulares de ROS causan dafio oxidativo a los componentes del ciclo celular, directamente

20



al ADN e inhibicion enzimatica, teniendo como principal blanco a las mitocondrias y como
consecuencia causando lisis celular (Hall et al., 2016).

Se han realizado varios estudios sobre los efectos de la PCN en modelos in vivo, resaltando que
esta molécula también posee propiedades pro-inflamatorias e inmuno-moduladoras sobre el
huésped. La PCN altera la expresion y liberacion de citocinas in vivo, inhibiendo la proliferacion

de linfocitos B y como consecuencia se disminuye la respuesta inmune (Lau et al., 2004).

1.3. Quorum sensing

Las bacterias poseen la habilidad de actuar colectivamente en un grupo multicelular,
ejerciendo comportamientos sociales de cooperacion para el beneficio de la poblacién
bacteriana, los comportamientos coordinados suelen ser inutiles al ser llevados a cabo por una
sola bacteria, pero al coordinarse las células en conjunto se genera un beneficio, incluyendo
bioluminiscencia, produccién de metabolitos secundarios y factores de virulencia captacion de
ADN vy formacion de biopeliculas. EI mecanismo empleado que utilizan las bacterias para
interactuar y modular su comportamiento comunitario es denominado quorum sensing (QS)
(Mukherjee & Bassler, 2019).

El QS es definido como un tipo de comunicacion célula-célula dependiente de la densidad
poblacional, la manera en la que se produce esta comunicacion celular es mediante moléculas
denominadas autoinductores (Al) que son producidas por una autoinductor-sintasa, al haber una
baja densidad celular bacteriana estas moléculas se encuentran en una baja concentracion en
el medio, la concentracién de Al va aumentando a medida que aumenta la densidad celular hasta
que se alcanza un umbral de concentracion y las moléculas de Al pueden ser percibidas por una
proteina receptora, causando cambios en la expresion de genes blanco de la poblacién
bacteriana. A menudo, los complejos autoinductor-receptor activan la expresion del gen que
codifica la autoinductor-sintasa. (Waters & Bassler, 2005). Los complejos de autoinductor-
receptor suelen activar la expresion del gen que codifica para la sintasa del autoinductor que
aumenta la concentracion extracelular del Al a medida que las bacterias entran en el modo de
deteccion de quérum. Se plantea que este bucle de autoinducciéon sincroniza los

comportamientos en toda la poblacién bacteriana (Mukherjee & Bassler, 2019).
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Figura 7. Sistema general de quorum sensing bacteriano. (a) Los Al son producidos en baja
concentracién (b) Con una alta densidad celular los Al alcanzan un umbral de concentracion que
desencadena la expresion de multiples genes. Modificado de (Azimi et al., 2020).

En 1980 comenz6 a elucidarse este mecanismo, al descubrir los genes encargados de producir
la luminiscencia (luxICDABE, operon de la luciferasa) en la bacteria marina Vibrio fischeri, asi
mismo también se descubrieron los genes encargados de controlar este fendmeno, luxR y lux/
que en conjunto regulan la transcripcion de los genes lux. El gen lux/ codifica para la autoinductor-
sintasa que es requerida para la produccion del Al N-3-oxohexanoil-l-homoserina lactona (30C6-
HSL), mientras que /uxR codifica para una proteina reguladora de la transcripcion sensible a
30C6-HSL (Engebrecht & Silverman, 1984). Este descubrimiento conllevé a la busqueda de
sistemas homélogos en otras especies bacterianas, encontrando que este sistema de
comunicacion estaba presente en bacterias Gram-negativas como en Gram-positivas y que
existian sistemas de tipo luxI-luxR que controlaban la expresion de genes para conjugacion,
sintesis de antibidticos, produccion de metabolitos y exoenzimas en diversas especies de
bacterias, con semejanzas como moléculas de acil-homoserina lactonas (AHL) empleadas como

Al en algunos casos (Campbell et al., 2009).

Las bacterias Gram-negativas emplean moléculas pequefias como las AHL a modo de Al y dos
tipos de proteinas receptoras para su deteccion, factores de transcripcion citoplasmaticos o
cinasas censoras de histidina de dos componentes transmembranales, ademas diversas
cadenas laterales (R) de acilo graso de longitud variable y sustituciones de cadena lateral se
incorporan a las sefiales AHL, estas diferencias son importantes para la sefializacion y la
especificidad de los diferentes sistemas de QS ya que las proteinas de tipo LuxR poseen un
bolsillo de unién acilo que se ajusta con precision a un resto de cadena lateral R particularmente
(Waters & Bassler, 2005).
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Las bacterias Gram-positivas emplean oligopéptidos modificados denominados como péptidos
auto-inducidos (AIPs) como moléculas sefial y las proteinas receptoras asociadas son quinasas
censoras de histidina de dos componentes transmembranales, la mayoria de las sefales de
péptidos se escinden de péptidos precursores mas grandes, que luego seran modificados para
contener anillos de lactona y tiolactona, lantioninas y grupos isoprenilo. Los AIP controlan una
variedad de funciones bacterianas en bacterias Gram-positivas, como la esporulacién en Bacillus

subtilis y la virulencia en Staphylococcus aureus (Novick & Geisinger, 2008).
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Figura 8. Sistema candnico de QS y diversidad de moléculas Al. (a) Sistema de QS para la
bioluminiscencia de Vibrio fischeri. (b) Ejemplos de moléculas senal de bacterias Gram-negativas
y Gram-positivas. (1) N-acil-homoserina lactona. (2) N-(3-hidroxiacilo) homoserina lactona. (3) N-
(3-oxoacil)-I-homoserina lactona. (4) El autoinductor-2 de V. harveyi. (5) 2-heptil-3-hidroxi-4(1H)-
quinolona. (6) Factor de sefializacion difusible (DSF), acido metil-dodecendico. (7) Ester metilico
del acido hidroxi-palmitico (PAME). (8) Péptido autoinductor 1 (AIP-1). Modificado de (Whiteley
etal., 2017).

1.3.1. Quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa tiene la capacidad de adaptarse a diferentes ambientes y
cambiar su comportamiento poblacional dependiendo del tipo de infeccidon que se establezca; las
infecciones agudas son causadas por fenotipos planctonicos altamente virulentos para la
colonizacion y evasion de sistema inmune pero pueden ser facilmente eliminados por tratamiento
con antibioticos (Langan et al., 2015), por lo que la colonizacién del nicho del huésped ocurre al
existir un cambio a un fenotipo cronico, menos virulento que gracias a la formacion de
biopeliculas no puede ser eliminado mediante antibioticos, este cambio de fenotipo requiere que
también exista una modulacion en la secrecion y produccion de factores de virulencia (piocianina,
sideroforos, proteinas efectoras y proteoliticas, ramnolipidos, biopeliculas, etc.) (Martin et al.,
2018). Durante las ultimas dos décadas se ha elucidado que la regulacién de estos factores de

virulencia asi como la transicion de los estadios de infeccion de esta bacteria son regulados por
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un sofisticado sistema de QS compuesto por reguladores genéticos que responden a moléculas

de sefial afines a los cambios en las condiciones ambientales (Meng et al., 2020).

1.3.1.1. Sistemas las y rhl

Los sistemas mejor caracterizados en P. aeruginosa comprenden dos homodlogos de
LuxIR, dependientes de AHL, el sistema /las se compone de Lasl, que sintetiza el Al N-(3-
oxododecanoil)-I-homoserina lactona (30C12HSL) y su regulador transcripcional LasR,
analogamente el sistema rhl se compone del autoinductor-sintasa Rhll que produce el Al N-butiril-
| homoserina lactona (C4HSL) y su respectivo regulador transcripcional RhIR (Alfiniyah et al.,
2019).
Se plantea que el QS de P. aeruginosa es jerarquico, teniendo el nivel mas alto en la jerarquia
al sistema /as, al aumentar la densidad celular y la concentracion del Al 3-OC12HSL, se forma
el complejo 3-OC12HSL-LasR, el cual activa la transcripciéon de Rhll, sintezando C4HSL que se
acopla a su regulador transcripcional RhIR, Los complejos 30C12HSL-LasR y RhI-C4HSL se
unen a las cajas las-rhl conservadas que se encuentran en los promotores de genes diana,
activando asi su expresién transcripcional, por lo tanto, el sistema las y rhl ejerce un control
transcripcional sobre la produccion de factores de virulencia extracelulares, como elastasa,
proteasa alcalina, proteasa LasA, exotoxina A, ramnolipidos, piocianina, cianuro de hidrégeno,

citotdxicos (Lee & Zhang, 2015).
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Figura 9. Red jerarquica de los cuatro sistemas de QS de Pseudomonas aeruginosa. Modificado
de (Lee & Zhang, 2015).

24



1.3.1.2. Sistema pgs

El tercer sistema de QS comprende a la molécula denominada sefal de quinolona de
Pseudomonas o 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS), sintetizada por el conjunto de genes
pPgsABCDE y phnAB que codifican para el precursor 2-heptil-4-quinolona (HHQ) que después es
convertido en PQS por PgsH y se une a su regulador transcripcional MvfR (factor de virulencia
multiple también conocido como PgsR). PgsE, es una proteina involucrada en la produccién de
piocianina, que activa al sistema rhl y a su vez, la regulacion del sistema PQS es modulada por
los sistemas las y rhl, que actuan positiva y negativamente, respectivamente sobre el sistema

pgs (Garcia et al., 2018).

1.3.1.3. Sistema igs

La cuarta sefial de comunicacion es capaz de integrar sefales de estrés ambiental a la
red de QS, se denomind IQS y se establecid su estructura como 2-(2-hidroxifenil)-tiazol-4-
carbaldehido, el regulador transcripcional de este Al aun es desconocido y se ha planteado que
su biosintesis es llevada a cabo por el clister de genes ambBCDE el cual engloba a dos enzimas
péptido sintetasas no ribosomales (NRPS), AmbB y AmbE. La produccion de IQS es activada en
respuesta al regulador de respuesta al estrés por fosfato PhoB, estrés que suele ser comun

durante los procesos infecciosos (Lee et al., 2013).

1.4. Péptido sintetasas no ribosomales (NRPS)

Existe una gran variedad de productos naturales derivados de microorganismos que
suelen tener diversas actividades y propiedades biologicas, estos compuestos otorgan beneficios
selectivos a los microorganismos promoviendo resistencia al ambiente o patogénesis vy
colonizacion de ambientes, ademas una gran variedad de farmacos, principalmente antibidticos
estan inspirados en estas moléculas de origen natural, por lo que ha sido de interés investigar la
biosintesis de estos, encontrando que la gran mayoria son producidos enzimaticamente via
enzimas denominadas péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) (Newman & Cragg, 2016).
Las NRPS forman parte de una amplia familia de enzimas biosintéticas que a partir de
precursores aminoacidicos pueden ensamblar péptidos variados con varias actividades
biolégicas (antifungicas, antibidticas, anti-tumorales) (Jaremko et al.,, 2020). Las NRPS se
definen como biocatalizadores multimodulares que median la sintesis de péptidos macrociclicos
bioactivos complejos independientemente de una plantilla derivada de acido nucleico, de las
cuales cada mddulo ensambla un aminoacido especifico al péptido y a su vez cada modulo se
compone de varios dominios cataliticos que catalizan los pasos para el ensamblaje (Hwang et al.,
2020).

Cada médulo de un NRPS se compone de tres dominios ubicuos que catalizan la elongacion de
los precursores peptidicos; un dominio A para el reconocimiento y activaciéon del aminoacido

como acil-adenilato, un dominio PCP o T de la proteina transportadora de peptidilo (PCP), el cual
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es el sitio de union del cofactor PPant (4’-fosfopanteteina) al que se unen los sustratos y un
dominio C que cataliza la formacién de enlaces peptidicos entre dos sustratos unidos al dominio
PCP y suele haber un cuarto dominio TE con actividad de tioesterasa para la liberacion del
producto (Bonhomme et al., 2021).
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Figura 10. Diagrama general de un modulo de NRPS y sus dominios generales. Tomado de
(Marahiel & Essen, 2009).

En las lineas de ensamblaje en las NRPS lineales el orden y nimero de modulos cataliticos
coincide de la misma manera con el orden de los aminoacidos que se agregan, un ejemplo es la
linea de ensamblaje del dodecapéptido ciclico ramificado bacitracina, sintetizado por Bacillus
subtilis, en la que el cluster de genes (bacABC) codifican para las bacitracina sintetasas (BacA,

BacB y BacC) las cuales se componen 12 médulos y 40 dominios cataliticos (Marahiel, 2009).
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Figura 11. Linea de ensamblaje de la NRPS para el dodecapéptido ciclico ramificado, bacitracina,
sintetizado por Bacillus subtilis. Modificado de (Marahiel, 2009).

La gran diversidad de péptidos no ribosomales surge a partir de la accion de dominios adicionales

para la modificacion de sustratos, como los dominios de ciclacion (Cy), epimerizacion (E),
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formilacién (F), cetorreductasa (KR), metiltransferasa (Met) y oxidasa (Ox), que modifican el

péptido en construccion (McErlean et al., 2019).

1.4.1. Dominio A

Los dominios de adenilacion de las NRPS pertenecen a una familia de enzimas
formadoras de adenilato, se componen alrededor de 500 aminoacidos y son clave para el
ensamblaje de un péptido no ribosomal, estos son esenciales para la seleccion y activacién de
unidades monomeéricas (Izoré & Cryle, 2018).

Los dominios A y las aminoacil-tRNA-sintetasas catalizan reacciones similares; la activacién de
aminoacidos dependiente de ATP y posterior transferencia a una molécula portadora adecuada,
se componen de un gran subdominio N-terminal (~400 aminoacidos) y un pequefio subdominio
C-terminal flexible (~100 aminoacidos), con un sitio activo hidrofébico en el medio (Marahiel,
20009).

El dominio A selecciona un aminoacido y lo activa via adenilacién (ATP + amino acido>
aminoacil adenilado + PPi) convirtiéndolo en un sustrato competente para transferirlo al grupo

tiol del grupo protésico Ppant del PCP (Izoré & Cryle, 2018).
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Figura 12. Reaccion catalizada por el dominio A. Modificado de (Marahiel, 2009).

1.4.2. Dominio PCP

El dominio PCP se compone de ~80 aminoacidos, este funciona como una plataforma
de anclaje para el transporte de aminoacidos a los dominios cataliticos del médulo. Se conforma
como un haz de cuatro hélices (I, I, 1ll y IV) conectadas por bucles. (Bonhomme et al., 2021).
Las PCP requieren de una activacion postraduccional: una forma apo inactiva de PCP sera el
sustrato de una fosfopanteteinil-transferasa (PPTasa) que cataliza la transferencia de un brazo
de fosfopanteteina (PPant) con un grupo tiol a un residuo de serina en la hélice Il (forma holo),
este brazo es derivado de la coenzima A (CoASH), los péptidos y aminoacidos se cargan
temporalmente en el PCP a través de este brazo por medio de un enlace tioéster (Izoré & Cryle,
2018).
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Figura 13. Reaccién catalizada por el dominio PCP. Modificado de (Marahiel, 2009).
1.4.3. Dominio C

El dominio C de ~450 aminoacidos cataliza el paso final y es el encargado de formar el
enlace peptidico entre el grupo carboxilo del péptido naciente y el aminoacido transportado por
el mddulo siguiente, lo que permite la translocacion de la cadena en crecimiento a la siguiente
modulo (Jaremko et al., 2020). Se plantea que la formacion de enlaces peptidicos dentro del sitio
activo del dominio C es iniciada por el ataque nucleofilico del grupo a-amino del sustrato aceptor
sobre el grupo tioéster del sustrato donante, formando un enlace amida y la transferencia del
péptido completo desde el sitio donante aguas arriba hasta el sitio aceptor aguas abajo. El
péptido alargado luego sirve como sustrato donante en un paso de condensacion posterior

catalizado por el dominio C del siguiente moédulo (Marahiel & Essen, 2009).
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Figura 14. Reaccién catalizada por el dominio C. Modificado de (Marahiel, 2009).

1.4.4. Dominio TE

La terminacion del péptido es realizada por un dominio con actividad de tioesterasa de
~280 aminoacidos, este dominio solo se encuentra en el modulo final de la NRPS. La liberacion
del producto es realizada en dos pasos, la cadena peptidica final unida al PCP es transferida al
dominio activo TE por la formacion de un intermediario acil-O-TE que se escinde mediante
macrociclizacion estereoselectiva. Algunos dominios TE catalizan la liberacion de productos
mediante la generacion de productos ciclicos o ciclicos ramificados, mientras que otros catalizan

la liberacion de productos mediante hidrdlisis (Izoré & Cryle, 2018).

1.5. NRPS en Pseudomonas aeruginosa

Una busqueda en el genoma de P. aeruginosa revelo la presencia de genes que codifican

para NRPS, mediante el algoritmo BLASTp; se utilizo la secuencia proteica de AusA que codifica
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para un NRPS de dos médulos y que biosintetiza los dipéptidos ciclicos ciclo(L-Phe-L-Val)
ciclo(L-Tyr-L-Val) y ciclo(L-Leu-L-Val) en Staphylococcus aureus, de 36 candidatos, fueron

seleccionados 10 genes que cumplian con las caracteristicas de una NRPS (Tabla 1.)(Gonzalez

etal., 2017).

ORF Producto Dominios # Modulos  # AA
PA2402 Pioverdina sintetasa J, PvdL = C-X-Aa-T-C-C-Aa-T- 4 5149
C-X-Aa-T-C-C-Aa-T
PA2424 Pioverdina sintetasa L, PvdL | A-T-C-X-Aa-T-C-X- 4 4342
Aa-T-C-C-Aa-T
PA2399 Pioverdina sintetasa D, PvdD = C-X-Aa-T-C-X-Aa-T- 2 2448
TE
PA2400 Pioverdina sintetasa J, PvdJ = C-X-Aa-T-C-X-Aa-T 2 2157
PA3327 Probable péptido sintetasano C-Aa-T-C-A-T-TE 2 2352
ribosomal
PA2305 Péptido sintetasa no Aa-T-C 1 1249
ribosomal, AmbB
PA4078 Probable péptido sintetasa no Aa-T-R 1 991
ribosomal
PA4225 Pioquelina sintetasa, PchF C-NRS-A-MT-T-TE 1 1809
PA4226 Acido dihidroaeruginoico = F-C-NRS-A-T 1 1438
sintetasa, PchE
PA2302 Péptido sintetasa no A-MT-T-C-T-TE 1 2124

ribosomal, AmbE

Tabla 1. Posibles NRPS en el genoma de Pseudomonas aeruginosa obtenidos mediante
alineamiento de AusA de S. aureus. Modificado de (Gonzalez et al., 2017).

La mayoria de los genes identificados como posibles NRPS forman parte de vias metabdlicas ya
descritas como el grupo de proteinas PvdD (PA2399), PvdJ (PA2400), Pvdl (PA2402) y PvdL
(PA2424) que participan en la biosintesis de pioverdina, el grupo de proteinas PchF (PA4225) y
PchE (PA4226) participan en la sintesis de pioquelina, otro grupo conformado por las proteinas
AmbB (PA2305) y AmbE (PA2302) forman parte del grupo de genes ambBCDE propuesto para
la biosintesis de la molécula de sefalizacion IQS y un ultimo grupo conformado por los ORF
PA3327 y PA4078 con funcion desconocida (Gonzalez et al., 2017).

1.5.1. NRPS AmbB

El grupo de genes ambABCDE se compone de un translocador de solutos
transmembranal de tipo LysE (AmbA), dos mono-oxigenasas (AmbC y AmbD) y dos NRPS

(AmbB y AmbE). AmbB se compone de un dominio de acetilacién, un dominio de tiolaciéon y un
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dominio de condensacion. AmbE se compone de un dominio de adenilaciéon, un dominio de
metilacién (MT), un dominio de tiolacion, un dominio de condensacion, un segundo dominio de
tiolacion y un dominio de tioesterasa (Rojas Murcia et al., 2015).

Principalmente se ha planteado que el cluster de genes ambABCDE se encuentra involucrado
en la biosintesis de la sefal de QS IQS (2-(2-hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldehido) que al ser
interrumpido, produce la disminucién en la sefial de QS PQS y C4HSL vy el factor de virulencia
piocianina y elastasa (Lee et al., 2013).

Posteriormente se ha reportado que en realidad los genes ambABCDE participan en la
produccion del antimetabolito acido L-2-amino-4methoxy-trans-3-butendico (AMB) ya que el
producto resultante de AmbB y AmbE es el tripeptido L-Ala-L-Glu-L-Ala, en el cual después las
monooxygenasas modifican a L-Glu en AMB que es liberado tras escindir los residuos de L-Ala
restantes y asi la molécula de AMB es transportada por AmbA (Rojas Murcia et al., 2015).
Mientras que el autoinductor IQS también conocido como aeruginaldehido, es un derivado de la

biosintesis de la pioquelina (Ye et al., 2014).

1.6. Ciclodipéptidos (CDPs)

Como se ha descrito anteriormente, las bacterias dependen de la coordinacion de QS
para producir factores de virulencia y metabolitos secundarios como antibiéticos, los organismos
eucariotas y procariotas suelen producir inhibidores quimicos para degradar o bloquear las
sefiales de QS como una estrategia competitiva, esto ha conllevado a la busqueda de productos
naturales que puedan ejercer estas funciones. En esta busqueda se han empleado métodos para
la deteccion de los agentes moduladores de QS como bioensayos empleando cepas reporteras
con el operon estructural luxCDAB de V. fischeri que emiten luminiscencia en respuesta a AHL.
De este modo se lograron identificar nuevas moléculas de sefial de sobrenadantes de bacterias
Gram-negativas, identificadas como CDPs que pueden modular la actividad de sistemas de tipo
LuxIR que se creian especificos para AHL (Campbell et al., 2009).

(o} o o] ]

S JRes JURes JReS
N N N P N
ST 6 S Oy
Ciclo(L-Pro-L-Ala)  Ciclo(L-Pro-L-Leu) Ciclo(L-Pro-L-Met) Ciclo(L-Pro-L-Phe)
(9] Qo H Q 4 ]
C,)I\NH OH NH H&HL NH )\HLNH
N Nm)Y HN HN\H)\)\
9o 105 1o 120

Ciclo(L-Pro-L-Tyr Ciclo(L-Pro-L-Val) Ciclo(L-Ala-L-Val) Ciclo(L-Leu-L-Val)

Figura 15. Ciclodipéptidos moduladores de proteinas tipo LuxR, aislados de sobrenadantes de
las bacterias P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. alcaligenes, Proteus mirabilis,
Enterobacter agglomerans, Vibrio vulnificus y Citrobacter freundii. Modificado de (Campbell et al.,
2009).
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Los dipéptidos ciclicos, también conocidos como 2,5-dioxopiperazinas, 2,5-dicetopiperazinas o
ciclo(dipéptidos) son las moléculas sencillas ciclicas naturales mas simples, cominmente
biosintetizadas por una gran variedad de organismos vivos (Prasad, 1995). Estudios recientes
han demostrado que estas moléculas presentan diversas actividades biolégicas como
antibacteriana, antifungica, antiviral y antitumoral; algunos CDPs pueden formar nuevas
moléculas de sefal involucradas en la comunicacion intercelular (Y. Wang et al., 2022). La
mayoria de las vias biosintéticas de CDPs descubiertas en Strepfomyces y otros
microorganismos son catalizadas por NRPS (Lautru et al., 2002).
Actividad biologica CDP Referencia
Actividad antifungica. Ciclo(L-Phe-L-Pro) y (Strom et al., 2002)

ciclo(L-Phe-trans-4-OH-L-Pro),

aislados de Lactobacillus plantarum

(MILAB 393).

Promocion de crecimiento = Ciclo(L-Pro-L-Val), ciclo(L-Pro-L-Phe), (Ortiz-Castro et al.,
vegetal. y ciclo(L-Pro-L-Tyr), aislados de | 2011)

Pseudomonas aeruginosa.

Inhibicion de la formacion de = Ciclo(L-Leu-L-Tyr) aislado de (Scopel etal.,
biopeliculas en Penicillium sp. y ciclo(L-Leu-L-Pro) 2013)

Streptococcus epidermidis. aislado de Bacillus amyoliquefaciens.

Inhibicion de la produccion de | Ciclo(L-Pro-L-Phe) aislado de  (Abed et al., 2013)
violaceina dependiente de Marinobacter sp. SK-3.
QS por Chromobacterium

violaceum CV017.

Actividad bactericida y @ Ciclo(L-Pro-D-Arg) aislado de Bacillus = (Kumar et al., 2014)

antitumoral. cereus.

Actividad anti QS contra Ciclo(L-Trp-L-Ser) aislado de (L. Lietal., 2023)
Pseudomonas Rheinheimera aquimaris.

aeruginosa PAO1.

Tabla 2. Actividades bioldgicas que presentan diversos ciclodipéptidos.

Recientemente se han identificado cuatro CDPs en los sobrenadantes de la bacteria P.
aeruginosa PAO1 ciclo(L-Pro-L-Val), ciclo(L-Pro-L-Tyr), ciclo(L-Pro-L-Leu ), y ciclo(L-Pro-L-Phe)
que en conjunto poseen la habilidad de modular la bioluminiscencia en una cepa reportera de E.
coli por lo que se plantea la existencia de un sistema intercomunicado de QS en P. aeruginosa

capaz de modular la fisiologia bacteriana y la virulencia en respuesta a diversos cambios
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ambientales; ya que la biosintesis de CDPs esta influenciada por algunas enzimas NRPS, y la
mezcla de estos CDPs podria estimular el sistema /as mediante un mecanismo desconocido en
respuesta a diversos cambios ambientales, incluida la dinamica de la densidad de poblacion y el

estrés por agotamiento de fosfato (Ahator & Zhang, 2019).
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Figura 16. Sistema interconectado de QS en P. aeruginosa. Modificado de (Ahator & Zhang,

2019).




2. ANTECEDENTES

Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista que cuenta con un amplio arsenal
de factores de virulencia que le permiten establecer infecciones cronicas dificiles de tratar ya que
suele poseer una amplia resistencia a antibioticos, la regulacion de la produccién de estos
factores de virulencia y estadios de infeccion es mediada por un complejo sistema de quorum
sensing regido por los sistemas /as y rhl, los cuales son modulados mediante moléculas de
sefializacion (Lee & Zhang, 2015).

En 2011 se identificé que en P. aeruginosa el sistema de QS LasIR controla la produccion de
cuatro moléculas identificadas como CDPs, ciclo(L-Pro-L-Val), ciclo(L-Pro-L-Phe) y ciclo(L-Pro-
L-Tyr) que ademas mostraron actividad promotora de crecimiento vegetal, estableciendo a estos
CDPs como moléculas de sefializacion entre los reinos eucariota y procariota (Ortiz-Castro et al.,
2011).

En 2016, mediante el analisis en la produccion de CDPs de una biblioteca de mutantes de P.
aeruginosa obtenidas por transposicion en genes que codifican para posibles proteinas NRPS
(PvdL, PvdJ, Pvdl, AmbB, AmbE, PchE, PchF, PA3327 y PA4078) se determind que la
produccion de los CDPs ciclo(L-Pro-L-Tyr), (L-Pro-L-Leu), ciclo(L-Pro-L-Val)y ciclo(L-Pro-L-Phe)
depende de estas enzimas NRPS, asi mismo se demostré que la mezcla de estos CDPs pueden
inducir bioluminiscencia dependiente de LasR tales como la 30C12HSL (Gonzalez et al., 2017).
También se ha demostrado que mutaciones en las NRPS que sintetizan el sideréforo pioverdina
(PvdL, Pvdl, Pvdd, y PvdD), aumentan la produccién de pioverdina y fenazinas como la piocianina
ademas de que se modifica la estructura de las biopeliculas, por otro lado las mutaciones en
pvdl, pvdJ y pvdL aumentaron la supervivencia en el modelo in vivo del nematodo C. elegans,
en cambio la doble mutacion en pvdl/pvdJ aumenté su toxicidad, confirmando que algunas NRPS
y sus productos modifican la virulencia de P. aeruginosa (Diaz-Pérez et al., 2022).

La busqueda de compuestos anti QS continta constantemente para encontrar alternativas al uso
de antibiéticos, en 2023 se analizé la actividad de los CDPs sintéticos ciclo(L-Pro-L-Tyr), ciclo(L-
Pro-L-Hyp) y ciclo(L-Pro-L-Phe) contra P. aeruginosa, donde se reportd que el ciclo(L-Pro-L-
Phe), que carece de grupos hidroxilo, mostré una mayor inhibicién de los factores de virulencia
producidos por esta bacteria comportandose como in inhibidor de QS, demostrando asi la

importancia en la estructura de los CDPs para su funcion biolégica (L. Li et al., 2023).
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3. JUSTIFICACION

Pseudomonas aeruginosa es un patdégeno oportunista de impacto en la salud publica,
por lo que es importante conocer qué factores de virulencia se asocian al establecimiento de la
infeccion. La expresion de los factores de virulencia es regulada mediante un mecanismo de
comunicacion en poblaciones bacterianas conocido como quorum sensing, en el cual se ha
observado que moléculas conocidas como ciclodipéptidos (CDPs) pueden desempefiar un papel
en la modulacion de los sistemas de comunicacion bacteriana. Por otro lado, se ha sugerido que
los ORF PA2305/ambB y PA3327 codifican para enzimas del tipo péptido sintetasas no ribosomal
(NRPS), que pueden estar involucradas en la sintesis de CDPs y/o moléculas que intervienen en
la produccion de factores de virulencia; por lo que es importante elucidar la participacion de estos

ORFs o de sus productos en la patogénesis de P. aeruginosa.
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4. HIPOTESIS

Los ORFs PA2305/ambB y PA3327 de P. aeruginosa PAO1 codifican para enzimas péptido

sintetasa no ribosomal involucradas en la produccién de factores de virulencia.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar la participacion de los ORFs PA2305/ambB y PA3327 en la virulencia de P.

aeruginosa PAO1.

5.1.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la mutacion de los ORFs PA2305/ambB y PA3327 de P. aeruginosa
PAO1 sobre los factores de virulencia y CDPs.
2. Determinar la participacion de los ORFs PA2305/ambB y PA3327 en la patogenicidad

de P. aeruginosa PAO1 en un modelo in vivo.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Obtencion de mutantes simples
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Determinacion de produccion de factores de virulencia y CDPs en cepas de P. aeruginosa
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7.1. Materiales

Tabla 3. Material biologico.

Organismo
Pseudomonas  aeruginosa
PAO1
Pseudomonas  aeruginosa
JM2
Escherichia coli
JM101
Escherichia coli
pRK2013

Caenorhabditis elegans N2

Escherichia coli OP50

Tabla 4. Plasmidos empleados.

Plasmido

7. MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas

Cepa estandar de laboratorio

Cepa doble mutante en los genes lasl y
Rhll

Cepa estandar de laboratorio para la
clonacion de fragmentos de ADN

Cepa auxiliar que contiene un plasmido
para la formacién de pili en conjugacion
tripartita.

Cepa de laboratorio derivada de cepa
silvestre Bristol.

Cepa resistente a estreptomicina,

alimento de nematodos.

Caracteristicas

pGEM-T easy Vector para clonacion de fragmentos AT.

Referencia
(Stover et al., 2000)

(Latifi et al., 1996)

(Yanisch-Perron et al.,
1985)
(Figurski &  Helinski,
1979)

(Brenner, 1974)

Referencia
PROMEGA

pBSL141 Obtencion de cassette de resistencia a gentamicina. | (Alexeyev et al., 1995)
pKOK4 Vector suicida movilizable para mutagénesis (Kokotek & Lotz, 1991)
dirigida.

Tabla 5. Enzimas empleadas.

Enzima Caracteristicas
Platinum ADN polimerasa
SuperFi
Taq polimerasa = ADN polimerasa
EcoRI (RI) Secuencia de corte G/AATTC
Miul (MI) Secuencia de corte AICGCGT
Smal (Sm) Secuencia de corte CCC/GGG

T4 DNA ligasa Ligacién de fragmentos de ADN
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Tabla 6. Antibidticos de seleccion.

Antibiodtico Caracteristica Referencia

Streptomicina (Sm) Marcador de seleccion para la (Stover et al., 2000)

cepa P. aeruginosa PAO1
Gentamicina (Gm) Marcador de seleccion para cepas | (Alexeyev et al., 1995)
con fragmentos interrumpidos con

cassette de resistencia a

gentamicina

Ampicilina (Ap) Marcador se seleccion para cepas = (Yanisch-Perron et al.,
de E. coli 1985)

Tetraciclina (Tc) Marcador de seleccién para cepa | (Latifi et al., 1996)

P. aeruginosa JM2

Tabla 7. Oligonucleotidos empleados para la amplificacion de fragmentos de dos genes de
Pseudomonas aeruginosa PAO.

Tamaio del Sitio de
Oligonucleétido fragmento restriccion
en Kb
Fragmento FW 1.2 Miul
internode 5 GGCGCCGTTCGCCCCGCCGCTCCAGGCY
ambB RV
5GAGGTTGACGAAGCAGCCGACCAGCCce?
Fragmento @ FW 1.1 Smal
internode | 5CGAAGTACGCGACCGCCTCGCCGCGCT3
PA3327 RV
5GCCGGCGAAGCCAGCGCGGCCAGCTCCY
aaCC1 FW 0.8 -
5’ACGCGTATCAAAGTGCATCACTTCTTCZ
RV
5ACGCGTCAATTCTCGAATTGACATAAGC3’
ambBgen  FW 4.3 -
completo | 5’CGCCGTTGCAGGGCTACTTCACCS
RV
5GCTCCGCCGAGTCGACCTCGAA3’
PA3327 FW 7.5 -

gen 5’CGCGACGCAGGTTTCCCGGAAC3
completo = RV
5’GGTGAGGAACCGCAGCGAGTCGA3

Medios de cultivo

Medio Luria-Bertani (LB)
1.0 g Peptona de caseina
0.5 g Extracto de levadura
0.5 g NaCl
H20 destilada cbp 100 mL

Se agregaron 1.5 g de agar bacteriolodgico para medios solidos
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Se esterilizé a 15 libras de presion a 121 °C por 20 minutos

Medio minimo M9
Buffer de fosfatos 20X
120 g KoHPO4
60 g KH2PO4
10 g NaCl
20 g NH4ClI
H20 destilada cbp 1 L, ajustar pH a 7.4

Se esterilizo a 15 libras de presion a 121 °C por 20 minutos.

Para medio sdélido se preparo:
1.5 g agar bacteriolégico
Cbp 100 ml de H20 destilada
Soluciones:
5 ml Buffer de fosfatos 20X
2 ml MgSO4 1M
10 ml Glucosa 20%
0.1 ml CaClz

2.5 ml Trazas metales

Se esterilizé a 15 libras de presion a 121 °C por 20 minutos.

Medio de cultivo sélido de nematodos (NGM) para mantenimiento

0.2 gNaCl
0.4 g Peptona de caseina
0.3 gKH2PO4

0.05 g KoH2PO4
0.2 g Agar bacteriolégico
H20 destilada cbp 100 ml
Se esterilizé a 15 libras de presion a 121 °C por 20 minutos
100 pl Colesterol (5mg/ml)
Estreptomicina (50 mg/ml)
Medio de cultivo de nematodos (NGM) para ensayo de supervivencia
0.25 g Peptona de caseina
0.2 gNaCl
H20 destilada cbp 100 ml
Se esterilizé a 15 libras de presion a 121 °C por 20 minutos
100 pl MgSO+1 M
2.5 ml KH2PO4 1M pH 6
100 pl Colesterol (5mg/ml)
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Medio Muerte lenta (SK)
0.3 g Peptona de caseina
0.3 g Peptona de caseina
H2O destilada cbp 100 ml
Se esterilizé a 15 libras de presion a 121 °C por 20 minutos
100 pl MgSOs1 M
2.5 mlKH2POs 1M pH 6
100 pylCaCl21 M
100 pl Colesterol (5mg/ml)
Medio S Basal
0.55 g para preparar NaCl 0.1 M
0.68 g KH2PO4 para preparar 0.5 M
H2O destilada cbp 100 ml
Medio S Basal suplementado
100 ml medio S Basal
100 pl Colesterol (5mg/ml)
Medio Muerte Liquida (LK)
1 parte de Medio SK

1 parte Medio S basal suplementado

7.2. Métodos

Extraccion de ADN total bacteriano

Para la extraccién de ADN bacteriano cromosomal se cultivd la bacteria de interés en 3
ml de medio liquido LB, a partir de una sola colonia previamente seleccionada en medio LB sdlido
con el antibiético de seleccién correspondiente, incubar a 30 °C por 12 a 18 hrs en rotaciéon. Se
cosecharon las células en tubos eppendorf de 1.5 ml centrifugando (12 mil rpm/1 min.) y
decantando el sobrenadante hasta terminar los 3 ml de cultivo.
La pastilla de células se re-suspende en 450 pl de solucion TE 50/20, se agregan 10 ul de
lizoenzima (40 mg/ml) se incuba a 37°C por 30 minutos. Posteriormente se agregan 50 ul de
proteinasa K (20 mg/ml) se lleva a incubacion nuevamente a 37°C por 15 minutos. Después de
agregan 50 pl de SDS al 10% y se incuba 30 minutos a 37 °C, pasado el tiempo se incubacién
se agregan 100 pl de NaCl 5M se agita 15 minutos con ayuda de un vortex.
Calentar un bafio seco a 65 °C para después colocar el tubo eppendorf con la muestra y adicionar
80 pl de CTAB/NaCI a la misma temperatura e incubar por 10 minutos en el bafo seco.
Posteriormente se retira del bafio seco y se agrega un volumen de cloroformo frio
(aproximadamente 500 pl) gota a gota, se mezcla 5 minutos en el vortex, se agregan 250 ul de
Fenol:Cloroformo [1:1] y se agita nuevamente en vortex por 30 segundos aproximadamente, se

extraer dos veces con el Fenol:Cloroformo, después de centrifuga por 7 minutos a 12 mil rpm,
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en este paso se forman 2 fases y se recupera la fase superior (acuosa) en otro tubo eppendorf
de 1.5 ml estéril y rotulado, se desecha la fase inferior.

Se realiza un lavado agregando 1 ml de Etanol:Isopropanol [60%:40%)], agitar manualmente e
incubar a -20°C por 10 minutos, posteriormente se centrifuga (12 mil rpm/1 min.) y se decanta el
sobrenadante para después realizar un segundo lavado con 1 ml de etanol al 70% se agita
manualmente y se despega la pastilla, centrifugar y decantar el etanol extrayendo lo mas posible
con una pipeta. La muestra se incuba a 37°C para evaporar el etanol restante por
aproximadamente 7 minutos.

Posteriormente se re-suspende la pastilla en 100 pl de H20 destilada estéril y se agregan 3 pl
RNasa, se verifica la correcta extraccion de ADN corriendo 3 pl de muestra en un gel de agarosa
al 1%.

La muestra de ADN total puede ser almacenada a -20°C para su uso posterior.

Electroforesis

Para la verificacion de tamafos de fragmentos, purificacion y analisis de restriccion de
ADN se realizé6 la técnica de electroforesis que consistié en la preparacion de gel de agarosa al
0.1%, disolviendo 1 g de agarosa en 100 ml de TAE 0.8 X, calentando la solucion para disolver
los cristales de agarosa, se adiciond la solucion en la base de geles de una cdmara de
electroforesis, después la camara de electroforesis se llené con TAE 0.8 X. Posteriormente se
cargan los pocillos del gel de agarosa con las muestras a analizar, mezcladas con 1 pl de buffer
de carga. Para el corrimiento, la fuente de poder fue programada con 30 minutos y 130 v,
ajustando estos parametros dependiendo del grosor del gel y fragmentos de interés. La
visualizacion del gel se realizé con bromuro de etidio diluido en agua y se fotografié con un
transiluminador con luz UV.

Técnica de PCR

Se realizaron reacciones de PCR para la amplificacion de los fragmentos internos de dos

genes a partir del ADN total extraido de la cepa de P. aeruginosa PAO1. Se realizé la mezcla de
la reaccion en tubos eppendorf de 0.5 ml donde se utilizé: 10 yl ADN molde [50 ng/ul], 1 ul de
mezcla de dNTPs [10 mM], 3 pl de cada primer Forward y Reverse [10 pmol], 10 pl de Buffer 5X
Super Fi, 10 yl de Enhancer, 0.5 yl de Platinum Super Fi DNA polimerasa y afiadir agua cbp 50
pl.
Las condiciones de la PCR fueron: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 98°C por 5 minutos,
después se repitieron 35 ciclos conformados por: temperatura de desnaturalizacion 98°C por 1
minuto, temperatura de alineamiento 60°C por 1 minuto, temperatura de elongacion 72°C por 1
minuto y 30 segundos y un ultimo ciclo de elongacion de 72°C por 5 minutos. Las muestras son
almacenadas a -20°C.
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Purificacion de ADN

Para recuperar los fragmentos amplificados deseados se realiza una electroforesis de
los productos de ADN corriendo los 50 pl en dos pocillos, posteriormente se recupera la banda
deseada cortandola del gel con ayuda de un bisturi, una fuente de luz ultravioleta y el equipo de
proteccion requerido.

Para la purificacion se empleo el kit de purificacion Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System;
después de cortar la banda se colocé en un tubo eppendorf de 1.5 pl y se afiadieron 10 ul de la
solucion Membrane Binding por cada 10 mg de gel, se incubd a 65°C en un bafo seco hasta que
se disuelva por completo la agarosa agitando constantemente. Después se ensambla una micro
columna SV en el tubo recolector y se transfiere la mezcla de agarosa fundida a la micro columna
y se centrifuga (16 mil rpm/1 min). Se desecha el sobrenadante y se reinserta el tubo recolector,
se afnadieron 700 pl de la solucibn Membrane Wash con etanol afadido previamente,
nuevamente se centrifuga (16 mil rpom/1 min) y se desecha el sobrenadante, se repite este paso
agregando esta vez 500 ul de la misma solucioén y centrifugando (16 mil rpm/5 min). Después se
vacia el tubo recolector y se centrifuga con la micro columna sin agregar nada para deshacerse
de los restos de etanol (16 mil rpm/1 min). Para finalizar el ADN se eluy¢ transfiriendo la micro
columna a un tubo eppendorf limpio y rotulado y se afaden 50 pl de H20 destilada estéril
incubando 1 minuto a temperatura ambiente, finalmente se centrifuga (16 mil rpm/1 min), se
desecha la mini-columna y se almacena la muestra a 4°C para posteriormente analizarla por
electroforesis y utilizar el marcador de peso molecular adecuado para corroborar su

recuperacion.

Reaccion de Adenilacion

Esta reaccion es utilizada en técnicas de clonacion TA, esta técnica se basa en la
capacidad de la adenina (A) y la timina (T) en diferentes fragmentos de ADN para unirse en
presencia de una ligasa. En esta reaccion se mezclaron en un tubo eppendorf de 0.5 ml: 4 pl del
fragmento purificado de PCR, 1 ul de Buffer de Reaccién 10X, 0.4 pl de MgClz, 0.2 uyl de dATP
10mM, 1 ul de Tag DNA polimerasa y se aford la reaccion a 10 yl. Posteriormente se incubo en

bafio maria a 70°C por 40 minutos.
Reaccion de ligacion
Para conocer la concentracion del inserto (fragmento de ADN) para ligar al vector

(plasmido) se utiliza la siguiente férmula.

(ng de vector)(tamaio del inserto en kb)

x inserto: vector = ng de inserto
(tamaiio del vector en kb) g

La relacion inserto:vector utilizada fue 5:1.

44



Después de obtener las concentraciones del inserto y el vector se procede a agregar los
componentes de la reaccion a un tubo eppendorf de 0.5 ml. Se utilizaron: 4 ul de fragmento del
gen adenilado previamente, 0.5 ul del vector de clonacion pGEM-T easy (25 ng/ul), 1.0 pl de
Buffer 10X T4 DNA ligasa, 0.6 ul de T4 DNA ligasa y cbp 10 ul de H20 y posteriormente incubar
por 3 horas a temperatura ambiente o 2 dias a 4°C, dependiendo de las instrucciones del

proveedor.

Preparacién de células competentes

Es importante cuidar las condiciones de esterilidad y temperatura durante todo este
procedimiento. A partir de una colonia aislada de la cepa deseada (E. coli JM101 o S17-1) se
tomod una colonia aislada crecida en medio sdlido LB, verificando que no tengan resistencia a
antibioticos de rutina ya que esto puede provocar colonias falsas positivas en los siguientes
experimentos, se inoculd un tubo de ensaye con 3 ml de LB liquido y se incubd a 30°C por 12 a
18 horas. A partir de este pre-indculo ya crecido, se inoculé un matraz de 1 L con 250 ml de
medio liquido LB y nuevamente se deja incubando a 37°C por 4 horas y 125 rpm, hasta que se
alcance una densidad 6ptica igual a 1.0 a 600 nm, utilizando medio LB como blanco de lectura.
Posteriormente se coloca el matraz en un bafo frio para detener el crecimiento celular por 10
minutos, agitando cada 2 minutos, después las células seran cosechadas en tubos Falcon con
tapa previamente esterilizados, vertiendo el cultivo, centrifugando (5500 rpm a 4°C por 10
minutos) y desechando el sobrenadante hasta terminar el cultivo.

Una vez cosechadas las células se realizan varios lavados. El primer lavado se realiz6 agregando
5 ml de agua fria (4°C), agitando con ayuda de un vortex, después se afora a 45 ml de agua fria
y se centrifuga (5500 rpm a 4°C por 10 minutos), nuevamente se desecha el sobrenadante para
realizar el segundo lavado, se agregan 5 ml de agua fria, se agita con vortex y esta vez se afora
a 35 ml de agua fria y centrifugar (5500 rpm a 4°C por 10 minutos). Después de desechar el
sobrenadante se realiza el tercer lavado, se agregan 5 ml de glicerol al 10% frio (4°C), se re-
suspenden las células con el vortex y se afora a 35 ml de glicerol frio, se vuelve a centrifugar de
la misma manera, posteriormente se tira el sobrenadante y las células se re-suspenden en 5 ml
de glicerol frio juntando el contenido de los tres tubos Falcon en uno solo y aforandolo a 35 ml,
se centrifuga por ultima vez.

Finalmente, las células se re-suspenden en 1500 pl de glicerol frio para hacer alicuotas de 100
pl de células competentes en tupos Eppendorf de 1.5 ml previamente enfriados en hielo, estas
alicuotas se almacenan a -80°C para su uso posterior.

Las células tienen que ser probadas para verificar que puedan aceptar plasmidos, se toman dos
alicuotas de células competentes, se toman 0.5 ul del plasmido pGEM-T easy que contiene
resistencia al antibidtico ampicilina y se transforma una alicuota por electroporacion como se
describe en el respectivo apartado. La otra alicuota recibe el pulso eléctrico, pero no se afadio
ningun plasmido. Ambas alicuotas son espatuladas en cajas Petri con medio LB suplementado

con el antibidtico ampicilina (100 mg/ml). Para asegurarse que las células funcionan debe
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observarse crecimiento de colonias aisladas en la caja donde fueron espatuladas las células que
se les agrego el plasmido y no debe observarse crecimiento bacteriano en las que solo recibieron
el pulso eléctrico sin el plasmido. Esto es el control de calidad de las células competentes.

Transformacion por electroporacion

Este proceso se realiza bajo condiciones de esterilidad y temperatura de 4°C (en hielo),
se toma una alicuota de 100 pl con la cepa requerida de células competentes y se afiaden 2 pl
de una reaccion de ligacion que se desea clonar o bien 0.5 yl de un plasmido requerido a
transformar. Esta mezcla se deposita con ayuda de una micropipeta en una celda para
electroporacion esterilizada. Se configura la fuente de poder para electroporar en programa
manual a 2.40 kV, y se da el pulso eléctrico una vez que la celda esta correctamente colocada,
se deben corroborar los valores del pulso.

Posteriormente se recuperan las células en el tubo Eppendorf y se agregan 500 pl de medio LB
liquido, las células de agitan manualmente y se incuban a 37°C por 1 hora.

Transcurrido este tiempo las células electroporadas tienen que ser espatuladas con ayuda de
perlas de vidrio en cajas de Petri con el medio de seleccion necesario. Se tiene la opcién de
espatular los 500 ul electroporados o realizar diluciones dependiendo de la capacidad de
transformacion de las células, en este trabajo se repartieron los 500 pl en dos cajas con el mismo
antibiotico de seleccion. Las células se esparcen uniformemente esperando a que el medio se
seque y se dejan incubando en las cajas de Petri a 37°C por 12 a 18 horas.

Transcurrido este tiempo se analiza el crecimiento de colonias y se seleccionan alrededor de 8
colonias para re sembrar, caracterizar las bacterias transformantes y asi verificar que contengan

las construcciones plasmidicas deseadas.

Extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina

La recuperacion y analisis del plasmido de interés consiste en crecer las células
recipientes en un tubo de ensaye con 3 ml de medio LB por 12 a 18 horas a 30°C con agitacion
constante, transcurrido este tiempo se cosechan las células en un tubo Eppendorf estéril y
rotulado, vaciando el cultivo, centrifugando (12 mil rpm/1 minuto) y desechando el sobrenadante
hasta terminar los 3 ml de cultivo.

Posteriormente la pastilla es re-suspendida en 150 pl de STE con ayuda de un vortex, después
de adicionan 250 pl de solucion de lisis (para 1 ml de solucion de lisis: 100 yl de SDS al 10%,
100 pl de NaOH 2N y 800 pl de H20 destilada estéril), se mezcla por 15 segundos en vortex y se
incuba por 10 minutos en hielo, en este paso se observa una solucion transparente y viscosa.
Después de agregan 150 pl de acetato de sodio 3 M y se agita en vortex para volver a incubar
durante 10 minutos nuevamente en hielo, aqui se debe observar la formacién de un precipitado

blanco. Transcurrido este tiempo de agregaran 150 ul de Fenol:Cloroformo [1:1] y se agita en

46



vortex por 15 segundos, hasta formar una solucién blanca. Esta mezcla se centrifuga (12 mil
rpm/7 min) se aprecian 2 fases, en otro tubo eppendorf estéril recuperar cuidadosamente la fase
superior (acuosa) y agregar 700 ul de etanol/isopropanol [60%/40%)] y agitar manualmente.
Llevar a incubacién en hielo por 10 minutos, después se centrifuga (12 mil rpm/1 min) y se
desecha el sobrenadante cuidando que no se deseche la pastilla de ADN, se agrega 1 ml de
etanol al 70% re-suspendiendo para despegar la pastilla y centrifugando (12 mil rpm/1 min),
nuevamente desechar el sobrenadante y se retira la mayoria de etanol posible con ayuda de una
micropipeta, para terminar de retirar el etanol se deja el tubo abierto secando a 37°C por
alrededor de 7 minutos. Para finalizar se re-suspende la pastilla en 50 pl de H20 destilada estéril
y se anaden 3 yl de RNasa.

Las muestras se analizan en electroforesis de agarosa con el marcador correspondiente y se

almacenan a -20°C.

Restricciones parciales

Para el andlisis de las construcciones fueron requeridas restricciones parciales de los
plasmidos, en estas reacciones se mezclaron 3 pl del ADN plasmidico deseado 0.1 pl de la
enzima de restriccion necesitada, 2 pl de Buffer TANGO 10X y cbp 25 pl de H20 destilada estéril
para la reaccion, se incubé a 37°C, monitoreando la actividad de la enzima cada 2 horas
corriendo 3 pl de la reaccion en un gel de agarosa al 1% y monitoreando el patrén de bandas

hasta observar la banda del tamafio deseado para después purificar el ADN.

Restricciones totales

Para la obtencidn de plasmidos linealizados se realizaron restricciones totales,
mezclando en las reacciones 50 ul del ADN plasmidico deseado, 0.3 ul de la enzima de
restriccion necesitada, 25 ul de Buffer TANGO 10X y cbp 250 ul de H20 destilada estéril para la
reaccion, se incubd a 37°C por 24 horas. Posteriormente se corrieron los 250 pl en un gel de

agarosa al 1% para cortar y purificar las bandas deseadas.

Conjugacion tripartita

Esta estrategia se emple6 como técnica de recombinacion de ADN para la obtencion de
mutantes de P. aeruginosa PAO1. Se emplearon las siguientes cepas: E. coli S17-1 como cepa
donadora que contiene el ADN que se desea recombinar contenido en un plasmido, E. coli con
el plasmido pRK2013 que es la cepa aucxiliar que ayuda a la cepa donadora a formar un pili para
movilizar el plasmido y la cepa receptora P. aeruginosa PAO1.

Se inocularon 3 tubos de ensaye con 3 ml de medio LB con cada una de las cepas (donadora,
auxiliar y receptora), se incubaron por 12-18 horas a 30 °C en agitacion constante.
Posteriormente se combinaron las cepas en diferentes proporciones: [1:1:1]; 500 yl PAO1 + 500
Ml S17-1 + 500 yl pRK2013, [2:1:1]; 1000 pl PAO1 + 500 ul S17-1 + 500 pl pRK2013 y [3:1:1];
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1500 pl PAO1 + 500 ul S17-1 + 500 pl pPRK2013 (para obtener mutantes dobles de reemplazé la
cepa PAO1 por las mutantes simples por transposon de P. aeruginosa). Las tres mezclas de las
diferentes proporciones se realizaron en tubos eppendorf de 1.5 ml, después se centrifugaron
(12 mil rpm/1 min) para empastillar las células y se re-suspende cada mezcla de las diferentes
proporciones en 1mL de medio LB con ayuda de un vortex, cada mezcla de las diferentes
proporciones se esparcen en tres cajas Petri diferentes con medio LB sdlido, se espera 15
minutos a que se seque el medio de las mezclas y se incuban a 37°C por 12 a 18 horas con la
tapa hacia arriba para evitar derrames.

Transcurrido el tiempo se forma un tapete de crecimiento bacteriano con coloracién verde el cual
se barre con ayuda de un asa de Henle y se cosecha en un tubo eppendorf con 1 ml de medio
LB, este proceso se repite para cada caja de Petri y un tubo eppendorf para la respectiva mezcla
de las tres proporciones. Después se re-suspenden las células cosechadas uniformemente y de
cada mezcla se realiza una dilucién [1:10] (900 ml de medio LB + 100 ml de la mezcla) y se
espatularon 100 pl de la diluciéon con ayuda de perlas de cristal estériles en una caja Petri con
medio LB + el antibiético de seleccion gentamicina (100 mg/ml). Se incuban 37°C por 12 a 18

horas, finalmente se seleccionan por fenotipo las colonias de bacterias mutantes obtenidas.

Prueba de crecimiento en medio M9 con citronelol

A partir de una alicuota preparada con 1.5 g de agar bacteriolégico y 95 ml de agua
previamente esterilizada y derretida se adicionan 5 ml de Buffer M9 20X, 0.2 ml de MgSO4 1 M,
0.01 ml de CaCl21 My 0.25 ml de trazas de metales, se mezcla manualmente y este medio se
divide por mitades, 50 ml del medio son vertidos en 2 cajas Petri de cristal y a los 50 ml restantes
se les adicionados con glucosa al 20% vy se dividen en dos cajas Petri de plastico (utilizadas
como control de preparacion de medio).

Se recorta un papel filtro del tamafio de la caja de Petri y se le adicionan aproximadamente 0.5

ml del reactivo citronelol, el papel filtro se coloca en las cajas de vidrio.

Extraccion de ciclodipéptidos (CDPs)

En tubos con 3 ml de medio LB se inocula una colonia aislada en su respectivo antibiético
de seleccion para la cepa requerida, se incubo por 12 a 18 horas a 37°C en agitacion constante.
Pasado el tiempo se toman 100 pl del cultivo crecido y se inoculan en matraces de 125 ml con
10 ml de medio LB, se incuban por 72 horas a 37°C y 125 rpm.

Posteriormente se separan las células por centrifugacion (5500 rpm/8 min) en tubos Falcon de
50 ml y se recuperd el sobrenadante en otro tubo Falcon de 50 ml (es importante que tenga
espacio la mezcla para la agitacion) para obtener una mezcla [2:1] se agregaron 20 ml de acetato
de etilo (0.01% acido acético). Esta mezcla se agité vigorosamente por 2 minutos, dejando
reposar otros 2 minutos, se separd la muestra empleando un embudo de separacion y se

recupero la fraccion del sobrenadante para volverlo a extraer esta vez con una mezcla [1:1]
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agregando 10 ml de acetato de etilo (0.01% acido acético), agitando nuevamente por 2 minutos
y recuperar la fase organica, una vez obtenido este extracto se evapora el solvente en un bafio
maria a 60°C, con ayuda de un rotavapor.

Una vez evaporado en su totalidad se agregan 500 ul de metanol dejando caer por las paredes
del matraz de bola, agitando suavemente y recuperando el metanol en un tubo Eppendorf de 1.5
ml, este proceso se repite afiadiendo otros 500 pl de metanol y recuperando en el mismo tubo,
para finalizar se afora a 1 ml de metanol de alto rendimiento de cromatografia liquida (HPLC) y
se centrifuga (12 mil rpm/1 min) para deshacerse de sedimentos. Las muestras son almacenadas
a 6°C.

Analisis de ciclodipéptidos por HPLC

La determinacion de CDPs se realizé mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
utizando un equipo Variant con un detector de Photo Diode Array y una columna de HPLC
Sephasil-Peptide C18, 12 p 4.6 mm x 250 mm (Amersham) de fase inversa para el analisis de la
muestra. Las fracciones se eluyeron con metanol, comenzando con una mezcla de solvente de
equilibrio de 0:100; seguido de un gradiente lineal de 60:40, con un flujo de 1.2 ™/min durante 15
min; finalmente, siguiendo con un retorno a 0:100 de la mezcla de solventes por 3 min y una fase
de equilibrio por 2 min. El agua desionizada y el acetonitrilo de grado HPLC se filtraron y
desgasificaron. La cuantificacion de CDPs se evalué midiendo las unidades de area mostradas

en cromatogramas, obtenidas del andlisis de HPLC (Gonzalez et al., 2017).

Determinacion de Piocianina

En tubos con 3 ml de medio LB se inocula una colonia aislada en su respectivo antibiético
de seleccion para la cepa requerida, se incuba por 12 a 18 horas a 30 °C en agitacion constante.
Pasado el tiempo se toma 1 ml del cultivo crecido y se inoculan en matraces de 250 ml con 30
ml de medio LB, se incuban por 48 horas a 37°C y 125 rpm. Posteriormente se recupera el
sobrenadante del cual se utilizaran 5 ml que se transfieren a un tubo Falcon de 50 ml (es
importante que la mezcla tenga espacio para la agitacion) y se agregan 3 ml de cloroformo y se
incuban a temperatura ambiente por 30 minutos en agitacion (se utilizé un rotor). Después se
forman dos fases, se retira la fase superior que es el medio LB y se conserva la fase organica,
se adiciona 1 ml de HCl al 0.2 N y nuevamente se incuba a temperatura ambiente por 30 minutos
en agitacion.

Se recuperan 800 pl de la fase de HCI que se torna de una coloracion rosa y se mide a una

absorbancia de 520 nm (Gonzalez et al., 2017).
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Determinacion de Pioverdina

En tubos con 3 ml de medio LB se inocula una colonia aislada en su respectivo antibiotico
de seleccion para la cepa requerida, se incuba por 48 horas a 37°C en agitacion constante,
posteriormente se recupera el sobrenadante mediante centrifugacion, se separaron alicuotas de
2 ml para medir la fluorescencia relativa de la pioverdina a 460 nm con una excitacion de 405 nm

empleando un espectrofluorémetro (Hofte et al., 1993).

Determinacion de Pioquelina

En un tubo con 3 ml de medio LB se inocula una colonia aislada en su respectivo

antibiotico de seleccion para la cepa requerida, se incuba por 12 a 18 horas a 37°C en agitacion
constante. Pasado el tiempo se toma 1 ml de cultivo crecido y se inoculan en matraces de 250
ml con 30 ml de medio LB, se incuban por 48 horas a 37°C y 125 rpm.
Posteriormente se recupera el sobrenadante por centrifugacion del cual se transfiere 1 ml a un
tubo eppendorf de 1.5 ml, se acidifica con 25 ul de acido citrico (2.0 M) hasta que la muestra
alcanza un pH de 3.0, después a los sobrenadantes acidificados se les afiade 500 ul de CH2Cl>,
se mezcld por 5 minutos en vortex, posteriormente se centrifuga (12,000 rpm/5 min) y se transfirid
la fase inferior (fase organica) a un microtubo nuevo, posteriormente se evaporo al vacio durante
25 minutos. La pioquelina se aisla como un aceite, por lo cual se diluyeron con 1 ml de la siguiente
solucion: metanol:H20 [80%:20%] Se midio la absorbancia de la mezcla obtenida a 313 nmy la
cuantificacion se realizo siguiendo la ley de Beer-Lambert, el coeficiente de extincién molar (€)
de pioquelina es 4900 M-1 cm-1 en MeOH / H20 (Filloux & Ramos, 2014).

Determinacion de Biopeliculas

En un tubo con 3 ml de medio LB se inocula una colonia aislada en su respectivo
antibidtico de seleccion para la cepa requerida, se incuba por 24 horas a 30°C en agitacion
constante. Una vez crecido el cultivo se prepara una dilucién 1:50 que corresponde a una
densidad 6ptica de 0.1 a 550 nm, de esta dilucion se siembran 150 ul en un pocillo de una placa
de 96 pozos esterilizada previamente (incluyendo las respectivas repeticiones) y se incluye un
control de medio LB como control y blanco de lectura, la placa se incuba por 48 horas a 37°C.
Posteriormente se realizan lavados con agua destilada estéril para retirar el medio LB y las
células que no adheridas, después se agregaron 100 ul de isopropanol a cada pozo para fijar, y
se deja evaporando con la caja destapada a 37°C por 24 horas. Después se afiaden 125 x de
cristal violeta al 0.5% para tefir las biopeliculas y se realizan lavados con agua, nuevamente se
deja evaporando con la caja destapada a 37°C por 24 horas. Finalmente se afiaden 150 pl de
acido aceético al 30% para solubilizar las biopeliculas y cuantificar midiendo la densidad 6ptica en
un espectrometro a 550 nm (Coffey & Anderson, 2014).

50



Determinacion de Elastasa

En un tubo con 3 ml de medio LB se inocula una colonia aislada en su respectivo
antibiotico de seleccion para la cepa requerida, se incuba por 48 horas a 37°C en agitacion
constante. Posteriormente se recupera el sobrenadante del cual se toman 250 ul y se transfieren
a un tubo eppendorf de 1.5 ml para cada muestra donde se afiaden 1 ml de Buffer A (para 100
ml: 1.576 g TRIS-HCI 1 + 0.011 g de CaClz, pH=7.0) y 2 mg del colorante Elastin-Congo Red,
después de incuban las muestras a 37°C por 24 horas con agitacion constante.

Posteriormente las muestras se centrifugan ( 10,000 rpm/5 min) para separar el sobrenadante y

se realiza una dilucion 1:10 para poder determinar la absorbancia a 495 nm (Kéhler et al., 2014).

Determinacion de Proteasa

En un tubo con 3 ml de medio LB se inocula una colonia aislada en su respectivo
antibiotico de seleccion para la cepa requerida, se incuba por 48 horas a 37°C en agitacion
constante. Posteriormente se recupera el sobrenadante del cual se toman 50 ul de sobrenadante
en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Posteriormente se afiadieron 950 ul de una solucién estéril de
leche descremada al 0.1%, se mezcld y se incubd por 1 hora a 37°C, después se determind la
absorbancia a 600 nm (Saleh et al., 2019).

Determinacion de Ramnolipidos

A partir de cultivos de 48 horas de la cepa requerida se recupera el sobrenadante
mediante centrifugacion, se toma 1 ml del sobrenadante el cual se acidifica con HCI 6N hasta
alcanzar un pH= 2.0, se incuba a 4°C por 24 horas. Posteriormente se centrifuga (10 mil rpm/1
h), se decanta el sobrenadante y la pastilla se disuelve en 300 de agua destilada, después se
agregan 600 pl de Cloroformo:Metanol [2:1] y se agita por 15 a 30 minutos. Se recuperaron 600
ul de la fase organica (inferior) y se evapora a temperatura ambiente, se obtuvo una sustancia
oleosa de tonalidad ambar. Los ramnolipidos se disuelven en 100 yl de agua destilada para su
posterior cuantificacion.

Para la cuantificacion se agregan 900 ul de orcinol (0.19% orcinol/ 53% H2S04) y se colocan a
bafio maria a 80°C por 30 minutos, se dejan enfriar las muestras por 15 minutos y la absorbancia
de la solucion fue medida a una longitud de 421 nm, la concentracién se calculé basandose en

la curva estandar de ramnosa (Campos-Garcia et al., 1998).

Determinacion de Lipopolisacaridos (LPS)

Se inocularon matraces con 15 ml de medio LB con las cepas requeridas, fueron

incubadas por 48 horas a 37°C a 125 rpm. Posteriormente con un isopo estéril se tomé cultivo y
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se esparcio en una placa Petri de 60 x 15 mm, pasadas las 24 h se cosecharon las células (en
un microtubo previamente pesado) y se obtuvieron las pastillas celulares mediante centrifugacion
(5,000 rpm/5 min) y lavados con PBS (pH=4.0) (8500 rpm/5 min) se retird el sobrenadante y se
peso6 el microtubo con la pastilla. La pastilla fue re-suspendida en 500 ul de 1X SDS-buffer, las
muestras se colocaron en bafio de agua a 60°C por 15 minutos, se dejo enfriar a temperatura
ambiente, después se agregaron 10 pl de proteinasa K (20 mg/ml) y se incubaron las muestras
a 60°C en bafio de agua por 24 h. Al dia siguiente se agregaron 200 pul de fenol 5% frio y se
agitaron las muestras en vortex de 10 a 15 segundos, nuevamente se incubaron en bafio de
agua 60°C por 15 minutos y se enfriaron a temperatura ambiente, finalmente las muestras se
sonicaron y se realizé una dilucion agregando un volumen de agua (Latino et al., 2017).

La cuantificacion se realizé midiendo los polisacaridos de la superficie mediante el método
colorimétrico de acido sulfurico-fenol (Brimacombe et al., 2013). Los estandares empleados son
una mezcla [50:50] de sacarosa:fructosa de una concentracion previamente determinada. Las
células se re-suspenden en 1 ml de EDTA 50 mM. Se utilizan 20 ul de LPS que se mezclan con
180 pl de agua y se agregan 100 pl fenol al 5% + 500 pl de acido sulfurico 93% se mezcla
homogéneamente por 10 minutos, se observa una coloracién café correspondiente a los
carbohidratos. Se determina la densidad 6ptica a 490 nm, los datos fueron correlacionados con

la curva de los estandares de carbohidratos.

Crecimiento y mantenimiento de C. elegans

Se empled la cepa de nematodos Bristol N2 los cuales son cultivados en cajas Petri de
60 x 15 mm en medio sélido NGM, como fuente de alimento se emplea la cepa de E. coli OP50,

sembrada como tapete en la caja Petri.

Sincronizacién de C. elegans

Se prepard una caja del medio NGM solido, la cual se inoculd con 250 pl de un cultivo
liquido de E. coli OP50, la caja fue incubada a 30°C por 24 horas.
Posteriormente, se tomd una caja Petri con nematodos en estadio de adulto que habian
depositado huevos, se realizé un lavado con 3.5 ml de agua estéril agitando suavemente, el agua
fue recuperada en un tubo Falcon estéril de 15 ml. Después se agregé 3 ml de la solucién 1 (3
ml de cloro comun para limpieza + 2 ml de agua) y 0.5 ml de la solucién 2 (hidréxido de sodio 3
N), dichas soluciones deben ser preparadas en el momento. Se dejé reposar por 5 minutos
agitando levemente cada 2 minutos. Esta mezcla fue transferida a 3 microtubos de 1.5 ml y
centrifugada (30 segundos/1300 rpm), después se retird el sobrenadante hasta dejar
aproximadamente 100 ul en los microtubos (fase donde se encuentran los huevos), se anadio 1
ml de agua estéril para realizar un lavado, nuevamente se agité levemente y se centrifugé (15

segundos/1300 rpm), se repitié este lavado una vez mas. Una vez obteniendo solo la fase de los
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100 pl se afiadié medio M9 y se incubaron en los microtubos a 21°C por 3 dias para asegurar el
proceso de sincronizacion. Una vez transcurrido este tiempo, se retiré el sobrenadante y se
transfirieron los 100 pl restantes a la caja de NGM previamente inoculada con E. coli OP50, los

nematodos fueron observados en un estereoscopio hasta la etapa L3 de adultos jévenes.

Ensayos de supervivencia de C. elegans con sobrenadantes

En una placa de 24 pozos estéril se transfirieron 1 ml de sobrenadante (filtrados con
filtros de 0.2 ym) de 48 horas obtenido de las cepas requeridas, se depositaron 500 pl de medio
NGM y de 10 a 20 nematodos a cada pozo con ayuda de un microscopio estereoscépico. Los
nematodos interactuaron con el sobrenadante por 48 horas, cada 12 horas se observaban a los
nematodos y se determind la cantidad de vivos y muertos en cada pozo, el criterio para discernir

entre estos estados fue si presentaban movimiento y la forma del nematodo.

Ensayos de supervivencia de C. elegans con cultivo

En una placa de 24 pozos estéril se transfirieron 1 ml de cultivo de 48 horas ajustado a
una D.O de 0.1 a 600 nm de las cepas deseadas, se depositaron 500 yl de medio SKy de 10 a
20 nematodos en cada pozo con ayuda de un microscopio estereoscopico. Los nematodos
interactuaron con el sobrenadante por 48 horas, cada 12 horas se observaban a los nematodos
y se determind la cantidad de vivos y muertos en cada pozo, el criterio para discernir entre estos
estados fue si presentaban movimiento y la forma del nematodo.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron evaluados mediante el analisis de la varianza de una via

(ANOVA). Se us6 el programa STATISTICA 7. Ademas, la prueba post hoc empleada fue Tukey

para determinar la participacion de las mutantes en NRPS, las diferencias estadisticamente
significativas (a<0.05) se muestran en letras minusculas.
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8. RESULTADOS

8.1. Construcciones para la obtencion de mutante de P. aeruginosa PAO1 en el ORF
PA2305/ambB

Amplificacion del fragmento interno del ORF PA2305/ambB

Los oligonucledtidos disefiados para la construccion de esta mutante mostrados en la
Tabla 6 fueron disefiados para amplificar un fragmento interno del gen de alrededor de 1,200
pares de bases y que en este fragmento interno se contuviera un sitio de restriccion enzimatica
para la interrupcion del fragmento del gen con el cassette de resistencia al antibiético

gentamicina. El sitio para la interrupcion empleado fue para la enzima de restriccion Miul.

400 pb &M
Fw-> ambB
3.7 kb
<Rv
~1.2 kb

Fragmento interno

Figura 17. Oligonucledtidos disefiados para amplificacion de fragmento interno de 1.2 kb del gen
ambB de 3.7 kb.

Se realizé la amplificacion de un fragmento de 1.2 kb mediante la técnica de PCR, se purificd
este fragmento y se corrobor6 el tamafio del mismo mediante electroforesis en gel de agarosa al

1%, logrando visualizar una banda correspondiente a este tamafio.

A I A
ambB
~1.2 kb

Figura 18. Purificacion del fragmento interno de 1.2 kb del gen ambB. 1. Marcador 100 bp Ladder

2. Banda de ~1.2 kb ambB. Gel de agarosa 1%.
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Clonacion del fragmento interno del gen ambB de P. aeruginosa PAO1 en p-GEM-T easy.

Una vez realizada la purificacion de la banda de 1.2 kb del gel del fragmento amplificado
se realiz6 una reaccion de adenilacion (descrita en materiales y métodos) con lo que
posteriormente se realizé una ligacion en el vector de clonacion p-GEM-T easy (3 kb), con lo que
se obtuvo la construcciéon pGEM-T-ambB de 4.2 kb.

EcoRl
Almmmm A + pGEM-T Easy T Ligacién pGEM-T:;mbB
3 kb 4.2 Miul
ambB
~1.2 kb EcoRl

Figura 19. Clonacion del fragmento de 1.2 kb del gen ambB en el vector pGEM-T Easy. 1.
Marcador Lamda DNA/HindlIIl 2. Bandas correspondientes a la construccion pGEM-T-ambB. Gel
de agarosa 1%.

Para corroborar la correcta insercion del fragmento se realizé un analisis empleando la enzima
de restriccion EcoRl, ya que el vector p-GEM-T easy posee dos sitios para EcoRI flanqueando
el sitio de la insercion del fragmento, lo que permite visualizar en la electroforesis una banda de

3.0 kb perteneciente al vector y otra banda de 1.2 kb correspondiente al fragmento.

EcoRlI

+ ——
ambB

\ EcoRlI

ApR

Figura 20. Verificacion de insercion del fragmento en el vector p-GEM-t easy. 1. Marcador
Lambda Hindlll/EcoRI. 2.pGEM-ambB/EcoRlI, bandas de 3 kb y 1.2 kb. Gel de agarosa 1%
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Obtencion del cassette de resistencia a gentamicina (GmR)

El cassette de resistencia a GmR fue obtenido a partir del plasmido pBSL141, aislado
mediante lisis alcalina de una cepa de E. coli, posteriormente fue escindido mediante una
restriccion total con la enzima para el sitio de restriccion Mlul, que tiene el mismo sitio de corte
para la interrupcion del fragmento del gen ambB de P. aeruginosa PAO1. Posterior a la restriccion
total se observé una banda de 0.9 kb la cual fue cortada y purificada.

Ap Sa Hc3 RI Sm Sp S2 MI MI Ap Sa H3 RI Sm Sp 52

Miul

ori

ApR

Figura 21. Obtencion del cassette de resisencia a gentamicina con la enzima Miul. (A) 1.
Marcador Lambda Hindlll/EcoRI 2. Plasmido pBSL141 (B) 1. Marcador Lambda Hindlll/EcoRI 2.
pBSL141/Mlul purificado. Gel del agarosa al 1%.

Interrupcion del fragmento del gen ambB de P. aeruginosa PAO1 con el cassette de resistencia
a GmR

Para realizar la interrupcion en el fragmento del gen de interés, se realizo la linealizacion
del plasmido previamente construido pGEM-ambB con la enzima de restriccion Mlul, obteniendo
una banda de 4.2 kb (Figura 22). Posteriormente ya que esta construccion fue linealizada,
cortada del gel de agarosa y purificada, se realizé una ligacion con la enzima T4 DNA ligasa con
el cassette de GmR previamente cortado con la misma enzima que el plasmido lineal. Después
se tomaron 2 ul de la reaccién de ligacion y se electroporaron en células competentes de E. coli

101 para después aislar mediante lisis alcalina la nueva construccion pGEM-ambB::Gm. Las
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colonias se seleccionaron en cajas con medio solido LB suplementadas con Ap 100mg/mL y Gm
15 mg/mL.

Después de obtener la construccion pGEM-t-ambB::Gm se realizé un analisis de restriccion
empleando la enzima EcoRI para liberar el fragmento ambB::Gm del vector de clonacion pGEM-
T easy y verificar la correcta interrupcion del fragmento, logrando observar una banda de 2.1 kb
y 3.0 kb, respectivamente (Figura 24 A).

lacz
EcoRlI
pGEM-t-ambB o Ligacién pGEM-t-ambB::Gm
4.2 kb - 5.1kb GmR
Miul Apt y
EcoRlI

Figura 22. Ligacion del cassette de resistencia a gentamicina y la construccion pGEM-t-ambB
para obtener la construccion pGEM-t-ambB::Gm. (A) 1. Marcador Lambda Hindlll/EcoRI 2.
pGEM-t-ambB linearizado con enzima Mlul. (B) 1. Marcador Lambda Hindlll/EcoRI. 2. DNAp de
construccion pGEM-t-ambB::Gm.

Subclonacion del fragmento ambB::Gm en pKOK4

Para lograr realizar la conjugacion tripartita, es necesario subclonar el fragmento del gen
interrumpido en el plasmido pKOK4, ya que este plasmido es movilizable en la cepa receptora
para que ocurra la recombinacién homologa y se logre transferir la informacion genética para asi

obtener una mutante simple de P. aeruginosa en el gen ambB.

El plasmido pKOK4 mide 6.3 kb y contiene genes de resistencia a tetraciclina, ampicilina y
cloranfenicol, ademas en el gen de resistencia a cloranfenicol posee un sitio de restriccion para
la enzima EcoRI que permite que pueda ser linealizado e insertar fragmentos con este mismo
sitio de corte.
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mob

Ap? EcoRI

pKOK4

6.3 kb i

TcR

Figura 23. Linealizacién del plasmido pKOK4 con la enzima EcoRI. 1. Marcador Lambda
Hindlll/EcoRI. 2. Plasmido PKOK4 linealizado de 6.3 kb.

A B
EcoRlI 2.1kb
Restriccién ambB::Gm
pGEM-t-ambB::Gm ‘ ;’
M EcoR 400 900 800
EcoRlI

Figura 24. Analisis de restriccién de la construccion pGEM-t-ambB::Gm. (A) 1. Marcador 1Kb
DNA Ladder. 2. pGEM-t-ambB::Gm corte con EcoRI. (B) 1. Marcador Lambda Hindlll/EcoRI 2.
Fragmento ambB::Gm purificado, banda de 2.1 kb. Gel de agarosa 1%.

Dado que el fragmento ambB::Gm fue cortado con la enzima EcoRI, fue posible ligarlo con la
enzima T4 DNA ligasa al plasmido pKOK4 linealizado, posteriormente se emplearon 2 pl de la
reaccion de ligacion para transformar mediante electroporacion células competentes E. coli 101
y posteriormente realizar el aislamiento plasmidico por lisis alcalina de clonas crecidas en medio
sélido LB suplementado con los antibidticos de seleccion ampicilina 100 mg/ml y gentamicina
100 mg/ml. Después del aislamiento plasmidico de la construccion pKOK4-ambB::Gm se realizd
un analisis de restriccion empleando la enzima EcoRlI, observando en el gel de electroforesis una
banda de 6.0 kb correspondiente a pKOK4 y otra de 1.2 kb correspondiente al fragmento
ambB::Gm.
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mob

X EcoRI

EcoRI

mob

Ap? EcoRl

Cm*  |igacion 400 800

pKOK4-
ambB::Gm

pKOK4
6.3kb

Tc?
A ——

Figura 25. Subclonaciéon de ambB::Gm en pKOK4. (A) 1. Marcador Lambda Hindlll/EcoRI. 2.DNAp
de construccion pKOK4-ambB::Gm. (B) 1. Marcador 1Kb DNA Ladder. 2. pKOK4-
ambB::Gm/EcoRI, banda de 6.3 kb correspondiente a pKOK4 y banda de 2.1 kb correspondiente
a ambB::Gm. Gel de agarosa 1%.

Por ultimo esta construccion final pKOK4-ambB::Gm fue transformada mediante electroporacion
en células competentes de E. coli S-17, que fueron empleadas para la conjugacion tripartita como
cepa donadora. Se tomaron alrededor de 10 colonias obtenidas del procedimiento de
conjugacion tripartita que fueron se sembradas en los antibiéticos estreptomicina (100 mg/mL) y

gentamicina (100mg/mL).

8.1.1 Caracterizacion de la mutante simple en el ORF PA2305/ambB

Posteriormente a la conjugacion tripartita (ver materiales y métodos) se obtuvieron
alrededor de 10 colonias en un medio sélido de LB suplementado con los antibiéticos de
seleccion estreptomicina (100 mg/mL) y gentamicina (100mg/mL), ya que este primero
selecciona a la cepa P. aeruginosa PAO1 y el segundo selecciona a todas aquellas clonas
receptoras que hayan integrado por recombinacion homologa al cassette de resistencia de
gentamicina empleado en la construccion final pKOK4-ambB::Gm en la cepa donadora.
Sucesivamente, se seleccionaron 3 clonas de PAO1 con la mutacion ambB::Gm y se sembraron
en un medio de cultivo selectivo para P. aeruginosa, utilizando un medio minimo M9 y se colocé
en un papel filtro el reactivo citronelol, el cual puede ser usado como fuente de carbono para la
especie P. aeruginosa PAO1 para asegurarse que se habia recuperado la cepa deseada y no

alguna bacteria contaminante u otra especie de Pseudomonas.
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Figura 26. Cultivo de de P. aeruginosa PAO1 en medio minimo M9, fuente de carbono citronelol.
1. P. aeruginosa PAO1. 2. E. coli S-17. 3. Clona numero 3 de mutante simple ambB::Gm. 4.
Clona numero 4 de mutante simple ambB::Gm. 5. Clona nimero 6 de mutante simple ambB::Gm.
En la placa se colocd a P. aeruginosa PAO1 como control del correcto crecimiento de las
bacterias de esta especie, se colocé también un control negativo de E. coli S-17 con la
construccion empleada para la conjugacion tripartita para asegurarse que las clonas obtenidas
no eran bacterias contaminantes del proceso anterior. Asi mismo se colocaron las clonas 3, 5y
6 obtenidas de la conjugacion tripartita y mutantes simples en el ORF PA2305/ambB las cuales
presentaron un crecimiento y coloracion tipico de P. aeruginosa en presencia de la fuente de
carbono citronelol a diferencia del control negativo que no presenta crecimiento.

Para continuar con la caracterizacion de la mutacién se realiz6 una reaccion de PCR para
confirmar la presencia del cassette de resistencia a gentamicina en las clonas mutantes y

descartar la existencia de este en P. aeruginosa de tipo salvaje.

21226

Fw aaCC1 4973
» 4200

= cns—
- Rv aaCC1 2027
1584

1375

947
831

Figura 27. Amplificacién del cassette de resistencia a GmR en el ORF PA2305/ambB. 1.
Marcador Lambda Hindlll/EcoRI. 2. Banda de ~900 pb corrrespondiente a GmR en clona
mutante ambB::Gm. 3. PAO1 WT que no presenta GmR
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Se confirmé mediante PCR empleando los oligonucledtidos que amplifican especificamente el
cassette de resistencia a gentamicina (gentamicina 3-N-acetyltransferasa) obteniendo una banda
de aproximadamente 900 pb en las clonas mutantes de P. aeruginosa PAO1 obtenidas de la
conjugacion tripartita.

Otra manera de caracterizar la mutacion en el gen deseado fue realizando una PCR esta vez
mezclando los oligonucledétidos que amplifican el cassette de gentamicina y los que se disefiaron

para amplificar el gen completo en lugar del fragmento inicial.

3749 pb PA2305 completo
1700 pb
Fw PA2305

>

-

Rv aacc1 Rv PA2305

3400 pb

Figura 28. Diagrama de ambB::Gm. Se disefiaron oligonucledtidos que amplifican el gen
completo de 3749 pb al cual se le insertd6 el cassette de resistencia a gentamicina de
aproximadamente 800 pb dando un tamafio total de 4549 pb.

Fw PA2305

>

-

Rv aaCC1 Rv PA2305

4265 pb

Figura 29. Comprobacion de insercion de cassette de resistencia a Gm en el ORF
PA2305/ambB. 1. 1Kb DNA ladder 2. PCR Fw PA2305 y Rv aaCC1 en PAO1 WT 3. PCR Fw
PA2305 y Rv aaCC1 en mutante ambB::Gm, banda de ~4200 pb 4. PCR Rv PA2305 y Fw
aaCC1, banda de ~1700 pb.

En una PCR se utilizé el oligonucleodtido Fw PA2305 y Rv aaCC1 empleando como ADN molde

el de P. aeruginosa PAO1 como control, el cual no deberia dar un producto ya que esta cepa
silvestre no contiene el cassette de resistencia a Gm. Se realizé otra PCR con los mismos
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oligonucledtidos, esta vez usando como ADN molde al de la mutante ambB::Gm, donde se
esperaba obtener una producto de aproximadamente 3400 pb, sefialando la presencia de GmR
en el gen deseado (Figura 28).

Dados los resultados de las PCR con las combinaciones de oligonucleétidos del gen completo y
el cassette GmR se logré identificar que en el proceso de mutagénesis de P. aeruginosa PAO1
se integraron dos copias de este cassette en el sitio de la enzima Mlul, ya que originalmente se
esperaba la amplificacion de un fragmento de aproximadamente 3400 pb que al sumar 800 pb
(tamario de (GmR) a esto nos da como resultado 4200 pb correspondientes al producto de PCR

mostrado anteriormente.
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8.2. Construcciones para la obtencion de la mutante en el ORF PA3327 de P. aeruginosa PAO1.

Se realizaron los mismos pasos que para la obtencién de la mutante en el ORF
PA2505/ambB de P. aeruginosa PAO1, se muestran a continuacion.

Amplificacion del fragmento interno.

200 pb GmR
Fw > PA3327
Rv 7.0Kb
Smal 900 pb

Figura 30. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion del fragmento interno de PA3327 de
1.1 kb del ORF PA3327 de 7.0 Kb.

Clonacion del fragmento interno de PA3327 en p-GEM-T easy.

EcoRl
AN A+ PGEM-t Easy T Ligacion PGEM-t-PA3327
3kb o= Smal
PA3327 i
EcoRl

Figura 31. Clonacion del fragmento de PA3327en el vector pPGEM-T Easy (A) 1. Marcador DNA
Ladder. 2. Amplificacion del fragmento de 1.1 kb de PA3327. (B) 1. Marcador Lamda

DNA/Hindlll 2. Bandas correspondientes a la construccion pGEM-T-PA3327. Gel de agarosa
1%

Verificacion de la insercion del fragmento interno de PA3327 en el vector pGEM, mediante
analisis de restriccion con la enzima EcoRI que flanquea el fragmento insertado.
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EcoRI

+ I
PA3327

EcoRI

Figura 32. Verificacion de insercion del fragmento en el vector p-GEM-t easy. 1. Marcador Lambda
Hindlll/EcoRI. 2.pGEM-PA3327/EcoRI, bandas de 3 kb y 1.1 kb. Gel de agarosa 1%

Obtencién del cassette de resistencia a GmR

El cassette de resistencia a gentamicina fue obtenido del plasmido pBSL141 y escindido con la

enzima de restriccion Smal, obteniendo una banda de aproximadamente 900 pb.

Ap Sa Hc3 RI?mSpSZMI MI Ap Sa H3 RISnl‘lSpSZ

ori

pBSL141

Figura 33. Obtencion del cassette de resisencia a gentamicina con la enzima Smal. 1.Marcador
Lambda Hindlll/EcoRI. 2.pBSL141/Smal purificado, banda de 900 pb. Gel del agarosa al 1%.

La construccion p-GEM-T-PA3327 fue linealizada empleando la enzima Smal la cual tiene un
sitio de corte que interrumpe el fragmento de PA3327, en este sitio se insertara el cassette de
resistencia a gentamicina previamente purificado en una reaccion de ligacion empleando la
enzima T4 DNA ligasa. Esta nueva construccion p-GEM-T-PA3327::Gm fue electroporada en
células JM10 E. coli.

Posteriormente se verifico la insercion GmR en el fragmento de PA3327 mediante un analisis de

restriccién empleando la enzima EcoRI.
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lacz
EcoRlI

pGEM-T-PA3327 Ligacion
4.1kb _— >
Smal ApR

pGEM-T-PA3327::Gm

5kb  GmR
EcoRlI

EcoRlI

21226

4973
4200

2027
1584
1375

947
831

Figura 34. Ligacion del cassette de resistencia a gentamicina y la construccion pGEM-T-PA3327
para obtener la construccion pGEM-t-PA3327::Gm. (A) 1. Marcador Lambda Hindlll/EcoRI 2.
pGEM-T-PA3327 linearizado con enzima Smal. (B) 1. Marcador Lambda Hindlll/EcoRI. 2. DNAp
de construccion pGEM-t-ambB::Gm. 3. Plasmido pGEM-T-PA3327::Gm/EcoRlI, banda de 3 kb,
banda de 1.1 kb y banda de 0.9 kb, correspondientes a los fragmentos restantes del corte con
EcoRl

Interrupcién del fragmento de PA3327 con GmR
Posteriormente se empled la enzima EcoRI para obtener Unicamente el fragmento PA3327::Gm

de 2 kb.

2000 pb
lacZ PA3327::Gm
EcoRlI EcoRlI EcoRlI EcoRI
Restriccion
PGEM-T-PA3327:Gm | M —
o 5kb _GmR oor 900 900 200
Y EcoRlI 1100 pb

EcoRlI

21226

4973
4200

2027
1584
1375

947
831

Figura 35. Analisis de restriccion de la construccion pGEM-t-PA3327::Gm. (A) Lambda
Hindlll/EcoRIl. 2. DNAp de construccion pGEM-t-PA3327::Gm. 3. Plasmido pGEM-T-
PA3327::Gm/EcoRlI, banda de 3 kb, banda de 1.1 kb y banda de 0.9 kb, correspondientes a los
fragmentos restantes del corte con EcoRI. (B) 1. Lambda Hindlll/EcoRI 2. Fragmento purificado
de 200 pb correspondiente a PA3327::Gm.
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Subclonacion del fragmento PA3327::Gm en pKOK4

Una vez obtenido el fragmento PA3327::Gm se ligd al vector pKOK4 previamente digerido con
la enzima EcoRI como se describe anteriormente, se electroporaron células competentes E. coli
JM101 con la construccion pKOK4-PA3327::Gm. Posteriormente se verifico la insercion de la
construccion mediante aislamiento por lisis alcalina y el plasmido obtenido fue verificado

mediante analisis de restriccion con la enzima EcoRl.

AGR mob
P 2000 pb Apt mob
EcoRI PA3327::Gm \
EcoRI EcoRI EcoRI
Ligacion
Cmf + & pKOK4-
PA3327::Gm

900 900 200
1.1 kb

Figura 36. Subclonacion de PA3327::Gm en pKOK4. (A) 1. Marcador Lambda Hindlll/EcoRI.
2.DNAp de construccion pKOK4-PA3327::Gm. (B) 1. Marcador Lambda Hindlll/EcoRI. 2. pKOK4-
PA3327::Gm/EcoRl, banda de 6.3 kb correspondiente a pKOK4, banda de 2 kb correspondiente
a PA3327::Gm y bandas de 1.1 kb y 0.9 kb correspondientes a los fragmentos por la digestion
con EcoRI.

Después de verificar la correcta clonacion del fragmento PA3327::Gm en el plasmido pKOK4,
esta construccion fue electroporada en la cepa E. coli S-17 que fue empleada para el proceso de
conjugacion tripartita, empleando un medio de crecimiento de LB sélido suplementado con los
antibidticos ampicilina (100 mg/mL) y tetraciclina (30 mg/mL). Se tomaron alrededor de 10
colonias obtenidas del procedimiento de conjugacion tripartita que fueron se sembradas en los
antibidticos estreptomicina (100 mg/mL) y gentamicina (100mg/mL).
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8.2.1. Caracterizacion de la mutante simple en el ORF PA3327 de P. aeruginosa PAO1.

Posterior a la seleccion con antibidticos de 3 colonias obtenidas en la conjugacion tripartita de
de P. aeruginosa PAO1, se sembraron en medio minimo M9 con fuente de carbono citronelol.

Se observo el crecimiento de las clonas mutantes PA3327 al igual que el del control positivo
PAO1, con lo que se continudé con la caracterizacion para la verificacion de la insercion del
cassette de resistencia a gentamicina mediante PCR y la amplificacion de este, confirmando la

presencia del cassette en las mutantes y el aumento en pb del fragmento original amplificado.

Figura 37. Cultivo de cepas de de P. aeruginosa PAO1 en Medio minimo M9, fuente de
carbono citronelol. 1. P.aeruginosa PAO1. 2. E. coli S-17. 3-8 Clonas 1-8 de mutantes
PA3327:.Gm obtenidas en conjugacion tripartita.

Fw aaCC1

T, . S —
. Rv aaCC1

Figura 38. Amplificacion del cassette de resistencia a GmR en el ORF PA3327. 1. Marcador 1 kb
DNA Ladder. 2. PAO1 WT que no presenta GmR. 3. Banda de ~900 pb corrrespondiente a GmR en
clona mutante PA3327::Gm.
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Figura 39. Comprobacioén de insercion de cassette de resistencia a Gm en el ORF PA3327. (A)
Diagrama de la insercion de GmR en el ORF PA3327 y oligonuecledtidos disefiados para la
amplificacion del ORF completo. (B) 1. Marcador 1Kb DNA ladder 2. PCR Fw PA3327 y Rv aaCC1
en PAO1 WT, donde no se obtuvo producto de amplificaciéon. 3. PCR Fw PA3327 y Rv aaCC1,
fragmento amplificado de ~4615 pb. 4. PCR Rv PA3327 y Fw aaCC1, fragmento amplificado de
~4688 pb.
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8.3. E_fecto sobre la produccidon de factores de virulencia por mutacion en las NRPS de P.
aeruginosa.

Se evaluo el efecto de las mutaciones en los ORF PA2305/ambB y PA3327 sobre la
produccion de factores de virulencia de P. aeruginosa. Se tomaron 3 clonas de cada mutante
para verificar que el fenotipo fuera homogéneo entre mutantes. Los factores de virulencia fueron
evaluados a las 48 horas en medio de cultivo LB, empleando como control positivo a P.
aeruginosa PAO1 y como control negativo de produccion de factores de virulencia a la cepa JM2
(Alasl/ARNI).

La produccion de los factores de virulencia elastasas y proteasas esta principalmente
regido por el sistema de QS /as. Se observé que las cepas mutantes en ambB no mostraron
diferencias significativas en comparacion con el control PAO1, a diferencia con las cepas

mutantes en PA3327 que aumentaron la produccion de elastasas.
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Gréafica 1. Determinacion de elastasas generales producidas por las cepas de P. aeruginosa
PAQO1. Las barras representan la media + EE de tres experimentos independientes. Se realizé
analisis ANOVA de una via, con prueba post-hoc de Tukey; n=4. Las letras minusculas
representan diferencias significativas.
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Gréfica 2. Determinacién de la actividad de proteasas producidas por las cepas de P.
aeruginosa PAO1. Las barras representan la media + EE de tres experimentos independientes.
Se realizé analisis ANOVA de una via, con prueba post-hoc de Tukey; n=3. Las letras
minusculas representan diferencias significativas.

El % de actividad de proteasas no se alteré por ninguna de las mutaciones en NRPS,
observando una actividad igual que a la cepa silvestre PAO1, dado que los factores de virulencia
elastasas y proteasas no se vieron modificados en gran medida, se plantea que estos genes no
regulan al sistema /as, a diferencia de la doble mutante JM2 donde se abate la sintesis de estos

factores de virulencia.

El factor de virulencia piocianina esta mediado principalmente por el sistema rhl, por lo
que se evalué la produccién de este factor de virulencia en las cepas mutantes. Como se muestra
en la Grafica 3, las mutantes en ambB aumentaron la sintesis de piocianina a diferencia de las
mutantes en PA3327 donde disminuye este factor de virulencia, sin llegar a disminuir como en la
doble mutante JM2, este resultado puede indicar que los genes de estas NRPS pueden tener

una actividad moduladora sobre el sistema rhl.
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Grafica 3. Determinacion de la piocianina producidas por las cepas de P. aeruginosa PAO1.
Las barras representan la media + EE de tres experimentos independientes. Se realizé analisis
ANOVA de una via, con prueba post-hoc de Tukey; n=3. Las letras minusculas representan
diferencias significativas.

La sintesis del sideroforo pioquelina es llevada a cabo por el cluster de genes pchDCBA
y pchEFGHI los cuales codifican para NRPS, este sideréforo se produce al censar una baja
concentracion de hierro en el ambiente. Por lo que las mutaciones en las NRPS ambB y PA3327
no mostraron diferencias significativas en la sintesis de la pioverdina en comparacion con el
control PAO1.
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Grafica 4. Determinacion de la pioquelina producida por las cepas de P. aeruginosa PAO1. Las
barras representan la media + EE de tres experimentos independientes. Se realizé analisis ANOVA

de una via, con prueba post-hoc de Tukey; n=3. Las letras minusculas representan diferencias
significativas.
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El principal sideréforo producido por P. aeruginosa es la pioverdina, la cual de la misma
manera tiene un cluster de genes de NRPS responsables de su biosintesis (pvd). La produccién
de pioverdina disminuy6 significativamente en las mutantes en ambB asi como también en las

cepas mutantes en PA3327.
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Grafica 5. Determinacion de pioverdiva producida por las cepas de P. aeruginosa PAO1. Las
barras representan la media + EE de tres experimentos independientes. Se realizé analisis

ANOVA de una via, con prueba post-hoc de Tukey; n=12. Las letras minusculas representan
diferencias significativas

El tercer sistema de QS de P. aeruginosa PQS rige principalmente la biosintesis de biopeliculas,
influenciado también por rhl.
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Grafica 6. Determinacion de biopeliculas producido por las cepas de P. aeruginosa PAO1. Las barras
representan la media = EE de tres experimentos independientes. Se realizé analisis ANOVA de una
via, con prueba post-hoc de Tukey; n=12. Las letras minusculas representan diferencias significativas.
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La produccién de biopeliculas aumentd para ambas cepas mutantes en comparacion con
PAO1, teniendo un mayor aumento en las clonas mutantes en la NRPS ambB. Parte de los
elementos principales para la correcta formacion de biopeliculas son los ramnolipidos y los LPS,

los cuales también fueron evaluados.
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Grafica 8. Determinacion de ramnolipidos producidos por las cepas de P. aeruginosa PAO1. Las
barras representan la media + EE de tres experimentos independientes. Se realizd analisis ANOVA
de una via, con prueba post-hoc de Tukey; n=3. Las letras minusculas representan diferencias

significativas.
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Grafica 7. Determinacion de LPS producidos por las cepas de P. aeruginosa PAO1. Las barras
representan la media * EE de tres experimentos independientes. Se realizé analisis ANOVA de una via,
con prueba post-hoc de Tukey; n=3. Las letras minusculas representan diferencias significativas.
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Concordando con el aumento de biopeliculas, para ambas mutantes aumentd la
produccion de ramnolipidos y LPS respecto a la cepa de referencia PAO1, estos resultados
podrian indicar que ambos genes de NRPS o sus productos pueden influenciar al sistema de QS
rhl que a su vez modula al sistema PQS, ya que los principales factores de virulencia que se

modificaron fueron la piocianina, biopeliculas y sus componentes.

8.4. Efecto sobre la produccion de CDPs por la mutacion en NRPS de P. aeruginosa.

Como se describié anteriormente los CDPs pueden actuar como moléculas moduladoras
del QS y sucesivamente modificar la sintesis de factores de virulencia, por lo que se evaluo la
produccion de CDPs en las mutantes en ambB 'y PA3327, ademas ya que estos genes codifican
para NRPS que ensamblan péptidos, se analizé si la produccion de estas moléculas se afecto

por las mutaciones en estas NRPS.

Se realizo la extraccion en acetato de etilo de CDPs a partir de sobrenadantes de cultivos

de 48 h, crecidos en medio de cultivo LB.
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Gréafica 9. Cromatograma obtenido del analisis por HPLC. La linea verde representa la

extraccion de CDPs de P. aeruginosa la cual se tomara como referencia. La linéa azul

representa la extraccion de CDPs de la mutante ambB::Gm. Las flechas sefalan el CDP
identificado y el tiempo de retencion en minutos.
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Grafica 10. Cromatograma obtenido del andlisis por HPLC. La linea verde representa la
extraccion de CDPs de P. aeruginosa la cual se tomara como referencia. La linéa azul representa
la extraccion de CDPs de la mutante PA3327::Gm. Las flechas sefalan el CDP identificado y el
tiempo de retencion en minutos.

En ambos cromatogramas se logré observar la presencia de los ciclodipéptidos producidos por
P. aeruginosa PAO1. Los picos identificados en el cromatograma corresponden a: ciclo(L-Pro-L-
lle) en el tiempo de retencion (en minutos) 8.733, el ciclo(L-Pro-Tyr) en el tiempo 11.192, ciclo(L-
Pro-L-Val) en el tiempo 11.93 y ciclo(L-Pro-L-Phe) en el tiempo 12.624.

Posteriormente se analizé la produccién de cada CDP por separado, cuantificando el area
relativa bajo el pico. Se empled como referencia a la cepa PAO1 y se compar6 con las dos

mutantes de P. aeruginosa en ambB y PA3327.

Como se muestra a continuacion (Grafica 11), la produccién del ciclo(L-Pro-L-lle) aumento
significativamente en la mutante en ambB y se mantuvo igual para la mutante PA3327 respecto
a PAO1. La produccion del ciclo(L-Pro-L-Tyr) no mostré diferencias significativas entre las
mutantes y el grupo control, de la misma manera que tampoco se encontraron diferencias

significativas para los CDPs ciclo(L-Pro-L-Val) y ciclo(L-Pro-L-Phe) entre las cepas mutantes.
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Grafica 11. Cuantificacion de los Ciclo (L-Pro-L-lle), Ciclo (L-Pro-L-Tyr), Ciclo (L-Pro-L-Val) y
Ciclo (L-Prp-L-Phe) (se senala el tiempo de retencion bajo el nombre de cada CDP en minutos)
en los sobrenadantes de la cepa de referencia PAO1 y en las mutantes en ambB::Gm y en
PA3327::Gm. Las barras representan la media £ EE de tres experimentos independientes. Se
realizé analisis ANOVA de una via, con prueba post-hoc de Tukey; n=3. Las letras minusculas
representan diferencias significativas.
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8.5 Efecto de la mutacion de NRPS de P. aeruginosa sobre el modelo in vivo Caenorhabditis
elegans

Caenorhabditis elegans es un modelo simple como huésped para el estudio del sistema
inmune animal y la patogenicidad causada por microorganismos como bacterias Gram-negativas
como P. aeruginosa. Existen dos mecanismos de patogenicidad mediante los cuales P.
aeruginosa pueden matar a C. elegans; muerte asociada a toxinas y muerte asociada a la
infeccion.
Se estudid la interaccion huésped-patdgeno entre C. elegans y las cepas mutantes en las NRPS
ambB y PA3327, empleando como cepa control a la cepa silvestre PAO1 y como control de
virulencia negativo a la doble mutante JM2 (Alasl/ARhII). Asi mismo para analizar estos dos
mecanismos de patogenicidad se realizaron ensayos por separado empleando sobrenadantes

libres de células de cultivos de 48 horas asi como ensayos empleando cultivos de 48 horas.

Sobrenadante libre de células

100 = ; = !

3 } e PAO1
g b, = JM2
§ - +  ambB::Gm
g 50 —~  PA3327:Gm
s Medio
()]
G

0 1 1 1 1 1

0 12 24 36 48

Horas

Grafica 12. Cuantificacion del % de supervivencia de C. elegans por la toxicidad de los factores
de virulencia secretados en el medio de 48 horas de crecimiento de las diferentes cepas de P.
aeruginosa PAO1. Los puntos representan la media + EE de tres experimentos independientes.

Como se muestra en la Grafica 12 los sobrenadantes libres de células que disminuyeron
mayormente el % de supervivencia de C. elegans fueron el de la cepa silvestre PAO1 y la mutante
ambB::Gm manteniendo un 70% la supervivencia de los nematodos; mientras que la mutante
PA3327::Gm disminuy6 solo un 20% la supervivencia a las 48 horas en interaccion con el

sobrenadante. El sobrenadante de la cepa control JM2 disminuy6 el porcentaje de supervivencia
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en un 10% a las 48 horas y en el control que solo contenia el medio de cultivo LB la supervivencia

solo se redujo un 5%.
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Gréafica 13. Cuantificacion del % de supervivencia de C. elegans por la infeccion de las distintas
cepas de P. aeruginosa PAO1 de 48 horas de crecimiento. Los puntos representan la media +

EE de tres experimentos independientes.

Los resultados en el ensayo de supervivencia de los nematodos, utilizando los cultivo bacterianos

mostrados en la grafica 13, muestran que la cepa que disminuyd en un mayor porcentaje la

supervivencia de los nematodos fue la mutante ambB::Gm manteniendo la supervivencia al 40%

a las 60 horas. Mientras que con el cultivo de la cepa silvestre PAO1 se mantuvo un 55% de

supervivencia de los nematodos y la cepa mutante PA3327::Gm, presenté un efecto similar a la

PAO1; como se esperaba, la cepa menos patogénica fue la cepa JM2 que solo disminuyé la

supervivencia un 10%.
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9. DISCUSION

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria que pueda causar infecciones graves y
potencialmente mortales, principalmente en pacientes con sistemas inmunes debilitados como
aquellos con fibrosis quistica o afecciones médicas como heridas por diabetes o quemaduras.
La virulencia de P. aeruginosa es multifactorial y compleja, lo que le permite colonizar una
variedad de entornos, incluyendo ambientes hospitalarios y equipos médicos (Gellatly &
Hancock, 2013) por lo que es de gran importancia estudiar los mecanismos involucrados en la

virulencia de esta bacteria.

Esta bacteria es conocida por su amplio repertorio de factores de virulencia y su
capacidad para adaptarse y resistir a los tratamientos antimicrobianos, es conocido que la
modulacién en la sintesis de estos factores de virulencia es mediada principalmente por un
complejo sistema de quorum sensing que involucra moléculas autoinductoras (Al) y sus
respectivos reguladores transcripcionales que inducen la biosintesis de los factores de virulencia
(Lee & Zhang, 2015). Las principales moléculas Al empleadas en este sistemas son acil-
homoserina-lactonas (AHL) que modulan a los reguladores transcripcionales LasR y RhIR, una
tercera sefal es una quinolona que interactua con el regulador transcripcional PgsR (Garcia-
Reyes et al., 2020).

Se ha reportado que pequefias moléculas denominadas ciclodipéptidos (CDPs) pueden
modular estos reguladores transcripcionales de tipo LuxR mediante cepas reporteras con el
promotor luxCDABE que emite bioluminiscencia en respuesta a AHL, en estos ensayos se
demostro que sobrenadantes libres de células que contenian CDPs de bacterias gram-negativas

del género Pseudomonas logran inducir la bioluminiscencia (Campbell et al., 2009).

Recientemente se reportd el estudio de la relacion del grupo hidroxilo de los CDPs
ciclo(L-Pro-L-Tyr), ciclo(L-Hyp-L-Tyr) y ciclo(L-Pro-L-Phe) y su actividad inhibitoria del quorum
sensing de P. aeruginosa PAO1. Se reportd que el ciclo(L-Pro-L-Phe) que no posee grupos
hidroxilo mostré una mayor inhibicién en los factores de virulencia de la bacteria, a excepcion de
la formacion de biopeliculas, ciclo(L-Pro-L-Phe) también regulé negativamente la expresion de
los componentes de QS en pgsRy rhll. También se encontré que los CDPs Ciclo(L-Pro-L-Tyr) y
ciclo(L-Hyp-L-Tyr) suprimieron genes en los sistemas las y rhl, demostrando la importancia

estructural de los CDPs al interactuar con el QS (L. Li et al., 2023).

En una busqueda reciente en el genoma de P. aeruginosa se identificaron marcos de
lectura abiertos que codifican para enzimas péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) que se
planed producian estos CDPs, donde algunas de estas NRPS estaban involucradas en la sintesis

de varios factores de virulencia como los sider6foros pioquelina y pioverdina y al metabolito acido
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L-2-amino-4-metoxi-trans-3-butenoico (AMB), sintetizado por el cluster de genes ambABCDE,
ademas de la probable NRPS PA3327 cuya funcién es desconocida (Gonzalez et al., 2017). Es
por esto que en este trabajo se plantea que las NRPS desempefian un papel crucial en la

virulencia de P. aeruginosa.

En el presente estudio se identificaron a los CDPs ciclo(L-Pro-L-lle), ciclo(L-Pro-L-Tyr),
ciclo(L-Pro-L-Val) y ciclo(L-Pro-L-Phe) en los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa
PAO1 asi como en los de las mutantes en NRPS ambB::Gm y PA3327::Gm, en cuanto a la
mutante ambB::Gm en este estudio se observo un aumento significativo en el ciclo(L-Pro-L-lle)
en comparacion con la cepa de referencia PAO1, este CDP no habia sido cuantificado en el
reporte mencionado anteriormente, los demas CDPs no mostraron cambios en su biosintesis, de
manera similar no se encontraron diferencias significativas en los CDPs producidos por la
mutante en la NRPs dimodular PA3327.

Previamente se reportd que mutantes por transposicion en las NRPS ambB y pvdJ
modificaron de manera positiva la sintesis de los CDPs, ciclo(L-Pro-L-Tyr), ciclo(L-Pro-L-Val) y
ciclo(L-Pro-L-Phe), ademas mutantes dobles en los genes de NRPS ambB/pvdl y pchE/pvdlL
disminuyeron la biosintesis de estos tres CDPs, mientras que algunas otras combinaciones en
las mutaciones (PA3327/pvdl, PA3323/pvdL) aumentaron la biosintesis de estos como se

describe anteriormente (Gonzalez et al., 2017) (Solis-Ortiz, Tesis de maestria, 2017).

Dado que P. aeruginosa posee varias NRPS (Tabla 1) y las tendencias en la sintesis de
CDPs que han sido observadas en este trabajo como en los anteriores mencionados, es posible
plantear que en algunas enzimas NRPS en el genoma de esta bacteria, puedan existir moédulos
redundantes que llevan a cabo la misma funcién, como la activacién de un aminoacido especifico,
lo que causa que al mutar una NRPS otra pueda sustituir su funcién. La redundancia genética
NRPS podria ser una estrategia competitiva que la bacteria utiliza para aumentar la flexibilidad y
diversidad en la sintesis de péptidos no ribosomales y facilitar asi la produccion de péptidos

bioactivos con diversas propiedades biologicas.

Otro escenario que se puede plantear es que sea un caso similar al controversial cuarto
sistema de quérum sensing IQS, ya que se planteaba que el grupo de genes ambABCDE
sintetizaba la sefial IQS, posteriormente se aclaré que esta sefial es en realidad un carbaldehido,
producto de la biosintesis del factor del sideréforo pioquelina (Cornelis, 2019). Aunque es
necesaria mas investigacion respecto a las NRPS, es posible que ademas del punto
anteriormente planteado, los productos que ensamblan estas enzimas, dejen péptidos o
moléculas de “desecho” que la bacteria aprovecha para tener una ventaja competitiva con otras
especies como la sintesis de estos CDPs o que puedan ser empleadas en el sistema de QS. El
aumento en la biosintesis de los CDPs puede atribuirse también debido a una mayor

biodisponibilidad de aminoacidos debido a la interrupcién de la biosintesis de los péptidos dadas

80



las NRPS interrumpidas por transposicion o con el cassette de gentamicina, nuevamente que
estas NRPS no sean especificas para sintetizar a los CDPs. La NRPS PA3327 es dimodular y
puede activar a los aminoacidos serina y prolina, siendo este ultimo el aminoacido en comun en
los diferentes CDPs, una estrategia a abordar podria ser desarrollar una cepa mutante en
PA3327 en combinacién con otra u otras NRPS que también activen prolina y de esta manera

rastrear los CDPs.

Como se ha mencionado anteriormente, la red de QS de P. aeruginosa es un sistema
complejo que involucra una variedad de moléculas sefial que interactuan con reguladores
transcripcionales para inducir la biosintesis de factores de virulencia, bajo el sistema /as se regula
la biosintesis de enzimas proteoliticas como elastasas y proteasas, bajo el sistema rhl se regula
la biosintesis de ramnolipidos y piocianina (Lee & Zhang, 2015), finalmente el sistema PQS

regula la formacion de biopeliculas (Cooke et al., 2020).

Recientemente se reportdé que mutaciones simples y dobles en los genes de las NRPS
pvdd, pvdL y pvdl que estan involucradas en la biosintesis del sideroforo pioverdina, resultaron
en alteraciones en la conformacion de biopeliculas de P. aeruginosa que ademas se correlaciono
con el contenido de ramnolipidos, asi mismo de observaron diferencias en la produccion de
fenazinas como la piocianina. Este articulo también confirmé que la doble mutante en pvdJ/pvdL
modifico la biosintesis del autoinductor del sistema de PQS sugiriendo que las los factores de
virulencia que se vieron alterados, son resultado de la modificacion de este sistema de QS (Diaz-
Pérez et al., 2022)

En el presente trabajo se analizaron los factores de virulencia producidos por las cepas
mutantes interrumpidas con un cassette de resistencia a gentamicina en genes que codifican
para las NRPS ambB y PA3327 comparandolos con la cepa de referencia P. aeruginosa PAO1

y una doble mutante en los sistemas /asl/rhll como control negativo.

Para la cepa ambB::Gm los resultados en los factores de virulencia no mostraron
diferencias significativas en la cuantificacion de elastasa ni proteasas generales asi como
tampoco en la pioquelina. El Unico factor de virulencia que disminuyo fue el sideréforo pioverdina
y aumenté la produccion de biopeliculas y correlacionando con este los ramnolipidos y los
lipopolisacaridos tuvieron un aumento significativo. Esta reportado que la NRPS AmbB en
conjunto con la NRPS AmbE sintetizan el metabolito AMB el cual resulta toxico para plantas y se
compone de un residuo de glutamato y dos de residuos de alanina, con los resultados obtenidos
se propone que esta molécula ademas actie como modulador de la virulencia o compita con el
sitio de la quinolona que induce el sistema PQS atenuando o modulando la expresion de los
factores de virulencia regulados por este sistema, es necesario continuar investigando a esta
NRPS y su versatilidad para sintetizar péptidos que logran interactuar con el QS de P. aeruginosa

y contribuir a la modulacion de la virulencia de la bacteria.
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En cuanto a la cepa PA3327::Gm los resultados en los factores de virulencia mostraron
un aumento significativo en la cuantificacion de la enzima proteolitica elastasa, se observo
también una disminucién significativa en los factores de virulencia pioverdina y piocianina, asi
como sorprendentemente un aumento en la biosintesis de biopeliculas y de igual manera que la
cepa mutante ambB::Gm se mostré una mayor cuantificacion de ramnolipidos y lipopolisacaridos.
Se desconoce la funcién de la NRPS PA3327, tiene un tamaino de 2352 aminoacidos, ademas
forma parte de un operén compuesto de 8 genes (PA3327-PA3328-PA3329-PA3330-PA3331-
PA3332-fabH2-PA3334) entre los cuales se encuentran deshidrogenasa y monooxigenasas
ademas de proteinas hipotéticas con funciones desconocidas que en conjunto a esta NRPS
pueden modificar los aminoacidos que activa esta NRPS hasta formar un péptido especifico.

Es importante continuar investigando esta NRPS ya que la evidencia mostrada en este
trabajo asi como los anteriores descritos sefialan que juega un papel en la virulencia de la
bacteria P. aeruginosa. Se propone que esta NRPS sintetice una molécula que pueda ser
empleada como precursor de la piocianina o pioverdina, ya que la sintesis de ambas fue

disminuida.

Finalmente, en este trabajo se evalud la patogenicidad de las cepas de P. aeruginosa en
el modelo in vivo del nematodo C. elegans. Para observar la toxicidad por las moléculas
secretadas de las cepas mutantes en ambB::Gm y PA3327::Gm se realizé un ensayo empleando
sobrenadantes libres de células, en este ensayo la cepa que redujo mas el porcentaje de la
supervivencia de C. elegans fue ambB::Gm, seguido de P. aeruginosa PAO1 y con un efecto
similar la cepa PA3327::Gm, en este ensayo se puede observar que los factores de virulencia
toxicos que son expulsados al medio, corresponden con la muerte de los nematodos, ya que en
la cepa ambB::Gm se aumento la produccion de piocianina y en PA3327::Gm disminuyo la
piocianina, pioverdina y aumento la elastasa. Este efecto fue levemente marcado en el modelo
in vivo ya que por lo general se realizan heridas en otros modelos in vivo (larvas de Gallera
Mellonella) para que puedan penetrar los factores de virulencia contenidos en el sobrenadante

al interior del organismo como ocurriria en una infeccion de P. aeruginosa.

Adicionalmente se realiz6 un ensayo empleando los cultivos con las cepas de P.
aeruginosa que serviran para analizar los factores de virulencia asociados a la bacteria (LPS,
biofilm y ramnolipidos) en este ensayo se observé de igual manera que la cepa mas virulenta fue
la mutante en ambB::Gm, consistente con los resultados cuantificados de los factores de
virulencia LPS, biopeliculas y ramnolipidos que fueron elevado, concluyendo que la mutacién en

la NRPS caus6 un aumento en la virulencia de la cepa mutante ambB::Gm.
La cepa PA3327::Gm tuvo una virulencia similar a la de la cepa de referencia P.

aeruginosa PAO1, ya que los factores de virulencia secretados piocianina y pioverdina se vieron

disminuidos, la cuantificacion de elastasa aumentoé asi como también los factores LPS, biofilm y
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ramnolipidos que al tener a la bacteria completa en este ensayo compenso la virulencia de los

factores disminuidos con los factores que se vieron aumentados.

El estudio de las NRPS y sus productos es de gran interés para el desarrollo de nuevos
enfoques terapéuticos contra las infecciones causadas por P. aeruginosa ya que al sintetizar
péptidos no ribosomales como sideréforos, péptidos antimicrobianos, moléculas de sefalizacién
y factores de virulencia estos compuestos bioactivos contribuyen a la capacidad de la bacteria
para adquirir nutrientes esenciales, competir con otras bacterias, resistir al sistema inmunitario

del hospedador y establecer infecciones persistentes.
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10. CONCLUSION

El ORF PA2305/ambB que codifica para una NRPS esta involucrado en la modulacién
de la biosintesis de los factores de virulencia piocianina, biopeliculas, ramnolipidos vy
lipopolisacaridos en P. aeruginosa PAO1. La mutacion en ambB aumento el grado de virulencia
en el modelo in vivo C. elegans, correlacionando con la biosintesis del CDP ciclo(L-Pro-L-lle).

El ORF PA3327 que codifica para una NRPS modifica la biosintesis de los factores de
virulencia piocianina y pioverdina, asi como en la biosintesis de biopeliculas, ramnolipidos y
lipopolisacaridos. Demostrando asi que ambas NRPS juegan un papel importante en la virulencia

de esta bacteria oportunista.
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