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RESUMEN

Las biomoléculas conocidas como ciclodipéptidos (CDPs) o péptidos ciclicos, son de gran
interés biotecnoldgico debido al potencial bioactivo que poseen. Diferentes estudios reportan
actividades bioldgicas para los CDPs tales como: antibidtica, antifungica, antiviral, moléculas de
sefializacion, actividad citotoxica, entre otras. Los CDPs son producto del metabolismo secundario
de microorganismos y estdn conformados por dos aminoacidos unidos mediante dos enlaces
peptidicos. A estas estructuras pueden afiadirse grupos sustituyentes como acidos grasos, azUcares,
hal6genos, D-aminoacidos, anillos tiazol y oxazol, entre otros; a estos productos finales se les
conoce como dicetopiperazinas (DKPs). Anteriormente, se consideraba que los CDPs podrian ser
productos intermediarios de la degradacion de las proteinas, sin embargo, actualmente se conocen
dos sistemas por los cuales pueden ser sintetizados: mediante las enzimas péptido sintetasas no-
ribosomales (NRPS) y por enzimas ciclodipéptido sintasas (CDPS) dependientes de aminoacil-
RNAt. Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo que produce CDPs los cuales son base
prolina (Pro): ciclo(L-Pro-L-Tyr), ciclo(L-Pro-L-Phe) y ciclo(L-Pro-L-Val). En trabajos previos se
reportd que el sistema involucrado en la sintesis de CDPs en P. aeruginosa PAOL es el sistema
NRPS. Un analisis de secuencias de proteinas en el genoma de Pseudomonas aeruginosa PAOL,
arroj6 como resultados la presencia de nueve probables NRPS. Mutantes simples de los genes que
codifican esas proteinas, presentaron alteracion en la sintesis de CDPs en P. aeruginosa PAO1,
sugiriendo una posible redundancia génica involucrada en la biosintesis de estos. En el presente
trabajo se continué con el estudio de las probables NRPS identificadas en el genoma de P.
aeruginosa PAO1; mediante la obtencién de mutantes dobles en los genes codificantes de las
posibles NRPS. La caracterizacion de la produccion de CDPs en las mutantes dobles obtenidas
mostrd que el fenotipo cambia dependiendo de la combinacién de genes NRPS mutados en P.
aeruginosa PAO1, modificando la produccion en al menos dos de los tres CDPs; algunas mutantes
mostraron sobreproduccién con valores de hasta 190% en algunos CDPs y otras mostraron
disminucién de la produccion menores a 50% con respecto de la cepa silvestre. Sin embargo, se
identificaron dos mutantes (ambB/pvdIl-7 y pchE/pvdL-2) las cuales mostraron una disminucién del
30% en la produccion de los CDPs, con respecto de la cepa silvestre. Con lo cual se concluye que
las combinaciones de genes NRPS ambB/pvdl y pchE/pvdL juegan un papel importante en la
produccion de CDPs en P. aeruginosa PAOL. Adicionalmente, en la caracterizacion de las mutantes
obtenidas se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular con la linea celular humana Hela, se
observo que en general, el sobrenadante de algunas mutantes simples presentaron una disminucion
de 65% en la viabilidad de las células HeLa; mientras que los sobrenadantes de las mutantes dobles
presentaron porcentajes arriba del 80% de viabilidad celular. Los resultados obtenidos de viabilidad
celular y la cuantificacion de los CDPs sugieren que el efecto de los sobrenadantes sobre la
viabilidad celular se asocia con la concentracion de los CDPs presentes. Por lo que los resultados
indican que los CDPs en P. aeruginosa PAOL son sintetizados por enzimas de la familia de las
NRPS producto de maltiples genes cuyas funciones son redundantes.

Palabras clave: Ciclodipéptidos, P. aeruginosa PAO1, mutantes, citotoxicidad,
redundancia génica.
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ABSTRACT

Known as cyclodipeptides (CDPs) or cyclical biomolecules, they are of biotechnological
interest due to the potential bioactive possessing. Different studies report biological activities for the
CDPs such as: antibiotic, antifungal, antiviral, cytotoxic, signaling molecules, among other activity.
The CDPs are a product of the secondary metabolism of microorganisms and are made up of two
amino acids joined by peptide bonds two. Substituent groups such as fatty acids, sugars, halogens,
biosynthetic and thiazole and oxazole rings may be added to these structures, among others, these
end products are known as diketopiperazines (DKPs). Previously, deemed to the CDPs may be
intermediate product of the degradation of proteins, however, two systems which can be
synthesized are currently known: using enzymes non-ribosomal peptide synthetases (NRPS) and
enzymes ciclodipeptido synthases (CDPS) aminoacyl-RNAt-dependent. Pseudomonas aeruginosa
is a gram-negative Bacillus that produces CDPs which are base Proline (Pro): ciclo(L-Pro-L-Tyr),
ciclo(L-Pro-L-Phe) and ciclo(L-Pro-L-Val). Previous studies reported that the system involved in
the synthesis of CDPs in P. aeruginosa PAOL is the NRPS system. An analysis of sequences of
proteins in the genome of Pseudomonas aeruginosa PAOL, threw as results the presence of nine
probable NRPS. Mutant single genes that encode these proteins, presented alteration in the
synthesis of CDPs in P. aeruginosa PAOL, suggesting a possible genetic redundancy involved in
the biosynthesis of these. This work continued with the study of the probable NRPS identified in the
genome of P. aeruginosa PAO1; by obtaining mutant double in the genes coding for the possible
NRPS. The characterization of the production of CDPs in the mutants obtained double showed that
the phenotype changes depending on the combination of NRPS genes mutated in P. aeruginosa
PAO1, modifying production in at least two of the three CDPs; some mutants showed
overproduction with values up to 190% in some CDPs and others showed a decrease in the
production of less than 50% with respect to the wild type. However, we identified two mutants
(ambB/pvdI-7 and pchE/pvdL-2) which showed a 30% decrease in the production of the CDPs, with
respect to the wild type. Whereupon, it is concluded that combinations of ambB/pvdl and
pvdL/pchE NRPS genes play an important role in the production of CDPs in P. aeruginosa PAOL.
Additionally, in the characterization of the mutants obtained cell viability with the human cell line
HelLa, trials were carried out it was noted that in general, the supernatant of some single mutants
showed a 65% decrease in viability HelLa cells; whereas the supernatants of the double mutants
showed percentages above 80% of cell viability. The results of cell viability and the quantification
of the CDPs suggest that the effect of the supernatants of cell viability is associated with the
concentration of these CDPs. So the results indicate that the CDPs in P. aeruginosa PAO1 are
synthesized by enzymes of the NRPS family product in multiple genes whose functions are
redundant.

Key words: Cyclodipeptides, P. aeruginosa PAO1, mutants, cytotoxicity, gene redundancy.



INTRODUCCION.

I.1 Generalidades de Pseudomonas aeruginosa.

Pertenece al reino bacteria; filo proteobacteria; clase Gamaproteobacteria; genero
Pseudomonas; especie aeruginosa. Es un bacilo Gram negativo ligeramente curvado, posee
movilidad unipolar debido a la presencia de un flagelo, no forma esporas, y es aerobica
estricta; aunque algunos reportes sugieren que puede sobrevivir en condiciones
anaerdbicas, bajo ciertas condiciones. Hasta el momento, se considera que su genoma es
uno de los mas grandes en bacterias; casi 6.3 MPb vy se predice que tiene 5,570
ORFs (Tabla 1). EI genoma de P. aeruginosa es comparable con el tamafio de los
eucariotas simples como Saccharomyces cerevisiae. Otra de las caracteristicas del genoma

de P. aeruginosa es que es rico en G+C, alrededor de 66.6% (Stover et al., 2000).

Tabla 1. Clases funcionales de genes predichos (modificada de Stover et al., 2000).

Tipo de funcion

Adaptacion, proteccion (por ejemplo proteinas de choque de baja temperatura)

Biosintesis y metabolismo de aminodcidos

Resistencia y susceptibilidad a antibioticos

Biosintesis de cofactores, grupos prostéticos y de transporte
Metabolismo de compuestos de carbono

Division celular

Pared celular, LPS

Metabolismo intermediario central

Chaperonas v proteinas de choque térmico

Quimiotaxis

Replicacion, recombinacion, modificacion y reparacion de DNA
Metabolismo energético

Metabolismo de fosfolipidos v dcidos grasos

Proteinas de membrana

A ccesorios v motilidad

Biosintesis v metabolismo de nucledtidos

A paratos de secrecion v exportacion de proteinas.
Enzimas putativas

Relacion con fagos, transposones o plasmidos

Factores de secrecion (toxinas, enzimas y alginato)
Proceso de transcripcion y degradacion de RNA
Reguladores transcripcionales

Traduccion, modificacion v degradacion post traduccional
Trasporte de moléculas pequefias

Sistemas de regulacion de dos componentes

Hipotéticos

Desconocidos (Hipotéticos conservados)

Total

ORFS
60

150
19
119
130

~
-

83
64

-
e

43
g1
166
56

65
60
83
409
38
58
45
403
149
555
118
1774
757
5570

% ORFS
11

27
03

-

o

~
o

0.5
15
1.1
0.9
0.8
1.5
3.0
1.0
0.1

~
s

11
1.5
73
0.7
1.0
0.8
72
27

10.0

-
-

31.8
13.6
100.0



1.2.1 Importancia clinica de P. aeruginosa.

P. aeruginosa tiene gran capacidad para sobrevivir en diferentes entornos,
sobretodo entornos hdmedos, ademé&s posee multiple resistencia a antibidticos y a
desinfectantes que eliminan a otras bacterias del medio. Se le considera un patdgeno
oportunista, todo esto debido a sus multiples factores de virulencia que le dan ventaja para
sobrevivir y colonizar entornos, asi como la gran capacidad para desarrollar infecciones en
pacientes que estén bajo un estado de inmunodeficiencia u hospitalizacion durante un largo
periodo de tiempo debido a uso de catéteres; sobre todo infecciones respiratorias (Stover et
al., 2000; Karatuna y Yagci, 2010).

1.2.2 Pigmentos

P. aeruginosa posee la capacidad de formar diferentes pigmentos hidrosolubles,
entre los cuales se incluye el compuesto fluorescente pioverdina (también producido por
Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens). Cuando la pioverdina se combina con el
pigmento fenazinico azul piocianina, se crea el color verde brillante, caracteristico de
P. aeruginosa, bacteria que también puede producir otros pigmentos hidrosolubles,
como la piorrubina (rojo) y la piomelanina (marron). Estas sustancias, cuya produccion se
ve favorecida por temperaturas menores a 37 °C y por la presencia de hierro en el medio,
fueron aplicadas como marcadores fenotipicos con utilidad variable, se ha demostrado que
poseen actividad antibacteriana y efecto sobre la integridad del epitelio respiratorio (Figura
1; Merino, 2007).

Figura 1. Colonias de aislamientos hospitalarios de P. aeruginosa. Se aprecian los diferentes pigmentos
producidos sobre agar Mueller Hinton, luego de 48 h de incubacién a 28 °C (tomada de Merino 2007).



1.2.3 Factores de virulencia

Muchos de los factores de virulencia de P. aeruginosa son componentes
superficiales de la célula; como lipopolisacaridos (LPS) y alginato de productos
extracelulares, como la proteasa alcalina, elastasa, Exotoxina A, ADNasa, y fosfolipasa C
(PLC), todos estos factores en conjunto o por separado contribuyen a la patogénesis de esta
bacteria. Varios estudios han demostrado que estos productos son liberados al medio
ambiente por esta bacteria durante su crecimiento (Kadurugamuwa y Beveridge, 1995).
Muchos de los factores relacionados con la virulencia de P. aeruginosa participan directa o
indirectamente en la interaccion fisica con la célula huésped y las proteinas del anfitrion,
incluyendo a los sistemas de secrecion (tipo 11, tipo Il y tipo V1) y efectores asociados
(incluyendo ExoT, ExoU, ExoS y ExoA, fosfolipasa C y proteasa alcalina), flagelos y
estructuras asociadas en la adhesion a las células del huésped tal como el pili tipo 1V. Otros
factores de virulencia reconocidos incluyen los implicados en quorum (sistemas AHL y
PQS), adquisicion de hierro (Pioquelina y Pioverdina), moléculas pequefias/ sintesis de
toxinas (fenazinas, cianuro de hidrogeno), alginato, LPS y formacion de Biofilm
(Feinbaum, et al., 2012).

1.1.3.1 Principales sistemas reguladores de virulencia en P. aeruginosa.

El gran genoma de P. aeruginosa contiene una gran cantidad de redes reguladoras,
con ~8 % del total del genoma dedicado a las proteinas reguladoras. En P. aeruginosa
PAOL1 codifica 434 reguladores transcripcionales, 24 factores ¢ y 34 RNA pequefios,
muchos de los cuales no han sido caracterizados. Sin embargo, las redes reguladoras
predichas indican que hay un gran entrecruzamiento entre los diferentes reguladores
transcripcionales. La red reguladora de factores de virulencia es extremadamente
intrincada, con muchos huecos en la informacion obtenida y la predicha, debido
principalmente a que la funcion de muchos de los genes se mantiene desconocida
(Balasubramanian, et al., 2013). La regulacion transcripcional y post-transcripcional de las
vias criticas que determinan la patogénesis de P. aeruginosa se describen a continuacion.

1.1.3.2 Quorum sensing.

El quorum sensing es un mecanismo en el que las bacterias se comunican utilizando
moléculas como sefial quimica. Como en los organismos superiores, la informacion
suministrada por estas moléculas es critica para la sincronizaciéon de las actividades de
grandes grupos de células. En bacterias, la comunicacién quimica implica; produccion,



liberacion, deteccion y resuspension de pequefias moléculas hormonales Ilamadas
autoinductores. Este proceso, denominado quorum sensing (Figura 2), permite que las
bacterias monitoreen otras bacterias del entorno para alterar el comportamiento a escala de
toda la poblacién en respuesta a cambios en el nimero y las especies presentes en una
comunidad (Waters y Blassler 2005).

Incremento S
dela @D gy o 22 Vo ':Z ?  Recepcién
poblacion ® e Qa4 —=2. delasefal
° N o © > @ .{ f R .
.’/ Sefial () Jiz =) Transduccion
Bacteria ° ~ (@] ® desefiales
Las bacterias Las sefiales se La sefial excede Modulacion de
producen acumulan en el el umbral de genes a través
pequefias medio concentracion de la poblacién
moléculas sefial circundante /

Biofilm
Bioluminiscencia
Factores de virulencia
Nodulacion
Pigmentos

Figura 2. Sistema de Quorum sensing bacteriano (tomado de Gonzalez y Keshavan, 2006)

1.1.3.3 Quorum sensing (QS) en bacterias Gram negativas.

El primer sistema de QS descrito es el de la bacteria Vibrio fischeri (Figura 3) que
es un simbionte facultativo de peces marinos y calamares, y se considera el paradigma de
QS de la mayoria de las bacterias Gram negativas (Nealson & Hastings, 1979). La bacteria
vive en los 6rganos de luz de estos animales marinos y produce luminiscencia, lo cual se
cree que ayuda a los animales a escapar de depredadores. Interesantemente, la
bioluminiscencia solo se presenta cuando existe la interaccion simbidtica y no en el estado
de vida libre. Esta regulacion de la bioluminiscencia esta mediada por el sistema LuxI-
LuxR que pertenece a la red de sefializacién de quérum sensing. LuxI sintetiza la sefial que
es una acil-homoserina lactona (AHL) de seis carbonos, 3-oxo-hexanoil-HSL, y a medida
que las AHL se acumulan llevan a la unién y activacién de su regulador especifico LuxR.
El LuxR activado se une a secuencias palindromicas especificas del ADN, llamadas “caja
lux”, donde recluta a la ARN polimerasa y asi aumentan la expresion de genes (Gonzalez y
Keshavan, 2006).
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Figura 3. Mecanismo de Quorum sensing (QS) mediado por el sistema Luxl-LuxR tomada de Waters y
Blassler 2005

La gran mayoria de sistemas de quérum sensing en bacterias Gram negativas que
han sido estudiadas utilizan AHL como moléculas sefializadoras (Kievit e Iglewski, 2000).
Ademas de las AHL, se sabe que existen otros tipos de sefiales autoinductoras, cuyas
estructuras son quimicamente diferentes y cada una de ellas forman parte de una red
regulatoria diversa, como autoinductores, ciclo dipéptidos, y otros (Gonzalez y Keshavan,
2006; Atkinson y Williams, 2009).

1.1.3.3.1 Autoinductores.

Dentro de las biomoléculas que participan en los mecanismos de comunicacion o
QS entre bacterias se encuentran los autoinductores (Tabla 2), donde los CDPs tienen una
participacion importante segun lo reportado en articulos recientes. A continuacion se
describen algunos.

1.1.3.3.1.1 HSL.

Son el principal tipo de sefiales autoinductoras en bacterias Gram negativas. Tienen
un anillo homoserina lactona conservado con una cadena lateral acilada variable. Basado en
la longitud de la cadena lateral, las AHL se pueden clasificar en moléculas de cadena larga
(10 a 18 carbonos) y cadena corta (4 a 8 carbonos). La longitud y nivel de saturacion de las
cadenas laterales acoplado a la presencia o usencia de la sustitucion de un oxo o hidroxilo
en el carbono 3 de la cadena lateral provee variacion y especificidad para la comunicacion
por QS en una mezcla de poblaciones bacterianas, aunque la comunicacion cruzada se llega
a presentar (Gonzalez y Keshavan, 2006).



1.1.3.3.1.2 30H PAM.

30H metilester de acido palmitico (PAME 30H) transmite informacién a través de
dos sensores compuestos de histidina quinasa- en respuesta del par regulador, PhcS-Raps,
para causar que el patdégeno de planta Ralstonia solanacearum cambie de un estado mavil a
un estado infectivo (Flavier et al. 1997).

1.1.3.3.1.3 PQS.

La molécula 3, 4-dihydroxy-2-heptylquinolina, llamado PQS, es una molécula sefial
que es parte integral de la cascada de quorum-deteccion de P. aeruginosa (Pesci et al.,
1999). Esta molécula sefial actia como un enlace regulador adicional entre los circuitos Las
y Rhl vinculados a quérum sensing.

1.1.3.3.1.4 Autoinductor 2 (Al-2).

La sefializacion tipo Al-2 estd involucrada en la bioluminiscencia de V. harveyi,
secrecion tipo Il en E. coli O157:H7, el factor de virulencia VirB en Shigella flexneri, solo
por mencionar algunos ejemplos. Al-2 se ha descrito como una molécula global para la
comunicacion interespecies, y es producida tanto por bacterias Gram negativas como por
Gram positivas. La estructura de Al-2 fue identificada como una furanosil borato diéster
que esta conformada por dos anillos fusionados de cinco miembros conteniendo un atomo
de Boro enlazando el diéster (Gonzalez y Keshavan, 2006).

1.1.3.3.1.5 CDPs.

Recientemente se ha descrito un nimero importante de bacterias Gram negativas,
que en altas concentraciones de ciclodipéptidos antagonizan la unién de AHL a receptores
cognados (Waters y Blassler 2005). Se ha hipotetizado su posible funcién como
Autoinductores debido a la capacidad de activar los biosensores de AHL. Algunos de estos
ciclodipéptidos, como ciclo(L-Ala-L-Val), ciclo(L-Pro-L-Tyr) y ciclo(L-Phe-L-Pro), actian
como antagonistas que compiten con 3-oxo-hexanoil-AHL por el regulador LuxR e inhiben
los genes regulados por QS. Aunque para los ciclo dipéptidos el umbral de induccion de la
proteina LUxR es mucho mayor, alrededor de 0.3 mM, mientras que para el 3-oxo-hexanoil-
AHL es de 1 nM (Gonzalez y Keshavan, 2006).



Tabla 2. Moléculas autoinductoras identificadas en bacterias Gram negativas (tomada de
Gonzalez y Keshavan, 2006).
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1.1.3.3.1.6 Bradioxentina.

Las investigaciones muestran que las moléculas sefial tipo bradioxentina (Tabla 2)
estan presentes en extractos de varias cepas de Rhizobium, asi como otras especies del
grupo de las a-proteobacterias. La bradioxentina es un factor de densidad celular que esta
involucrado en la regulacion dependiente de densidad poblacional de los genes nod, que
regulan el proceso de nodulacion en Bradyrhizobium japonicum, una bacteria Gram
negativa, simbionte fijadora de nitrégeno de plantas leguminosas (Gonzalez y Keshavan,
2006).

1.1.3.3.1.7 Factor de sefal difusible.

El factor de sefial difusible o (DSF) (Tabla 2). En Xanthomonas campestris, causa
de la enfermedad de la raiz negra, la regulacion de la produccion de enzimas extracelulares
como proteasas, pectinasas y celulasas, utiliza un mecanismo de comunicacion que no
emplea AHL. La expresion de estas exoenzimas junto con el control de la dispersion de
biofilm, resistencia a toxinas y supervivencia es conducida por un pequefio factor de sefial
difusible (DSF) caracterizado quimicamente como &cido cis-11-metil-2-dodecenoico
(Atkinson y Williams, 2009; Gonzalez y Keshavan, 2006).



1.1.3.4 Quorum sensing en P. aeruginosa.

Uno de los sistemas de comunicacion célula a célula mas estudiados en bacterias es
el de P. aeruginosa. En este organismo se descubri6 que el circuito de QS es esencial para
la expresion de factores de virulencia, asi como para la formacion de biofilm y se ha
especulado que la actividad patdgena y la regulacion por QS estan estrechamente ligadas
para el establecimiento efectivo de la infeccion (de Kievit e Iglewski, 2000; Juhas, et al.,
2005). Muchos de los factores de virulencia secretados y fenotipos, como la formacion de
biofilm, estan bajo el control del QS (tabla 3).

Tabla 3. Funciones controladas por el circuito de QS en P. aeruginosa (modificada de
Juhas, et al., 2005).

Controlado por las Controlado por rhl Controlado por PQS
sintesis PAS sintesis PQS sistema rhl

sistema rh/ ramnolipidos ramnolipidos
formacion de biofilm proteasa alcalina formacion de biofilm
proteasa alcalina elastasa elastasa

elastasa piocianina piocianina

lipasa lipasa lecitina Ay B

ac. cianhidrico lecitina Ay B

secrecion Xcp ac. cianhidrico

exotoxina A secrecion Xcp

neuraminidasa quitinasa

endoproteasa PvdS RpoS

catalasa exoenzima S

peroxido dismutasa swarming

aminopeptidasa twiching

swimming

swarming

twiching

Dos sistemas de QS intimamente ligados operan en P. aeruginosa, son el sistema
las, que consiste del activador transcripcional LasR y de la sintasa de AHL Lasl, esta
ultima cataliza la sintesis de N-3-oxododecanoil-homoserina lactona; y el sistema rhl, que
consiste del regulador transcripcional RhIR y de la sintasa de AHL Rhll, esta ltima
cataliza la sintesis de N-butanoil-homoserina lactona (Huang, et al., 2003; Juhas, et al.,
2005; Schuster y Greenberg, 2006). Los sistemas las y rhl son homdélogos al sistema LuxR-
Luxl de V. fischeri (Figura 15), por lo que el modelo de sefializacién por QS funciona de
una manera similar, inicia con el autoinductor (N-3-oxododecanoil-homoserina lactona 6 N-
butanoil-homoserina lactona) que es producido a niveles basales a bajas densidades
celulares. Entonces la concentracion del autoinductor incrementa conforme aumenta la



densidad celular hasta que es alcanzado un umbral de concentracion. A esta concentracion,
el autoinductor se une a su proteina blanco especifica (LasR 6 RhIR) y asi la activa, lo que
conduce a la expresion de diversos genes (tabla 3), entre los que incluyen las sintasas de
AHL (Lasl y Rhll), lo que crea un circuito de retroalimentacién o autoinduccion (Figura 4).
Estos sistemas estan arreglados de manera jerarquica donde el sistema las activa al sistema
rhl (Pesci, et al., 1997).
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Figura 4. Sistema de quorum sensing de P. aeruginosa (modificado de Juhas et al., 2005)

Existe un tercer sistema de regulacion de quorum sensing en P. aeruginosa, es
llevado cabo por sefiales de quinolonas, quimicamente caracterizado como 2- eptil-3-
hidroxi-4-quinolona (PQS), y este provee un enlace entre los sistemas las y rhl. La sintesis
de PQS es controlada por ambos sistemas dependientes de AHL las y rhl. La transcripcion
de genes requerida para la sintesis PQS es regulada positivamente por LasR pero esta bajo
control negativo del sistema rhl. Por lo que la produccion de PQS estd directamente
relacionado a las concentraciones de N-3-oxododecanoil-homoserina lactona y N-butanoil-
homoserina lactona, sugiriendo un delicado balance entre los dos sistemas (Juhas, et al.,
2005).

1.1.3.4.1 Formacion de biofilm.

Los biofilms son comunidades bacterianas multicelulares encapsuladas asociadas a
una superficie en una matriz extracelular compuesta de polisacaridos, proteinas y acidos
nucleicos que regulan interacciones célula a célula y célula a superficie. Los biofilms
pueden formarse en superficies bidticas o abidticas.



La formacion y mantenimiento de biofilm esta estrechamente regulada en respuesta
a amenazas ambientales, confiriendo resistencia aumentada ante agentes antimicrobianos y
mecanismos de defensa inmune. La formacion de biofilm es un proceso multi etapas que es
iniciado por la unién a la superficie de las bacterias para formar una monocapa, una
agregacion clonal para la formacion de microcolonias, maduracion para formar estructuras
con forma de hongo y dispersion. La union a la superficie de P. aeruginosa ha sido
atribuida a pili tipo 1V, flagelos, ADN libre, alginato y los polisacaridos Pel y Psl. Los
componentes de la matriz extracelular polimérica son los polisacaridos Pel y Psl, alginato y
ADN libre. Aunque el alginato es el principal componente del biofilm y por lo tanto afecta
su estructura, no es esencial para la formacién del biofilm.

El quorum sensing regula la lisis celular en el biofilm, por lo tanto regulando la
liberacion de ADN extracelular. EI QS también regula la produccion de ramnolipidos que
promueve la motilidad y de esta manera afecta la estructura de hongo en los biofilms
maduros, y también el mantenimiento de los canales del biofilm (Balasubramanian, et al.,
2013). En estudios clinicos con pacientes con fibrosis cistica, se ha observado que el QS es
determinante para la formacion de biofilms, ya que mutantes en los sistemas las y rhl
tuvieron una menor predominancia en establecer infecciones crénicas, con mayor
importancia el sistema rhl (Karatuna y Yagci, 2010).

1.1.3.4.2 Produccién de alginato.

El exopolisacarido alginato es un polimero linear de acido B-D-mandronico y cido
a-L-gulurdnico, el cual estimula la produccion de los anticuerpos IgG e IgA. A pesar de
que la produccién de alginato es metabdlicamente agotador, protege a la bacteria de la

fagocitosis 'y anticuerpos, asi confiriendo una ventaja en la supervivencia
(Balasubramanian, et al., 2013).

1.1.3.4.3 Regulacion de la captacidn de hierro.

Al igual que la mayoria de los organismos, en P. aeruginosa el hierro es critico para
el crecimiento. Biologicamente el hierro utilizable (Fe+2) es escaso y esta disponible
principalmente en su forma insoluble (Fe+3). Para ayudar a superar la deficiencia de hierro
libre, y en el caso de las bacterias patdgenas necesitan competir con las proteinas
secuestradoras de hierro (transferrina y lactoferrina), las bacterias producen sideroforos que
unen el hierro y lo transportan al interior de la célula a través de receptores en la superficie
de la célula (Ankenbauer, et al., 1986; Balasubramanian, et al., 2013). P. aeruginosa
produce dos siderdforos, pioverdina y pioquelina (Figura 5), caracterizados como de alta y
baja afinidad, respectivamente (Cornelis y Dingemans, 2013).
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Figura 5. Estructura quimica de la pioverdina y pioquelina de P. aeruginosa (tomada de Cornelis y
Dingemans, 2013).

Previamente Ilamada fluoresceina bacteriana, la pioverdina es un complejo péptido
que contiene dos grupos hidroxamato y un derivado dihidroxiquinolona (Ankenbauer, et al.,
1986). Las pioverdinas son una caracteristica de las especies fluorescentes del género
Pseudomonas. La pioverdina de P. aeruginosa es un sider6foro compuesto de una cadena
peptidica y un cromoforo. La parte del cromoforo de la molécula esta conservado y
participa en la union del Fe+3 mientras que la cadena peptidica es muy variable (entre 6 y
12 aminoé&cidos) entre las especies de Pseudomonas o incluso entre cepas de la
misma especie, en P. aeruginosa se han reconocido tres tipos diferentes. Las pioverdinas
unen hierro con una gran afinidad, son capaces de desplazar el hierro de la transferrina
(Cornelis y Dingemans, 2013).

Una vez que el hierro ha sido solubilizado es transportado a la membrana exterior
de la célula donde es percibido por receptores especificos y después entra en accion el
sistema TonB para la translocacion a través de la membrana citoplasmatica. Cuando el
hierro esta dentro de la célula, es liberado de los ferri-sider6foros por un proceso reductivo
antes de alcanzar sus blancos (Meyer, et al., 1996).

1.1.3.4.3.1 Pioverdina.

Previamente llamada fluoresceina bacteriana, la pioverdina es un péptido complejo
que contiene dos grupos hidroxamato y un derivado dihidroxiquinolona (Ankenbauer, et al.,
1986). Las pioverdinas son una caracteristica de las especies fluorescentes del género
Pseudomonas. La pioverdina de P. aeruginosa es un sider6foro compuesto de una cadena
peptidica y un cromoforo. La parte del cromoforo de la molécula esta conservado y
participa en la union del Fe*® mientras que la cadena peptidica es muy variable (entre 6 y
12 aminoacidos) entre las especies de Pseudomonas o incluso entre cepas de la misma
especie, en P. aeruginosa se han reconocido tres tipos diferentes.
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Las pioverdinas unen hierro con una gran afinidad, son capaces de desplazar el
hierro de la transferrina (Cornelis y Dingemans, 2013). Una vez que el hierro ha sido
solubilizado es transportado a la membrana exterior de la célula donde es percibido por
receptores especificos y después entra en accion el sistema TonB para la translocacion a
través de la membrana citoplasmética. Cuando el hierro esté dentro de la célula, es liberado
de los ferri-siderdforos por un proceso reductivo antes de alcanzar sus blancos (Meyer, et
al., 1996).

1.1.3.4.3.2 Pioquelina.

La pioquelina es un siderdforo fendlico que contiene dos anillos heterociclicos que
contienen azufre (Ankenbauer, et al., 1986). EI mecanismo de captacion es similar que para
la pioverdina, en P. aeruginosa la pioguelina es reconocida por FtpA, un transportador
especifico de membrana externa para ser translocado al interior de la célula para liberar el
hierro y ser utilizado (Noel, et al., 2014). Se ha demostrado que P. aeruginosa primero
produce pioquelina y cambia a produccion de pioverdina solo cuando la concentracion de
hierro es realmente bajo (Cornelis y Dingemans, 2013).

1.1.3.4.3.3 Otras estrategias de captacion de hierro.

Ademas de la produccion de siderdforos, P. aeruginosa utiliza otras estrategias para
la captacion de hierro: 1) A través de la captacion de xenosiderdforos (diferentes a los
producidos por la bacteria), 2) A través de la captacion de la molécula hemo de las
hemoproteinas del huésped, 3) A través de la reduccion extracelular del Fe™ a Fe*
involucrando compuestos fenazinicos y un sistema de captacion de Fe*? denominado
sistema Feo.

1.1.3.4.3.3.1 Captacion de xenosideroforos.

P. aeruginosa posee alrededor de 30 genes que codifican para receptores
dependientes del sistema TonB, la mayoria de ellos involucrados en la captacion de ferri-
sideroforos. Por ejemplo, las pioverdinas de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 y
Pseudomonas chlororaphis ATCC 9446, cepabactina de Burkholderia (Pseudomonas)
cepacia, desferriferrioxamina B, y enterobactina, que son transportados a través de
receptores especializados constitutivos o inducibles, o por la porina F (Cornelis y
Dingemans, 2013; Meyer, et al., 1996).
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1.1.3.4.3.3.2 Sistemas de captacion de hemo.

El grupo hemo no se encuentra en su forma libre debido a que es altamente
hidrofobico, por lo que se asocia con las membranas donde promueve reacciones redox no
enzimaticas. Por lo que el grupo hemo debe ser extraido de hemoproteinas como
hemoglobina y hemopexina. P. aeruginosa tiene la capacidad de tomar el grupo hemo a
través de dos sistemas Has y Phu. En el sistema Phu el hemo es directamente extraido por
un receptor dependiente de TonB, mientras que en el sistema Has, primero es extraido el
hemo por una proteina excretada llamada hemdforo. EI complejo hemoforohemo es
reconocido por HasR, que es otro receptor dependiente de TonB. Ya que el hemo esté4 en el
citoplasma es degradada por la hemo-oxigenasa HemO para formar biliverdina, CO y Fe*3
(Cornelis and Dingemans 2013).

1.1.3.4.3.3.3 Captacion de Fe*? a través del sistema Feo.

A diferencia del Fe*3, el Fe*? es soluble y esta presente en condiciones anaerdbicas
0 en ambientes microaerdbicos a pH bajo. El Fe*? probablemente difunde a través de la
membrana externa y después es transportado al citoplasma por el sistema FEOABC, que esté
presente en muchas especies de bacterias Gram negativas. El Fe*? soluble es transportado
por el sistema de transporte compuesto por la permeasa FeoB vy las proteinas FeoA y FeoC.
Como se mencioné anteriormente, el Fe*? disponible es limitado y generalmente se
encuentra el hierro como Fe*3, para contrarrestar este problema son sintetizados moléculas
como las fenazinas, que tienen un gran potencial redox, con lo que reducen el Fe* a Fe*?,
para ser captado por el sistema Feo (Mavrodi, et al., 1998). P. aeruginosa produce
piocianina, una fenazina producida abundantemente en medios deficientes de hierro
(Jayaseelan, et al., 2013).

1.1.3.4.3.3.3.1 Piocianina.

La fenazina es un compuesto heterociclico proveniente del metabolismo secundario
de color rojo, producido por P. aeruginosa, el cual es convertido en acido fenazina-1-
carboxilico (PCA) de color amarillo y finalmente convertido en piocianina de color azul
brillante. Se han identificado siete genes necesarios para la sintesis de piocianina
phzCDEFGMS, donde phzM y phzS son los genes responsables de convertir PCA a
piocianina (Jayaseelan, et al., 2013). Como se mencion6 anteriormente, la piocianina y su
precursor el PCA tienen una actividad importante en la reduccion del Fe*® a Fe*?, debido a
la actividad redox de la molécula. Pero ademas, es conocida la actividad antibacterial de la
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piocianina, que es dependiente de la concentracion y tiene una accion diferencial hacia
diferentes especies bacterianas. Se ha propuesto que el mecanismo por el cual la piocianina
inhibe el crecimiento bacteriano, es a través de la interaccion con la cadena respiratoria de
la membrana celular con lo que inhabilita a las células bacterianas de realizar
adecuadamente el proceso de transporte de electrones al desestabilizarlo por la accién redox
de la piocianina sobre las proteinas de la cadena transportadora de electrones (Jayaseelan, et
al., 2013).

Las concentraciones de hierro en la célula influencian la expresion de factores de
virulencia. El enlace entre el hierro y el QS en P. aeruginosa es complejo. Los sistemas de
QS estan aumentados bajo condiciones limitadas de hierro, y los principales reguladores de
QS también estdn involucrados en la regulacion de genes en respuesta a hierro
(Balasubramanian, et al., 2013).

1.1.3.4.4 Toxinas y exoproteinas.

Las exoproteinas son un importante componente de sobrevivencia bacteriana no
solo debido a que permite interactuar a la bacteria con su ambiente inmediato y otros
organismos en la vecindad, sino que también desempefian un papel critico en la virulencia.
En P. aeruginosa hay una gran cantidad de proteinas secretadas y cinco de los siete tipos de
secrecion (tipo I, 11, 11, V y VI) caracterizados en bacterias. La mayoria de las proteinas
secretadas son toxinas que ayudan a la virulencia, como LasA, LasB, PrpL, ToxA,
fosfolipasas, etc., que son excretadas a través de los sistemas de secrecion Xcp tipo Il. Las
moléculas efectoras que son cruciales para evadir la respuesta fagocitica del huésped son
secretadas a través del sistema de secrecion tipo I11, mientras que el sistema tipo | secreta la
proteasa alcalina AprA y el hemoforo HasAp (Balasubramanian, et al., 2013).

La inactivacion del QS de P. aeruginosa ha mostrado reducir la expresion de las
proteasas, quitinasas y lipasas excretadas por el sistema de excrecion Xcp tipo Il. EI SDC
PhoBR regula otras exoproteinas secretadas por el sistema de excrecién Il, como PIcH,
PlcC, PIcN y la fosfatasa alcalina LapA del sistema de excrecién Hxc tipo Il. Los tres
sistemas pertenecientes al sistema de excrecion tipo IV (HSI-I, HSI-II y HSI-III) son
regulados diferencialmente, LasR y MvfR regulan negativamente al sistema HSI-I, y
positivamente la expresion de HSI-11 'y HSI-I11. La expresion del sistema de excrecion tipo
I11 es regulado transcripcional y post-transcripcionalmente en respuesta al contacto con la
célula huésped y niveles de Ca*? ambiental (Balasubramanian, et al., 2013).
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1.1.3.4.5 RNA reguladores en la virulencia de P. aeruginosa.

Los llamados ARN pequefios (ARNs) o RNA reguladores (ARNrg), afectan todos
los pasos en las vias de expresidn de genes en procariontes y eucariontes, estos ARNs son
ARN diferentes de los ARN mensajeros (ARNm), RNA de transferencia (ARNt) o ARN
ribosomales (ARNr). La regulacion por los ARNs ocurre en una de dos vias, a través del
apareamiento con ADN o ARNm, o al afectar la actividad de una proteina o complejo
proteico. La mayoria de los ARNrg que han sido caracterizados en P. aeruginosa tienen un
papel en la regulacion de genes de virulencia (Balasubramanian, et al., 2013).

1.1.3.5 Importancia de los ciclodipéptidos y el sistema de QS en P. aeruginosa.

Como se ha descrito anteriormente, el sistema de QS es el principal regulador de la
virulencia en P. aeruginosa y a su vez la regulacion del sistema QS se lleva a cabo
principalmente por biomoléculas llamadas autoinductores, dentro de los cuales se clasifican
los CDPs. Actualmente los CDPs son de gran interés, debido a su participacion dentro de
la regulacion del sistema de QS y ademas por las diversas actividades biologicas que estos
poseen. A continuacion se describe a los CDPs, asi como los sistemas involucrados en la
sintesis de estos y algunas de las actividades biologicas que se les atribuyen.

1.2 Ciclodipéptidos.

Los ciclodipéptidos o péptidos ciclicos (CDPs) son moléculas que estan
conformadas por un par de aminoacidos, los cuales pueden variar y estan unidos mediante
dos enlaces peptidicos para formar dipéptidos ciclico que posteriormente pueden sufrir
modificaciones para dar lugar a las dicetopiperazinas (DKPs). Un ejemplo es la sintesis de
Albonoursin, que en un primer paso, se integran los aminoacidos L-Leu y L-Phe, formando
dos enlaces peptidicos mediante la enzima AIbC en S. nursei, para producir el
ciclodipéptido ciclo(L-Pro-L-Leu). Posteriormente este sufre una modificacién por la
intervencion de las proteinas AIbA/AIbB que presentan actividad de ciclodipéptido
oxidasas para producir la dicetopiperazina (Figura 6).
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Figura 6. Sintesis de ciclo(L- Phe-L-Leu) y Albonoursina a través del sistema AIbC y posterior
transformacion en 2,5- dicetopiperazina (DKPs) mediante una ciclodipéptido oxidasa (CDO) (Tomado de
Belin et al., 2013).
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1.2.1 Enlace peptidico originado en los ribosomas.

El sistema ribosomal de sintesis de péptidos es utilizado por la mayoria de los
organismos para sintesis de proteinas y péptidos, caracterizados por contener enlaces
peptidicos (Figura 7); sin embargo se ha reportado que algunos organismos emplean
sistemas diferentes para la formacion de enlaces peptidicos, Utiles en la produccién de
metabolitos secundarios como penicilinas, vancomicina y gramicidina; la familia de las
péptido sintetasas no-ribosomales (NRPS) son un ejemplo de estos sistemas alternativos
(Finking and Marahiel 2004).

Ribosorna

Figura 7. Diagrama esquematico de la sintesis de péptidos por el sistema ribosomal. Triangulos y diamantes
cerrados indican los aminoacidos. AATS: aminoacil RNA-t sintasa (modificado de Hashimoto, 2006).

Inicialmente, se creia que los ciclodipéptidos eran formados por aminoacidos
intermediarios de la degradacion de las proteinas (Hashimoto, 2006). Pero actualmente se
describen sistemas alternativos que participan en la formacidn de enlaces peptidicos para la
biosintesis de ciclodipéptidos; el primero mediante ciclodipéptido sintasas (CDPS) vy el
segundo mediante péptido sintetasas no-ribosomales (NRPS).

1.2.2 Sintesis de ciclodipéptidos mediante ciclodipéptido sintasas (CDPS).

En 2002 se describié una via de biosintesis de ciclodipéptidos alternativa a las
NRPS; se identificd una pequefia enzima a la que se llam6 AlbC (239 residuos), la cual
participa en la formacion del ciclodipéptido ciclo(L-Phe-L-Leu) y fue identificada en
Staphylococcus nursei (Lautru, 2002), caracterizdndose como una ciclodipéptido sintasa
(CDPS) (Gondry, 2009).

Las CDPS son enzimas de un tamafio pequefio y son monomodulares. En este
sistema se utilizan como substrato los aminoacil-RNAt los cuales usualmente se dirigen a
los ribosomas para la sintesis de proteinas. Las CDPS captan algunos aa-RNAt para la
formacion de los ciclodipéptidos, los aa-RNALt se generan a partir de un aminoacido, ATP y
RNAL por las aminoacil-RNA sintetasas (Figura 8).
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Inicialmente, se da una primera interaccion entre una ciclodipéptido sintasa con un
aa-RNAt que lleva consigo un aminoécido, el cual quedard anclado a la CDPS para que
posteriormente el RNAt sea liberado. A continuacion, se da una segunda interaccion entre
la misma enzima CPDS que lleva anclado un primer aminoacido con un segundo aa-RNA,
el cual llevara consigo un segundo aminodcido. El aminodcido interactda con el primer
amino acido y la CDPS forma los dos enlaces peptidicos; y por altimo, se realiza la
liberacion del segundo RNALt y el ciclodipéptido (Figura 8).
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Figura 8. Mecanismo de biosintesis de CDPs por ciclodipéptido sintasas dependientes de aminoacil-tRNAs
(Modificado de Belin et al., 2012).

1.2.3 Sintesis de ciclodipéptidos mediante péptido sintetasas no-ribosomales (NRPS).

El segundo sistema que se ha descrito para la sintesis de ciclodipéptidos, es a través de
enzimas conocidas como péptido sintetasa no-ribosomal (NRPS), las cuales difieren de las
enzimas CDPS en diferentes aspectos. Las NRPS son de mayor masa molecular que las
CDPS, generalmente las NRPS son enzimas conformadas por multiples modulos cataliticos
independientes, donde cada mddulo esta constituido de un grupo de dominios. Para cada
dominio de las NRPS se asigna una actividad, los distintos dominios son: dominio de
adenilacion (dominio A), el cual capta a los aminoacidos y los activa por adenilacion
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usando ATP. EI dominio de Tiolacion (T) que une covalentemente el aminoacido al tiol del
grupo prostético 4-fosfopanteina (también llamado dominio PCP) vy transporta el
aminoacido activado al dominio de condensacién (domino C) el cual cataliza la formacion
de los dos enlaces peptidicos, y finalmente el dominio tipo tioesterasa (dominio Te) libera
el péptido formado por la enzima NRPS (Figura 9).
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Figura 9. Biosintesis de un ciclodipéptido mediante enzimas NRPS, el cual es un sistema dependiente de
ATP para activacién de los aminodcidos. Las enzimas tienen diferentes dominios, los cuales tienen
actividades definidas para la formacion de los ciclodipéptidos (Morgan et al., 2012).

1.2.3.1 Dominio de Adenilacion (A).

El dominio de adenilacion ¢ 550 aa) es el primer dominio que interviene en la
biosintesis de péptidos no-ribosomales. EI dominio de adenilacién reconoce de manera
especifica y activa a los aminoacidos. Este dominio en primer lugar reconoce de manera
especifica el aminoacido de entre los substratos disponibles y en una segunda instancia
activa el aminoécido como un aminoacil-adenilato. Posteriormente, el aminoacil-adenilato
intermediario es transferido al grupo tiol del cofactor 4" -fosfopantoteina localizado en el
dominio PCP (Figura 5; Grunewald y Marahiel, 2006).
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1.2.3.2 Dominio PCP.

El dominio PCP (80 aa) facilita el transporte ordenado de substratos y la elongacion
intermediaria de los centros cataliticos de todos los productos intermedios unidos covalente
al grupo tiol del cofactor 4-fosfopanteina (ppan) del dominio T; lo cual facilita la
canalizacion de substratos por lo que se optimiza la eficiencia de la biosintesis mediada por
NRPS. Este dominio muestra un residuo de serinass que es el responsable de union al
cofactor ppan; el residuo se encuentra en uno de los brazos el cual esta extendido y une a
las dos primeras hélices de las cuatro que conforman el paquete de hélices del dominio PCP
(Figurab; Grunewald y Marahiel, 2006).

1.2.3.3 Dominio de condensacion (C).

La formacion del enlace peptidico en la biosintesis de péptidos no-ribosomales esta
mediada por el dominio de condensacion C ¢ 450 aa). Este dominio cataliza el ataque
nucleofilico del aminoacido unido rio abajo al domino PCP. La direccionalidad de este
proceso es realizada por los sitios donador y receptor del dominio C por electréfilos y
nucledfilos, respectivamente. Segun el mecanismo de portacion de multiples tioésteres, el
sitio del aceptor une el nucledfilo con alta afinidad hasta que el electrofilo entrante culmina
el proceso de condensacién (Figura 10; Grunewald y Marahiel, 2006).
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Figura 10. Mecanismo de reaccion de las NRPS durante la biosintesis de CDPs. Dominios de adenilacion
(A), dominio PCP y dominio de condensacién (C) (Tomado de Grunewald y Marahiel, 2006).

1.2.3.4 Dominio Te y su participacion en la ciclacion.

Los péptidos no-ribosomales van creciendo por la adicion consecutiva de unidades
monomeéricas de aminoacilos activados. La cadena alargada se desplaza cada vez de arriba
abajo en el dominio PCP durante la elongacion de una cadena, una vez que la cadena
peptidica alcanza su longitud final, ésta es liberada rio abajo del dominio PCP, quedando la
enzima libre para el siguiente ciclo de sintesis. Generalmente la terminacion de la sintesis
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de péptidos por las NRPS es realizada por un dominio tioesterasa (dominio TE, 280
residuos), fusionado al extremo carboxilo terminal (C-terminal) del médulo. Este Gltimo
dominio en la enzima utiliza en su sitio activo un residuo de serina como catalizador
nucleofilico. La liberacion del péptido se inicia por la transferencia de la cadena peptidica
de ppan enlazado a la serina del sitio TE rio abajo, para generar un producto intermediario
del tipo acilo-O-TE (Grunewald y Marahiel, 2006).

La molécula intermediaria puede ser rota por una molécula de agua para producir un
péptido lineal (un ejemplo es la vancomicina), o por accion de un nucledfilo interno,
produciendo un ciclodipéptido como la daptomicina (Figura 11 A). Mientras que los
dominios TE representan la solucion mas comun para la liberacién del péptido, se conocen
estrategias alternativas. Por ejemplo, se propone al dominio C, involucrado en la sintesis de
la ciclosporina, para la sintesis de ciclosporina 7, para catalizar la liberacion del péptido por
condensacion (Figura 11 B). En un tercer ejemplo, la liberacion del péptido puede ocurrir
por reduccion del grupo carboxilo mediada por el dominio de reduccién (Dominio R)
dependiente de NAD (P) H de la NRPS; como ocurre en la sintesis del péptido lineal
gramicidina A y en la formacion de la lactona nostociclopéptido 8 (Figura 11 C; Grunewald
y Marahiel, 2006).
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Figura 11. Liberacion de los péptidos no-ribosomales por el dominio tipo tioesterasa (Te) y su intervencién
en la ciclacién de los péptidos producidos (Tomado de Grunewald y Marahiel, 2006).

20



1.2.3.5 Modificacion lipidica de péptidos no-ribosomales.

La union de lipidos al N-terminal de los péptidos lineales, es una caracteristica
estructural clave de muchos péptidos no-ribosomales, algunos ejemplos de lipopéptidos son
los antibidticos fengicina, surfactina A, siringomicina y micosubtilisina. Lo cual es
importante para la interaccion con blancos hidréfobos como las membranas de las células.
Sin embargo, en contraste con la elongacion del péptido, muy poco se sabe sobre el
mecanismo de esta transformacion quimica. En el caso de la daptomicina, los productos de
los genes dptE y dptF son los que juegan un papel en la unioén de lipidos al N-terminal. La
enzima DptE exhibe motivos conservados tipicos de enzimas formadoras de adenilato y por
lo tanto pueden activar el acido graso de cadena larga para que sea incorporado al péptido
no-ribosomal (Figura 12) (Grunewald y Marahiel, 2006).
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Figura 12. Lipidacién de daptamicina (tomado de Grunewald y Marahiel, 2006).

1.2.3.6 Integracion de D-Aminoacidos a péptidos no-ribosomales por las NRPS.

Una caracteristica interesante de las NRPS es que pueden incorporan D-
aminoéacidos en sus productos peptidicos. Los residuos de configuracion D pueden inhibir
la degradacion de péptidos no-ribosomales por proteasas que naturalmente son especificas
para residuos de configuracién L, o pueden proveer funciones bioactivas adicionales
relacionadas a su estructura. Existen tres formas para la epimerizacion o agregacién de D-
aminoacidos a la estructura del péptido naciente. Un primer proceso puede ocurrir en la
mayoria de los casos mediante la incorporacion de D-amino&cidos a la secuencia del
péptido; esta mediada por una interaccion entre el dominio de epidermizacion (E-domain;~
450 aa) y el dominio de condensacion C.
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Figura 13. Mecanismos de Adenilacion de péptidos no ribosomales. A) epimerizacion del aminoéacido C-
terminal por el dominio E. B) actividad de metilacion por los dominios A'Y C. C) tres dominios A
anteriores activan L- aminoécidos en lugar de D-aminoacidos (Grunewald y Marahiel, 2006).

El dominio E cataliza la racemizacion (equilibrio entre enantiomeros D) del L-
aminoacido unido al dominio PCP o la epimerizacion del aminoacido del C-terminal
(equilibrado entre los epimeros L y D) de la cadena creciente del péptido (Figura 13 A). En
un segundo ejemplo el mecanismo para la incorporacion de D-aminoécidos es utilizado por
la sintetasa de ciclosporina. El cluster de genes biosintéticos codifica una alanina racemasa
que provee sustratos para la selectividad de D-Ala del dominio A en el primer médulo. Esto
demuestra que ademas los dominios A y C también pueden representar un filtro estéreo-
selectivo en sintesis de péptidos no ribosomales (Figura 13 B). Recientemente se observo
una tercera estrategia para la incorporacion de D-aminoacidos en multiples cepas gram
negativas de Pseudomonas productoras de artrofactin, siringomicina y siringopeptina. El
artrofactin por ejemplo, contiene siete D-aminoacidos, sin embargo, no hay ningun dominio
E en cualquiera de los tres NRPS que se estudiaron (ArfA, ArfB y ArfC). Por otra parte,
medidas cinéticas revelaron que al menos los tres dominios A anteriores activan L-
aminoacidos en lugar de D-aminoacidos (Figura 13 C). Curiosamente, la epimerizacion
de los aminoéacidos es catalizada por un nuevo tipo de dominio, un dominio C/E, que
propone un papel catalitico dual de epimerizacién y condensacion (Grunewald y Marahiel,
2006).
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1.2.3.7 Diversificacion de péptidos no ribosomales por enzimas de modificacion.

Las enzimas de modificacion actdan en la maduracion de productos derivados de las
NRPS. Estas enzimas complementarias pueden llevar a cabo modificaciones en el esqueleto
peptidico, como metilacion de N y C, oxidacién, entrecruzamiento y halogenacion,
ampliando asi la diversidad estructural de estos productos; ademas estas modificaciones
afiaden rigidez y estabilidad estructural frente a la digestion proteolitica. (Grunewald y
Marahiel, 2006).

1.2.3.8 Metilacion de N y C de péptidos no ribosomales.

Una caracteristica de algunos antibioticos de origen bacteriano es que por lo regular
afiaden grupos metal al C terminal de sus estructuras. Numerosos péptidos no ribosomales
como las ciclosporinas pristinamicina y actinomicina contienen enlaces peptidicos N-
metilados. En la mayoria de los casos la N-metilacion es producida por una N-
metiltransferasa que actla en cis (~420 aminoécidos) la cual esta insertada en el
C terminal del dominio A acompafante (Figura 14). La transferencia del grupo S-metil de
SAM (S-adenosil metionina) al grupo amino ocurre cuando el respectivo aminoacido esta
enlazado al cofactor 4-fosfopanteina (ppan), donde puede ocurrir la formacion del enlace
amida, generando el enlace peptidico N-metilado (Grunewald y Marahiel, 2006).
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Figura 14. N-metilacion producida por una N-metiltransferasa.
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1.2.3.9 Adhesién de heterociclos.

En algunos casos el dominio C es sustituido por un dominio de ciclizacién (Cy). El
dominio Cy cataliza la ciclo deshidratacion del enlace peptidico para generar heterociclos
rigidos de cinco miembros, como las oxazolinas derivadas de treonina o serina, y tiazoles
derivados de cisteina. En muchos casos, la heterociclacion catalizada por el dominio Cy es
seguida de una oxidacion de dos electrones para formar oxazoles y tiazoles aromaticos.
Esto se logra por un dominio de oxidacion (Ox) (~250 aminoéacidos), el cual usa
mononucleotidos de flavina como cofactor. Por ejemplo, la bacitracina contiene el anillo
tiazolina que le confiere complejidad (figura 16, resaltado en color verde), esta complejidad
previene la desfosforilacion de los fosfolipidos, un paso clave en la biosintesis de la pared
celular, lo cual lleva a la inhibicién de péptidoglicano y asi matando bacterias no deseables;
y vibriobactina que contiene dos anillos oxazolinas, que ayudan a posicionar l0s grupos
hidroxilo de los catecoles para quelar iones metalicos, como Fe (llI) (Grunewald vy
Marahiel, 2006).

1.2.3.10 Entrecruzamiento del esqueleto por oxidacion.

Las reacciones de oxidacion del esqueleto peptidico son realizadas por enzimas
oxidasas que actuan independientemente de la linea de ensamblaje de las PSNR y confiere
una gran rigidez estructural. Aunque se conoce poco acerca del mecanismo, estas
oxidaciones son especificas y parece que se llevan a cabo mientras se realiza el proceso de
elongacion de la cadena peptidica. Por ejemplo, para la sintesis de vancomicina (figura 15)
y balhimicina tres reacciones de entrecruzamiento de las cadenas laterales ricas en
electrones son catalizadas por enzimas oxidasas tipo citocromo P450 (OxyA, OxyB y
OxyC) (Grunewald y Marahiel, 2006).
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Figura 15. Entrecruzamiento por oxidacion para sintesis de vancomicina. Tomada de Grunewald y Marahiel,
2006
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1.2.4 Actividad bioldgica de los ciclodipéptidos.

Actualmente se ha retomado el interés en los ciclodipéptidos y sus derivados las
dicetopiperazinas, debido a que se ha reportado desde hace algunos afos que estos poseen
actividades biologicas muy diversas (Prasad, 1994; Belin et al., 2012), lo cual es de interés
para la investigacion y por supuesto para un uso posterior en la industria de la biotecnologia
y farmacologia. Por ejemplo, si bien algunos ciclodipéptidos pueden tener aminoacidos
repetidos, sus derivados (dicetopiperazinas) dan una amplia gama de actividades (Figura
16); como actividad antimicrobiana, promotores de quorum sensing, incluso con actividad
citotdxica y ademas son producidos por diferentes microorganismos (Tabla 4).
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Figura 16. Ejemplos de péptidos no ribosomales con diferentes aplicaciones clinicas, los sitios coloreados
son las estructuras que les proporcionan cierta actividad biol6gica (modificada de Hur, et al., 2012).
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Tabla 4. Diferentes ciclodipéptidos y derivados de ciclodipéptidos que poseen actividad biol6gica,
producidos por microorganismos.

Ciclodipéptido
ciclo(L-Pro-L-Tyr),
ciclo (L-Pro-L-Val)
ciclo (L-Pro-L-Phe)
ciclo(Phe-Pro)

ciclo (Pro-Val)

Ciclo (L-Gly-L-Pro)
ciclo (L-Arg-D-Pro)
ciclo (L-Arg-L-Pro)
Albonursin derivado
de

ciclo(Phe- Leu)
Echinulin

Derivado de
ciclo(Ala- Trp)

Acido  rodotorulico
(ciclodimero de ¢ -N-
acetil- 6 -N-
hidroxiornitina)

Ciclo (Pro-Leu)

Ciclo (Ala-Leu)

Microorganismo productor
P. aeruginosa.

Sintetizados en laboratorio.

Rosellinia necatrix,
Aspergillus ochraceusm
Metharhizum ansiopha,
Streptomyces sp.

Lactobacillus plantarum

Streptomyces noursei,
S. alburus

Aspergillus chevalieri

Rhodotorula
Leucosporidium,
Rhodosporidium,
Sporidiobolus

piliminae,

Roselinia necatrix,
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger

Actividad biologica
Citotdxica, Promotor de
crecimiento vegetal.

Induccion de apoptosis
en células cancerosas.
Inhibicion de
crecimiento celular.

Antifangico

Antibibtico

Alcaloide

sideroforo

Atenuacion de
dependencia a morfina
Alcaloide

Referencia
Vazquez-Rivera, et al.,
2014; Ortiz-Castro,
2012.

Brauns et al, 2004.

Chen, 1960. Munekata
and Tamura, 1981.
Prasad, 1995.

Houston, 2004.
Khokhlov and Lokshin,

1963. Prasad, 1995.

MacDonard and Slater,
1966, Allen, 1972.

Aktin et al.
Prasad, 1995

1970,

Chen, 1960. Prasad,
1995.
Cesar et al., 1969.

Prasad, 1995.

26



Il. JUSTIFICACION.

Los ciclodipéptidos (CDPs) son de gran interés por su potencial bioactivo. Se ha
reportado que la sintesis de CDPs en P. aeruginosa PAOL es a través de NRPS multi-
modulares. Sin embargo, la participacion individual de los genes que codifican para NRPS
en P. aeruginosa PAO1 no es esencial para la biosintesis de CDPs, existiendo la posibilidad
de presentarse redundancia genética; por lo que es de gran importancia dilucidar la
participacion conjunta de los genes codificantes de las posibles NRPS.

I1. HIPOTESIS.

La actividad conjunta de genes redundantes cuyos productos son péptido sintetasas
no-ribosomales multi-modulares (NRPS) es esencial para la biosintesis de ciclodipéptidos
producidos por Pseudomonas aeruginosa PAOL.

IV. OBJETIVOS.

IV.1 Objetivo General.

Estudiar mediante mutagenesis los genes implicados en la biosintesis de los
ciclodipéptidos ciclo(L-Pro-L-Tyr), ciclo(L-Pro- L-Phe) y ciclo(L-Pro-L-Val) en
Pseudomonas aeruginosa PAO1.

IVV.2 Objetivos especificos.

1. Obtener mutantes dobles de los genes que codifican a las probables NRPS de P.
aeruginosa PAO1 implicadas en la biosintesis de CDPs.

2. Caracterizar fenotipicamente las mutantes en los genes que codifican a las probables
NRPS de P. aeruginosa PAO1 implicadas en la biosintesis de CDPs.
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V. MATERIALES Y METODOS.

V.1 Material bioldgico.

Para llevar a cabo el presente proyecto, se emplearon diversas cepas (Tabla 5), para
la obtencion de mutantes dobles, mediante técnicas de cortes y ligaciones de DNA con
diversas enzimas (Tabla 7). Para la edicion y replicacion de DNA, fue necesario disefiar un
par de oligos para cada uno de los genes NRPS seleccionados (Tabla 9) y se emplearon
diversos plasmidos como él (Tabla 6). Para la seleccion de mutantes fue necesario el uso de
marcadores de seleccion (tabla 8).

Tabla 5. Cepas empleadas

Lepas

P. asruginosa PAH
E cofi M1

E cofi PRXS2013
E eofi 817-1

468

T8

3265

4216

2584

41376

42724

45465

45503

CP14

1AS

Caracteristicas

{epa estindar & laboratorio

Cepa estandzr de lzboratorio para clona de
fragmentos de DNA.

{epa anxiliar para la formacion de pili en la téenica
de conjugacion bacteriana.

Cepa donadora il en la técoica de conjugacion
bacteriana

{epa mmtante d& P aeruginosa PAOIL
transposdn [SlacZfhahb en el ORF PA2402
Cepa mutante de P aeruginosa DADI
transposdn [SlacZ/hah en el ORF PA2424
Cepa mmtante & P aeruginosa PAOIL
transposén [SlacZthah en el ORF PA2400
Cepa mutante de P aeruginosa PAOI
transposdn [SlacZ'hah en el ORF PA2302
Cepa mmumtante & P aeruginosa PAOIL
transposdn [SlacZfhak en el ORF PA2305
Cepa mutante de P aqeruginosa DADI
transposén [Sphodthab en el ORE DA4225
{epa mmtante d& P aeruginosa PAOIL
transposdn [Sphodfhah en el ORF PA4G7E
Cepa mutante de P aeruginosa PADI
transposdn [Sphodhah en el ORE PA332T
Cepa mmtante & P aeruginosa PAOIL
transposén [Sphodfhah en ¢l ORF PA4226
{iénero y especie noidentificada

¥ % % 8% %} ¥} ¥ OB %

Halomonas sp. Identificada de aisladbs bacterianos
de fosa Chorince, Cnatro Cienegas, Cohahmila

Referencia
Stover, et al_, 20040
Yanisch et al, 1985

Figmski etal, 1979

Jacobs, et al_ | 2003

Jacobs. et al.. 2003

Jacobs, et al., 2003

Jacobs. et al | 2003

Jacobs, et al., 2003

Jacobs. et al._ 2003

Jacobs, et al 2003

Jacobs. et al._ 2003

Jacobs, et al., 2003

Tesis de maestria Martinez-

Carranza 2014

Tesis d& maestria Martinez-

Carranza, 2014
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Tabla 6. Plasmidos.

Plasmido Caracteristicas Referencia
PGEM-T Easy Vector de clonacion Yanisch et al., 1985.
pKOKA4 Plasmido suicida que contiene gen mob para llevar Werner et al.,
a cabo técnica de conjugacion bacteriana 1990.
pBSL141 Plasmido que contiene cassette de resistencia a Alexeyev et al.,
Gentamicina flanqueado por multiples sitios de 1995.
corte.

Tabla 7. Enzimas para realizar construcciones de DNA.

Enzimas Caracteristicas

EcoRlI Secuencia de corte g/aattc
Sall Secuencia de corte g/tcgac
BamHI Secuencia de corte g/gatcc
Xhol Secuencia de corte c/tcgag
T4 DNA ligasa Enzima de ligacion de DNA
Taq polimerasa Enzima de polimerizacion.

Pfx DNA polimerasa Enzima polimerasa, amplificadora de
fragmentos de DNA.

Tabla 8. Antibidticos.

Antibidtico Caracteristicas Referencia.
Ampicilina (Ap) Marcador de seleccion para cepas de E. coli Yanisch et al,
estandar usadas en laboratorio. 1985.
Estreptomicina  Marcador  de seleccion para cepa P. Stoveretal., 2000
(Sm) aeruginosa PAOL.
Gentamicina Marcador de seleccion para fragmentos que Alexeyev et al.,
(Gm) integren GMR obtenido del plasmido pBSL141. 1995.
Tetraciclina Marcador de seleccion para mutantes simples de P.  Jacobs, et al., 2003.
(Tc) aeruginosa PAO1 obtenidas por trasposicion.
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Tabla 9. Disefio de oligos para la amplificacion de fragmentos internos de nueve genes de
Pseudomonas aeruginosa PAO1.

Gen Oligos Tamafio Sitio de
del restriccion
fragmento interno
(kb)
pvdL FW 5°CGA CCA GCG CCT CGG CTG CCT GAC 3’ 1.1 Xhol
RV 5’ACC GTC TCG GTC GGT CCG TAG GCA TTG 3’
pvdJd FW 5'TAC CTA TGG ACC GAC CGA GGC CAC GGT 3’ 1.1 Xhol
RV 5°CGG GTA CGC AAC GAC TCG TGA CGC TGT 3’
ambB FW 5°'GGC GCC GTT CGC CCC GCC GCT CCA GGC 3° 1,2 Sall
RV 5°GAG GTT GAC GAA GCA GCC GAC CAG CCC 3’
ambE FW 5°CTC TAC GGT CCT ACC GAA GCC ACG GTG 3’ 1.1 Sall
RV 5°GAG CAG CAC ATC CAT TTC CGC GCG CTG 3°
pchE FW 5°GCG TCG AGG TCA GCC ACG CGG CGA 3’ 1.1 Sall
RV 5°CCA TCG CGG TCA GCC CCG CGG CCT GCC 3°
pchF FW 5'TCA CCT GCC GGG ACC GCG CTG CGT GCT 3° 11 BamHI
RV 5'TGC AGG CCC TGG CTG TAC ATG GCC TCG 3’
PA2402 FW 5°’ACA TGC AAC CGA CGG CTT GGC AGG TGC 3’ 11 Sall
RV 5°CCC GCC GGG CGC AGG CCA GCA GCT CCT 3°
PA3327 FW 5°CGA AGT ACG CGA CCG CCT CGC GCT 3’ 1.1 Sall
RV 5°GCC GGC GAA GCC AGC GCG GCC AGC TCC 3°
PA4078 FW 5'CGG GCG TCT GCC TGG CGC GCG AAT ACC 3’ 1.1 Sall

RV 5°TGC CGG CCA GCT CGC GAT AGG TTT CCG 3°

V. 2 Medios de cultivo y seleccion.

Medio liquido Luria-Bertani (LB) 100 ml

0.5g NaCl

1g Peptona de caseina

0.5g Extracto de levadura

H>0 destilada c.b.p. 100 ml, pH 7.

Medio agar Luria-Bertani (LB) 100 ml

0.5g NaCl

19 Peptona de caseina

0.59 Extracto de levadura

H>O destilada c.b.p. 100 ml, pH 7.
1.5g Adgar bacteriologico
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Medio completo para células humanas. Medio  incompleto  para  células

humanas.
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/
Nutrient  Mixture F-12 Ham con Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/
L-glutamina. Nutrient  Mixture F-12 Ham con
15 g/L HEPES 15mM, L-glutamina.
1.5 g/L NaHCO3 15 g/L HEPES 15mM.
10,000 U/ml y 10mg/L [1%] 1.5 g/L NaHCO:3,
(Penicilina/Estreptomicina) H>0 destilada estéril c.b.p.
10% Suero fetal bovino (SBF, Sigma) Ajustar pH a 7.4.

H-O destilada estéril cbp.
Ajustar pHa 7.4

V.3 Métodos

V.3.1 Preparacion de stock de glicerol 50%.

Para preservar una cepa durante un largo periodo de tiempo, es recomendable
guardarla en ultracongelacion, para lo cual se necesita un tratamiento previo el cual debera
ser en esterilidad. Es necesaria una colonia de la bacteria de interés aislada para inocular un
tubo con 3 ml de medio liquido LB, el cual se incub6 a 30° C por 12-18 horas.
Posteriormente centrifugando (12mil rmp/ 5min; eppendorf Centrifuge 5415 D) se
cosechan las células y se desecha el sobrenadante, las células obtenidas son resuspendidas
en 300 pl de glicerol [50%] y 700 ul de medio LB liquido. Para homogenizar la muestra es
necesario agitarla usando un vortex. Una vez que se les ha dado este tratamiento a las
células, estas pueden ser guardadas en ultracongelacién (-80° C).

V.3.2 Aislamiento de plasmido por método de lisis alcalina.

Para recuperar el plasmido de interés, se requiere desechar el sobrenadante y
cosechar las células totales que suponemos llevan el plasmido requerido, mediante
centrifugacion (12mil rpm/5min; eppendorf Centrifuge 5415 D); las cuales deberan haber
crecido previamente durante 12 a 18 horas en 3ml de medio liquido LB a una temperatura
de 30°C.
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Una vez separadas las células en un tubo eppendorf, se les adiciona 150 pl de Buffer
STE y se homogenizan mediante agitacion con ayuda de un vortex. Posteriormente se
procede a realizar un tratamiento para romper las células y exponer el material genético; el
tratamiento consiste en colocar 250 pl de una solucién de lisis, la cual debe llevar los
siguientes reactivos con los volimenes indicados; 800 pl H2O destilada estéril, 100 pl SDS
10% y 100 pl NaOH 2N, agitar vigorosamente con las manos para homogenizar y llevar la
muestra a 4°C/10 min. Ahora el material genético estard expuesto y se procedio a separarlo
del RNA y materiales bacterianos que no son de nuestro interés adicionando 150 pl de
Acetato de Sodio [ 3M] pH 4.8, se agito vigorosamente la muestra para homogenizarla, se
lleva a 4°C /10 min y posteriormente se centrifuga (12mil rpm/2 min; eppendorf Centrifuge
5415 D). Se colocaron 150ul de Fenol:Cloroformo [1:1] y se homogenizo la muestra
agitandola con ayuda de un vortex durante 50 segundos y posteriormente se centrifuga la
muestra para obtener 3 fases (12mil rpm/7 min; eppendorf Centrifuge 5415 D).

Se procedio a la separacion de la fase acuosa (fase superior) en un eppendorf limpio
y estéril con ayuda de una micropipeta y con cuidado de no deshacer la fase intermedia o
traer fase organica o inferior, las cuales deberan desecharse en un contenedor apropiado
para este tipo de material bioldgico. Posteriormente se realizar6n varios lavados para
purificar el DNA de interés; un primer lavado se realiza colocando 800 ul de
Etanol:lsopropanol [60%:40%] en la fase recuperada y agitar vigorosamente con las manos,
se lleva a congelador (-20°C / 10 min) y se centrifuga la muestra (12mil rpm/ 1 min;
eppendorf Centrifuge 5415 D) y se decanta el sobrenadante; en el segundo lavado se
resuspende el precipitado obtenido en 700 ul de etanol [70%] y se agita procurando que el
precipitado se despegue de la base del eppendorf, centrifugar la muestra (12mil rpm/5min;
eppendorf Centrifuge 5415 D) y se decanta; por ultimo se realiz6 un tercer lavado con las
mismas especificaciones que el segundo lavado pero después de decantar la muestra, se
quita el exceso de etanol con ayuda de una micropipeta y la muestra se llevd una
temperatura de 37°C por un lapso de 7 a 10 min dejando el eppendorf abierto para evaporar
el etanol que haya quedado.

Cuando la muestra de ADN este seca se resuspendera en 50 pul de H2O destilada
estéril y 3 ul de RNasa para disolver el precipitado de DNA, posteriormente la muestra
puede ser guardada en congelacion (-20°C) para su uso posterior. Si se quiere verificar la
presencia del DNA plasmidico deseado, sera necesario probar la muestra mediante
electroforesis en gel de agarosa [0.8%].
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V.3.3 Electroforesis

Para la corroboracion de tamafios de fragmentos de DNA construido y DNA aislado
y/o purificado se prepard de un gel de agarosa [0.8%] el cual se preparé con 0.8g de
agarosa +100 ml TAE 1X. La solucién se calienta hasta ebullicion para fundir los cristales
de agarosa. La agarosa fundida sera vaciada en una base para geles de electroforesis esta
bien montada, se procede a colocar el gel fundido hasta que alcance el volumen para tener
grosor adecuado. A continuacion se coloco la base con el gel solidificado dentro de la
camara de electroforesis de tal forma que los pocillos de carga queden en el polo de carga
negativa (-) para que las muestras corran hacia la carga positiva (+). La camara debera estar
llena con TAE 0.8X hasta un nivel que cubra el gel de agarosa.

Una vez que la camara de electroforesis fue montada correctamente, se procedio a
cargar los pocillos; colocando cada una de las muestras mezcladas con 2ul de buffer de
carga. Para el corrimiento de las muestras, la fuente de poder fue programada con los
siguientes parametros; 130v para geles delgados o 110v para geles gruesos utiles para
purificacion de DNA; 500mA; 30 min (gel delgado) o 45 min (gel grueso).

Para visualizar las bandas que hayan quedado en el gel de agarosa, este se tifio con
una solucién de Bromuro de etidio (C21H20BrNz) por 7-10 min y posteriormente se le quito
el exceso de bromuro de etidio con ayuda de agua corriente (si solo se desea ver las bandas
obtenidas); pero los lavados se realizaron con agua destilada si el gel se requeria para corte
y purificacion de DNA. Para visualizar las bandas obtenidas, se utilizé un transiluminador y
el software BioCapt.

V.3.4 Extraccion de DNA total bacteriano.

Para obtener DNA bacteriano no plasmidico inocular 3 ml de medio liquido LB con
una colonia aislada de la cepa deseada previamente sembrada en medio solido con
antibiotico. Incubar el medio inoculado 30°C / 12-18 horas en rotacion. Posteriormente
cosechar las células mediante centrifugacion (10mil rpm/ 1 min; eppendorf Centrifuge 5415
D) y decantar el sobrenadante.

El precipitado de células obtenidas se resuspenden en 400 ul de TE y 20 pl de
lisozima [20mg/ pl] y se lleva a incubacion a 37°C/ 30 min. Terminado el tiempo de
incubacion se adiciona 10 pl de proteinasa y se lleva nuevamente a incubacion a 37°C / 15
min. Ahora se adicionara 100 pl NaCl 5M y agitar 15 min con ayuda de un vortex.
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El eppendorf de la muestra ahora debera calentarse a 65°C/ 5 min con ayuda de un
bafio seco (Fisher scientific) y se le agregara 80 pl de CTAB; el cual también debio ser
calentado previamente a 65°C/ 5min también con ayuda de un bafio incubador seco (Fisher
scientific); y mezclar. La mezcla de la muestra con el CTAB nuevamente se dejara
incubando en el bafio incubador seco ((Fisher scientific) a 65°C/ 10 min.

Transcurrido el tiempo se agregaran 200 pl de cloroformo y agitara la muestra con
ayuda de un vortex/ 5 min; ahora se agregara 150 ul Fenol: Cloroformo [1:1] y nuevamente
agitar con ayuda de un vortex/ 50 segundos. Terminado este procedimiento la mezcla de
reaccion se llevara a centrifugar para obtener tres fases (12mil rpm/7 min; eppendorf
Centrifuge 5415 D), se separaran las fases recuperando la fase acuosa (superior) y
desechando la fase intermedia e inferior (cloroférmica).

Ahora se realizaran una serie de lavados; en el primer lavado adicionar 800ul
Etanol:Isopropanol [60%:40%] y agitar vigorosamente con las manos, llevar a congelador
(-20°C/ 10 min) y centrifugar (12mil rpm/1 min; eppendorf Centrifuge 5415 D) y decantar
sobrenadante; en el segundo lavado resuspender precipitado en 700 ul de etanol [70%],
agitar con las manos para despegar el precipitado, centrifugar (12mil rpm/5 min; eppendorf
Centrifuge 5415 D) y decantar y quitar el exceso de etanol con ayuda de una micropipeta y
la muestra se llevara una temperatura de 37°C por un lapso de 7 a 10 min dejando el
eppendorf abierto para evaporar el etanol que haya quedado.

Cuando la muestra de ADN este seca se resuspendera en 50 ul de H2O destilada
estéril y 3 ul de RNasa para disolver el precipitado de DNA, posteriormente la muestra
puede ser guardada en congelacion (-20°C) para su uso posterior. Si se quiere verificar la
presencia del DNA plasmidico deseado, serd necesario probar la muestra mediante
electroforesis en gel de agarosa [0.8%].

V.3.5 Purificacién de DNA.

Para purificar fragmentos de DNA y evitar tener secuencias de DNA no deseadas es
necesario realizar un corte de la banda que representa al DNA de interés en el gel de
agarosa y realizarle un procedimiento de purificacion para eliminar la agarosa. La muestra
con el DNA de interés debe condensarse hasta un volumen de 30- 50ul, empleando
centrifugacion de 60 rpm y una temperatura de 65°C manteniendo la tapa del eppendorf
abierta. Dar un pulso (5seg/ 10mil rpm; eppendorf Centrifuge 5415 D) y agregar 10pul de
buffer de carga 1X. Se deben seguir las indicaciones para la preparacion de un gel de
agarosa necesario para corrimiento por electroforesis, pero para esta ocasion el gel que se
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debe hacer para correr la muestra que lleva el DNA de interés es un gel de agarosa [1%]
grueso con pozos de un calibre grueso, lo cual se logra con aproximadamente 50-60 ml del
gel fundido, cargar los pocillos con la mezcla de la muestra de DNA y el buffer de carga
1X y programar la fuente de poder con las siguientes especificaciones; 110v, 500mA,
45min.

Seguir las indicaciones de tincion de geles de agarosa y visualizacion de los geles
mediante transiluminador descritas en la técnica de electroforesis, recordando lavar el gel
con agua destilada para quitar los excesos de bromuro de etidio. Para la visualizacion del
gel de agarosa y las bandas que quedaron en este, es necesario el empleo de un
transiluminador y el software BioCapt; serd4 recomendable tomar una foto del gel inicial y
posteriormente proceder a realizar el corte de la banda identificada como la banda
correspondiente al tamafio del ADN de interés (hacerlo con luz UV encendida, con ayuda
de un bisturi y con las protecciones adecuadas para exponerse a la luz UV). Una vez que se
realizd el corte de la banda de interés es recomendable tomar otra foto del gel para
compararla con la foto inicial y comprobar que efectivamente cortamos la zona con la
banda del DNA de interés.

El corte de gel que se realizd se deberd colocar en un eppendorf que haya sido
previamente pesado y rotulado; este eppendorf que ahora llevara el corte de gel se pesara
nuevamente para ver la diferencia de peso, ya que segun el peso se adicionara una solucion
de unidn (por cada 10mg del peso del gel cortado, adicionar 10ul de solucién de union (kit
Wisard SV Gel and PCR Clean- Up System). Con ayuda de un termoblot precalentado a
70°C- 75°C durante 5 min, se debe fundir el gel que lleva la solucion de union y
posteriormente con ayuda de una centrifuga dar un pulso (10mil rpm/5 min; eppendorf
Centrifuge 5415 D). Ahora se debera ensamblar y rotular la columna segun el kit Wisard
SV Gel and PCR Clean- Up System, para que a continuacion se vierta la mezcla del gel con
la solucion de union fundidos y dejarla reposar 1 min a temperatura ambiente. Centrifugar
la mezcla dentro de la columna (10mil rpm/1 min; eppendorf Centrifuge 5415 D),
guardando el filtrado de la solucion de unién en un eppendorf debidamente rotulado.

A continuacion se realizara una serie de lavados con solucion de lavado de
membranas del kit Wisard SV Gel and PCR Clean- Up System la cual debera mezclarse
previamente con etanol al 95% segun instrucciones del kit; realizar un primer lavado con
700 pl de solucion de lavado de membranas/etanol [95%], centrifugar (L0mil rpm/1 min;
eppendorf Centrifuge 5415 D) y decantar filtrado; realizar un segundo lavado con 500 pl de
solucion de lavado de membranas/etanol [95%], centrifugar (10mil rpm/ 5 min; eppendorf
Centrifuge 5415 D) y decantar filtrado; por ultimo realizar una centrifugacion extra (10000
rpm/ 1 min) y desechar el filtrado.
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Finalmente resuspender el DNA realizando dos lavados como se describen a
continuacién; 15ul de agua destilada estéril, dejar 1 min a temperatura ambiente y
centrifugar (10mil rpm/1 min; eppendorf Centrifuge 5415 D). Para verificar que el DNA
quedo purificado y que no tendremos ningln otro fragmento se deber utilizar la técnica de
electroforesis con gel de agarosa [0.8%], utilizando 5ul de la muestra mezclada con 3pl de
buffer de carga 1X.

V.3.6 Preparacion de células competentes JM101.

Las células competentes E. coli JM101 son un buen modelo para realizar
clonaciones de fragmentos de DNA de interés el cual se previamente puede ser ligado a un
plasmido que se pueda ingresar a estas células mediante una técnica de electroporacion o
transformacion de células. EIl procedimiento para preparar células competentes Utiles para
realizar la técnica de trasformacion debe realizarse bajo condiciones de esterilidad.
Inicialmente se deben obtener colonias aisladas de E. coli JM101 crecidas en medio agar
LB/amp'®. Tomar una colonia aislada para inocular 3ml de medio liquido LB, incubar a
30°C/ 12- 18 horas en rotacion. Posteriormente verter el tubo con la cepa JM101 ya crecida
en un matraz con 250ml de medio liquido LB e incubar a 37°C/ 3-4 horas en agitacion. A
partir de las 3 horas 40 min de incubacion medir D.O. ®® hasta alcanzar absorbancia 1.0-
1.1 (usar medio liquido LB como blanco de lectura).

Una vez que las células alcanzaron la D.O. ® (1.0- 1.1 abs) colocar matraz en
agua-hielo y agitar el matraz durante 2 min asegurandose que quede bien sumergido en el
bafio de agua-hielo. Una vez que las células estdn suficientemente frias, se procede a
cosecharlas con ayuda de tubos falcdn estériles y pre enfriados, bajo las siguientes
condiciones; (5500 rpm/ 4°C/ 15 min; eppendorf centrifuge 5810 R) , y decantar el
sobrenadante; colocar més caldo con células JM101 en el tubo y agitar con ayuda de vortex
para nuevamente centrifugar el tubo con las condiciones antes sefialadas, una vez mas
decantar y asi sucesivamente hasta cosechar el total de las células obtenidas en el matraz.

Una vez obtenidas todas las células se deberan realizar lavados; en un primer lavado
agregar 5-10 ml de agua destilada estéril previamente enfriada para disolver las células
precipitadas, aforar a 45 ml con el agua destilada estéril fria, centrifugar (5500 rpm/ 4°C/
10 min; eppendorf centrifuge 5810 R) y decantar sobrenadante; realizar un segundo lavado
similar pero ahora aforar a 25 ml con agua destilada estéril fria y nuevamente centrifugar
(5500 rpm/ 4°C/ 10 min; eppendorf centrifuge 5810 R) y desechar el sobrenadante; por
ultimo se realizara un tercer lavado pero ahora sera con glicerol [10%] estéril frio,
agregando 5 ml inicialmente para disolver las células precipitadas para posteriormente
aforar a 45ml con el mismo glicerol, llevar a centrifugar (5500 rpm/ 4°C/ 15 min;
eppendorf centrifuge 5810 R) y decantar sobrenadante.
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Una vez realizados los lavados se agregara 3ml de glicerol [10%] frio a cada tubo
falcon con células y se agitaran para tener una solucién con células homogénea, para que a
continuacion se realicen alicuotas de células en eppendorf estériles (110 pl de células por
cada eppendorf).

V.3.7 Prueba de electroporacién de células competentes.

Como control de calidad para verificar que las células que preparamos son
suficientemente electrocompetentes se puede emplear la técnica de electroporacion que se
describe en el presente trabajo, utilizando un plasmido conocido que nos ayude a la
transformacion de las células obtenidas. Los valores que debemos obtener en la
electroporacion para las células competentes sin que se les haya agregado plasmido son; >4
ms y >1.80 para considerar que son células con buena electrocompetencia, por otro lado las
células a las que se prueben afiadiendo el plasmido deben tener valores menores a los
obtenidos en la electroporacién de las células a las que no se les afiadio algin plasmido.

En cuanto al nimero de colonias obtenidas en las cajas con medios selectivos deben
ser casi incontables para las células que fueron transformadas con el plasmido conocido, es
decir deben ser demasiadas al grado de que parezca que formaron un tapete en la caja y por
otro lado las células a las que no se les transformo con algun plasmido y que solamente se
les dio el pulso de electroporacién no deben mostrar crecimiento en el mismo medio
selectivo donde se crecieron las que fueron transformadas.

V/.3.8 Técnica de PCR

La que se utiliz6 como templado a los oligos descritos en la tabla 9; 1 pl por cada
oligo, 2 pl ADN de P. aeruginosa PAO1 [50ng/ pl] como ADN molde, 2 pl MgSO4, pfx-
DNA polimerasa, 1.5 pl dNTP, 1 pl buffer y se aforo con agua destilada estéril a 25 pl. Se
sometio a un ciclo inicial de desnaturalizacion de 5 min a 95°C, 35 ciclos conformados por;
fase desnaturalizacién 5 min 95°C, fase de alineamiento de 1 min a 59°C y fase de
elongacion 4 min 68°C y un ciclo final de elongacion de 5 min 68°C.
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V.3.9 Adenilacion.

La adenilacion es necesaria en caso de que los fragmentos que amplificamos y
necesitamos clonar no se pueden unir a un plasmido que utilizaremos el cual tiene sitios de
unién con Timina (T).

Se debe realizar una mezcla de reaccion con las siguientes especificaciones; 5 pl de
solucion del fragmento deseado [100 ng/ ul], 1 pl Buffer 10X para Taqg polimerasa, 0.2 ul
dATP, 1 ul (5u) Taq polimerasa, 2.2 ul H2O destilada estéril y 0.6 pul Mg2Cl»: la cual se
colocara en bafio de agua 70°C/ 30 min, posteriormente se pueden usar los microlitros
necesarios para realizar una ligacion del fragmento adenilado con el plasmido que
emplearemos.

V.3.10 Ligacion de DNA.

Uno de los pasos cruciales en la realizacion de construcciones de DNA es la
ligacion, para lo cual se deberd verificar la concentracion del vector segun las indicaciones
gue vengan con este y la concentracion del inserto mediante la siguiente formula:

(ng de vector)(tamatfio del inserto (Kb))

— x inserto: vector = ng del inserto
tamafio del vector (Kb)

*inserto:vector = a relacion molar (5:1)

Una vez obtenidas las concentraciones tanto del vector como del fragmento que
ligaremos a este, se realizara una mezcla de reaccion con los siguientes reactivos y las
cantidades indicadas; 0.5 pl vector [50 ng/ pl], 5 pl Buffer de ligacion T4 2X, microlitros
necesarios de inserto [50 ng/ ul] calculados con la formula anterior, 1 ul T4 DNA ligasa,
Agua destilada estéril ¢ b p 10 ul; posteriormente Mezclar dando un pulso (10mil rpm/ 1
min; eppendorf centrifuge 5415 D) con ayuda de una centrifuga, dejar mezcla de reaccion
por 3 horas a temperatura ambiente o 2 dias a 4°C, o dejar el tiempo necesario para ligacion
que indique el inserto del vector que utilicemos.
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V.3.11 Transformacion de células competentes por electroporacion.

Una necesidad dentro de la realizacion de construcciones de DNA es la de clonar
fragmentos o replicar vectores necesarios para obtener dicha construccion. Sera necesaria
una alicuota de células competentes las cuales seran mezcladas con 2ul de la mezcla de
ligacion, esta mezcla se vacia en una celda para electroporacion, cuidando que todo el
proceso sea bajo condiciones de esterilidad. A continuacion se dara un pulso eléctrico a la
mezcla con la fuente de poder para electroporar; posteriormente se resuspenderan las
células electroporadas en 1ml de medio liquido LB e incubar a 30°C en rotacion. Una vez
transcurrido el tiempo de 1 hora minimo, se vaciara el cultivo completo en una caja con
medio selectivo que permita la seleccion de las células transformantes; procurando esparcir
el cultivo por toda la caja con ayuda de perlas de cristal hasta que la humedad del medio
vertido se seque; llevar a incubar a 37°C/ 12 -15 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion hay que reviso si hay crecimiento de colonias;
de las cuales es recomendable seleccionar de 1-10 colonias para resembrarlas en otra caja
Petri con el mismo medio selectivo y ademas inocular tubos de ensaye con 3 ml de medio
liqguido LB con las mismas colonias seleccionadas los cuales se llevaran a incubacion a
37°C y 30°C respectivamente por un tiempo de 12-18hrs. Posterior a este tiempo de
incubacion se revisé el crecimiento en el medio selectivo y a los indculos crecidos en
medio liquido se les realizara la extraccion de plasmido por el método de lisis alcalina y
electroforesis para verificar que las colonias seleccionadas son las transformantes
requeridas. Guardar la caja de réplicas para que en base al resultado del aislamiento de
plasmido, indiqguemos cual o cuales de las colonias resembradas son las transformantes que
deseamos para experimentos posteriores.

V.3.12 Restricciones totales y parciales.

Para realizar construcciones de DNA es necesario realizar cortes de este, para poder
integrar fragmentos, secuencias de marcadores de seleccion o cortar fragmentos requeridos
de algin plasmido en el que haya estado integrado. Para llevar a cabo los cortes de DNA
parciales es necesario realizar una mezcla de reaccion la cual se obtendra con los siguientes
reactivos y las cantidades indicadas; volumen total de plasmido aislado, 15 pl Buffer tango
10X, 0.5 ul enzima (elegida), agua destilada estéril cbp 150 pl.

A continuacion homogenizar la mezcla dando un pulso (10mil rpm; eppendorf
centrifuge 5415 D) con ayuda de una centrifuga e incubar la mezcla (37°C / 2 horas),
probar las muestras mediante electroforesis con gel de agarosa [0.8%] con las siguientes
especificaciones de corrimiento (130 V/ 500 mA/ 30 min); si en ese tiempo la reaccion de
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restriccion aun no da el fragmento deseado sera necesario repetir la incubacion por algun
par de horas mas y volver a probar la muestra en electroforesis con las mismas
especificaciones y asi sucesivamente hasta obtener los fragmentos que se desean. Si la
restriccion no estd lista o en su defecto se logré la restriccion pero se desea seguir
trabajando otro dia, la muestra se puede guardada en refrigeracion a -20°C para su uso
posterior, procurando que si la reaccion esta lista debemos inactivar la enzima mediante
calor (75°C/ 10 min) para evitar que la enzima siga trabajando y no perder el fragmento que
necesitamos.

Para realizar restricciones totales es necesario realizar la siguiente mezcla de
reaccion; 15 pl de plasmido aislado, 5 pl Buffer tango 10X, 0.5 ul Enzima (elegida), H.O
destilada estéril cbp 50 ul. A continuacion homogenizar la muestra con ayuda de una
centrifuga dando un pulso (10mil rpm; eppendorf centrifuge 5415 D); posteriormente
incubar la mezcla de reaccion (37°C / 2 -6 horas). De igual manera para probar que
cortamos el o los fragmentos necesarios de la construccién es necesario probar las muestras
mediante electroforesis con gel de agarosa [0.8%] bajo las siguientes indicaciones (130 V/
500 mA/ 30 min). Recordar que se debe inactivar la enzima mediante calor (75°C/ 10min);
si se requiere seguir trabajando en otro momento sera necesario guardar la mezcla de
reaccion en refrigeracion a -20°C.

V.3.13 Conjugacién tripartita.

Una de las técnicas de mutacion es mediante recombinacion de DNA, para poder
llevar a cabo la recombinacion de DNA se puede utilizar la técnica de conjugacién
tripartita, la cual consiste la interaccion entre tres tipos de bacterias, una donadora que
llevara el DNA que queremos integrar al genoma de otra bacteria mediante recombinacion;
una cepa auxiliar, la cual ayudara a la donadora a formar un pili sexual para que por medio
de este pueda movilizar el material genético (generalmente un plasmido suicida que lleva
una construccion) requerido para integrarse al genoma de la cepa receptora mediante
recombinacion para dar origen a nuevas mutantes.

Inicialmente se deberan inocular tres tubos de ensayo con 3 ml de medio liquido LB
con las cepas donadora (en este proyecto se us0 S17-1); otro con la cepa auxiliar
(PKRS2013) y otro con la cepa receptora (en el presente trabajo las cepas receptoras fueron
mutantes simples de P. aeruginosa para obtener mutantes dobles); llevar a incubacion
(30°C/12-18 horas/ en rotacion).
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Transcurrido el tiempo de incubacion se realizara una mezcla de conjugacion con
las tres cepas empleadas en proporciones [1:1:3]; 500 pl S17-1 +500 pul PKRS2013 las
cuales se deberan centrifugar (10mil rpm/1 min; eppendorf centrifuge 5415 D) y decantar
sobrenadante; adicionar 1500 pl cepa mutante simple PAO1, homogenizar con ayuda de un
vortex y centrifugar nuevamente (10mil rpm/1 min; eppendorf centrifuge 5415 D),
posteriormente decantar sobrenadante y agregar 1 ml de medio liquido LB; homogenizar
nuevamente con ayuda de un vortex. Esta mezcla se debera espatular en una caja con agar
LB, esperar un poco para que la mezcla se seque uno poco para después incubar a 37°C/
15-18 horas, procurando incubar las cajas Petri boca arriba para evitar derrames.

Al dia siguiente tendremos un crecimiento de un tapete en toda la placa el cual se
deberad cosechar en un eppendorf con ayuda de un haza de Henle y bajo esterilidad. Las
células cosechadas deberan ser resuspendidas con 1 ml de medio liquido LB. A
continuacion se realizaran diluciones con medio liquido LB, desde 1:10 hasta 1:10% de las
diluciones obtenidas se espatularan 100ul de cada dilucion, con ayuda de perlas de cristal
en cajas con marcadores de seleccion; en el presente trabajo se utiliz6 medio agar
LB//Gm*/TC® ya que la construccion ingresada lleva un marcador de seleccion de
Gentamicina (Gm) y las mutantes simples a las que se ingresara la construccion son
resistentes a Tetraciclina (Tc).

Una vez que se secaron las cajas se llevaran a incubar a 37°C/ 12-18 horas pero esta
vez boca abajo. Al dia siguiente se revisara si crecieron colonias, de las cuales se
seleccionaran las necesarias para resembrarlas, procurando guardarlas en glicerol 50%, para
realizar experimentos posteriores.

V.3.14 Prueba de antagonismo bacteriano.

Se ha reportado que algunos ciclodipéptidos tienen actividad tipo antibiotico, y para
comprobar si una cepa los produce, es recomendable este tipo de prueba en la que se hace
una confrontacion de la cepa en estudio contra otra cepa (generalmente una cepa sensible).
En el trabajo de maestria de Martinez Carranza, 2014; se realiz6 un ensayo en el que se
confrontaron diversas cepas; se confrontaron todas contra todas para identificar cuales eran
productoras de ciclodipéptidos y cuales eran sensibles a los ciclodipéptidos, por lo que se
tomaron como referencia dos cepas de ese trabajo; una sensible a los ciclodipéptidos CP14
(indicadora) y una no productora de ciclodipéptidos 1 A9 (control negativo), las cuales
seran usadas para las pruebas de antagonismo bacteriano del presente proyecto.
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V.3.14.1 Spot on lawn/picadura.

Inicialmente se debe inocular las cepas requeridas para probar su antagonismo asi
como con las cepas control procurando obtener colonias aisladas siguiendo las siguientes
instrucciones:

e Mutantes dobles (LB/Gm?3%/Tc®0 " perlas de cristal).

e Mutantes simples (LB/ Tc®%¢" perlas de cristal).

e PAO1 (control positivo) (LB/ Sm?% " perlas de cristal).

e 1 A9 (control negativo) (LB con perlas de cristal).

e (CP14 (cepa sensible) (LB mediante estria cerrada).

e Incubar (37° C/ 12-18 horas) en rotacion.

e CP14 en medio liquido LB (30°C/2-3 horas) en rotacion y medir D.0.%% hasta
obtener una absorbancia de 0.4-07, (hacerlo el dia del montaje).

Una vez que se tienen todas las colonias necesarias, colocar 1 pl de la cepa CP14 en
caja con medio agar LB y esparcir con ayuda de un hisopo estéril mediante estria cerrada
procurando pasar el hisopo por toda superficie del medio. Cuando el estriado este seco;
colocar sobre este tapete las colonias a las que se revisaran para produccion de
ciclodipéptidos, incluyendo los controles de produccion y no produccion de
ciclodipéptidos, con ayuda de palillos estériles. Cuando se hayan terminado de colocar
todas las colonias llevar a incubar a 37°C/ 20- 24 horas.

Al dia siguiente verificar el crecimiento de las colonias y la presencia o0 ausencia de
halos de inhibicion de la cepa CP14 con la que se hizo el tapete. Por ultimo medir halos de
inhibicion para hacer el analisis comparativo entre los controles y las cepas problema. Las
cepas seleccionadas deben guardarse en glicerol [50%] a ultracongelacion (-80°C) para su
uso posterior.

V.3.14.2 Spot on lawn/gota.

Para este tipo de confrontacion todas las cepas deberan crecerse en medio liquido
LB (30°/ 12-16 Horas/ rotacion). Todas las cepas deberan diluirse bajo condiciones de
esterilidad colocando; 500ul de cultivo y 1 ml de medio liquido LB para que
posteriormente se mida la D.0.®® hasta obtener una absorbancia de 0.4 - 06, con el
propdsito de tener hipotéticamente el mismo nimero de células de cada cepa con las que se
montara el ensayo de confrontacion.
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Realizado lo anterior se procederd al montaje; colocando 1ul de la cepa CP14 en
una caja con medio agar LB, realizando una estria cerrada con ayuda de un hisopo estéril;
una vez que el tapete este seco, se colocan 10pl de cada una de las cepas control y las cepas
problema, con el cuidado de que las gotas tengan la forma mas parecida a un circulo; sera
necesario secar las cepas colocadas manteniendo la caja abierta dentro de la campana de
flujo laminar. Una vez que las cepas estén secas, se colocaran a incubar a 37°C/ 18-24
horas.

Al dia siguiente se revisara la presencia o ausencia de halos de inhibicion, y se
procederd a medir para realizar el estudio comparativo contra las cepas control y de esta
forma elegir las colonias deseadas. Las cepas seleccionadas deben guardarse en glicerol
[50%] a ultracongelacion (-80°C) para su uso posterior.

V.3.15 Extraccion de ciclodipéptidos.

La extraccién de ciclodipéptidos es una extraccion de naturaleza organica con el
solvente acetato de etilo, muy util para el analisis de la presencia de estos metabolitos
secundarios mediante la técnica de HPLC.

Inicialmente se debe inocular un tubo de ensayo con 3 ml de medio liquido LB con
una colonia aislada de la cepa de interés el cual se debe incubar a 30°C /12-18 horas en
rotacion. Cuando la cepa ha crecido se toman 500 pl para inocular un matraz con 50 ml de
medio liquido LB, el cual se pondra a incubar a 30°C / 48 horas en agitacién. Concluido el
tiempo de incubacion se deberd medir la D.0.5%° 2 cual debera estar entre 1.5 y 2.0 de
absorbancia. Con ayuda de tubos falcon se procedera a centrifugar la muestra (8mil rpm/ 10
min/ 4°C; eppendorf centrifuge 5810 R); se recupera el sobrenadante y se desecha el
precipitado.

Del sobrenadante recuperado se tomaran 10 ml para realizar la extraccion de los
ciclodipéptidos (fase organica), para lo cual se necesita hacer una mezcla [1:2] con acetato
de etilo acidificado con &cido acético [0.01%], la mezcla debe colocarse en un recipiente
libre de sales y estéril, en el que la mezcla se agitara vigorosamente con las manos durante
2 minutos y se dejara reposar la mezcla por otros dos minutos; este proceso de agitacion y
reposo se repetird 3 veces y posterior a este procedimiento se llevara a centrifugar (8mil
rpm/ 5 min/ 4°C; eppendorf centrifuge 5810 R) para poder separar las fases acuosa,
intermedia y organica. Con ayuda de una pipeta se recuperara la fase superior (organica) en
otro tubo falcén libre de sales y estéril. A continuacion se procede con la segunda etapa de
la extraccidn, la cual consiste en la volatilizacion del acetato de etilo; con ayuda de un bafio
de agua calentado a 60°C se sumergird el tubo abierto con la fase organica y se agitara
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lentamente para lograr evaporar el acetato de etilo, concentrando la muestra hasta un
volumen de 3 ml, realizar un lavado con 2 ml de acetato de etilo acidificado y agitar el tubo
falcon para recuperar los compuestos que hayan podido quedar adheridos en las paredes,
una vez mas someter la muestra al calor del bafio de agua para evaporar el exceso de
acetato de etilo y concentrar la muestra hasta un volumen final de 700 pl, se recomienda
guardar las muestras a 4°C para su uso posterior. Si las muestras se usaran en experimentos
posteriores, se recomienda desecar la muestra y disolver en DMSO.

V/.3.16 Andlisis de HPLC.

Los extractos que se analizaron en el equipo de HPLC deben concentrarse hasta
sequedad con una temperatura de 60°C en rotacion. El extracto seco se re suspendié en 1
ml de acetonitrilo y se disolvié con agitacion. Se realiza una dilucion 1:10 en acetonitrilo y
se inyecto en el HPLC. La fase movil del HPLC fue agua desionizada filtrada y
desgasificada, acidificada con H3PO4 al 0.05%. . Antes ingresar el extracto al HPLC se
deberé realizar un gradiente lineal de H2O:acetonitrilo a un flujo constante de 0.5 mL/min.
En el presente experimento se utiliz6 la columna para cromatografia en fase inversa Agilent
Polaris C18-A a 50°C, El volumen de muestra inyectada fue de 5puL. Se utilizo la
absorbancia de 210 nm en el intervalo del ultravioleta y elucién en gradiente con el detector
ELITE LaChrom HITACHI UV-VIS L2420.

V/.3.17 Cultivo de linea celular HelLa.

El ensayo de viabilidad celular funciona para verificar la toxicidad de alguna
sustancia, en el presente estudio se empled debido a que los metabolitos secundarios de
nuestro interés; los ciclodipéptidos de P. aeruginosa estan descritos como citotdxicos. En
este ensayo se emplearon células cancerosas de la linea celular Hela, las cuales fueron
tratadas previamente para tener un total de 20000 células por pozo en placas de 96 pozos.
Una vez que las células alcanzan el nimero necesario para el ensayo, la confluencia
adecuada, estas se sincronizan en la misma etapa del ciclo celular, cambiando el medio a
medio completo (desprovisto de suero), se procede a colocar los tratamientos con las
sustancias que probaremos (en el presente estudio se realizé con el sobrenadante obtenido
de las distintas mutantes dobles crecidas por un periodo de 40 horas/30°C en rotacion); los
tratamientos se colocan 100 pl por pozo por triplicado, posteriormente las placas se llevan a
incubacion a 37°C / 12 horas en una incubadora con 5.0% de COz. Una vez concluido el
periodo de incubacion se procede a revisar las células con ayuda de un microscopio
invertido para analizar la morfologia de las células pos tratamiento y con ayuda del
software (Gen5) se obtienen las fotos deseadas.
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V.3.17.1 Viabilidad celular de cultivos de celulas HeLa (MTT)

La segunda parte del ensayo de viabilidad celular es el ensayo colorimétrico MTT.
Como control positivo se utilizé la mezcla de CDPs de PAO1 (0.1 pg/mL), como control
negativo se utilizo el medio liquido LB, debido a que las mutantes de P. aeruginosa PAO1
fueron crecidas en ese medio. Se utilizd MTT [5mg/ul] (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide); (Sigma) disuelto en PBS, agregando 10 ul a cada pozo de la
placa de cultivo celular, la cual se incubo a 37°/ 4 horas. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se resuspendieron los cristales de formazan con 100pl de isopropanol/HCI 1M
[19:1], se dej6 transcurrir un tiempo de 30 min y se procedié a realizar la lectura a 595nm
con ayuda de un espectrofotémetro para microplacas Biotek Epoch mezclando durante 60
segundo en cada lectura y con ayuda del software Gen5.

V.3.18 Obtencion de mutantes dobles.

La amplificacion de los fragmentos internos de cada gen seleccionado se realizé
mediante la técnica de PCR, utilizando como templados los oligos disefiados (Tabla 9) que
flanquean fragmentos internos de 1.1 a 1.2 Kb de cada gen. En total se realizd la
amplificacion de fragmentos internos de cuatro genes; pchF, pvdJ, pvdL y pvdl, los cuales
miden 1.1 Kb cada uno. Mediante una serie de restricciones y ligaciones de DNA asi como
clonaciones y subclonaciones en pGEM-T Easy y pKOK4 respectivamente; se llevaron a
cabo las construcciones deseadas para la obtencién de mutantes por recombinacion las
cuales fueron necesarias para que mediante la técnica de conjugacion tripartita se
obtuvieran mutantes dobles en genes NRPS de P. aeruginosa PAOL.

V.3.19 Clonacion de fragmentos de DNA en pGEM-T Easy

Teniendo una construccion de ADN circular se llevé a cabo la transformacion de
celulas competentes E. coli IM109, mediante la técnica de electroporacion (ver técnica en
el punto VI1.3.10 del presente documento). Con las células electroporadas se inoculo 3ml
de medio liquido Luria Bertani (LB) y se incubaron a 30°C/ 1 horas/ rotacién, para
posteriormente inocular con un volumen de 1 ml de estas células electroporadas, una placa
de agar Luria Bertani /Amp®/Xgal®¥/1ptg?’; la cual se incubo a 37°C por 18 horas. Una
vez que se obtuvieron colonias, se picaron un total de 5 colonias al azar; cada una con un
palillo estéril y se inocularon 3 ml de medio liquido LB por separado, los cuales se
incubaron a 30°C/ 18 horas/ rotacion. Posterior al tiempo de inoculacién se llevé a cabo el
aislamiento de plasmido, mediante la técnica de aislamiento de plasmido por método de
lisis alcanina (ver técnica en el punto VI11.3.2 del presente documento) y finalmente se
verificd mediante electroforesis; cuél de los extractos es el plasmido que tiene el tamafio de
la construccion requerida.
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VI. RESULTADOS

V1.1 Construcciones para obtener la mutante por recombinacion de P. aeruginosa
PAOL1.

La obtencidn de mutantes dobles en genes NRPS de P. aeruginosa PAQO1, se realizd
mediante la interrupcion de genes con cassette GmR mediante la técnica de conjugacion
tripartita donde por recombinacion, se llevd a cabo la segunda mutacién en mutantes
simples de P. aeruginosa PAOL las cuales tenian un gen NRPS mutado por trasposicion.
A continuacién se muestran los resultados en cada uno de los pasos que se llevaron a cabo
para la obtencién de las mutantes dobles.

Disefio de oligonucledtidos para amplificacion fragmentos internos de los genes
seleccionados.

Se disefié un par de oligos que flanquearan un fragmento interno de entre 1.1y 1.2
Kb para cada uno de los nueve genes seleccionados (Tabla 9). Cada oligo esta constituido
por veintisiete bases constituyendo un total de nueve tripletes; los cuales estdn ordenados
en un sentido de 5°a 3". Adicional dentro del disefio de los oligos se reviso que el fragmento
que amplificaran tuviera un sitio de restriccion enzimatica, que permitiera hacer un corte
donde posteriormente se integrara un cassette de resistencia a Gentamicina que
interrumpiera la secuencia del gen y por la tanto su funcién (Figura 18), ademas de que el
cassette serviria para la seleccién de las transformantes deseadas.
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Figura 2. Disefio de oligos y ubicacion del fragmento interno elegido para amplificar en cada gen NRPS, con
su sitio de restriccion interno.
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Amplificacion del fragmento interno.

Inicialmente se realiz6 la amplificacion de los fragmentos internos de 1.1 Kb de los
genes mediante la técnica de PCR. Para la corroboracion de que el fragmento estaba
amplificado, se realizé el corrimiento de 5 pl de la mezcla de PCR en un gel de agarosa al
0.8 %, sumergido en TAE 1X en una camara de electroforesis programada para correr a
500mA por 30 min (Figura 19).
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Figura 3. Amplificacion de fragmentos internos de 1.1 Kb de los genes pvdJ, pvdL, pchF y pvdl mediante
técnica de PCR.

Clonacidn del fragmento interno de 1.1 Kb del gen pvdL en pGEM-T Easy.

Cuando se logré amplificar el fragmento de 1.1 Kb de cada uno de los genes, se
llevo a cabo una adenilacion del fragmento (ver técnica en el punto VI11.3.8 del presente
documento), para realizar posteriormente una ligacién a pPGEM-T Easy (3 Kb), obteniendo
asi un construccion de DNA circular de 4.1 Kb. (Figura 20).
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Figura 4. Clonacion de los fragmentos amplificados de 1.1 Kb en pGEM-T Easy, (carriles 2-4), Lamda
DNAV/Hindlll (Carril 1). Corroboracién en gel de agarosa al 0.8%.
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En una segunda corroboracién de que elegimos la clona con el plasmido correcto, se
realiza una restriccion con la enzima EcoRI ya que pGEM-T Easy tiene sitios de corte para
esta enzima en los extremos del sitio de union para el fragmento ligado. De tal forma que
en el corrimiento electroforético obtendremos las bandas correspondientes de 3 Kb para
pGEM-T Easy y 1.1 Kb para los diferentes fragmentos que habiamos ligado a este
plasmido (Figura 21).
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<#= 1.1 Kb Fragmentos

Figura 5. Corroboracion de la integracion de los fragmentos de 1.1 Kb al pladsmido pGEM-T Easy mediante
restriccion total con enzima EcoRI. Corroboracién en gel de agarosa al 0.8%.

Obtencidn del cassette GmR.

El cassette GmR es necesario para llevar a cabo la interrupcion de los fragmentos
amplificados de los genes NRPS seleccionados. Este cassette se obtuvo del plasmido
pBSL141 aislado de una cepa de E. coli mediante restricciones con las diferentes enzimas
marcadas para el sitio de restriccion del fragmento interno de cada gen (Tabla 9). Es decir
se realizaron restricciones por separado con las enzimas Sall, Xhol y BamHI con el fin de
que el cassette tuviera el mismo tipo de corte que los fragmentos de los diferentes genes.
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Se inocularon 3 ml de medio liquido LB con una colonia aislada crecida
previamente en agar LB / Gm!®, los cuales fueron incubados a 30°C/ 18 horas/ rotacion. El
aislamiento del plasmido se realizd6 mediante la técnica de lisis alcalina (ver técnica en el
punto VI11.3.2 del presente documento). Se realizaron restricciones totales con las diferentes
enzimas (ver tecnica en el punto VI1.3.11 del presente documento). Y finalmente se
corroboro la obtencion del fragmento correspondiente al casset GmR (0.8 Kb) mediante
electroforesis en gel de agarosa 0.8% (Figura 22).
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Figura 6. Obtencion de GmR (0.8Kb) del plasmido pBSL141 mediante restricciones totales con las enzimas
Xhol, Sall y BamHI. Corroboracion en gel de agarosa al 0.8%.
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Interrupcion de los fragmentos con el cassette de resistencia a GmR,

Siguiendo con el procedimiento para la interrupcion con GmR % los fragmentos de
los genes NRPS pvdJ, pvdL, pchF y pvdl de P. aeruginosa PAO1 y obtener las mutaciones
por recombinacién; se realizo la restriccion total (ver tecnica en el punto VI1.3.11 del
presente documento) de la construccién pGEM-T Easy mas los fragmentos con la enzima
de restriccion indicada en la tabla 9. Para verificar que la enzima de restriccion no habia
cortado en otros sitios de la construccion; se llevo a cabo la verificacion del tamafio del
fragmento corriendo 3 pl de la reaccion de restriccion, mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% (Figura 23).
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Figura 7. Linealizacion de las construcciones pPGEM-T Easy — pvdJ, pGEM-T Easy — pvdL, pGEM-T Easy —
pchF, pGEM-T Easy — pvdl; mediante cortes de ADN con enzimas de restriccion. Corroboracion en gel de
agarosa al 0.8%.
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Posteriormente se realizé la ligacion de GmR con la construccion pGEM-T Easy +
pvdJ, pGEM-T Easy+ pvdL, pGEM-T Easy+ pchF y pGEM-T Easy+ pvdl; mediante una
reaccion de ligacion con la enzima T4 DNA ligasa (ver técnica en el punto VI1.3.9 del
presente documento). Para verificar si las ligaciones con GmR se habian logrado, se llevd a
cabo la transformacion de células competentes E. coli JM109; mediante electroporacion
(ver técnica en el punto VI1.3.10 del presente documento). Se seleccionaron colonias
mediante en medio agar LB /Amp!%%Gm? , las cuales se incubaron a 30°C/ 18 horas/
rotacion, y finalmente se les realizo el aislamiento de plasmido mediante la tecnica de lisis
alcalina (ver técnica en el punto VI11.3.2 del presente documento). Y finalmente se reviso la
obtencion del plasmido corriendo 5 pl con la construccion deseada (4.9 Kb) mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (Figura 24).
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Figura 8. Ligacion de GmR con la construccion pGEM-T Easy — fragmentos NRPS. Corroboracion en gel de
agarosa al 0.8%.
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Una vez que el fragmento de los genes NRPS ya se encontraba interrumpido por GmR
(pvdJ::GmR, pvdL::GmR, pchF::GmR y pvdl::GmR) se procedi6 a realizar una restriccion
parcial con EcoRI para la separacion de los fragmentos interrumpidos (1.9 Kb) del actual
plasmido pGEM-T Easy (3 Kb) donde se realiz6 la construccion (Figura 25). Una vez
lograda la restriccion de los fragmentos interrumpidos; se realizd su purificacion (ver
técnica en el punto VIL.3.5 del presente documento), para el uso posterior de estas
construcciones (Figura 25). Para verificar la correcta purificacion del fragmento, se
corrieron 3 pl del fragmento purificado mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
(Figura 26).
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Figura 9. Restricciones parciales para separacion de fragmentos de genes NRPS interrumpidos con Gm de
pGEM-T Easy. Corroboracién en gel de agarosa al 0.8%
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Figura 10. Purificacion de los fragmentos interrumpidos de los genes NRPS interrumpidos con GmR.
Corroboracion en gel de agarosa al 0.8%.
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Subclonacién de Fragmentos interrumpidos en pKOK4

Para obtener las mutantes dobles fue necesario realizar una subclonacion de los
fragmentos interrumpidos (pchF::GmR, pvdJ::GmR, pvdL::GmR y pvdl::GmR) en un
plasmido suicida; pKOK4 es un plasmido de 6.36 Kb que posee un gen mob que es
necesario para poder transferir la informacion genética mediante un pili segln la técnica de
conjugacion tripartita (ver técnica en el punto VI1.3.13 del presente documento);
adicionalmente este plasmido tiene genes de resistencia a Tetraciclina (Tc), Ampicilina
(Ap) y Cm vy dentro de este Gltimo un sitio de corte EcoRlI. Inicialmente pKOK4 tuvo que
aislarse mediante la técnica de lisis alcalina (ver técnica en el punto VI1.3.2 del presente
documento) y se verifico el correcto aislamiento del plasmido, corriendo 5 pl mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (Figura 27).
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Figura 11. Obtencién del plasmido pKOK4. Corroboracién en gel de agarosa al 0.8%.

Para poder ligar cada uno de los fragmento interrumpidos a pKOK4 por separado es
necesario que tanto el fragmento interrumpido como el plasmido tengan el mismo tipo de
corte, en este caso como los fragmentos interrumpidos 2"eomente hahjian sido separados de
pGEM-T Easy mediante una restriccion parcial con EcoRl; ademas fue necesario realizar
una restriccion total (ver técnica en el punto VI11.3.11 del presente documento) de pKOK4
con la misma enzima EcoRIl. La restriccion se verifico corriendo 3 pl mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (Figura 28).
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Figura 12. Linealizacion de pKOK4 (6.36 Kb) con EcoRI. Corroboracidn en gel de agarosa al 0.8%.
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Con pKOK4 vy los fragmentos interrumpidos con GmR cortados con EcoRI, se
procedio a realizar la ligacion de estos; empleando la enzima T4 DNA ligasa (ver técnica
en el punto VI11.3.9 del presente documento). Una vez hecha la reaccion de ligacion, se
electroporaron nuevamente células competentes E. coli JM109 colocando 2 ul de la mezcla
de ligacion (ver técnica en el punto del presente documento), y pasado el tiempo de
incubacion descrito en la técnica, se tomd 1 ml de las células electroporadas e incubadas
para plaquearlas con ayuda de perlas de cristal en placas con medio agar LB/Tc®/ Gm®® y
se llevaron a incubar a 37°C/ 18 horas. Una vez que se obtuvieron colonias, se
seleccionaron 5, se resembraron en cajas con medio agar LB/Tc®/ Gm®, incubandolas a
37°C/ 18horas y adicionalmente se inocularon tubos con 3 ml de medio liquido LB/ Tc3Y/
Gm® debidamente rotulados, los cuales fueron incubados a 30°C/ 18hrs/ rotacion. Para
verificar cual de las colonias era la transformante deseada se procedié a realizar el
aislamiento de plasmido de cada tubo habiendo cumplido el tiempo de incubacion,
mediante la técnica de lisis alcalina (ver técnica en el punto VII.3.2 del presente
documento). El tamafio de pKOK4 con cada uno de los fragmentos interrumpidos por GmR
fue de 8.26 Kb y se verifico corriendo 5 pl de cada aislamiento mediante electroforesis en
gel de agarosa al 0.8% (Figura 29).
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Figura 13. Ligacién de los fragmentos interrumpidos con un gen de resistencia a gentamicina (Gm) al
plasmido pKOK4. Corroboracion en gel de agarosa al 0.8%.
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Para verificar que efectivamente la construccion de 8.26 Kb obtenida con la ligacién
de pKOK4 y cada uno de los fragmentos interrumpidos con GmR, era la correcta, se realizo
una segunda corroboracion realizando una restriccion parcial con la enzima EcoRl
(verificar técnica en el punto VI1.3.11 del presente documento) y se corrieron 3 pl
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (Figura 30).
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Figura 14. Corroboracion de la integracion de fragmentos interrumpidos con un gene de resistencia a
gentamicina (Gm) al plasmido pKOK4 mediante restriccion con EcoRI. Corroboracién en gel de agarosa al
0.8%.
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V1.2 Obtencion de mutantes dobles mediante conjugacion tripartita.

Una vez que se obtuvieron los fragmentos interrumpidos pchF::GmR, pvdJ::GmR,
pvdL::GmR y pvdl::GmR, fueron utilizados para realizar combinaciones de mutaciones
dobles con las mutantes simples de los genes indicados en la tabla 9 mutados por
trasposicion; mediante el sistema de conjugacion tripartita (ver técnica en el punto VI11.3.13
del presente documento); llevando a cabo una segunda mutacion por recombinacion de un
gen NRPS de P. aeruginosa PAOL. La seleccion de las mutantes dobles fue mediante
medio agar LB/Tc%/ Gm!® (Figura 31).
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Figura 15. Esquema de la técnica de conjugacion tripartita para obtencion de mutantes dobles de P.
aeruginosa por recombinacion.
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De las mutantes obtenidas mediante el plaqueo, se realizé una seleccion de 15 a 20
colonias al azar. Para los experimentos posteriores, las colonias fueron resembradas en
cajas con medio agar LB/Tc®% Gm!®y guardadas en medio liquido LB con glicerol al 50%
a una temperatura de -80°C.

Se realizaron combinaciones de mutaciones entre los fragmentos interrumpidos con
GmR y las mutantes por trasposicion de los genes de la tabla 9, de tal forma que el nimero
total de combinaciones obtenidas fue de 32 (Tablal0), aunque de cada combinacion se
tomaron un total de 15 a 20 colonias para los ensayos posteriores, en los que se realizd una
preseleccion y una seleccion final de las mutantes requeridas para los experimentos finales
del objetivo 2.

Tabla 1. Combinaciones dobles obtenidas de mutantes por trasposicion y fragmentos
interrumpidos de genes NRPS de P. aeruginosa PAOL.

Combinaciones
PA332T
* 8
S S E
* §
* 8
Total 3

( *) Combinacion realizada.
(/) Combinacién no realizada.

Con la realizacion de las combinaciones se concluyo el objetivo 1; el cual
corresponde a la obtencion de mutantes dobles de los genes que codifican a las NRPS
implicados en la biosintesis de CDPs de P. aeruginosa PAO1.
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V1.3 Preseleccion de clonas mediante Spot on Lawn por picadura.

Una de las propiedades biologicas de los ciclodipéptidos es que pueden actuar como
antibidticos y como tal estos pueden inhibir el crecimiento de otros microorganismos (tabla
1). Una de las formas de revisar la actividad tipo antibiético de los microorganismos es la
confrontacién bacteriana; existen técnicas diferentes para montar experimentos de
confrontacidn, sin embargo en el presente proyecto se utilizo la técnica de Spot on Lawn
por picaduras (ver técnica en el punto VI11.3.14.1 del presente documento). Para cada una
de las combinaciones se seleccionaron 15 a 20 colonias para analizar su fenotipo y de esta
forma representar el fenotipo de las colonias de cada una de las combinaciones obtenidas.
El experimento se montd como se muestra en la figura 32.

1A9 Mutante simple P aeruginosa PAO1

Mutantes
dobles

pvdl/pvdL::Gm
Tapete= CP14

Figura 16. Ensayos de cepas de P. aeruginosa mediante Spot on lawn por picaduras.

Una vez montados los experimentos de Spot on Lawn, se procedié a realizar la
medicién de los halos de inhibicion, y se compararon con respecto al halo formado con P.
aeruginosa PAO1 y mutantes simples; la cepa 1 A9 es una cepa control que no produce
ciclodipéptidos. Los halos de inhibicién se catalogaron en halos de inhibicién alta,
inhibicién media e inhibicién nula (Grafica 1) para distinguir los fenotipos arrojados por las
cepas seleccionadas y de esta forma seleccionar un namero representativo por fenotipo
identificado para cada combinacion.
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B6%

B Inhibicion baja (< 0.8 cm) B Inhibicion media (0.8- 1.0 cm) @ Inhibicion alta (> 1 cm)

Grafica 1. Halos de inhibicion obtenidos mediante ensayos spot on lawn por picadura de las mutantes dobles;
los halos fueron catalogados comparando el tamafio de su halo contra el tamafio del halo de inhibicién de P.
aeruginosa PAO1 (0.8 - 1.0 cm), ensayo realizado por triplicado.

V1.4 Preseleccion de clonas mediante Spot on Lawn por gota.

Posterior a la seleccion de las cepas representativas de los diferentes fenotipos
representados en el experimento de Spot on Lawn por picadura para cada una de las
combinaciones; se realiz6 una variante del experimento de Spot on Lawn, en el que se
utilizan gotas (ver técnica en el punto VI1.3.14.2 del presente documento) en lugar de
picadura; controlando la cantidad de inoculo, creciendo los controles y las cepas mutantes a
D.0.5%° con absorbancias entre 0.4 y 0.7. Se colocaron en el centro las cepas control;
PAO1, Mutante simples y cepa 1 A9 y alrededor las gotas de las mutantes dobles que se
probarian; todas estas sobre un tapete de la cepa CP14 crecida también a la misma densidad
que todas las anteriores (Figura 33).

. . * . * .
Figura 17. Ejemplo del montaje de ensayos de Spot on Lawn por gota. Mutante simple,  P. aeruginosa

*
PAO1, 1A09, 1-8 = mutantes dobles, tapete= CP14, D.O. 600 = (0.4 - 0.7 abs).
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En este ensayo también se midieron los halos de inhibicion, se compararon contra
los halos de PAO1 y las mutantes simples y ademas se clasificaron de igual forma que en el
pasado experimento de Spot on Lawn por picadura; en halos de inhibicion baja, inhibicion
media e inhibicion alta (Grafica 2). Dados los resultados, nuevamente se realizd una
segunda seleccidn de cepas, eligiendo un nimero de cepas que representara a cada uno de
los fenotipos para cada una de las 32 combinaciones realizadas. En este experimento se
observo con mas claridad el tamafio de los halos que formaban las mutantes facilitando la
seleccion de las mutantes que fueron utilizadas para los experimentos posteriores.

® Inhibicion baja (< 1.2 cm) B Inhibicion media (1.2 - 1.4 cm) & Inhibicion alta (> 1.4 cm)

Grafica 2. Halos de inhibicién obtenidos mediante ensayos spot on lawn por gota de las mutantes dobles; los
halos fueron catalogados comparando el tamafio de su halo contra el tamafio del halo de inhibicién de P.
aeruginosa PAO1 (1.2 - 1.4 cm), ensayo realizado por triplicado.

V1.5 Ensayos de viabilidad celular con HelL a.

V1.5.1 Analisis microscépico del efecto de los sobrenadantes de las mutantes dobles de
P. aeruginosa PAOL1 sobre células HelL a.

Mediante la segunda seleccion con el ensayo de Spot on Lawn por gota, se eligieron
un total de 16 cepas con la mutacion pvdJ::Gm, 16 cepas con la mutacion pvdL::Gm, 25
cepas con la mutacion pchF::Gm y 16 cepas con la mutacion pvdl::Gm; todas
respectivamente combinadas con las mutantes simples por trasposicion de los genes de la
tabla 9.
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Con las 73 cepas de diferentes combinaciones de genes mutados se realizaron
ensayos viabilidad celular mediante la técnica de MTT (ver técnicas en los puntos V11.3.16
y VI1.3.16.1 del presente documento) en la linea celular Hela. Las cepas mutantes
seleccionadas fueron incubadas durante un periodo promedio de 40 horas en medio liquido
LB 30°C/ rotacion; posterior a su periodo de incubacion, se realizo la obtencion del
sobrenadante mediante centrifugacion y un filtrado final con filtros de 0.22um.

Se realizaron experimentos por duplicado en tres ensayos distintos, con un periodo
de 12 horas con el tratamiento de los sobrenadantes y los controles respectivos.
Transcurrido el tiempo de incubacion de las células con el tratamiento de los diferentes
sobrenadantes se observaron al microscopio; lo observado al microscopio nos indicé que
hubo cambio de morfologia celular, las células HelLa son células que poseen una
morfologia alargada (figura 34 a), pero pasado el tiempo de incubacion con los diferentes
tratamientos, estas presentaron un cambio en su morfologia, mostrando formas en su
mayoria redondas, con bordes irregulares y ademas se observd que el tratamiento
propiciaba la perdida de la matriz celular, ya que las células se mostraban en todos los
casos despegadas unas de otras (figuras 34 ¢ y d); el efecto presentado era similar al
observado en células Hela tratadas con una dosis de 0.1ug/ml de la mezcla de CDPS
obtenidos de P. aeruginosa PAOL1 (figura 34 b).

Figura 18. Vista al microscopio de células HelLa después de 12 horas de tratamiento; a) HeLa sin tratamiento,
b) HeLa + CDPs (0.1pg/pL), c) HelLa + sobrenadante (ambB/pvdJ::Gm-4) y d) Hela + sobrenadante
(PA4078/pvdJ::Gm-1).
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Los resultados de los ensayos de MTT (Graficas 3-6), mostraron que en general la
mayoria de los sobrenadantes de las mutantes dobles seleccionadas hasta esta etapa del

proyecto, disminuyeron su efecto sobre la viabilidad celular; es decir que la viabilidad
celular se mantenia a porcentajes mayores, en comparacion con el efecto del sobrenadante

de P. aeruginosa PAO1 o que el efecto de la mezcla de CDPS de P. aeruginosa PAO1

donde el porcentaje de viabilidad disminuye considerablemente, a pesar de que los
resultados vistos al microscopio indicaban un cambio de morfologia. Sin embargo algunos

de los sobrenadantes mostraron efectos similares a los que produjo el sobrenadante de

V1.5.2 Ensayos MTT con HeLa tratadas con sobrenadantes de las mutantes dobles.
P. aeruginosa PAOL, con una pérdida de la viabilidad celular cercano al 65 % .
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Sobrenadantes

3 por duplicado), *(p <0.05).

P. aeruginosa PAOL (crecimiento de 40 horas/ 30° C/ rotacion). ANOVA una via, Dunnett, las barras indican

Grafica 3. HelLa 12 horas de tratamiento con sobrenadante de mutantes dobles combinadas con pchF::Gm de
la media y las lineas el error estdndar (n
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Grafica 4. HeLa 12 horas de tratamiento con sobrenadante de mutantes dobles combinadas con pvdJ::Gm de
P. aeruginosa PAO1 (crecimiento de 40 horas/ 30° C/ rotacién). ANOVA una via, Dunnett, las barras indican
la media y la lineas el error estandar (n=3 por duplicado), *(p <0.05).
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Grafica 5. Hela 12 horas de tratamiento con sobrenadante de mutantes dobles combinadas con pvdL::Gm de
P. aeruginosa PAO1 (crecimiento de 40 horas/ 30° C/ rotacion). ANOVA una via, Dunnett, las barras indican
la media y la lineas el error estandar (n=3 por duplicado), *(p <0.05).
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Grafica 6. HelLa 12 horas de tratamiento con sobrenadante de mutantes dobles combinadas con pvdl::Gm de
P. aeruginosa PAO1 (crecimiento de 40 horas/ 30° C/ rotacién). ANOVA una via, Dunnett, las barras indican
la media y la lineas el error estandar (n=3 por duplicado), *(p <0.05).

Con los resultados obtenidos mediante los experimentos de MTT se hizo una Gltima
seleccion de las mutantes; eligiendo cepas que tuvieran un fenotipo en el que sus
sobrenadantes no disminuyeran la viabilidad celular como el sobrenadante de P. aeruginosa
PAQ1,; es decir, para un tipo de combinacion de genes mutados se trabajé con dos o cuatro
clonas elegidas previamente en los ensayos de confrontacion bacteriana y cuando se
observo el efecto de sus sobrenadantes sobre las células HeLa. Hubo situaciones en las que
las clonas elegidas a pesar de tener el mismo tipo de combinacion de genes mutados,
tuvieron diferente efecto; por lo que se eligid la clona cuyo sobrenadante tuvo un efecto
menor sobre la viabilidad celular, eliminando de esta forma cepas parecidas y de efecto
diferente al deseado. De esta forma se eligieron a 37 cepas finales (Tabla 11) a las que se
les realizo el analisis fenotipico posterior correspondiente a la produccién de CDPs.
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Tabla 2. Mutantes dobles seleccionadas.

ambi fpedl -7 |pchESpochF-4 pchiE/peds-1
ambE fpvdi-4 |pchE/pochiF-8 pedi Spvdi -1
pochF fpvdi -8 pedi S pochiF-5 pedispvdi-1
pchEfpedi-7 | pwdifpchF-1 PA2327/pvdi-2
puvdi fpvdi -4 pvdlfpchE-7 PAAOTE puvdr-1

PA3ZIZT pvdi-4

PA3IZT pchiF-A

ambBSpedi -1

PAZ32T7fpvdi-T

PA2327{pchF-5

ambE/pudi -2

PAA0TS/pvdi-7 |PAA0TB/pchF-3 |pchE/pudi -2
ambB/pchiF-4  |PA0Ts/pchF-7 |pchE/pudi -1
ambB/pchF-6  |ambB/pwdi-2 puedifpedi -1
ambESpchr-1  |ambE pvdi-1 pedispvdl -1

ambE/pchiF-8

pochESpudi -2

PAZ32T/pudi -1

PAA07S/pvdi -2

V1.6 Extraccion de ciclodipéptidos en las mutantes obtenidas de P. aeruginosa PAO1.

La extraccion de los ciclodipéptidos se realizd a las 37 mutantes dobles
seleccionadas previamente (Tabla 11), a P. aeruginosa PAOL, asi como a las mutantes
simples por trasposicion de P. aeruginosa PAO1 y a la mutante Lasl/Rhll. La extraccion se
realiz6 de volumenes de 10 ml del sobrenadante obtenido de cada medio de crecimiento
(ver técnica en el punto del presente documento). Aunque con estas extracciones
aparentemente no se obtuvo una cantidad significante de CDPs, se pudo observar la
presencia de estos y la diferencia cuantitativa unas respecto de otras. Los picos detectados
corresponden de la siguiente manera: ciclo(L-Pro-L-Tyr) identificado en el minuto 5.0,
ciclo(L-Pro-L-Val) en el minuto 5.4 y ciclo(L-Pro-L-Phe) en el minuto 8.1 como se
muestra en la figura 35.

ciclo(L-Pro-L-Vval)
5.4 min

ciclo(L-Pro-L-Tyr)
5.0 min
\

ciclo(L-Pro-L-Phe)
8.1 min

100+

75

Tiempo de retenciéon (min)
Figura 19. Cromatograma obtenido mediante el analisis en HPLC, donde la linea azul representa la

extraccion de CDPs en acetato de etilo del sobrenadante de P. aeruginosa PAOL y la linea rosa representa el
control de los tres ciclodipéptidos sintéticos, probados para identificacion del tiempo de retencién de estos.
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Una vez que se obtuvieron los resultados de los analisis en HPLC de los extractos
en acetato de etilo de todas las cepas a analizar, se realizaron los analisis estadisticos para
cada pico correspondiente a cada uno de los ciclodipéptidos; los datos de los diferentes
picos analizados de las mutantes dobles mostraron una variabilidad fenotipica al
compararse contra los picos de la produccién de CDPs de P. aeruginosa PAOL.
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Grafica 7. Cuantificacion del CDP ciclo(L-Pro-L-Tyr) en sobrenadantes de mutantes dobles de P. aeruginosa

PAOL, cultivos de 48 horas de crecimiento. ANOVA una via, Dunnett, las barras indican la media y las lineas

el error estandar (n=3 por duplicado), *(p <0.05).
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Grafica 8. Cuantificacion del CDP ciclo(L-Pro-L-Val) en sobrenadantes de mutantes dobles de P. aeruginosa
PAQL, cultivos de 48 horas de crecimiento. ANOVA una via, Dunnett, las barras indican la media y las lineas
el error estandar (n=3 por duplicado), *(p <0.05).
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Grafica 9. Cuantificacion del CDP C|cI0(L-Pro—L—Phe) en sobrenadantes de mutantes dobles de P. aeruginosa

PAOL, cultivos de 48 horas de crecimiento. ANOVA una via, Dunnett, las barras indican la media y las lineas
el error estandar (n=3 por duplicado), *(p <0.05).

En la produccion de ciclo(L-Pro-L-Tyr) catorce de las mutantes mostraron una
produccion similar a la produccién de PAO1, mientras que catorce mutantes mostraron un
aumento significativo llegando a valores de méas de 150% y hasta 189% en la produccion de
este ciclodipéptido con respecto a la produccion de PAO1 y solo dos mutantes mostraron
una disminucién significativa con menos del 50% con respecto de la produccién de PAO1
para este ciclodipéptido (Grafica 7).

En la produccion de ciclo(L-Pro-L-Val) mostro que la mayoria de las mutantes
dobles tuvieron una disminucién en general con valores de menos del 50% con respecto de
la produccion de PAO1 para este ciclodipéptido, sin embargo ocho cepas mostraron un
aumento significativamente mayor con respecto a la produccién de PAO1, donde las
ultimas cuatro mutantes mostraron valores arriba de 150% e inclusive 192% con respecto
de la produccion de PAO1 (Grafica 8).

Finalmente el analisis estadistico para la produccion de ciclo(L-Pro-L-Phe);
diferentes mutantes dobles mostraron disminucion significativa en comparacion de la
produccién de PAO1 con porcentajes cercanos al 50% o menos, sin embargo seis cepas
mostraron tener una significativamente produccion mayor a PAO1l donde la cepa
pchE/pchF-4 mostro una produccion cercana al 150% respecto de la produccién de PAO1
(Grafica 9).
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Haciendo una comparacion de las tres graficas; se identificaron varias cepas que
disminuyeron la produccion de los tres ciclodipéptidos analizados, y otras que mostraron
aumento significativo en los tres ciclodipéptidos tal es el caso de ambB/pvdl-7 y
ambE/pchF-1 respectivamente, entre otras cepas. Para revisar el comportamiento de las
mutantes de P. aeruginosa PAO1 en cuanto a la produccion de ciclodipéptidos se utilizo
una escala de colores con valores arbitrarios que pudieran ayudarnos para realizar el
analisis en conjunto (Figura 36 A-C).

A)

ciclo (L-Pro-L-tyr] |ciclo (L-Pro-L-Val) |ciclo (L-Pro-L-Phe)

ambB/pvdi-7
ambE/pvdil-4
pchF/pvdi-8
pchE/pvdi-7 B
pvdl/pvdi-4 )

PA3327/pvdi-7 Escala de produccion de CDPs
PA40T8/pvdi-7

ambB/pchF 4 Muy alta 151% - 200%
ambB/pchF6 Alta 121% - 150%

ambE/pchF-1

ambE/pchF-8 Similara PAOL 81% - 120%
pehE/pehF 4 Baja 51% - 80%

pchE/pchF-8
pvdL/pchF-5 Muy bﬂ]ﬂ > 50%
pvdl/pchF-1
pvdl/pchF-7
PA3327/pchF-4
PA3327/pchF-5
PAA078/pchF-3
PA4078/pchF-7
ambB/pvdl-2
ambE/pvdJ-1 C)
pchE/pvdl-2
pchF/pvdl-1
pvdL/pvdJ-1
pvdl/pvdi-1
PA3327/pvdi-2
PA4078/pvd)-1
ambB/pvdl-1
ambE/pvdl-2
pchE/pvdl-2
pchF/pvdl-1
pvdi/pvdl-1
pvdl/pvdl-1
PA3327/pvdl -1
PA4078/pvdL -2

Figura 20. Anélisis de la produccion de CDPs en las mutantes de P. aeruginosa PAO1 A) Analisis
comparativo entre produccion de CDPs y el efecto del sobrenadante de las mutantes sobre la viabilidad en
células HelLa, B) escala de colores y C) andlisis del efecto general de las mutaciones sobre la produccion de
CDPs, los numeros representan el nimero de mutantes que presentaron cierto nivel de produccion;
produccion alta, media o baja.
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V1.7 Relacion de la produccién de CDPs vs viabilidad celular (HeLa).

Relacionando los resultados de la produccion de ciclodipeptidos de las mutantes
dobles de P. aeruginosa PAO1, con el efecto que producieron los sobrenadantes de las
mutantes dobles sobre la viabilidad de celulas HeLa; se observo que a mayor concentracion
de CDPs, el procentaje de viabilidad celular era menor, (Grafica 10) donde se obtuvo
intervalos de confianza de 95% y P. value de 0.669. En la grafica 10, los puntos en color
rojo representan la confrontacion de resultados; en el eje de X se grafica el porcentaje de
produccién de ciclodipeptidos y en el eje Y el porcentaje de viabilidad observado en celulas
HelLa por efecto de los sobrenadantes de cada una de las mutantes dobles de P. aeruginosa
PAO1. Se sefialan algunos puntos con nombre, los cuales representan mutantes de
importancia; cepas con baja produccion de ciclodipéptidos (ambB/pvdl-7 y pchE/pvdL-2) y
alta produccion de ciclodipéptidos pchE/pchF-4, PA3327/pvdL-1 y ambB/pchF-1), en
extremos izquierda y derecha de la grafica respectivamente, al centro de la grafica se
identifica la confrontacion de los resultados de la cepa PAOL.

Analisis de la producciéon de CDPs vs viabilidad celular

150+

pchEpvdl-2
1254

1004

ambB/pvdl-7

75+

PA3327/pval-1

% Viabilidad celulas Hela
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Promedio (%) de la produccién de CDPs de las muantes dobles de P. aeruginosa PAO1

Grafica 10. Confrontacién de resultados, produccion de ciclodipéptidos de cada una de las mutantes dobles
de P. aeruginosa PAO1 vs % de viabilidad de celulas HeLa por efecto de los sobrenadantes de las mutantes
dobles. Regresion lineal, P. value 0.0669, intervalos de confianza 95%.

69



V1.8 Correlacion de datos.

En un analisis de correlacion de los resultados, se observa el comportamiento
de cada una de las 38 combinaciones de mutaciones realizadas en genes NRPS de
P. aeruginosa PAO1 en cuanto a la produccion de ciclodipéptidos y el influencia de cada
combinacion de mutaciones sobre la viabilidad de celulas HelLa; adicionalmente se detalla
cual de los ciclodipéptidos producidos por P. aeruginosa PAO1 afecta mas a la viabilidad
de celulas HelLa (Grafica 11). Cada cuadro de color rojo representa una variable;
produccion de los ciclodipeptidos ciclo(L-Pro-L-Val), ciclo(L-Pro-L-Phe), ciclo(L-Pro-
LTyr) y porcentaje de viabilidad en celulas HelLa. Cada uno de los circulos azules
representa a cada una de las mutantes dobles de P. aeruginosa PAOL, las letras en color
negro indican el nombre de cada punto, donde el nombre de cada una de los puntos azules
esta abreviado colocando los numeros o letras finales del nombre de cada gen y estan
divididos por una diagonal acompafiados de un guion y un numero adicional para
identificar la clona de esa combinacion de genes mutados.

2D Plot of Row and Column Coordinates; Dimension: 1 x
Input Table (Rows x Columns): 38 x ¢
Standardization: Row and column profile:

04 : : — , ,

ciclo (L-Pro-l-Phe) /1.1 ciclo(L-Pro-Ltyr) 127
T ! : /230
£ 0 E/F:l B/1-2 \ BJF-4 :'8/F-7 8ra g/”
< : AN ! A i Is) 7 7 -

' [ 21 0.
5 N 0 72400 da ’
3 7 o | hEF " ” UFS g 93 7%
o : i 0 -1y O L N
< 00 0 hE/f)-2 O — 8. s EfF-8
@ 0 /o % o PAOL o N o\ DOVhER2T s ‘9/
g m L gk F RN 1Y T, Y RRNY /X
N . / [ ]
) ) ! 0 Fll1 Vo 1Bl 08
& 02/ ciclo(L-Pro-L-Val) ' ' 3 ff24 \ B/F6 B s
- ' ! o T hViabiidad gy ;
s g2 LT TR -
g 04 ' 2/F1
g, E/L-2
:

0
§ 06
p hE/L-2
9
2
1) 0
£ 08
a B/27
10 ' A A ' A ' A A A A A o
06 05 04 03 02 01 00 01 02 03 04 05 RSETL)

U W Col.Coords
Dimension 1; Eigenvalue: .04909 (58.40% of Inertia)

Grafica 11. Correlacion de los datos obtenidos del efecto de la combinacion de mutaciones en genes NRPS
de P. aeruginosa PAO1(circulos azules) sobre la produccién de ciclo(L-Pro-L-Val) ciclo(L-Pro-L-Phe) y
ciclo(L-Pro-L-Tyr); (primeros tres cuadros rojos de izquierda a derecha) y la correlacion entre la produccion
de ciclodipéptidos de las mutantes dobles con el efecto sobre la viabilidad de celulas HeLa (cuadro rojo de la
derecha).

70



Para entender la grafica anterior es necesario tener en cuenta que depende de la
distancia entre los puntos y los cuadros para indicar su correlacion. En el caso de los
circulos azules para con los cuadros rojos que representan a la produccion de cada uno de
los ciclodipéptidos, mientras més alejado este un circulo azul de cierto cuadro, quiere decir
que esta mutacion afecto la produccion de tal ciclodipéptido, disminuyendo la produccion
de este, mientras que si el circulo azul esta mas cercano a un cuadro rojo correspondiente a
cierto ciclodipéptido quiere decir que esa mutacion presenta produccion normal a
sobreproduccion para tal ciclodipeptido.

En el caso de la correlacion de los cuadros rojos que representan a cada uno de los
ciclodipeptidos, asi como de los circulos azules que representan a las mutantes y su
produccion de los tres ciclodipeptidos para con el cuadro rojo etiquetado para la variable de
viabilidad celular en HeLa, entiendase que mientras mas alejado este un circulo azul o un
cuadro rojo de algun ciclodipeptido respecto del cuadro rojo de viabilidad celular, quiere
decir que este ciclodipeptido o la produccion de ciclodipéptidos de tal mutante afecto
menormente la viabilidad celular, disminuyendo poco o nada el porcentaje de viabilidad de
las células Hela; mientras que un cuadro rojo correspondiente a alguno de los
ciclodipéptidos o un circulo azul mas cercano indicara que este ciclodipeptido o la
produccion de ciclodipéptidos de tal mutante, afectd de forma negativa el porcentaje de
viabilidad de células HeLa, disminuyendo la viabilidad a porcentajes menores que la
viabilidad que se observaria en células HelLa sin tratamiento (viabilidad cercana al 100%).
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VII. DISCUSION

Se ha reportado que los ciclodipéptidos tienen una gran potencial bioactivo, pues
tienen actividad antimicrobiana, antimicotica, inhibidora de quorum sensing, antifouling,
citotoxica, promotora del crecimiento vegetal, entre otras (tabla 4). De ahi la importancia de
estudiar la actividad de los CDPs, asi como la sintesis de estos y su papel dentro de los
factores de virulencia de P. aeruginosa PAOL.

En un trabajo reciente se identificaron nueve genes péptido sintetasa no-ribosomal
(NRPS) en el genoma de P. aeruginosa PAQO1, con lo que se indico que las NRPS eran las
involucradas en la sintesis de CDPs de P. aeruginosa PAO1 (Gonzélez -Lopez et al., 2016).
Sin embargo la mutacién por trasposicion en estos nueve genes no arrojé datos
contundentes acerca de cuales de estos estaban mayormente implicados en la sintesis de
CDPs de P. aeruginosa PAOL, pues la cuantificacion de ciclo(L-Pro-L-Tyr), ciclo(L-Pro-
L-Val) y ciclo(L-Pro-L-Phe) en las mutantes de los genes NRPS, dio como resultado el
incremento de la produccion de estos, con respecto a la produccion de CDPs de P.
aeruginosa PAO1, por lo que se supuso que no solo uno de los nueve genes NRPS
identificados estaba involucrado en la sintesis de CDPs de P. aeruginosa PAOL. Por lo que
en el actual proyecto se propuso la obtencion de mutantes dobles con los genes NRPS
identificados.

Se obtuvieron un total de 32 mutantes dobles (tabla 10), realizando 32 de 72
combinaciones posibles de los genes NRPS identificados en el genoma de P. aeruginosa
PAO1 (Gonzalez-Lopez y Col. 2016). Las mutantes fueron obtenidas por técnicas de
restricciones y ligaciones de ADN, para interrumpir los genes NRPS con un cassette de
resistencia a Gentamicina (figuras 20-30); logrando interrumpir cuatro genes (pchF, pvdJ,
pvdL y pvdl), los cuales se combinaron con ocho de las nueve mutantes por trasposicion en
genes NRPS, sin combinarse consigo mismos, mediante un sistema de conjugacién
bacteriana (figura 31), integrando los fragmentos interrumpidos de genes NRPS en el
genoma de las mutantes por trasposicion de P. aeruginosa PAO1 mediante recombinacién
de ADN.

Para cada una de las 32 combinaciones de mutaciones en genes NRPS realizadas,
se obtuvieron clonas multiples, de las cuales se seleccionaron un promedio de 15 clonas.
Las clonas seleccionadas al azar, se sometieron a ensayos de confrontacion bacteriana, con
el objetivo de preseleccionar clonas que mostraran fenotipos diferentes al fenotipo de la
cepa silvestre PAOL. Los CDPs tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de otras
bacterias (Martinez Carranza, tesis de Maestria, 2015), por lo que se realizaron ensayos de
confrontacion bacteriana para la preseleccion de clonas, utilizando dos variantes de la
técnica de Spot on lawn (Martinez Carranza, tesis de Maestria 2015).
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En el primer Spot on Lawn se utilizaron picaduras de las clonas seleccionadas y se
observd la formacion de halos de diversos tamafios (figura 32), con lo que se clasificaron en
halos de inhibicion baja, media y alta con respecto al tamafio del halo PAO1, donde la
clasificacion de inhibicion media es similar al tamafio del halo formado por PAOL. El 86%
de las clonas de cada una de las mutantes mostraron tener halos de inhibicion alta, aunque
también se observaron clonas con formacion de inhibicién media con 12% y solo un 2% de
las clonas mostraron formacion de halos de inhibicion baja (Grafica 1). Con este ensayo se
eligieron un total de ocho clonas representativas de los tres fenotipos; inhibicion baja,
media y alta, para cada tipo de combinacién de genes NRPS mutados de P. aeruginosa
PAO1.

Siguiendo con la seleccion de mutantes, mediante al andlisis de sus fenotipos, se
realiz6 un segundo Spot on Lawn por gota, en el que se control6 la cantidad de inoculo de
cada una de las clonas de las mutantes preseleccionadas con el Spot on Lawn por picadura.
En este ensayo todas las cepas fueron crecidas hasta que alcanzaran una D.O. 600 de entre
0.4 y 0.7 de absorbancia y se llevaron a cabo diluciones para controlar la cantidad de
inoculo (figura 33). De igual forma se midieron los halos formados por cada una de las
clonas y se clasificaron en halos de inhibicidn baja, media y alta, donde la inhibicion media
es similar a la inhibicion de PAOL. En este ensayo, el 47% las clonas probadas, mostraron
un halo de inhibicion alta, el 42% de las clonas mostro halos de inhibicion media y un 11%
de las clonas mostro un halo de inhibicion baja (Grafica 2). De igual forma se redujo el
namero de clonas de cada combinacion de genes mutados, seleccionando entre 2 y 4 clonas
que representaran a los fenotipos identificados en este segundo ensayo de confrontacion
bacteriana; inhibicion baja, media y alta.

Se ha reportado que dosis en escala de pg/ml de la mezcla los CDPs producidos por
P. aeruginosa PAOL1 tienen actividad citotdxica en lineas celulares HelLa (Vazquez Rivera
et al., 2014), provocando un cambio en la morfologia celular y la formacion de cuerpos
apoptéticos indicativos de la via de muerte celular. Por lo que fue de nuestro interés montar
experimentos de viabilidad celular en Hela, utilizando los sobrenadantes de las clonas
seleccionadas de cada mutante que hasta esta etapa se seleccionaron mediante los ensayos
de confrontacion bacteriana.

Los sobrenadantes de las mutantes dobles empleados como tratamientos para los
ensayos de viabilidad celular en HelLa, fueron obtenidos de cultivos de 40 horas de
crecimiento y fueron filtrados para que estuvieran libres de células. Los tratamientos fueron
aplicados durante un periodo de 12 horas, posteriormente se reviso el efecto en microscopio
(Figura 34); donde se observd que los sobrenadantes de las mutantes dobles destruian la
matriz celular al igual que lo hacen la mezcla de CDPs de PAO1 (figura 34b) modificando
la morfologia alargada que presenta HelLa normalmente (Figura 34a), mostrando
morfologias redondas (Figura 34b y c), lo cual sugiri6 un posible efecto sobre la viabilidad.
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Los ensayos de MTT arrojaron datos cuantitativos del efecto de los sobrenadantes
de las mutantes dobles sobre la viabilidad celular de HelLa. Los sobrenadantes de las
mutantes dobles, en general tuvieron un efecto menor sobre la viabilidad celular con
porcentajes arriba del 80%, es decir que no se disminuyo la viabilidad celular al mismo
nivel que con el sobrenadante de la cepa silvestre PAO1 donde la viabilidad celular
disminuyo hasta un valor de 65% (Graficas 3-6).

De los sobrenadantes de las mutantes combinadas con pchF::Gm (Grafica 3), los
sobrenadantes de las clonas 1, 2 y 4 de la combinacion ambB/pchF  mostraron tener
efectos similares al efecto del sobrenadante de P. aeruginosa PAQO1 con la caida de la
viabilidad celular hasta un 70%. En su mayoria los sobrenadantes de las clonas de las
mutantes combinadas con pchF::Gm mostraron efectos menores sobre la viabilidad celular,
mostrando valores mayores al 80% que es significativamente mayor al 65% de viabilidad
que se observa con el sobrenadante de P. aeruginosa PAOL.

Los sobrenadantes de las clonas seleccionadas de las mutantes combinadas con
pvdJ::Gm, mostraron tener efectos menores al efecto del sobrenadante de PAO1l que
disminuye la viabilidad de HelLa a un valor de 65% mostrando porcentajes mayores a 76%.
En especial las clonas PA4078/pvdJ-1 y PA3327/pvdJ- 2 mostraron no afectar la viabilidad
celular pues esta se mantuvo cercana al 100% (Grafica 4).

En los resultados de viabilidad celular de HeLa con los sobrenadantes de las clonas
de mutantes combinadas con pvdL::Gm, de igual forma se observo gque la mayoria de los
tratamientos afectan menormente la viabilidad celular en comparacion del efecto del
sobrenadante de PAO1 que muestra un valor de 65%, mostrando valores mayores a 75%,
donde los sobrenadantes de clonas ambE/pvdL-2, pchE/pvdL-2, pvdJ/pvdL-1 mostraron no
afectar la viabilidad celular. Aunque el sobrenadante de PA3327/pvdL-1 disminuyo la
viabilidad celular a un porcentaje similar al sobrenadante de PAOL (Grafica 5).

En cuanto a los resultados de viabilidad celular de HelLa con los sobrenadantes de
las clonas de mutantes combinadas con pvdl::Gm, se obtuvieron resultados en los que en
general los sobrenadantes no afectaban la viabilidad celular al igual que el sobrenadante de
PAOL que disminuye la viabilidad de HelLa a 65%, observando valores mayores a 75%,
donde 4078/pvdI-8 y 3327/pvdl-7 mostraron valores cercanos al 100% (Grafica 6).

Los resultados de viabilidad celular fueron utiles para realizar una seleccion final de
las mutantes, con las que se trabajé en los experimentos posteriores. Como se puede
apreciar se obtuvieron clonas con una misma combinacion de genes mutados pero que sus
sobrenadantes mostraron efectos diferentes sobre la viabilidad celular de HelLa, lo cual se
puede explicar debido a la variacion fenotipica que se obtiene cuando se usa la técnica de
recombinacion para realizar mutaciones.
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Se seleccionaron las clonas que tuvieran efectos menores sobre la viabilidad celular,
por minimas que parecieran al compararse entre clonas de las mismas combinaciones de
genes mutados, aunque también se seleccionaron algunas clonas como PA3327/pvdL-1, de
las que su sobrenadante mostro efectos similares a P. aeruginosa PAQO1; en el caso de que
hubiese clonas con el mismo fenotipo se eligioé una al azar y que fuera representativa de ese
fenotipo, todo lo anterior permitié disminuir el nimero de mutantes a 37 (Tabla 11) y
ademas con dichos resultados hasta el momento concluiamos que depende de las
combinaciones de genes NRPS mutados de P. aeruginosa PAOL para afectar el fenotipo
de la cepa silvestre, alterando la produccién de CDPs, pero para obtener los resultados
contundentes sobre la produccion de CDPs fue necesario realizar la extraccion de los
CDPs a cada una de las mutantes seleccionadas y comparar su produccion contra la
produccion de P. aeruginosa PAO1.

La extraccion de los CDPs de cada una de las mutantes, dio los resultados
contundente en cuanto a las afectaciones de las mutaciones de genes NRPS sobre la
produccién de CDPs de P. aeruginosa PAO1. Cada uno de los extractos fue analizado
mediante HPLC, donde se identificaron picos en diferentes tiempos de retencion
correspondientes a cada uno de los CDPs de P. aeruginosa PAOL. Con el protocolo del
presente trabajo (V.3.15y V.3.16) se observaron picos en los tiempos 5.0 min, 5.4 min, y
8.1 min correspondientes a ciclo(L-Pro-L-Tyr), ciclo(L-Pro-L-Val), y ciclo(L-Pro-L-Phe)
respectivamente (Figura 35), aunque actualmente se ha reportado que P. aeruginosa PAO1
produce un cuarto ciclodipéptido el cual es ciclo(L-Pro-L-Leu); (Gonzélez- Lopez et al.,
2016), en el presente proyecto se analizaron los tres ciclodipéptidos que inicialmente se
habian reportado para P. aeruginosa PAO1.

Para la cuantificacion de cada ciclodipéptido, cada una de las mutantes se compar6
contra la produccion de P. aeruginosa PAO1, cuantificandose en base al &rea bajo la curva
de cada pico y comparandose con respecto al area de P. aeruginosa PAOL. Los resultados
mostraron fenotipos muy variados; para ciclo(L-Pro-L-Tyr) en el tiempo de retencion 5.0
min. La mayoria de las mutantes presento produccion similar a la de P. aeruginosa PAO1,
sin embargo se obtuvieron resultados en los que algunas mutantes disminuyeron
drasticamente la produccion a menos del 50% e incluso por debajo del 20% con respecto
a la produccion de P. aeruginosa PAOL, tales como: ambB/pvdl-7 y pchE/pvdL-2;
aunque también se obtuvieron resultados en los que hubo sobreproduccion de
ciclo(L-Pro-L-Tyr), donde la produccién se incrementd hasta un 88% mas que la
produccion de P. aeruginosa PAOL, dieciséis de las mutantes mostraron incremento
significativo y de estas solo cuatro mutantes presentaron porcentajes arriba de 150% las
cuales son: ambE/pvdJ-1, ambB/pchF-4, pvdl/pchF-7 y ambE/pchF-1 (Grafica 7).

75



La cuantificacion de ciclo(L-Pro-L-Val) en el tiempo de retencion 5.4 min de las
diferentes mutantes dobles en genes NRPS de P. aeruginosa PAO1 mostro también
fenotipos variados. Para este ciclodipéptido se observd que la mayoria de las mutantes
disminuyo la produccién con respecto a la produccion de P. aeruginosa PAOL, se
observaron porcentajes menores a 65% o0 menos de la produccion normal para este
ciclodipéptido de P. aeruginosa PAOL; tal es el caso de las mutantes: pvdl/pchF-1,
PA3327/pchF-4, ambB/pchF-6, pvdl/pchF-7, PA4078/pvdl-7, pchE/pvdl-7, algunas con
porcentajes menores de 50% como; ambB/pvdL-1, PA3327/pchF-5, pvdl/pvdJ-1 vy
pchE/pvdL-2 e incluso algunas mutantes mostraron porcentajes por debajo de 25%
como las mutantes: ambB/pvdl-7, PA3327/pvdl-7 y pvdl/pchF-7. Aunque también se
obtuvieron resultados en los que se presentd sobreproduccion de ciclo(L-Pro-L-Val), donde
se observaron aumentos hasta en un 92% respecto de la produccion de P. aeruginosa
PAO1, ocho de las mutantes mostraron aumentos significativos y de estas, cuatro
sobrepasaron valores de 150% de produccion, tal es el caso de las mutantes ambE/pchF-1,
PA3327/pvdL-1, PA4078/pvdL-2 y ambE/pvdL-2 (Grafica 8).

Finalmente en la cuantificacién de ciclo(L-Pro-L-Phe) presente en el tiempo de
retencion 8.1 min de las diferentes mutantes dobles en genes NRPS de P. aeruginosa PAO1
se obtuvieron resultados en los que se observan fenotipos variados. La mayoria de las
mutantes mantuvieron la produccién de este ciclodipéptido con valores arriba del 80% o
porcentajes un poco mayores del porcentaje normal de P. aeruginosa PAO1, sin embargo
se obtuvieron resultados en los que seis mutantes disminuyeron la produccion mostrando
porcentajes menores a 60% de las cuales ambE/pvdl-4, pchF/pvdl-8, dos mutantes
mostraron porcentajes menores a 50%; pchE/pvdL-2 y pchE/pvdl-7 e inclusive dos
mutantes mostraron porcentajes mejores a 20%; PA4078/pvdl-7, ambB/pvdl-7. Aunque
también se obtuvieron resultados en los que siete mutantes mostraron aumento significativo
en la produccién de ciclo(L-Pro-L-Phe) con respecto de la produccion normal reportada
para P. aeruginosa PAO1; donde las mutantes PA4078/pchF-7, pvdl/pvdL-1, ambB/pchF-1
y pchE/pchF-4 mostraron porcentajes arriba de 130% teniendo un incremento de hasta 49%
respecto de la produccién normal de PAO1 (Grafica 9).

Dados los resultados obtenidos se observo que depende de la combinacién de genes
mutados para que se modifique el fenotipo original de P. aeruginosa PAOL. Un analisis en
conjunto de los datos obtenidos, utilizando escala arbitraria de colores para clasificar los
porcentajes de produccion de CDPs, permitio detectar dos mutantes que disminuyeron la
produccion de los tres ciclodipéptidos de manera significativa con valores menores del
50%; ambB/pvdl-7 y pchE/pvdL-2 respecto de la produccion normal de PAOL. Y ademas
se detectaron tres mutantes que aumentaron la produccion de los tres ciclodipéptidos
de manera significativa a porcentajes cercanos o mayores a 150%, las cuales son
ambE/pchF-1, PA3327/pvdL-1y PA4078/pvdL-2 (Figura 36 a y b).
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Adicionalmente se pudo observar que en general con la combinacién de mutaciones
de genes NRPS, la produccion de ciclo(L-Pro-L-Val) disminuyé en la mayoria de los
casos, pero la produccion de ciclo(L-Pro-L-Tyr) en general aumento, mientras que la
produccion de ciclo(L-Pro-L-Phe) se mantuvo similar a PAO1 en la mayoria de las
mutantes (Figura 36 c).

Graficando los datos de produccién de ciclodipéptidos de cada una de las mutantes
de la figura 36a, versus el efecto del sobrenadante de cada una de esas mutantes sobre la
viabilidad de HelLa, se observo que existe una tendencia en la que a mayor concentracion o
produccion de ciclodipéptidos, menor seré la viabilidad celular, refrendando que el efecto
de los CDPs sobre células HeLa es dependiente de la dosis (Grafica 10).

Finalmente un analisis de correlacion mostro que las combinaciones de mutaciones
en los genes NRPS de P. aeruginosa PAO1 produjeron una gran variacion fenotipica en la
que la presencia de los ciclodipéptidos reportados para P. aeruginosa PAOL, dependia de la
combinacion de genes mutados. En general se obtuvieron mutantes con produccion similar
0 mayor a la produccion de PAO1 para ciertos ciclodipéptidos pero menor para otro u otros,
mientras que sélo dos mutantes identificadas con los nombres abreviados hE/L-2 y B/2-7
correspondientes a pchE/pvdL-2 y ambB/pvdl-7, respectivamente, mostraron una
disminucion de los tres CDPs de P. aeruginosa PAOL, pues los circulos azules que las
representan se encuentran alejados de los cuadros rojos que representan a cada uno de los
ciclodipéptidos; es decir que en este analisis, mientras mas alejado este un circulo (color
azul) de alguno de los cuadros etiquetados con el nombre de alguno de los ciclodipéptidos
(color rojo), menos produccidn presentara esta mutantes para ese ciclodipéptido (Grafica
11).

Ademas analisis de correlacion, permitié identificar cual de los ciclodipéptidos
analizados afecta mas a la viabilidad de celulas HelLa, donde de igual forma mientras mas
cercano este un cuadro rojo correspondiente a alguno de los ciclodipéptidos al cuadro rojo
correspondiente a viabilidad celular, mayor sera la participacion de este ciclodipéptido en el
efecto de disminucion de la viabilidad celular y visceversa; lo mismo sucederia al
relacionar el cuadro de viabilidad celular con los circulos azules correspondientes a cada
una de las mutantes dobles. Dados los resultados del analisis de correlacion, se observa que
los ciclodipéptidos mas relacionados sobre la disminucion de la viabilidad celular son
ciclo(L-Pro-L-Tyr) y ciclo(L-Pro-L-Phe), mientras que el menos relacionado con la
viabilidad celular es ciclo(L-Pro-L-Val) y en cuanto a la relacion de la produccion de CDPs
de las mutantes para con la viabilidad celular de HelLa, las que muestran que su produccion
de ciclodipeptidos no afecto la viabilidad de HeLa son las mutantes ambB/pvdIl-7 (B/2-7) y
pchE/pvdL-2 (hE/L-2); (Grafica 11), lo cual se entiende que estas dos mutantes tienen una
baja produccion de CDPs, cumpliendo la tendencia que indica que a mayor concentracion
de CDPs, menor viabilidad celular y visceversa (Grafica 10).

77



VIII. CONCLUSION

Las combinaciones de genes NRPS ambB/pvdl y pchE/pvdL afectaron
principalmente la sintesis de ciclo(L-Pro-L-Tyr), ciclo(L-Pro-L-Val) y ciclo(L-Pro-L-Phe)
de Pseudomonas aeruginosa PAO1, demostrando la existencia de redundancia génica.
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