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RESUMEN

El estudio de los genes esenciales en bacterias es fundamental para comprender los
principios basicos de la vida y tiene implicaciones en varias ramas de las ciencias
biologicas, béasicas y aplicadas, como son la evolucién de las bacterias, la biologia
sintética, la medicina, etc. Desde que se ha incrementado la disponibilidad de genomas
bacterianos completos, se ha visto aumentada también la inquietud por conocer cuales
son los genes fundamentales para el desarrollo de la vida. Con el desarrollo de técnicas
de secuenciacién y desarrollo de métodos para analizar las secuencias, también ha
florecido el desarrollo de técnicas que permiten el analisis de los genomas y de esta forma
conocer los genes esenciales. En los Ultimos afios se han realizado andlisis para
determinar los genes esenciales en una amplia variedad de especies bacterianas con
varios enfoques utilizados. Dos de las especies bacterianas mejor caracterizadas a la
fecha son Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, en las que varios trabajos han
propuesto los genes esenciales en variadas condiciones de cultivo. Se ha reportado que
los genes esenciales son variables entre especies bacterianas, pero también entre cepas
de una misma especie, lo que representaria una significativa incongruencia evolutiva; la
variabilidad de los genes esenciales puede explicarse bajo el fenémeno del
desplazamiento de genes no ortélogos, en el que secuencias no homélogas reemplazan
las funciones de genes especificos, sin embargo este fenébmeno contrasta con el actual
modelo de evolucion y filogenética bacteriana. También se ha explicado que la variacion
de los genes esenciales puede deberse a errores en las secuencias gendmicas. En este
trabajo tratamos sin éxito de encontrar ejemplos de desplazamiento de genes no
ortélogos en E. coli, analizando la conservacion de los genes esenciales en E. coli en 63
genomas completos y se evalud la esencialidad del gen bcsB, que es un gen esencial
condicional dependiente de una efectiva produccién de celulosa. Se analiz6 la variabilidad
reportada de los genes esenciales entre las cepas de P. aeruginosa PAOl y PA14,
observandose que los genes esenciales estdn muy conservados en estas cepas. También
se analiz6 y se corrobor6 la conservacion de los genes esenciales generales de P.
aeruginosa en la bacteria cercanamente relacionada Azotobacter vinelandii, lo que tiene

implicaciones en la evolucion de esta especie bacteriana.



ABSTRACT

The study of essential genes in bacteria is fundamental to understand the basic principles
of life and has implications in several areas of the biological, basic and applied sciences,
such as the evolution of bacteria, synthetic biology, medicine, etc. Since the availability of
complete bacterial genomes has increased, there has also been an increase in the
concern to know which genes are fundamental for the development of life. With the
development of techniques to improve DNA sequencing and bioinformatics analysis, there
has been an explosion of bacterial genome sequenced and thus, the search of essential
genes has considerably increased. In recent years, analyzes have been carried out to
determine the essential genes in a wide variety of bacterial species using several
approaches. Two of the best-characterized bacterial species to date are Escherichia coli
and Pseudomonas aeruginosa, in which several papers have defined the essential genes
in various culture conditions. It has been reported that the essential genes are variable
between bacterial species and also between strains of the same species, which would
represent a significant evolutionary incongruence. However the variability of essential
genes has been explained by the phenomenon of non-orthologous genes displacement, in
which non-homologous sequences replace the functions of specific genes, However, this
phenomenon contrasts with the current model of evolution and bacterial phylogenetics. It
has also been explained that the variation of the essential genes can be due to errors in
the sequencing of genomes. In this work we tried to find examples of non-orthologous
gene displacement in E. coli without success, analyzing the conservation of 303 essential
genes E. coli in 63 complete genomes deposited in NCBI. | also report that the essentiality
of the bcsB gene is dependent of a functional cellulose production and is thus a conditional
essential gene (it is only essential when cellulose is produce to translocate it out of the
cell). The reported variability of the essential genes between P. aeruginosa PAO1 and
PA14 type strains was analyzed, observing that the essential genes are highly conserved
in these strains. The conservation of the general essential genes of P. aeruginosa in
Azotobacter vinelandii was also analyzed and corroborated. We discuss the implications of

the high degree of conservation essential genes in the evolution of A. vinelandii.
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I.- INTRODUCCION

La presente tesis se trata del estudio de los genes esenciales en bacterias, que
son los genes fundamentales para la viabilidad celular, especificamente en dos de
las especies bacterianas mejor caracterizadas y de las que mas se conoce hasta
el momento, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. La importancia de la
comprension de los genes esenciales en bacterias es enorme, pues impacta en un
gran numero de areas de la biologia, asi como en ciencias de la salud. En este
trabajo se realizaron estudios experimentales y bioinformaticos para tratar de
comprender mejor lo que se conoce sobre los genes esenciales de estas dos
especies, y se pretende contribuir con conocimiento sobre la esencialidad de los

genes y la variabilidad de los mismos entre cepas de estas especies.

[.I. ESTUDIO DE LOS GENOMAS BACTERIANOS

I.I.I. El genoma bacteriano

Las bacterias y arqueas poseen un nucleoide, que es un complejo supramolecular
donde se localizan el material genético y moléculas asociadas a él, los detalles de
la estructura del nucleoide han sido apenas dilucidados gracias a novedosas
técnicas bioquimicas y de microscopia electronica. En la mayoria de los casos el
genoma bacteriano esta compuesto por un cromosoma circular y esta organizado
por un conjunto de proteinas y por mecanismos fisicos que contribuyen en su
compactacion (Dame et al., 2012), El tamafio de los genomas procarioticos va de
alrededor de 50 Kbp a méas de 13 Mbp (Schneiker et al., 2007; Tatusova et al.,
2015; Touchon and Rocha, 2016), los genomas mas pequefios corresponden a
genomas arqueanos y bacterias endosimbiontas abligadas, en las que todo su

repertorio genético no es suficiente para cubrir los requerimientos minimos de la



vida autbnoma en bacterias de vida libre como Escherichia coli, ademas se ha
observado que son muy compactos comparados con los genomas de eucariotes,
ya que generalmente presentan una densidad de genes del 87%, con un intervalo
de 85-90% (McCutcheon and Moran, 2012; Mira et al., 2001), lo que indica que
hay una correlacion directa entre el nimero de genes codificantes y el tamafio del

genoma.

El cromosoma bacteriano de E. coli estd organizado a una escala estructural de
nanometros y contiene en promedio 4,288 genes codificantes de proteinas y un
tamafo de 4.6 Mbp (Dorman, 2013). Se ha propuesto que la arquitectura de los
genomas bacterianos estd moldeada por diversos procesos, por ejemplo, la
variacion en los genomas bacterianos se debe a la integracion y a la pérdida de
genes accesorios donde a lo largo de las generaciones, las secuencias no
funcionales son eliminadas del genoma. Se conoce ademas, que los genomas
bacterianos son de menor tamafio en bacterias que parasitan a otras células,
siendo asi los endosimbiontes obligados las bacterias con genomas mas
pequefios (Bobay and Ochman, 2017; McCutcheon and Moran, 2012; Mira et al.,
2001).

I.I.Il. Avances en el estudio de genomas bacterianos completos

En bacteriologia, la era genémica comenzé en el afio de 1995, cuando el primer
genoma bacteriano fue secuenciado utilizando la secuenciacién convencional de
Sanger. Desde que el primer genoma bacteriano fue secuenciado (Fleischmann et
al., 1995) en Haemophilus influenzae se ha incrementado en gran medida la
capacidad de secuenciacién de los genomas microbianos debido a mejoras en las
técnicas de secuenciacion y su gran reduccion en costos, también el desarrollo de
nuevos programas bioinformaticos que han permitido acelerar el ensamblado y

analisis de mas y mas genomas, ha sido una parte fundamental para el progreso



de la gendmica (Loman et al.,, 2012). La notable mejora en este sentido, ha
permitido un avance significativo en el conocimiento de la biologia bacteriana y en
el entendimiento de los genomas bacterianos en los ultimos afios (Land et al.,
2015; Loman and Pallen, 2015). El nUmero de genomas bacterianos secuenciados
ha crecido enormemente en los ultimos diez afios, por ejemplo, en el afio 2014
(Land et al., 2015) se reportaban méas de 30,000 genomas disponibles en la base
de datos del NCBI y actualmente se reportan 198,443, de los cuales 13,878 son
genomas completos y 2,309 genomas ensamblados a nivel de cromosoma,
adicionalmente se encuentran 81,487 en nivel scaffold (andamio) y 100,769
contigs.

La secuenciacion de genomas bacterianos y la disponibilidad de los mismos ha
aportado tanta informacion que ahora esta disponible para hacer taxonomia
molecular y realizar estudios filogenéticos con el andlisis de genomas completos,
gue poco a poco sustituyen al andlisis de secuencias nucleotidicas mas cortas,
como son el RNA ribosomal 16S. La secuenciacion de genomas completos, en
conjunto con herramientas bioinforméticas y filogenéticas permiten llevar a cabo
analisis, clasificacion de los genomas Yy una comprension de las relaciones
genéticas entre especies y cepas bacterianas a gran escala y con tal magnitud,
que supera enormemente los resultados que los andlisis con 16S RNAr como
marcadores solo aproximaban (Land et al., 2015).

El avance en la secuenciacion de genomas bacterianos completos cada vez mas
rapido y a menor costo ha permitido también el avance de la metagenémica. Cada
vez mas proyectos de metagenomas son reportados y éstos son cada vez mas
ambiciosos, lo que ha permitido conocer una gran diversidad microbiana debido a
la cantidad de genomas bacterianos secuenciados en diversos ambientes; de igual
manera, el aumento de estudios metagendmicos en los ultimos afios ha crecido a

pasos gigantescos (Land et al., 2015).



Desde que se tiene la posibilidad de secuenciacion de genomas bacterianos
completos en menos tiempo, con mayor calidad y en una gran diversidad de
especies bacterianas, se ha tenido también la posibilidad de analizar
detalladamente los genomas de diferentes especies asi como de varias cepas de
la misma especie mediante gendmica comparativa. Hoy en dia se tiene en las
bases de datos de genomas completos una gran cantidad de genomas disponibles
(Land et al.,, 2015; Loman et al.,, 2012), lo que hizo posible el nacimiento y

desarrollo de la genémica comparativa.

l.I.IIl. Variabilidad genética de los genomas bacterianos

Gracias al andlisis comparativo de los genomas bacterianos de distintas especies
y entre cepas de una misma especie, se sabe que los genomas bacterianos son
mosaicos de informacion genética compuestos por fragmentos de diversos
origenes, es decir, su origen es polifilético ya que comparten una fraccién de los
genes que componen el genoma con otras especies cercanas, e incluso con otras
cepas de la misma especie (Fraser et al., 2009; Mira et al., 2004; Zhaxybayeva et
al., 2009).

Contrario a lo que podria pensarse, la variacion de genes entre bacterias
cercanamente relacionadas e incluso entre miembros de una especie bacteriana
puede llegar a ser considerable. Hay algunas especies que muestran muy poca
variacion de genes entre sus miembros y la variacién observada entre estas puede
observarse principalmente en elementos de DNA moviles y en polimorfismos de
un unico nucleétido (SNPs, por sus siglas en inglés), tal es el caso de
Mycobacterium tuberculosis (Land et al.,, 2015). En muchas otras especies
bacterianas donde la variacion entre sus miembros es mas importante a lo largo
del cromosoma, estas observaciones han hecho posible considerar como un
hecho que la diversidad genética en el mundo bacteriano es mucho mayor de lo

gue se esperaba, entonces no solamente el tamafio del genoma bacteriano es



variable entre especies y entre los miembros de una misma especie, sino que
también el contenido de genes varia considerablemente. Se ha propuesto que las
variaciones en el tamafio del genoma afecta funciones celulares de diferentes
maneras, por ejemplo, los repertorios de genes asociados con funciones
“housekeeping” como traduccidn muestran poca variacion, en contraste con los
repertorios de genes para otras funciones que son mucho mas variables, como
funciones de transporte, comunicacion y funciones regulatorias (Touchon and
Rocha, 2016). Un ejemplo de esto es la variabilidad reportada en E. coli, en la que
cualquiera de sus cepas tiene aproximadamente sélo un 10% del numero total de
genes presentes en el pangenoma de esta especie (Land et al.,, 2015), de tal
manera que al menos un tercio del genoma de E. coli es especifico de cepa.

La alta variabilidad genética en las bacterias ha sido también correlacionada con la
alta incidencia de transferencia horizontal de genes (THG) entre los genomas
bacterianos (Bobay and Ochman, 2017; Dagan et al., 2008; Lan and Reeves,
1996; Soucy et al., 2015), ademas se ha relacionado directamente el tamafio del
genoma bacteriano con la frecuencia de THG en los mismos, a mayor tamafo del
genoma mayor frecuencia de THG (Cordero and Hogeweg, 2009) y codifican una

mayor cantidad de elementos transposables (Touchon and Rocha, 2007).

La alta cantidad de anomalias en la filogenética bacteriana, debida a los
fendbmenos anteriormente mencionados ha originado algunos conceptos que
intentan dar sentido a la variabilidad genética de las especies bacterianas; estos
conceptos son el pangenoma (Medini et al., 2005; Tettelin et al., 2005, 2008), que
representa toda la diversidad y/o repertorio genético de una especie bacteriana y
que esta conformado por el genoma “core” o genoma “central” que representan el
conjunto de genes compartidos por todos los individuos que pertenecen a una
especie bacteriana (y que se ha propuesto contiene a los genes esenciales de esa
especie) y el genoma flexible, que contiene a los genes que se encuentran
presentes solo en uno o algunos miembros de la especie en cuestion, mas no en

todos (Figura 1). La mayoria de los genes que pertenecen al genoma accesorio



son adquiridos por THG y se considera que codifican para funciones adaptativas y
que por lo tanto no representan funciones o genes esenciales para la biologia de
ninguna especie bacteriana (Cordero and Hogeweg, 2009; Darmon and Leach,
2014; Lawrence, 1999; Soucy et al., 2015).

Genes especifos de — p— Pangenoma

cepa W ‘_‘\\\«.\
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\ —Qccesorlo / v

Figura 1 | Representacion esquematica de los genes que componen el Pangenoma, genoma
central o “core” y el genoma accesorio. Los colores representan los genes los diferentes genes,
compartidos o no, por los miembros de la especie, en gris se representa el genoma “Core”.
Modificada de Soucy et al., 2015.

Los genes compartidos entre todos los miembros de una especie, genoma “core”,
han sido considerados como los genes que representan la historia evolutiva y es
por esto que han sido los genes utilizados como marcadores moleculares para
estudiar la filogenia bacteriana y construccion de arboles filogenéticos (Ciccarelli et
al., 2006; Hug et al., 2016; Zeigler, 2003) ya que se pensaba que son genes no
transferibles horizontalmente. Sin embargo, recientemente se han reportado genes
del “core” que muestran inconsistencias filogenéticas en algunas bacterias, tal es

el caso del 16S RNAr, que ha sido transferido horizontalmente en el género



Enterobacter (Sato and Miyazaki, 2017), tRNA sintasas (Soucy et al., 2015),
algunos ejemplos de la familia del regulador transcripcional CRP en diferentes
especies bacterianas y genes regulados por estos reguladores, que también se ha
encontrado pueden ser transferidos horizontalmente (Soberén-Chavez et al.,
2017). Estos datos confirman que la transferencia horizontal de genes no es
exclusiva de genes accesorios y que genes conservados pueden estar sujetos a

este sistema de transferencia de genes en bacterias.

También se han reportado genomas bacterianos con origenes polifiléticos e
inconsistencias con el modelo de especies bacterianas como un grupo de cepas
“‘gendmicamente coherentes” que comparten muchos rasgos en comun (Rossell6-
Mora and Amann, 2001); tal es el caso de los Thermotogales (Zhaxybayeva et al.,
2009) y de la bacteria Azotobacter vinelandii bacteria en la que varios de sus
genes, gque codifican para funciones esenciales y que la definen biolégicamente,
han sido heredados por THG. Algunos ejemplos de estos genes son vnfY,
arsDCBA y anfA, que codifican para proteinas relacionadas a la fijacion de
nitrégeno, sintesis de alquilresorcinoles y como proteinas flagelares,
respectivamente. Estos genes forman parte del genoma accesorio de las
Pseudomonadaceas, que es el grupo filogenético que alberga a las especies de

Pseudomonas y Azotobacter (Gonzéalez-Casanova et al., 2014).

Se ha reportado que la variabilidad genética que ha sido documentada en los
genomas de distintas especies bacterianas y entre los miembros de una misma
especie incluye también a los genes esenciales (Bergmiller et al., 2012; Ciccarelli
et al., 2006; Juhas et al., 2011; Skurnik et al., 2013). Varias técnicas se han
utilizado para caracterizar los genes esenciales en distintas especies bacterianas
(Deng et al., 2012), la gendmica comparativa ha sido la metodologia mediante la
cual se han hecho las primeras busquedas de los genes que se encuentran
conservados en varias especies de bacterias e incluso de arqueas (Charlebois and
Doolittle, 2004). Sin embargo, los resultados finales arrojaron un nimero muy bajo

de genes conservados (35) cuando se analizaron 147 genomas de procariontes,



de los cuales 17 fueron arqueanos, lo que ha generado conclusiones que apoyan

una muy baja conservacion de los genes esenciales en procariontes.

Ademas de este estudio, un andlisis posterior que compardé 1000 secuencias
genomicas, reporté que no hubo ninguna secuencia genética comun a todos los
genomas, ademas reportaron que solo encontraron 4 genes comunes entre los
genomas de bacterias, dos de los cuales codifican proteinas (el factor de
elongacion de la traduccién EF-Tu y la proteina ribosomal S12) y dos de ellos para
RNA’s (RNAr 16S y 23S) (Lagesen et al., 2010). Debido a la poca conservacion
de genes encontrada en los analisis de los genomas, es que se ha propuesto que
el genoma “core suave” para los genomas estudiados sea un concepto un poco
menos rigido, donde se relaja un poco la exigencia de ubicuidad, con la finalidad
de poder tener un conjunto de genes comunes a la mayoria de los genomas que
se estudian (Charlebois and Doolittle, 2004). Sin embargo se ha propuesto ya
anteriormente que la calidad de las secuencias gendémicas a la hora de realizar
andlisis de genOmica comparativa puede afectar seriamente los resultados
obtenidos y subestimar la conservacién de los genes (Charlebois and Doolittle,
2004). También se ha reportado que la variabilidad de los genes puede ser
resultado de la mala calidad de las secuencias gendmicas y de anotacion (Cook
and Ussery, 2013).

Ademas de los estudios que reportan una muy baja conservacién de genes en los
genomas bacterianos incluso entre cepas de una misma especie, como se
menciona en el texto, existen algunos reportes de alta variabilidad de los genes
esenciales (Ibberson et al., 2017; Juhas et al., 2011; Skurnik et al., 2013; Turner et
al., 2015), que al ser esenciales debieran estar conservados y por definicion deben
estar en el genoma “core”. Sin embargo, la baja conservacion de los genes
esenciales en varias especies bacterianas ha conducido a la creacion del
concepto de desplazamiento de genes no ortélogos (DGNO), que permite explicar
la variabilidad de los genes esenciales en los casos en que una secuencia

genética es reemplazada por un gen funcional y equivalente pero sin homologia



en la secuencia de DNA y que ademas difiere en su origen desde el punto de vista
evolutivo (Charlebois and Doolittle, 2004).

La importancia del fendmeno del DGNO para la evolucion de las bacterias puede
explicarse y es congruente con los postulados del modelo probabilistico de
genética de poblaciones del “banco de semillas” propuesto para explicar el origen
de una enorme poza génica a la que pueden acceder los genomas bacterianos
ademas de la alta frecuencia de THG que se observa en procariontes. El modelo
probabilistico postula que los organismos que forman estructuras como esporas o
quistes y que les permiten a las células sobrevivir por largos periodos de tiempo,
gue son mucho mayores que los tiempos de generacion de esos organismos, dan
lugar a una poza génica que logra evadir a las fuerzas evolutivas como es la
seleccion natural y también evitan la extincion. Es claro que en bacterias se
presentan fendmenos de esporulacion y enquistamiento (Hutchison et al., 2014),
por lo tanto pueden ser consideradas como formas durmientes, ademas de que los
bacteriéfagos contienen fragmentos gendmicos de bacterias (Lang et al., 2012;
Penadés et al., 2015) y pueden mantenerlos a salvo de las fuerzas evolutivas por
periodos de tiempo muchas veces mayor que los tiempos de generacion de las
bacterias a las que infectan (Koskella and Brockhurst, 2014; Lang et al., 2012;
Penadés et al., 2015; Shoemaker and Lennon, 2018).

Ademas de definir las diversas propiedades de los genomas bacterianos y de
tratar de entender su evolucién, su funcionamiento y su estructura, también se han
tratado de definir los genes esenciales de cada especie a través de métodos
experimentales (Luo et al., 2014). La busqueda de bacterias con genomas
reducidos ha sido también un campo de gran interés que ha intentado determinar
el conjunto de genes minimo necesario para la vida bacteriana con aplicaciones
en diversas areas de la biologia, como son la farmacologia, la biotecnologia, la
biologia sintética, entre otras. El aislamiento de células bacterianas con genomas
reducidos ha sido el primer enfoque utilizado para tratar de determinar los genes

esenciales, uno de los ejemplos de bacterias con genomas de pequefio tamafio



son las especies del género Mycoplasma (Hutchison et al., 1999), entre ellas se
encuentra M. mycoides, que aungue naturalmente contiene 828 ORFs, por
biologia sintética se ha logrado reducir su genoma a menos de 400 genes. Sin
embargo, el genoma minimo de M. mycoides no representa al genoma minimo
necesario en bacterias para desarrollarse naturalmente, ya que varios de los
genes esenciales en M. mycoides son exclusivos de esta célula desarrollada
sintéticamente (Hutchison et al., 2016; Juhas et al., 2011, 2012).

Con el objetivo de encontrar los genes minimos necesarios para la vida que sean
representativos de las bacterias, se han tratado de determinar los genes
esenciales en una variedad de géneros y especies bacterianas y analizar la

variabilidad de estos genes entre las distintas especies.

La Unica manera de definir que un gen sea esencial es mediante métodos
experimentales, de modo que no se encuentran mutantes en ese gen. Una vez
gue se define de esta manera, se puede buscar la secuencia del gen en los
genomas bacterianos secuenciados y disponibles, esta es la manera en que se

generan las bases de datos y se construyen los bancos.

[.I.IV. Genes esenciales en bacterias

Los genes en general pueden ser clasificados como esenciales 0 no esenciales,
dependiendo de su efecto biolégico en el organismo (Jordan et al., 2002), de tal
manera gue un gen es considerado esencial si su delecién lleva a un fenotipo letal
y se considera que un gen no es esencial si aun con la delecion del gen, el
fenotipo del organismo es viable. Asi pues, los genes esenciales son aquellos que
juegan un papel decisivo en la sobrevivencia y desarrollo de un organismo bajo
condiciones generales (Koonin, 2000) o condiciones donde la mayoria de los
nutrientes requeridos son provistos en el medio de crecimiento y a una
temperatura que permita el mejor desarrollo del organismo (Juhas et al., 2014,
Peng et al., 2017; Peng and Gao, 2014).
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La definicion de un gen esencial es dependiente del contexto ambiental, ya que
sélo cuando las condiciones ambientales en que se desarrolla el microorganismo
son claramente definidas se puede clasificar a los genes como esenciales o no
esenciales (Gil et al., 2004; Zhang et al., 2015).

La determinacion de los genes esenciales puede acercarnos a conocer los
requerimientos basicos para el desarrollo de la vida, ademas contribuye en gran
medida al entendimiento fundamental de los procesos biolégicos necesarios en la
célula que puede ser aprovechado por diversas areas, como la biologia sintética o
la farmacologia. En el dltimo caso, el conocimiento y compresién de los genes
esenciales en bacterias, puede abrir un enorme potencial de nuevos blancos

terapéuticos para combatir bacterias patégenas (Juhas et al., 2011, 2012).

Los marcos de lectura abiertos (ORFs, por sus siglas en inglés) pueden ser
clasificados en grupos de genes ortdlogos (COGs) que pueden pertenecer a
diferentes categorias funcionales; para proteinas que presentan dominios
multiples puede ocurrir que sean clasificadas en uno o mas COGs. De esta
manera, los genes pueden ser clasificados por su probable funcion en diferentes
categorias. Los genes esenciales en bacterias generalmente se clasifican en
grupos con funciones especializadas y con un alto grado de importancia para la
vida de la célula (Juhas et al., 2011, 2012, 2014). De manera general, los genes
esenciales participan en funciones de almacenamiento y procesamiento de la
informacién genética (replicacién, transcripcion y traduccion), procesos celulares
como division celular, desarrollo de la envoltura celular, motilidad celular y
secrecion, transporte de iones y metabolismo, transduccion de sefiales o en el
metabolismo en general, que puede involucrar a la produccion y conversion de
energia, metabolismo de carbohidratos, acidos nucléicos, acidos grasos, entre
otros. Es importante sefialar, que en los diversos estudios de genes esenciales en
bacterias, una gran cantidad de los genes asignados como esenciales en varias
especies, no tienen una funcidn asignada o son muy pobremente caracterizados
(Baba et al., 2006; Gerdes et al., 2003; Goodall et al., 2018; Lee et al., 2015;
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Skurnik et al., 2013). En E. coli, la gran mayoria de los genes esenciales
pertenecen a COGs involucrados en division celular, metabolismo de lipidos,

traduccion, transcripcion y biogénesis de la envoltura celular (Baba et al., 2006).

[.I.V. Métodos para la identificacion de genes esenciales

Si un gen es esencial 0 no, como se ha mencionado, esta basado en la posibilidad
de aislar mutantes, ser eliminado mediante delecion de la secuencia o si el gen
puede o no ser silenciado (Ish-Am et al., 2015; Rusmini et al., 2014). Un ejemplo
de las estrategias utilizadas son la mutagénesis por transposones, que fue
realizada por primera vez en Mycoplasma genitalium (Hutchison et al., 1999), que
es una de las bacterias que se pueden cultivar in vitro con uno de los genomas
mas pequefios. Otro ejemplo es la mutacion por delecion de genes Unicos (Baba
et al., 2006; Kobayashi et al., 2003), con técnicas moleculares que permitian la
delecién de un gen en especifico sin afectar por polaridad a los genes vecinos
(Datsenko and Wanner, 2000) y el silenciamiento o inhibicion por RNA antisentido
(Jietal., 2001).

Con el avance de técnicas de biologia molecular y la tecnologia de secuenciacion
mejorando dia a dia se ha desarrollado la genémica comparativa, que permite
proponer la esencialidad de los genes cada vez en mas y mas especies
bacterianas usando la secuencia de los genes que se han definido como

esenciales en una especie (Peng et al., 2017).

La combinacion de dos estrategias de analisis, la mutagénesis por transposones y
la secuenciacion de alto rendimiento ha sido utilizada también ampliamente en el
analisis de los genes esenciales en una gran variedad de especies bacterianas
(Chao et al., 2016; Judson and Mekalanos, 2000), con lo que actualmente ya se

cuenta con bases de datos de los genes esenciales, definidos por distintas
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técnicas de inactivacion, en muchas especies bacterianas (Tabla 1) lo que hace

posible que las bases de datos de genes esenciales puedan ser comparadas (Luo

et al., 2014).

Tabla 1 | Nimero de genes esenciales identificados en diferentes especies bacterianas por

diferentes métodos. Modificada de Juhas, M. et al., 2012.

Organismo

Numero de genes esenciales

codificantes de proteinas

Método de identificacién

Ref.

Haemophilus

influenzae

Acinetobacter baylyi

Mycoplasma

pulmonis

Mycoplasma

genitalium

Salmonella enterica

Typhi

Pseudomonas

aeruginosa

Helicobacter pylori

Escherichia coli

Staphylococcus

aureus

Bacillus subtilis

642

499

461

381

356

335

323

303

302

271

Mutagénesis por saturacion

con transposones

Mutagénesis especifica

Mutagénesis por saturacion
con transposones

Mutagénesis por saturacion

con transposones

Mutagénesis por saturacion
con transposones

Mutagénesis por saturacion

con transposones

Mutagénesis por saturacion
con transposones

Mutagénesis especifica

Inhibicion por RNA
antisentido

Mutagénesis especifica

(Mekalanos et al.,
2002)

(de Berardinis et
al., 2008)

(French et al.,
2008)

(Glass et al.,
2006)

(Langridge et al.,
2009)

(Liberati et al.,
2006)

(Salama et al.,
2004)

(Baba et al., 2006)

(Jietal., 2001)

(Kobayashi et al.,
2003)
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I.I.LV.I Mutagénesis por insercion de transposones.

Los transposones han sido la base para el desarrollo de técnicas que han
aportado enormemente para definir los genes esenciales en el genoma de
cualquier especie bacteriana, en este momento hay varios enfoques derivados

disponibles.

Los transposones son segmentos de DNA que pueden moverse o
transposicionarse de una localizacién en el genoma a otra, los mas simples
segmentos de DNA flanqueados por secuencias frecuentemente repetidas e
invertidas que son reconocidas por una proteina denominada transposasa, misma
qgue le permite insertarse en una nueva secuencia de DNA. Las localizaciones en
el genoma donde un transposon puede insertarse dependen de las secuencias en
gue la transposasa reconoce y escinde, sin embargo, se busca usar transposones
con una baja selectividad de la secuencia en la que se insertan, con la finalidad de
obtener la mayor cantidad posible de transposones insertos en el genoma. De este
modo, la mutagénesis por transposicion resulta en la interrupcion de la region del
genoma donde el transposon se ha insertado. De tal manera que si el transposén
se inserta en un gen o un ORF predicho y la cepa bacteriana resultante es capaz
de sobrevivir y formar una colonia, por definicion ese es un gen no esencial para la
viabilidad de esa especie en las condiciones en que se hicieron los ensayos
mencionados (Chao et al., 2016; Judson and Mekalanos, 2000). Sin embargo, se
debe tener mucho cuidado con la posicion en el marco de lectura donde se ha
insertado el transposon, pues se puede tener aun la posibilidad de tener una
proteina funcional si el transposon se ha insertado en uno de los extremos 50
3’del marco de lectura. Se han disefiado también transposones que tienen
promotores que permiten la expresion de los genes corriente abajo y asi se evita
la posibilidad de que el gen esencial sea uno que esté codificado por abajo del
sitio en el que se inserto el transposon, pero su expresion quede inactivada por un

fenébmeno de polaridad.
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Hay dos enfoques con transposones comunmente utilizados para definir genes
esenciales; en los enfoques “negativos” se identifican los genes o regiones
gendmicas que no son esenciales, infiriendose asi que las regiones restantes son
esenciales. El otro enfoque, al que se ha denominado “positivo” consiste en
identificar los genes que son esenciales generando fenotipos letales para la célula,
para lograr esto, se reemplaza el promotor natural del gen con un promotor
inducible, de tal manera que si el gen es esencial, la bacteria dependera del
inductor para la sobrevivencia de la misma. Cada uno de los métodos tiene
ventajas y desventajas, como en el enfoque negativo, donde las regiones o genes
sin inserciones pueden aun ser no esenciales, lo que lleva obligatoriamente a la
demostracion experimental de la no esencialidad de dicho gen o region. En el
enfoque positivo puede ocurrir que un promotor inducible no provea suficiente
expresion como para superar el defecto creado al eliminar el promotor natural o la
expresion basal del promotor inducible puede ser suficientemente alta para lograr
identificar genes esenciales en los que se requiere una cantidad minima de

expresion (Hutchison et al., 1999; Judson and Mekalanos, 2000).

Existen ahora métodos mejor elaborados gracias a la mejora en la calidad y
abaratamiento de la secuenciacion, estos métodos se denominan insercion de
transposones y secuenciacion (TIS, por sus siglas en inglés), que es el producto
mas reciente de los andlisis gendmicos basados en transposones y de las que hay
algunas variables como son: Tn-Seq (insercién de transposones y secuenciacion
en el sitio), INSeq (insercidén y secuenciacion), HITS (insercién de alto rendimiento
y rastreo por secuenciacion profunda) y TraDIS (insercion dirigida por
transposones y secuenciacion de sitio. Sin embargo todas estas técnicas utilizan
los mismos fundamentos basicos (Chao et al.,, 2016). Con estas estrategias
recientemente se han caracterizado los genes esenciales de muchas especies
bacterianas y debido a la saturacion de la mutagénesis por trasnposones son los
gue mejores resultados genera, pues se minimizan los falsos positivos (Goodall et
al., 2018; Lee et al., 2015; Luo et al., 2014; Peng et al., 2017).
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[.I.V.1l Silenciamiento de genes con RNA antisentido

Otro de los enfoques experimentales que se han utilizado para definir los genes
esenciales en bacterias es el uso de RNAs antisentido al impedir la expresion de
los genes (Ji et al., 2001; Peng et al., 2017). La inhibicién de los genes por RNAs
antisentido reduce el nivel de expresion de los genes blanco a través de la unién
por RNA de doble hebra. También hay varios trabajos que emplean esta técnica
en varias especies bacterianas (Ji et al., 2001; Rusmini et al., 2014). Sin embargo
esta técnica también tiene limitaciones, entre las que se encuentran: el uso de
RNAs antisentido esta limitado a los genes para los que se puede obtener una
expresion adecuada del RNA inhibitorio en ese organismo (Gil et al., 2004).
Recientemente se ha utilizado este enfoque para analizar detalladamente genes
esenciales que se encuentran dentro de operones (Goh et al., 2015), de esta
manera se intentd silenciar genes esenciales que se encuentran dentro de un
mismo operdn y que parecen no estar reguldndose entre ellos y de esta manera
evaluar la esencialidad de los mismos. La presente metodologia tiene el
inconveniente de que un gen aparentemente silenciado con RNAs antisentido
podria siempre expresarse en minimas cantidades, lo que podria arrojar

resultados falsos negativos (Peng et al., 2017).

[.I.V.lIIl Mutagénesis especifica de genes

Un tercer enfoque experimental utilizado para la identificacion de los genes
esenciales es la inactivacion sistematica de cada gen individual presente en el
genoma. Los genes que no pueden ser inactivados con esta estrategia son

considerados esenciales. Una desventaja de esta técnica es que se requiere de

16



una anotacion detallada del genoma del organismo a analizar. El enfoque de
mutagénesis especifica también se ha utilizado en varias especies bacterianas,
entre ellas la interrupcion a escala del genoma de los genes de Bacillus subtilis,
gue se llevo a cabo inactivando cada uno de los genes (Kobayashi et al., 2003).
Una eficiente técnica que permitié facilmente realizar la inactivacion cromosomal
de cada uno de los genes en el genoma E. coli fue reportada en Japon y utiliza un
plasmido de bajo niumero de copias que expresa la recombinasa lambda Red,
ademas de genes de resistencia a antibidticos flanqueados por regiones
homélogas adyacentes al gen objetivo de la delecion obtenidos a partir de
reacciones en cadena de la polimerasa (PCR), (Datsenko and Wanner, 2000).
Con el desarrollo de esta técnica se logré obtener la delecidbn completa para la
mayor parte de los genes de una cepa derivada de E. coli K-12 (BW25113). De un
total de 4288 genes, se obtuvieron mutantes en 3985, conjunto de mutantes a la
que se denomind coleccién de Keio (Baba et al., 2006). Con este método (Baba et
al., 2006; Datsenko and Wanner, 2000) se tenia la capacidad de eliminar el
cassette de resistencia a kanamicina que reemplazaba al gen cromosomal
seleccionado y obtener una delecion de toda la regién en fase de lectura que
impide tener efectos polares y generandose una cicatriz con ausencia de marco de
lectura en esa localizacion, el cassette de resistencia a antibidticos permite
seleccionar facilmente a las clonas con la delecién en el gen especifico. Esta
estrategia impedia tener interrupciones incompletas de los genes, como en el caso
de la saturacion con transposones de esa época, que era mucho menos saturada

que la de ahora.

[.I.VI. Andlisis de los genes esenciales en E. coli

E. coli es wuna enterobacteria Gram negativa que pertenece a las

gammaproteobacterias, habitualmente encontrada en el tracto intestinal de
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animales y humanos, algunas cepas tienen implicaciones patolégicas en
humanos. Es una bacteria que ha sido muy utilizada en estudios de bioquimica,
fisiologia, genética, biologia molecular y biotecnologia por un gran nimero de
grupos de investigacion; gran parte de los mecanismos moleculares que se
conocen son resultado de la investigacion que se ha realizado con ella (Gopal and
Kumar, 2013; Jang et al., 2017). Por la facilidad con la que es posible manipular
genéticamente a esta bacteria y por muchas otras caracteristicas intrinsecas a ella
se la considera un organismo modelo. Desde que se conoce el genoma de E. coli
se han reportado una gran variedad de trabajos que aportan informacion genémica
en cada vez mas cepas de la especie (Gerdes et al., 2003; Martinez-Carranza et
al., 2018a; Moriel et al., 2016; Rasko et al., 2008; Rouli et al., 2015).

En E. coli, se ha tratado de determinar el conjunto de genes esenciales de la
especie por varias de las estrategias mencionadas anteriormente; en el primer
analisis se evalud la esencialidad de 3,746 genes codificantes de proteinas de un
total de 4,291 marcos de lectura (ORFs), se propusieron 620 genes como
esenciales y 3,126 genes fueron considerados dispensables en las condiciones de
cultivo utilizadas: crecimiento aéreo en medio rico basado en triptona (Gerdes et
al., 2003). Un estudio de los genes esenciales de E. coli BW25113 basado en
deleciones especificas en cada marco de lectura arroj6 un ndmero
significativamente menor, que consistia en 303 genes esenciales en total (Baba et
al., 2006), que se correlacionaba con la especificidad de cada una de las
deleciones en esta estrategia de analisis, siendo mas especifico en los genes que
se mutaban. Ademas en este estudio se realizaron deleciones en todos los marcos
de lectura y no so6lo en una parte del cromosoma en donde se insertaron los
transposones, como en el estudio anterior. En otro estudio donde se realizaron
deleciones de gran magnitud en el cromosoma, se identificaron 35 genes como no
esenciales, mismos que en el estudio anterior habian sido considerados
esenciales, por lo tanto ellos proponen un total de 268 genes como esenciales

(Kato and Hashimoto, 2007) y atribuyen las diferencias a las cepas utilizadas en
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cada estudio y a las condiciones de cultivo. Ademas suponen que la diferencia en
la estrategia de analisis también contribuye a las diferencias en los resultados, por
ejemplo, en este Ultimo estudio, encontraron que genes que pertenecen a
sistemas de toxina-antitoxina como yefM y chpR y que anteriormente fueron
considerados como esenciales por Baba et al., no son esenciales en su estudio,
ya que logran ser deletados en conjunto con otros genes que pertenecen a
sistemas toxina-antitoxina, por lo que los clasifican como no esenciales en su

estudio.

Otro estudio que emplea RNAs antisentido para inhibir la expresién de los genes
logra identificar 152 genes esenciales (Meng et al., 2012), el ndamero
significativamente menor que los estudios anteriores puede deberse a que con
esta estrategia de andlisis aun puede haber expresion de los genes inhibidos
cuando es comparado con las estrategias de mutagénesis. En un analisis por
saturacion con transposones en E. coli K-12 cepa BW25113, se determinaron 358
genes como esenciales (Goodall et al., 2018), de los cuales 248 se comparten con
los genes esenciales propuestos por Baba et al., en este estudio se obtuvieron
ademas 47 genes esenciales propios de este estudio (Figura 1). Como puede
observase, de los conjuntos de genes esenciales propuestos en los diferentes

trabajos con diferentes enfoques, s6lo se comparten 164 genes.
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Figura 2 | Genes esenciales propuestos en E. coli con diferentes estrategias

y en
diferentes estudios. Tomada de Martinez-Carranza et al., 2018.

[.LLVIl. Andlisis de los genes esenciales en P. aeruginosa

P. aeruginosa es una gammaproteobacteria ampliamente distribuida en una gran
variedad de condiciones ambientales debido a que metabdlicamente es muy
versatil y facilmente adaptable. En plantas, animales y humanos es también
considerada una bacteria patdbgena y es capaz de causar infecciones
devastadoras de los pulmones en pacientes con fibrosis quistica y diversos tipos
de infecciones en humanos inmunocomprometidos, asi como en personas con

gquemaduras (Lister et al., 2009; Moradali et al., 2017; Wiens et al., 2014).

A partir de la obtencién y publicacion del primer genoma de P. aeruginosa (Stover

et al., 2000) se han realizado una gran variedad de trabajos aportando informacion
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muy valiosa para la comprension del genoma y de sus caracteristicas (Klockgether
et al., 2011; Mosquera-Rendon et al., 2016; Rouli et al., 2015; Valot et al., 2015).
Ahora se tiene una gran coleccion de cepas secuenciadas y esta informacion esta

disponible en las bases de datos (www.pseudomonas.com). La gran cantidad de

informacion gendmica ha llevado a realizar analisis de gendmica comparativa para
tratar de establecer el conjunto de genes comunes a todos los genomas
disponibles, asi como describir los genes esenciales (Luo et al., 2015). Varios
trabajos que se han enfocado en determinar los genes esenciales de P.
aeruginosa a través de diferentes enfoques experimentales y con diferentes
condiciones metabdlicas han concluido que los genes esenciales son muy
variables entre las dos cepas mejor estudiadas de esta especie, la cepa PAOl Yy la
cepa PA14 (Jacobs et al., 2003; Lee et al., 2015; Liberati et al., 2006; Rusmini et
al., 2014; Skurnik et al., 2013; Turner et al., 2015). El primer genoma de P.
aeruginosa disponible fue el de la cepa PAOL, asi también el primer analisis de los
genes esenciales de esta especie fue realizado en el genoma de esta cepa, donde
se estim6 un conjunto de entre 300 y 400 genes esenciales basandose en el
analisis de mutagénesis por insercion de transposones a lo largo del cromosoma,
en las condiciones de cultivo establecidas (medio rico y 37°C). En este estudio no
se recuperaron inserciones de transposones en un total de 678 marcos de lectura,
sin embargo en este estudio no tuvo una alta saturacién y se cree que algunos
genes pudieron no haber sido mutagenizados (Jacobs et al., 2003). En un estudio
posterior de mutagénesis por transposones no redundante en la cepa PAl4 se
consideré un conjunto de 335 genes esenciales en medio rico (Liberati et al.,
2006). Posteriormente se analiz6 nuevamente la posibilidad de obtener los genes
esenciales de la cepa PA14, cambiando las condiciones de cultivo; en esta
ocasion se propusieron 636 genes esenciales en ambientes sistémicos y de la
mucosa en un modelo de infeccién tanto in vivo como in vitro. De este conjunto de
636 genes esenciales, se reportd a 210 genes esenciales como ausentes en el
genoma de la cepa PAO1, este reporte respaldaba la alta variabilidad de los genes

esenciales entre miembros de una misma especie bacteriana (Skurnik et al.,
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2013). Un estudio adicional en la cepa PAOL realizado con mutagénesis por
transposones en un medio que emula las condiciones de infeccion en pulmén de
pacientes con fibrosis quistica, identifico a 336 genes como esenciales en esta
cepa y en estas condiciones de cultivo ademas analizé los genes esenciales en
las mismas condiciones de cultivo en la cepa PA14 y reportdé que 434 genes son
esenciales, 20 de estos 434 genes fueron reportados sin ortélogo en la cepa
PAOL. Esto lo que apoya también la alta variabilidad de los genes esenciales
entre cepas de la misma especie, sin embargo, en esta ocasion en menor
proporcién al total de genes esenciales reportados (Turner et al., 2015). Los
trabajos antes mencionados han identificado genes esenciales en una condicion
de cultivo especifica, sin embargo un estudio que utiliza mutagénesis por
transposones en la cepa PAOL1 utilizdé un total de 6 condiciones de cultivo para
determinar cuales son los genes esenciales especificos de cada condicion de
cultivo y los genes esenciales generales a todas las condiciones de cultivo
probadas, utilizando medios minimos, medios ricos y medios de cultivo que
emulan las condiciones de infeccion en pulmon (esputo de paciente con fibrosis
quistica); ellos reportaron 352 genes esenciales generales y 199 genes esenciales
especificos de las condiciones de cultivo (Lee et al., 2015).

En el caso de P. aeruginosa es dificil explicar la variabilidad de los genes
esenciales debido al grado de conservacion de los genomas que presentan entre
las cepas que han sido secuenciadas (Klockgether et al., 2011; Valot et al., 2015).
Sin embargo, de manera general se ha reportado que la variabilidad de los genes
esenciales puede estar dada por el fendbmeno de DGNO que se ha mencionado
anteriormente (Acevedo-Rocha et al.,, 2013; Juhas et al., 2014; Koonin et al.,
1997). Sin embargo también se ha propuesto que la variabilidad observada puede
deberse a errores de secuenciacion y de anotacion de los genomas (Charlebois
and Doolittle, 2004; Juhas et al., 2014).
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Figura 3| Linea de tiempo que representa los analisis sobre genes esenciales en P. aeruginosa,
cepas PAOl y PA14.

Il.- JUSTIFICACION

Se ha reportado una alta variabilidad de los genes esenciales entre cepas de una
misma especie bacteriana o la ausencia de genes esenciales (desplazamiento de
genes no ortélogos, DGNO). Se han documentado varios casos de genomas como
el de Azotobacter vinelandii donde los genes que definen a la especie tienen

origenes polifiléticos.

Por esta razon nos propusimos analizar los genes esenciales de Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, dos especies bacterianas que cuentan con varios
analisis de sus genes esenciales con la finalidad de encontrar ejemplos de «non-

orthologous gene displacement» y estudiar su variabilidad.
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Adicionalmente comparamos el repertorio de genes esenciales de P. aeruginosa
con el de Azotobacter vinelandii para sustentar la hipétesis de que A. vinelandii

tiene un genoma con un esqueleto que comparte con Pseudomonas.

.- HIPOTESIS

* En el genoma de Escherichia coli hay genes esenciales para su biologia
que no fueron heredados por ancestria clasica y se podrian encontrar
ejemplos de desplazamiento de genes no ortélogos (non-orthologous gene

displacement).

* Los genes esenciales de Pseudomonas aeruginosa no son tan variables

como ha sido reportado.

* Azotobacter vinelandii tiene un esqueleto genémico que comparte con P.
aeruginosa, al que se han adicionado genes por THG y son fundamentales

para su biologia.

V.- OBJETIVOS

IV.l.- OBJETIVO GENERAL
Estudiar la variabilidad de los genes esenciales en bacterias haciendo énfasis en

E. coliy P. aeruginosa.
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IV.1l.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la variabilidad de los genes esenciales (Baba y col., 2006) de E.

coli para buscar ausencia de estos en genomas de distintas cepas.

2. Buscar los genes que realizan la misma funcién esencial con secuencia

distinta (DGNO) y evaluar la esencialidad de los genes ausentes.

3. Analizar la variabilidad de los genes esenciales de P. aeruginosa PAOLl y
PA14.

4. Identificar los genes esenciales de P. aruginosa en A. vinelandii para

evaluar su conservacion en ambos genomas.

V.- MATERIALES Y METODOS

V.l.- Estrategia de busqueda de los genes esenciales de E. coli K-12 en otros

63 genomas de cepas de E. coli

Los genes esenciales propuestos por Baba et al., fueron utilizados para obtener
secuencias de proteinas del genoma de E. coli K-12 y fueron utilizadas como
secuencias a buscar, de esta manera, realizando alineamientos locales contra los
genomas completos de cada una de las 63 cepas de E. coli utilizadas en este
estudio. Estos 63 genomas son los que presentan una mejor calidad de secuencia
de los genes presentes en la base de datos de NCBI. Los alineamientos locales

fueron realizados con TBLASTN (Altschul et al., 1997) con un valor de corte (e-
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value) de le-5. Las secuencias encontradas en los genomas se consideraron
homologas si tenian al menos un 70% de la longitud de la secuencia problemay al
menos un 30% de identidad de aminoacidos. El perfil de abundancia de genes en
los 63 genomas fue graficado en paquete estadistico R con la funcién heatmap.2

del paquete ggplots.

El andlisis detallado de los genes que parecian ausentes en al menos un genoma
de las cepas de E. coli fue realizado buscando en los locus correspondiente al
genoma de referencia, en este caso la cepa K-12, se analizé entonces
detalladamente si los genes estaban presentes o no en los genomas, todos los
datos fueron obtenidos de las bases de datos del NCBI. Los genes esenciales
ausentes en s6lo un genoma fueron buscados sinténicamente en los genomas de
E. coli utilizando el programa Artemis (Carver et al., 2012) y confirmado con
MAUVE (Darling et al., 2004). Algunos de los genes que parecian ausentes luego
del andlisis con alineamientos locales y presentes al realizar la busqueda
mediante analisis sinténico, fueron amplificados mediante PCR (cuando
contabamos con la cepa de la que analizdbamos el genoma, como es el caso de
las cepas HS y CFT073), purificados y secuenciados, las secuencias resultantes
fueron comparadas con BLASTN con E. coli K-12 y CFT073 como genomas de
referencia. Las cepas y numeros de acceso de cada genoma de E. coli utilizado en

el andlisis se encuentra en la Tabla 2

Tabla 2 | Cepas y niUmeros de acceso de los 63 genomas de E. coli utilizados en la basqueda de

los 303 genes esenciales propuestos por Baba et al., 2006.

Cepa Numero de acceso
Escherichia_coli_042_uid161985 NC_017626, NC_017627
Escherichia_coli_536_uid58531 NC_008253

Escherichia_coli_55989 uid59383 NC_011748

Escherichia_coli_ ABU_83972_uid161975 NC_017629, NC_017631
Escherichia_coli APEC_0O1_uid58623 NC_008563, NC_009837, NC_009838
Escherichia_coli_ APEC_O78_uid187277 NC_020163

Escherichia_coli_ ATCC_8739 _uid58783 NC_010468
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Escherichia_coli_BL21_DE3 uid161947
Escherichia_coli_BL21_DE3__uid161949

Escherichia_coli__BL21_Gold_DE3 pLysS_AG__uid59245

Escherichia_coli_ B_REL606_uid58803
Escherichia_coli_ BW2952_uid59391
Escherichia_coli_ CFT073_uid57915
Escherichia_coli__clone_D_i14 uid162049
Escherichia_coli__clone_D_i2_ uid162047
Escherichia_coli_DH1_uid161951
Escherichia_coli_DH1_uid162051
Escherichia_coli_E24377A_uid58395

Escherichia_coli_ED1a_uid59379
Escherichia_coli ETEC_H10407_uid161993

Escherichia_coli_HS_uid58393
Escherichia_coli_IAl1_uid59377
Escherichia_coli_IAI39_uid59381
Escherichia_coli_IHE3034_uid162007
Escherichia_coli_JJ1886_uid226103
Escherichia_coli_K_12_substr__DH10B_uid58979

Escherichia_coli_K_12_substr__MDS42_uid193705
Escherichia_coli_K_12_substr__MG1655_uid57779
Escherichia_coli_K_12_substr__W3110_uid161931
Escherichia_coli_ KO11FL_uid162099
Escherichia_coli_ KO11FL_uid52593
Escherichia_coli_LF82_uid161965
Escherichia_coli_LY180 uid219461
Escherichia_coli_NA114 uid162139
Escherichia_coli_0103 _H2_12009 uid41013
Escherichia_coli_0104_H4_ 2009EL_2050_uid175905

Escherichia_coli_0104 H4 2009EL_2071 uid176128
Escherichia_coli_0104_H4_2011C_3493 uid176127

Escherichia_coli_0111 H_ 11128 uid41023

Escherichia_coli_0127_H6_E2348 69 _uid59343
Escherichia_coli_0157_H7_EC4115 uid59091
Escherichia_coli_0157_H7_EDL933 uid57831
Escherichia_coli_0157_H7_TwW14359_uid59235
Escherichia_coli_0157_H7_uid57781
Escherichia_coli_026_H11 11368 uid41021

Escherichia_coli_0O55_H7_CB9615_uid46655
Escherichia_coli_O55 H7_RM12579 uid162153

Escherichia_coli_O7_K1_CE10_uid162115

Escherichia_coli_083_H1_NRG_857C_uid161987
Escherichia_coli_P12b_uid162061
Escherichia_coli_ PMV_1 uid219679

NC_012971
NC_012892
NC_012947
NC_012967
NC_012759
NC_004431
NC_017652
NC_017651
NC_017625
NC_017638

NC_009786,
NC_009801
NC_011745,
NC_009791
NC_017633, NC_017721,
NC_017723, NC_017724
NC_009800

NC_011741
NC_011750
NC_017628
NC_022648, NC_022650, NC_022661

NC_010473, NC 022649, NC_022651,
NC_022662
NC_020518

NC_000913
NC_007779

NC_017660, NC_017661
NC_016902, NC_016903, NC_016904

NC_009788,  NC_009790,

NC_009787,  NC_009789,

NC_017722,

NC_011993
NC_022364

NC_017644

NC_013353, NC_013354

NC_018650, NC 018651, NC_018652,
NC_018654

NC_018661, NC_018662, NC_018663
NC_018658, NC_ 018659, NC_018660,
NC_018666

NC_013364, NC_013366, NC_013368,

NC_013365, NC_013367, NC_013370
NC_011601, NC_011602, NC_011603

NC_011350, NC_011351, NC_011353
NC_002655, NC_007414
NC_013008, NC_013010
NC_002127, NC_002128, NC_002695

NC 013361, NC_013362, NC_013363,
NC_013369, NC_014543

NC_013941, NC_013942

NC_017653, NC_017655, NC_017657,
NC_017654, NC_017656, NC_017658
NC_017646, NC 017647, NC_017648,

NC_017649, NC_017650
NC_017634, NC_017659

NC_017663
NC_022370, NC_022371




Escherichia_coli_S88_uid62979 NC_011742, NC_011747

Escherichia_coli_SE11_uid59425 NC_ 011407, NC_011411, NC_011415,
NC_011419, NC_011408, NC_011413,
NC_011416

Escherichia_coli_SE15_uid161939 NC_013654, NC_013655

Escherichia_coli_SMS_3_5_uid58919 NC_010485, NC_010486, NC_010487,
NC_010488, NC_010498
Escherichia_coli_UM146_uid162043 NC_017630, NC_017632

Escherichia_coli_UMNO026_uid62981 NC_011739, NC_011749, NC_011751

Escherichia_coli_UMNK88_uid161991 NC_017639, NC_017641, NC_017643,
NC_017640, NC_017642, NC_017645

Escherichia_coli_UTI89_uid58541
Escherichia_coli_W_uid162011
Escherichia_coli_W_uid162101
Escherichia_coli_Xuzhou21_uid163995

NC_007941, NC_007946

NC_017635, NC_017636, NC_017637
NC_017662, NC_017664, NC_017665
NC_017903, NC_017906, NC_017907

V.II.- Material biolégico y medios de cultivo

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo son: la cepa de Escherichia coli
derivada de la cepa K-12, BW25113 (lacl® rmBrys AlacZwie hsdR514
AaraBADan33 ArhaBAD, p7g) (Datsenko and Wanner, 2000), CFT073 (aislado
silvestre, UPEC) (Welch et al., 2002) y HS (aislado comensal silvestre) (Rasko et
al., 2008). Las cepas fueron generalmente crecidas a 30° o a 37°C, sobre medio
sélido o liquido Luria Bertani (LB) con agitacion a 225 rpm, cuando se requeria se
suplementaron con los siguientes antibidticos: apramicina (Apra) a una
concentracion de 60 pg/ml, cloranfenicol (Cm) a una concentracién de 25 ug/ml,

tetraciclina (Tc) a una concentracion de 15 pg/mil.
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V.1Il.- Técnicas de manipulacién de DNA

El DNA cromosomal se extrajo con el paquete de reactivos de DNeasy Blood &
Tissue (QIAGEN). Las enzimas de restriccion y ligacion de DNA se obtuvieron de
New England Biolabs. Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se
realizaron con la enzima DNA polimerasa de alta fidelidad Phusion Hot Start Il
(Thermo SCIENTIFIC). Los productos de PCR vy los fragmentos de DNA de geles
de agarosa se purificaron con el PCR purification kit (Jena Bioscience). Los
plasmidos se trabajaron en las cepas BW25113 y CFT073 y se extrajeron
utiizando el paquete de Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep. La sintesis de
oligonucledtidos y secuenciacion de DNA se llevo a cabo en la unidad de sintesis
y secuenciacion de DNA (USSDNA) del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Tabla 3 | Oligonucledtidos utilizados en este trabajo

Nombre Secuencia5™- 3

bcsADEFw GAGTATCCTGACCCGGTGGTTGCTTATCCCGCCGGTCAAGGTTAGCTCCTTCGGTCCTC

bcsAD ERvV CATTGTTGAGCCAAAGCCTGATCCGATGGTTGTGCCGTTTGCTTCCTCGCTCACTGACTC

bcs BDEFw GAAAAGAAAACTATTCTGGATTTGTGCAGTGGCTATGGGTATTCCGGGGATCCGTCGAC

bcs BDERvV CTCGTTATCCGGGTTAAGACGACGACGACTAATAATTCGCTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

bcs BDEKFw GGCACAACCATCGGATCAGGCTTTGGCTCAACAATGATGATAACGCGATGTATTCCGGGGATCCGTCGAC
bc SsBDEKRvV ATTCCACTACGCAACACATTCATCTTCAATTACTCGTTATCCGGGTTAAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
bCSHSFW AAAGAACTGGAGATGGGCCG

bcsHSR\/ CGCAATGAGGAAGATTGCCG

bcsAclFw GGAATTCCCTGGCGGCTGAAGAAATACTG
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bcsAclRv GCTCTAGAGAGCCACTGCACAAATCCAG

bcsBcelFw GGAATTCCGTATCGTTTATTCCGCGCCG
bcsBcelRvY GCTCTAGACATCGTCACGAGTCCACTAC
bcsBcechkFw CTATTCTGGATTTGTGCAGTG
bcsBechkRv GACGACGACGACTAATAATTC

Las letras en negrita en los primeros seis oligonucleétidos (a-f) representan las
secuencias del cebador utilizadas para amplificar por PCR a los casetes de
resistencia a antibioticos en cada caso (a-b, tetraciclina y c-f, apramicina), el resto
de la secuencia es la regién de recombinacion del cebador. Los oligonuclédtidos
g) y h) fueron utilizados para amplificar la region de la delecién del operdn bcs en
la cepa HS y los oligonucleétidos i) a ) fueron utilizados para la clonacion de los
genes bcsA y besB, m) y n) se utilizaron para amplificar el gen bcsB clonado en el
plasmido pUCP20.

V.IV.- Construccién de plasmidos

Los fragmentos de DNA de 2749 pares de bases y 5091 pares de bases
correspondientes a los genes bcsA y bcsAB sin sus correspondientes promotores,
respectivamente, y flanqueados por sitios de restriccion EcoRI y Xbal, fueron
amplificados, digeridos y ligados en el plasmido pUCP20 (West et al., 1996)
previamente digerido con las enzimas correspondientes, resultando en la
construccion de los vectores pUCP20-bcsA o pUCP-bcsAB, con los genes bcsA o
bcsAB bajo el control del promotor lac. Para la expresién de los genes bajo el
control del promotor lac se utilizod el inductor isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) a una concentracion de 0.5 mM. Los plasmidos utilizados en este trabajo

se pueden consultar en el anexo.
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V.V.- Seleccién de cepas mutantes en bcsB y bcsA en E. coli BW25113y
CFTO073

Los oligonucleétidos utilizados para construir las cepas mutantes por delecion,
tienen una region con extension de 39 o 40 nucleotidos en el extremo 5™ idéntica a
la regién 3’0 5°al gen blanco y una regién de 20 nucledtidos en la extension 3" que
se utilizd para amplificar mediante PCR, el cassette de resistencia a los
antibioticos seleccionados. La cepa con la delecion cromosomal AbcsB fue
generada con oligonucleétidos con una extension total de 70 nucleétidos donde la
region 5° tiene una extensién de 50 nucle6tidos homologos al gen bcsB. Como
producto de PCR se tenia el cassette de resistencia al antibidtico flanqueado por
secuencias homologas que promueven la recombinacion especifica con el gen
blanco de la delecién, para asi poder reemplazar el gen con el casete de

resistencia al antibiético (Datsenko and Wanner, 2000).

Para llevar a cabo la delecion de los genes bcsA y bcsB, las cepas BW25113 y
CFT073 que ya llevaban el plasmido plJ790, un derivado del plasmido pKD20
(Gust et al., 2000) con resistencia a Cm y que expresa el sistema de recombinasa
lambda Red, se crecieron en medio liquido en presencia de este antibiético y una
concentracion de 1mM de L-arabinosa a 30°C y hasta alcanzar una densidad
optica (D.O.s00) de 0.5 y luego concentradas por centrifugacion y lavadas tres
veces con agua fria con una concentracion de glicerol al 10%. Los productos de
PCR fueron purificados en geles de agarosa al 1% y suspendidos en buffer de

elucién.

Las células electrocompetentes fueron transformadas con 1 pg de producto
purificado de PCR. Las células electroporadas fueron resuspendidas en 1 ml de
medio LB con una concentracion de L-arabinosa 1 mM, después incubadas 2

horas a 30°C y luego concentradas por centrifugacion y dispersadas en cajas de
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Petri con medio sélido LB para seleccionar las transformantes con resistencia a Tc
0 Apra, segun correspondia, en substitucién del gen seleccionado. Las deleciones
se confirmaron por medio de PCR, utilizando DNA total y esperando productos de
PCR del tamafio del casete de resistencia al antibiotico utilizado en cada caso, en
lugar de productos que representen el tamafio completo del gen a substituir. La
doble delecion de la cepa CFT073 se realizé aplicando en dos veces consecutivas
la misma estrategia, de tal manera que primero se realiz6 la delecion del gen bcsA
y sobre ésta la delecion del gen bcsB. El nimero de mutantes reportadas en este
trabajo es equivalente a la media + desviacion estdndar del numero de colonias

obtenidas en tres experimentos independientes.

V.VI.- Evaluacién de la produccién de celulosa

Las células de E. coli se crecieron toda la noche en medio liquido LB bajo
aireacion a 225 rpm y a 37°C, posteriormente 5 pl de este cultivo fueron
depositados sobre medio sélido LB sin sal (NaCl) y adicionado con los colorantes
Rojo Congo (40 pug/ml) y azul de Coomassie (20 pg/ml) en cajas de Petri y una vez
que las gotas estaban secas, posteriormente fueron incubados a 28°C por 7 dias,

los experimentos individuales se realizaron por triplicado (Serra et al., 2013).

V.VIl.- Analisis de los ortélogos de los genes esenciales de P. aeruginosa en

las cepas PAO1L, PA14y en A. vinelandii
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Los datos que se utilizaron para realizar los analisis de los genes esenciales de P.
aeruginosa fueron obtenidos del NCBI, los proteomas fueron los siguientes:
Pseudomonas aeruginosa PAO1 NC_002516, P. aeruginosa PA14 NC_008463, y
Azotobacter vinelandii DJ CP001157. Los conjuntos de secuencias consultadas en
los proteomas anteriores fueron a) los 210 genes esenciales predichos en P.
aeruginosa PA14, que se reportd que estaban ausentes en el genoma de la cepa
PAOL1 (Skurnik et al., 2013); b) el conjunto de genes esenciales reportados en la
cepa PAO1 y comparados con los de la PA14 para crecer en esputo de pacientes
con fibrosis quistica (Turner et al., 2015); c) el conjunto de 352 genes esenciales
generales de P. aeruginosa PAOL (Lee et al., 2015), estos 352 también fueron
buscados en el genoma de A. vinelandii DJ.

Los conjuntos de genes esenciales en P. aeruginosa PAO1 y PA14 propuestos por
los tres trabajos fueron agrupados, traducidos a proteinas y utilizados para realizar
las busquedas con BLASTP versidén 2.2.26+, utilizando los proteomas completos
de las cepas PAO1, PA14 y/o de A. vinelandii como bases de datos en cada caso,
con un valor de corte (e-value) de le-5. En éste caso se consider6 que una
secuencia era homadloga cuando si tenia al menos un 90% de la longitud de la
secuencia consultada y al menos un 80% de identidad en la secuencia de
aminoacidos (Altschul et al., 1997). La busqueda de cada proteina fue realizada
utilizando la secuencia proteica codificada por cada gen esencial propuesto en el
proteoma de la otra cepa. Es decir, que los genes esenciales propuestos en la
cepa PAOL se buscaron en la cepa PA14 y viceversa.

En cada una de las busquedas, la mejor cobertura y el primer resultado se definio
como candidato homélogo, se analizé la cobertura completa de cada secuencia
para estar seguros de la homologia. El andlisis de los genes esenciales entre las
dos cepas de P. aeruginosa y la busqueda de los 352 genes esenciales generales
de la cepa PAOl1l en A. vinelandii también se complementé con un analisis
sinténico para cada uno de los genes individualmente, utilizando el programa
MAUVE version snapshot _2015-02-13 (http://darlinglab.org/mauve) (Darling et al.,

2004). La comparacion de los genes esenciales reportados en diferentes estudios
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en las cepas PAOLl y PA14 se realiz6 utilizando el paquete upsetR (Figura 11)
(Lex et al., 2014). La clasificacion de los genes esenciales compartidos por los
diferentes estudios se realizé de acuerdo a la clasificacion de COGs (Tatusov et
al., 1997).

VI. RESULTADOS

Con la finalidad de llegar a los objetivos planteados, se utilizaron varios enfoques,

tanto experimentales como bioinformaticos.

VI.l.- Estudio de los genes esenciales de E. coli

VI.I.I.- Busqueda de los ortélogos de los 303 genes esenciales en

los 63 genomas completos

Con el objetivo de encontrar genes esenciales en E. coli K-12 ausentes en
genomas de otras cepas de la misma especie, como un posible primer indicio de
ejemplos del fendbmeno de DGNO se buscaron ortélogos de los 303 genes
esenciales definidos anteriormente (Baba et al., 2006), en los 63 genomas
completos de E. coli de mejor calidad de secuencia y anotacién (mismos que se
tomaron de la base de datos del NCBI), utilizando TBLASTN. Como se esperaba,
la mayoria de los genes esenciales se encuentran presentes en casi todos los
genomas, pero soélo 4 de los genomas (cepas: DH1, W3110, MG1655 y BW2952)
tienen los 303 genes esenciales, resultado sorprendente, pues aunque se
esperaba obtener genes esenciales ausentes en algunos genomas, la cantidad de
genomas que albergan a los 303 genes esenciales es muy bajo. De esta manera,

varios de los genes esenciales parecian estar ausentes en uno o varios genomas,
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como puede observarse en la Figura 4. Con ayuda de la escala de colores, puede
observarse una franja de color gris obscuro que representa a los genes ausentes
en los genomas mostrados en la grafica y algunos puntos aislados, también de
ese color. Se encontraron 11 genes ausentes en mas de uno de los genomas

analizados y ademas otros 11 genes ausentes en solo uno de los genomas, Figura
4.

il

mMTI— 1T — T TITr9
—
3325
EE S
[l

1500
1000
5000

Frequency

=}

0123456
Gene
Copy number

Figura 4 | Representacion esquematica (mapa de colores) de la presencia de los 303 genes
esenciales propuestos por Baba et al., en 63 genomas de diferentes cepas de E. coli. La escala de
colores indica el numero de copias de cada gen en cada genoma. En el panel A se muestra el
grafico completo y en B se observa el acercamiento y el cédigo de colores.
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Se observé también que muchos de los genes presentan mas de una copia en los
cromosomas Yy que la mayoria de los genes esenciales estan en la mayor parte de
los genomas, como puede apreciarse en la Figura 4 y en la Tabla 4, donde se
enlistan los genes esenciales que estan ausentes en uno o0 mas genomas. Puede
apreciarse en la Tabla 4, que los genes que se encuentran ausentes en mas de un
genoma, tienden a ser genes que codifican para proteinas que participan en
sistemas toxina — antitoxina o0 como represores de fagos, mientras que los genes
ausentes en soOlo un genoma codifican proteinas con funciones metabodlicas mas
diversificadas, entre las que destacan algunos como bcsB, que participa en la
biosintesis de celulosa, dxr, que participa en la sintesis de isoprenoides, dnaA,
que codifica para una proteina iniciadora de la replicacién cromosomal, infC, que
participa en la traduccién de proteinas o dnaX, que codifica a una proteina que
forma parte de la DNA polimerasa lll. El andlisis posterior, con mayor detalle,
continué con aquellos genes esenciales que se reportaron ausentes en sélo un
genoma, para de esta manera reducir la posibilidad de que debido a errores en las
secuencias de los genomas es que hayan resultado ausentes, ademas de que los
genes ausentes en un solo genoma son reales candidatos para la busqueda de
ejemplos de DGNO.

Tabla 4 | Genes esenciales definidos por Baba et al., que estan ausentes en el genoma de alguna

0 varias cepas analizadas.

Gen Funcion asignada Numero de cepas

en las que esta

ausente
bcsB Biosintesis de celulosa 1 (HS)
dxR Participa en la sintesis de isoprenoides, catalizando la 1 (CFTO073)
conversion de 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXR) a 2-
metil-D-eritrol-4-fosfato (MEP).
dnaA Proteina iniciadora de la replicacion cromosomal DnaA 1 (CFTO073)
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infC
dnaX

mukB

rplE

serS

plsB

secA

trmD
chpS
maze
yelM
alskK
cohE
racR
waau
mqgsA
yibJ
ydiB
dicA

Factor 3 para el inicio de la traduccién de proteinas

DNA polimerasa Il / Factor de elongacién de DNA Il /
Subunidades tau y gamma de la DNA polimerasa |l
Condensina del cromosoma MukBEF, ATPasa vy
subunidad de union a DNA

Proteina ribosomal E de la subunidad del ribosoma
grande

Serina-tRNA sintetasa

Glicerol-3-fosfato aciltransferasa, cataliza el primer paso
en la sintesis de fosfolipidos

Acopla la hidrélisis de ATP con la secrecién de proteinas
a través de la membrana celular

tRNA metiltransferasa m(1)G37 dependiente de SAM
ChpS antitoxina; toxina ChpB

MazE antitoxina; toxina MazF

YelM antitoxina; toxina YoeB

D-alosa cinasa

Represor del fago e14 tipo Ci

Represor del profago Rac

Biosintesis central de lipopolisacaridos

MgsA antitoxina; toxina MgsR

Putativa proteina perteneciente a la familia RHS

Proteina del profago Qin

Represor transcripcional de dicB, profago Qin

1 (P12B)
1 (P12B)

1 (P12B)

1 (P12B)

1 (P12B)
1 (536)

1 (UM146)

1 (APEC 01)
6
7
15
21

45
50
55
50
24
18
24

La busqueda detallada de los genes esenciales ausentes en un solo genoma en la

primer parte del analisis, analizando las secuencias de los genes en los genomas

aparentemente ausentes y mediante el analisis con Artemis (Carver et al., 2012) y

MAUVE (Darling et al.,, 2004), dio como resultado que la gran mayoria de los

genes esenciales que restaban (Tabla 4) realmente se encontraban presentes en

los genomas y sorprendentemente conservan la longitud completa del gen, asi
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como la sintenia. Como ejemplo, es el caso de los genes secA, infC y dxr (Figuras
5y 6), que a pesar de parecer ausentes cuando se buscan mediante TBLASTN,
en los genomas de las cepas UM146, P12b y CFTO073, respectivamente,
realmente se encuentran los genes completos, sin embargo presentan errores de
secuenciacion, que causan una aparente interrupcion de marco de lectura de

modo que las secuencias de estos genes parecen truncadas.

En el caso del gen dxr de la cepa CFT073, la presencia del gen y la secuencia
fueron corroborados amplificando la regién por PCR y por secuenciacion. La
secuencia del gen dxr presenta errores al introducir bases nucleotidicas que
cambian la fase de lectura y esto origind la incapacidad para encontrarlo con la
primer estrategia de busqueda (Figura 6). Cuando se corrigen los errores de
secuenciacion en la secuencia reportada de dxr en el genoma de la cepa CFT073
(Figura 6), puede observarse gque se recupera la fase de lectura y la secuencia de

la proteina deja de parecer truncada.
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secA E. coli K-12

secM secA mutT

W—C——ﬂ

secA E. coliUM146

IpxC secM secA mutT

mmEa) ) DEEESEEEE)

B infC Escherichia coli K-12
rplT rpml infC thrS

ammm (am (EEEE—

infC Escherichia coli P12b

InfCis truncated
thrs infC rom/ rplT

IS ) )

Figura 5 | Representacién sinténica de los genes secA (A) e infC (B) en las cepas UM146 y P12b,
respectivamente, comparado con la cepa referencia K-12 en cada caso. Los genes seca e infC se
encuentran presentes, parece que errores en la secuencia de los genes originan cambios en las

fases de lectura.

Un ejemplo de los genes ausentes en mas de un genoma, ausente en un total de
21 genomas, es el gen alskK, que participa en la fosforilacién de la alosa hexosa;
presento tres patrones distintos en los 63 genomas analizados: presente en 42
genomas Yy ausente en 21 (Figura 7). En algunos de los genomas estaba ausente
porque dichos genomas tienen una delecion que abarca a todo el operon als,
como ejemplo se tiene a la cepa 042. Sin embargo, en otros genomas el loci al

gue corresponde estar al operén als simplemente se encuentra ocupado por otros
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genes. El operdn als esta ausente también en estos genomas, el genoma de la
cepa O55:H7 CB9615 representa esta situacion (Figura 7). Esta variacion en la
presencia del gene alsK sugiere que en realidad no se trata de un gen esencial

como se habia reportado.

A

dxr Escherichia coli K-12

pyrH frr ispU cdsA rseP

---— ) E—)

dxr Escherichia coli CFT073

tsf C_RS00955 frr C_RS00970 cdsA C_RS00980

--ﬂ— ) E—)

[E; K-12 181  AGTGCGAAACTTCTTAAAACGATGCTACAGCAACAGGGTAGCCGCACCGAAGTCTTAAGT 240

FEEEEEEEREE et ee e e e e et R e
CFTO73 181  AGTGCGAAACTTCTTAAAATGATGCTACAGCAACAGGGGAGCCGCACCGAAGTCTTAAGT 246

K-12 241  GGGCAACAAGCCGCTTGCGATATGGCAGCGCTTGAGGATGTTGATCAGGTGATGGCAGCC 300

COELEEREREEEEr e et ceee e et ee et e
CFTO73 241  GGGCAACAAGCCGCTTGCGATATGGCTGCGCTTGAGGATGTTGATCAGGTGATGGCAGCC 300

K-12 301 AJT-GTFGGCGCTGCTGGGCTGTTACCTACGCTTGCTGCGATCCGCGCGGGTAAAACCAT 359

prrerr e e e e e e e e e et
CFT073 301 ALTIGIIIGGCGCTGCTGGGCTGTTACCTACGCTTGCTGCGATCCGCGCGGGTAAAACCAT 360

K-12 360  TTTGCTGGCCAATAAAGAATCACTGGTTACCTGCGGACGTCTGTTTATGGACGCCGTAAA 419

CEELEEREEEE et e e e e et
CFTO73 361  TTTGCTGGCCAATAAAGAATCACTGGTTACCTGCGGACGTCTGTTTATGGACGCCGTAAA 420

K-12 420  GCAGAGCAAAGCGCAATTGTTACCGGTCGATAGCGAACATARC-GCLATTTTTCAGAGTT 478

CELEEREEEEEEE e e et e et Copterrerirrnrd
CFTO73 421  GCAGAGCAAAGCGCAATTGTTACCGGTCGATAGCGAACATARCNGCTATTTTTCAGAGTT 480

Figura 6 | Representacidn sinténica del gen dxr en la cepa CFT073 en comparacion con la cepa de
referencia K-12 (A) y alineamiento de las secuencias del gen dxr de las cepas CFT073 y cepa K-12

(B), se encierran en rojo los huecos producto de errores de secuenciacion.
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RS25285
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Escherichia coli K-12 substr. MG1655
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Y Delecion de todo el operon als
(S e e Gammmm——" ww) E) E———

mdtO mdtN ytcA yjcS miB  ydP phnP phnO

Escherichia coli 042

Figura 7 | Representacion sinténica de la region del gen alsK en tres cepas representativas de las
tres composiciones observadas en los 63 genomas. La cepa de referencia E. coli K-12 tiene todo el
operén (azul), mientas que en la cepa 042 se observa la delecién completa del operén als y en la
cepa 055:H7 CB9615 se observa que el loci donde deberia estar el operén als esta ocupado por

otros genes, los genes als no se encuentran en este genoma.

De los 11 genes ausentes en so6lo un genoma, resultado de la primer parte del
analisis, 10 realmente parecen estar presentes en sus respectivos genomas, pero
con errores de secuenciacion. La Unica excepcion es el gen bcsB, que con los
andlisis detallados con ARTEMIS y MAUVE se corrobor6 que realmente esta
ausente en el genoma de la cepa HS. La revision detallada de la regiébn genémica
del loci bcs con los programas ARTEMIS y MAUVE, indicaba una aparente
delecién de aproximadamente 12.5 Kb en la cepa HS, lo que ocasiona la ausencia
del gen bcsB y casi todo el operdn (Figura 8). Se puede observar que en la cepa
HS, so6lo se encuentra una pequefia parte del gen bcsG y de bcsC, estando 7

genes totalmente ausentes en esa cepa, incluidos bcsB y becsA.

Para corroborar la delecion que involucra al gen bcsB en la cepa HS, propuesto
como esencial en el estudio realizado por Baba y colaboradores (2006), se
amplific6 por PCR la region del operén bcs con oligonucleétidos especificos y
comunes (bcsHSFw y bcsHSRv, ver secuencias en el anexo) que se encuentran

tanto en el cromosoma de las cepas CFT073 (cepa de referencia, que si tiene los
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genes del operén bcs) y el de la HS, que presenta la delecion. Como se muestra
en la Figura 9, en la cepa HS hay una amplificacibn de sélo 2.1 Kb,
significativamente menor que el producto de PCR en la cepa CFT073 que es de
13.9 Kb y que coincide con lo esperado, por lo tanto se corrobora la delecion del

operon bces en la cepa de E. coli HS.

E. coli CFTO73

bcsE besF o besG rdiD vhjv

K r T U PR R

detA vhik besC besZ besB besA besQ  yhjR ldrD

L use /
Y

besG yhiVv

— — ) ¢ GG —)

dctA vhjk besC

E. coli HS

EcHS_A3737

SELEY SHO3
9ELEV SHII

Figura 8 | Representacion sinténica de la delecién del operén bces (involucrado en la sintesis de
celulosa) en la cepa HS que abarca aproximadamente 12.5 Kb, en comparacion con la cepa de

referencia CFT073, que parece tener el operén completo y funcional.

VI.I.1l.- Evaluacion de la esencialidad del gen bcsB

Con lo enfoques bioinformaticos y experimentales que se utilizaron, observamos
que el gen bcsB es el unico de los 303 genes esenciales que se encuentra
ausente en solo uno de los 63 genomas completos utilizados para en este trabajo.
El gen bcsB en E. coli forma parte del operdn bcs que se encarga de la biosintesis
y traslocacion de celulosa (McNamara et al., 2015) como material de construccion

de biopeliculas. Partiendo de reportes de que bcsB participa en la traslocacion de
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celulosa, seria posible que la esencialidad de este gen sea atribuida a la
necesidad de traslocar la celulosa producida en el interior de la célula (por el
complejo formado por BcsA y otras proteinas) hacia el exterior de la misma y asi
evitar la acumulacién del polimero y la consecuente toxicidad. Nos planteamos
que era muy posible que en la cepa comensal HS el gen bcsB no fuese esencial
ya que no cuenta con este gen ni con los genes del operon bcs que participan en
la sintesis de celulosa debido a la delecion de mas de 12 Kb y por lo tanto no

resulta vital traslocar celulosa que no se esta biosintetizando.

En estudios previos fue reportado que las cepas de E. coli derivadas de la cepa K-
12 no producen celulosa debido a un polimorfismo en una base (SNP) en el gen
bcsQ, al inicio del operdn bcs (Serra et al., 2013), debido a este fendmeno es que
no se puede explicar la esencialidad de bcsB en la cepa BW25113, que fue en la
gue se reportaron los genes esenciales de E. coli (Baba et al., 2006). Para evaluar
la esencialidad de bcsB, se planted evaluar la capacidad de aislar mutantes en
bcsB en una cepa productora de celulosa, la cepa uropatogénica CFT073, con
respecto a la cepa BW25113 que no la produce y analizar la produccién de
celulosa en la cepa HS. Con base en lo anterior, realizamos las deleciones en los
genes bcsA y besB en la cepa uropatogénica CFT073 que no contiene el SNP en
bcsQ (Tabla 5), realizando primero la deleciébn en bcsA y sobre este contexto
genomico, la delecién de bcsB, también se intentd hacer la delecion sencilla de
bcsB en la cepa CFT073, pero como se observa en la Tabla 5, no se obtuvieron
este tipo de mutantes lo que sugiere que la delecién es letal para la célula. Las
deleciones en bcsA o bcsB en la cepa BW25113 son posibles y se obtienen

facilmente debido a que no expresa estos genes (Tabla 5).

Este resultado que concuerda con lo reportado por Serra et al., (2013) pues al no
expresar el operdn bcs, las cepas derivadas de la cepa K-12 no producen celulosa
y por lo tanto bcsB no es esencial en ese contexto gendmico, pues no es

necesario traslocar celulosa.
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Se observd que la cepa CFT073 doble mutante AbcsA AbcsB puede ser
transformada y complementada en trans por un plasmido que contiene a ambos
genes, pero no se tienen transformantes cuando se complementa sélo con el
plasmido que expresa bcsB (Tabla 5). Se obtuvieron 75.3 = 14.6 transformantes /
pHg de plasmido pUCP-bcsA usando la cepa silvestre como receptora, mientras
que sélo 0.66 £ 1.1 transformantes utilizando a la doble mutante con la misma
cantidad de plasmido (pUCP-bcsA), ninguna de estas fue capaz de producir
celulosa, por lo que pensamos que son mutantes espontaneas Amp'. Se
obtuvieron 92 + 17 transformantes / pg cuando se utiliz6 a la doble mutante
CFTO073 AbcsA AbcsB como receptora del plasmido pUCP-bcsAB, estas

transformantes fueron capaces de producir celulosa.

El fenotipo de las cepas puede observarse claramente en la Figura 10, ninguna de
las dos mutantes derivadas de la cepa BW25113 producen celulosa, pero si curli,
que es lo que da la coloracién café a las colonias. Asi pues, la cepa BW25113 con
la delecién del gen bcsA se utilizd para corroborar el fenotipo celulosa™ al no
expresar el gen; la cepa HS no produce ni celulosa ni curli, y los fenotipos de las
cepas CFT073 WT, CFT073 AbcsA AbcsB y CFT073 AbcsA AbcsB + pUCP-bcsAB
son: curli-, celulosa +; curli -, celulosa — y curli-, celulosa +, respectivamente. Con
estos experimentos queda bastante claro que la esencialidad del gen bcsB
depende de la produccion de celulosa en la célula (Martinez-Carranza et al.,
2018b).
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23130 bp
<«— 13.9Kb
9416 bp

6557 bp

4361 bp

2322 bp

2029 bp <«— 2.1Kb

Figura 9 | Identificacion de la deleciébn del oper6n bcs en la cepa HS que abarca
aproximadamente 12.5 Kb, en comparacion con la cepa de referencia CFT073. La region del
operén bcs se amplificé por PCR utilizando los oligonucléotidos bcsHSFw y bcsHSRv. Como
indicaba el andlisis bioinformatico, existe una delecién en la cepa HS (2.1 Kb), mientras que en la
cepa CFTO073 el producto de PCR (13.9 Kb) indica que el operdn bcs estd completo. El marcador

de peso molecular corresponde al fago lambda digerido con la enzima de restriccién Hindlll.

Tabla 5 | Relacion del nimero de candidatas al hacer la delecion de los genes bcsA y besB en las
cepas CFT073 y BW25113 (A) y numero de transconjugantes al transformar con los plasmidos
pUCP-bcsA y pUCP-bcsAB (B) para evaluar la esencialidad de bcsB en las cepas CFT073 y

BW25113. La expresién de los genes se realiza en presencia de IPTG 0.5 mM.

B

Numero de candidatas: , o . )
Numero de transconjugantes:
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A E. coliBW25113 E. coli BW25113 AbcsA B E. coli HS
CUR+, CEL- CUR+, CEL- CUR-, CEL-

C E. coli CFT073

E. coli CFT073 AbcsA AbesB +
pUCPbcsAB CUR-, CEL
r

E. coli CFT073 AbcsA
AbcsB CUR-, CEL-

Figura 10 | Evaluacion de la produccion de celulosa por las cepas BW25113, HS y CFT073. En la
Figura se observa a las cepas BW25113 y la mutante AbcsA (A), la cepa HS (B) y la cepa silvestre
CFTO073 y sus derivadas, la doble mutante CFT073 AbcsA-AbcsB, y la doble mutante
complementada para la produccion de celulosa con el plasmido pUCP-bcsAB (C). Las colonias se
crecieron por 7 dias, sobre medio LB modificado sin NaCl y con colorantes rojo Congo y azul de
Coomassie. Los morfotipos de las colonias concuerdan con la clasificacion de morfotipos en

enterobacterias (Romling, 2005; Steenackers et al., 2012). Los fenotipos estan indicados en cada

colonia. Tomada de (Martinez-Carranza et al., 2018b).
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VI.II.- Estudio de la variabilidad de los genes esenciales en las cepas PAOly
PA14 de P. aeruginosa

Para comprender mejor la variabilidad de los genes esenciales entre las cepas de
P. aeruginosa PAOl y PA14, se analizaron los genes esenciales que son
compartidos por los estudios de mayor relevancia que se mencionaron
anteriormente (Figura 11), se observl que sélo 48 genes son compartidos por los
4 estudios, es decir, que soélo este pequefio grupo de genes son propuestos como
esenciales en los 4 estudios evaluados (Lee et al., 2015; Liberati et al., 2006;
Skurnik et al., 2013; Turner et al., 2015). Se busc6 ademas la categoria funcional a
la que pertenecen estos 48 genes, como puede observarse en la Figura 11, la
mayoria de estos genes participan en la traduccién, estructura ribosomal y
biogénesis, seguido por los genes que participan en estructura y biogénesis de la

pared celular.

#[1] Lipid metabolism

Intersection Size

and cataboli

[K] Transeription

— I .[[ I[

Figura 11 | Representacion de los genes esenciales que se comparten en los 4 estudios

analizados. Se observa que sélo 48 genes esenciales son compartidos por los 4 reportes, también

a7

# [E] Amino acid transport and metabolism
#[M] Call walimembrans/envelope biogenssis
= [J] Translation, ribosamal structure and biogenesis
# [L] Replication, racombination and repair
# [H] Coenzyme transport and metabalism

[C] Energy production and conversion

[G] Carbohydrate transport and metabalism

[Q] Secondary metabolites biosynthesis, transport,

fism
[F] Nucleotide transport and metabolism



se observa el nimero de genes Unicos y los genes que se comparten por dos 0 mas estudios (A).
Categorias funcionales (COGSs) a las que pertenecen los 48 genes esenciales compartidos por los
4 estudios (B).

VI.1I.1.- Analisis de los 210 genes esenciales de P. aeruginosa PA14
reportados como ausentes en el genoma de PAO1

Con la finalidad de analizar la alta variabilidad de los genes esenciales de P.
aeruginosa PA14 reportada, en el sentido de que 210 genes esenciales descritos
en esta cepa se encuentran ausentes en el genoma de la cepa PAO1 (Skurnik et
al., 2013), se realizé una busqueda detallada de todo el conjunto de estos 210
genes por métodos bioinformaticos, como se describe en la seccién de materiales
y métodos. Las secuencias de los genes esenciales fueron traducidas a
secuencias protéicas y buscadas en el proteoma de la cepa PAO1. Se encontrd
qgue de los 210 genes esenciales, sblo 8 genes estan realmente ausentes en el
genoma de la cepa PAOL1 (Tabla 6), lo que representa sélo un 3.8% de los genes,
ademas, estos 8 genes (Tabla 6) podrian en realidad no ser esenciales, ya que
son genes de tamafio muy pequefio (entre 147 y 390 nucleétidos) y es menos
probable obtener inserciones de transposones en estos genes. Ademas, las
funciones para las que codifican estos 8 genes no dejan claro que podrian
codificar para funciones esenciales, de los 8 genes, 4 son proteinas hipotéticas y

la esencialidad de las funciones de los otros 4 es cuestionable (Tabla 6).
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Tabla 6 | Conjunto de genes esenciales reportados en P. aeruginosa PA14 (Skurnik et al., 2013),

ausentes en el genoma de P. aeruginosa PAOL.

Anotacién del gen Funcion

PA14_ 59110 Proteina hipotética
PA14 58980 Proteina hipotética
PA14 58940 Proteina hipotética
PA14 31250 Proteina hipotética
PA14_ 31080 Peptidasa de la familia S26
PA14 15530 uhpA — Regulador de respuesta de sistemas de dos componentes
PA14_15470 merP — Proteina del sistema de resistencia a mercurio
PA14 14310 Probable regulador transcripcional de la familia ArsR
VI.II.Il.- Anélisis de la presencia en la cepa PA14 de los genes

esenciales de P. aeruginosa PAO1 para el crecimiento en esputo de

pacientes con fibrosis quistica

En este trabajo se buscaron los 336 genes esenciales reportados en la cepa
PAQOL1 para su crecimiento en esputo de pacientes con fibrosis quistica (Turner et
al., 2015) en el genoma de la cepa PA14, de los 336 genes, se logré identificar a
12 genes esenciales en la cepa PAOL y ausentes en la cepa PAl14. Estos 12

genes son parte de un grupo que se encuentran en la misma regién genémica de
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la cepa PAOL y que participan en la biosintesis de lipopolisacaridos del antigeno

O (Tabla 7). El lipopolisacarido de ambas cepas es diferente por lo que es de

esperarse que los genes que intervienen en su biosintesis no sean ortélogos. De

nueva cuenta, este analisis se observa baja variabilidad de los genes esenciales

propuestos entre las dos cepas.

Tabla 7 | Genes esenciales en P. aeruginosa PAO1 (Turner et al., 2015), ausentes en el genoma

de P. aeruginosa PA14.

Gen Funcion

wbpL Glicosiltransferasa / participa en la biosintesis de lipopolisacaridos

wbpJ Probable glicosiltransferasa

wbpl UDP-N-acetilglucosamina 2-epimerasa / participa en la biosintesis de
lipopolisacaridos

wbpH Probable glicosiltransferasa / Participa en la biosintesis de antigeno O

wbpG Proteina de biosintesis de lipopolisacaridos

hisF2 Participa en la biosintesis de antigeno O / glicerol-fosfato sintasa

WzX Participa en la biosintesis de antigeno O / translocasa de antégeno O

wzy Participa en la biosintesis de lipopolisacéridos / participa en la biosintesis
de antigeno O

wbpE Transaminasa de &cido UDP-2-acetamido-2-dideoxi-d-ribo-hex-3-ulurénico /
Participa en la biosintesis de antigeno O

wbpD Participa en la biosintesis de lipopolisacaridos / Transaminasa de acido
UDP-2-acetamido-2-dideoxi-d-ribo-hex-3-ulurdnico

wbpB Transaminasa de &cido UDP-2-acetamido-2-dideoxi-d-ribo-hex-3-ulurénico /

Participa en la biosintesis de antigeno O
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wbpA UDP-N-acetil-d-glucosamina 6-Deshidrogenasa / Participa en la biosintesis

de lipopolisacaridos

VLILIIL.- Anélisis de los 352 genes esenciales generales de P.

aeruginosa PAO1l en el genoma de la cepa PA14

Un estudio reciente report6 los genes esenciales generales de P. aeruginosa, para
lo que empled varias condiciones de cultivo (Lee et al., 2015) y propuso 352 genes
esenciales comunes a las condiciones de cultivo empleadas utilizando la técnica
de mutagénesis por transposones saturada. Con el objetivo de evaluar si este
conjunto de 352 genes esenciales generales en la cepa PAO1 representa a los
genes esenciales de P. aeruginosa, evaluamos la conservacion de estos genes en
la cepa PAl14. Se encontrd que solo dos de los 352 genes estan ausentes en la
cepa PA14 (wbpB e imm2), debido a la funcion anotada a estos dos genes, se
podria cuestionar la esencialidad de los mismos en la cepa PA14, ya que wbpB
participa en la biosintesis de antigeno O e imm2 es una proteina de inmunidad a la
piocina S2 (Tabla 8).

Tabla 8 | Genes esenciales generales en el genoma de P. aeruginosa PAO1 propuestos por Lee

(2015), ausentes en el genoma de P. aeruginosa PA14.

Gene name Function
imm2 Proteina de inmunidad a piocina S2 / inmunidad a bacteriocinas
wbpB Transaminasa de acido UDP-2-acetamido-2-dideoxi-d-ribo-hex-3-ulurénico /

Participa en la biosintesis de antigeno O
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VI.II.IV.- Los genes esenciales generales en P. aeruginosa PAO1

estan conservados en A. vinelandii

En este trabajo se evaluo la conservacion de los 352 genes esenciales generales
de P. aeruginosa PAO1 en el genoma de A. vinelandii DJ, para lo que se realizo la
busqueda de los genes por secuencia y sintenia. En la Figura 12 se muestra el
alineamiento de los genomas de P. aeruginosa PAO1 y A. vinelandii DJ, donde se
aprecia la alta cantidad de rearreglos cromosomicos que existen cuando se
comparan ambos genomas, sin embargo, Se conservan muchas regiones
gendmicas en ambos, que se pueden observar en las lineas transversales que

sefalan las regiones homoélogas en ambos genomas.

La presencia de cada gen, encontrada por secuencia, se confirmé con el andlisis
sinténico para cada uno de los genes (Figura 13). En este caso se muestra la
conservacion del gen y de su contexto genémico para el gen dnak. De los 352
genes esenciales generales, encontramos que Unicamente 10 genes no estan
presentes en el genoma de A. vinelandii (Tabla 9). Sin embargo, en dos de ellos la
esencialidad de los genes es cuestionable ya que codifican para funciones que
para A. vinelandii pueden no ser necesarias, es el caso de los genes wbpB y imm2
que participan en la sintesis de lipopolisacéaridos del antigeno O y en la resistencia
a piocinas, respectivamente, y que no pueden ser considerados genes esenciales
generales para P. aeruginosa, ya que, como se muestra en la seccién anterior, no
se conservan en P. aeruginosa PAl14. Adicionalmente, en otros dos genes, que
son nadE y PA0092 se han reportado mutantes por transposones (Jacobs et al.,
2003), por lo que no pueden ser considerados esenciales. Adicionalmente, los
genes PA4674, PA0906 y prtN parecen ser genes esenciales condicionales, ya
que codifican proteinas que participan en sistemas toxina—antitoxina, represores

de fagos y represores de genes de piocinas, respectivamente (Tabla 9). Estos
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genes requieren de la presencia de las toxinas o los fagos para ser esenciales,
mismos que no se encuentran en A. vinelandii, y por lo tanto podrian ser
eliminados de la lista de los genes esenciales ausentes en A. vinelandii, ya que no
podrian ser esenciales en esta especie, quedando sélo 3 genes (PA0442, PA4405
y PA4685, estdn anotados como proteinas hipotéticas) en la lista de los genes
esenciales generales de P. aeruginosa PAO1 que estan ausentes en el genoma

de A. vinelandii.

Azombacter vinelandii DJ
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Figura 12 | Alineamiento de los genomas de P. aeruginosa PAO1l y A. vinelandii DJ con el
programa MAUVE. Se observa una gran cantidad de rearreglos cromosomicos entre ambos

genomas, sin embargo se comparten muchas regiones del cromosoma tienen homologia.

53



T AR N T
\

R
v
=3 TT 1AM 11 I8 ———

/ —
Azotobacter vinelandii Dj DJ; ATCC BAA-1303 | / —
3940000 aasdga_u 3960000 3970000 3950000 3990000 4000000 4010000 4020000 4030000 4048000 4050000 406000 4070000 4080000 a09dgpo 4 0214 S

: N, R s ﬂ
T T |
o0 OO T e

Pseudomonas aeruginasa PAOL

dnak

B

565000 570000 575000 SB0000 585000 580000 505000 500000 605000 610000 5600 528000 625000 §30000 635000 540000 645000 650000 655000 860000 665000

I o et iy 3 |
‘ i " i B Vil

— T — T o Jllllll T TN XX E Tt ‘ =i m == iz VJI"H-— — DJ i ‘ ‘ ‘
: —— - o O o P
:ﬁieo

Azotabacter vinelandii D] DJ; ATCC BAA-1303 — —
000 4710000 4713000 4720000 4725000 4730000 4735000 4740000 4745000 4750000~ | 4753000 4760600

[} "\"" N, h ‘,;,m.
Ll | AT
E| w I Hﬂ"‘ P L1 ‘w""'“.‘""f“‘-“,-"“‘r‘-m Jﬁ

4770000 — 4775000 4780000 4783000 47 47

I
I

Jor—r ) oo i e N s
] | s T | L Y 1 — T 100 COCCWCTT e

Pseudomonas aeruginosa PAOL

secY

Figura 13 | Comparacion sinténica de los loci de los genes esenciales generales propuestos por
Lee (2015) de P. aeruginosa en A. vinelandii. La region del gen dnaE (A) de P. aeruginosa tiene
homologia en el genoma de A. vinelandii, la homologia puede visualizarse por los colores en el

gréfico, de la misma manera el gen secY (B).

Tabla 9 | Genes esenciales generales propuestos por Lee (2015), ausentes en el genoma de A.

vinelandii.

Nombre Funcion

PA0092* Proteina de secrecién del sistema de secrecion tipo 1V / Proteina de union
toxina-antitoxina

nadE* Sintetasa de NAD dependiente de NH; / Participa en la sintesis de NAD
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prtR

PA0906

imm2
PA4674
wbpB
PA4405
PA4685

PA0442

Regulador transcripcional PrtR / Participa en la regulacion negativa de

procesos hiosintéticos de metabolitos secundarios.

Represor de fenotipo de lisis / respuesta celular al dafio en el DNA /

regulacién negativa de la transcripcion.

Proteina de inmunidad a piocina S2 / inmunidad a bacteriocinas
Antitoxina HigA / toxina-antitoxina par tipo Il

Participa en procesos biosintéticos de antigeno O

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

VIl.- DISCUSION

La alta variabilidad de los genes esenciales entre bacterias cercanamente

relacionadas representa un reto a la teoria de la evolucion bacteriana actual (Ish-
Am et al., 2015; Luo et al., 2015; Martinez-Carranza et al., 2018a, 2018b), en la

gue se ha postulado que los genes esenciales se encuentran en el genoma central

y son los genes basicos sobre los que se basa la vida celular, por lo tanto, si los

genes esenciales son variables entre especies o entre cepas de una misma

especie, son genes que no forman parte del genoma central, sino del genoma

accesorio. Sin embargo esta problematica no se reconoce en los trabajos que

estudian los genes esenciales, pero fue la motivacién primordial para llevar a cabo

esta tesis.
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Varios estudios han reportado diferentes conjuntos de genes esenciales en E. coli
y en P. aeruginosa, que se diferencian cualitativamente y cuantitativamente uno
del otro dependiendo del enfoque utilizado para la determinacién de los genes

esenciales.

En E. coli se han utilizado varias estrategias para definir el conjunto de genes
esenciales para el desarrollo de esta especie bacteriana en medio rico. Entre los
trabajos realizados a la fecha destacan algunos por la precision con la que han
definido a los genes esenciales, uno de los trabajos mas importantes es el de
Baba et al., que hace deleciones especificas en cada uno de los marcos de lectura

y evita efectos de polaridad que pueda arrojar resultados falsos positivos.

Como puede observarse en la Figura numero 2, de los estudios mas importantes
realizados hasta el momento, donde se identifican diferentes conjuntos de genes
como esenciales en E. coli, s6lo 164 genes son compartidos por todos los
estudios. Estos 164 genes representan el 3.8% del genoma de E. coli, que consta
de 4218 genes, muy posiblemente estos 164 genes representen gran parte de los
genes esenciales generales en todas las cepas de E. coli, sih embargo ain se
puede observar mucha variacion de los genes esenciales reportados en los
diferentes estudios que puede deberse en gran medida a los enfoques

experimentales y a las condiciones de cultivo utilizadas.

Se ha reportado que los genes esenciales son variables entre especies
bacterianas (Sato and Miyazaki, 2017; Zhaxybayeva et al., 2009) y también entre
cepas de una misma especie (Skurnik et al., 2013; Turner et al.,, 2015). La
variacion de los genes esenciales puede explicarse bajo el fenomeno de DGNO
(Koonin et al., 1997) o por los errores en las secuencias gendmicas y bases de
datos (Charlebois and Doolittle, 2004; Cook and Ussery, 2013), que originan
variacion implicita en los genes esenciales. Ademas, se ha reportado una alta tasa
de THG entre bacterias de la misma o de distinta especie, entre bacterias

cercanas Yy lejanas filogenéticamente, donde se ha observado la transferencia no
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solo de genes accesorios, sino también de genes esenciales. También se han
hecho més evidentes los casos de incongruencias gendmicas en varias especies
bacterianas (Gonzélez-Casanova et al.,, 2014; Sato and Miyazaki, 2017

Zhaxybayeva et al., 2009).

E. coli es considerada un organismo modelo, en cuyo funcionamiento celular y
molecular se basa mucho de nuestro conocimiento (Gopal and Kumar, 2013;
Juhas et al.,, 2011) y ha sido fundamental para el avance de las ciencias
bioldgicas, es por ello que se decidio analizar detalladamente los genes esenciales
de esta especie en los genomas de diferentes cepas. En el trabajo de Baba et al.,
definieron un conjunto de 303 genes esenciales en E. coli K-12, especificamente
la cepa BW25113.

En este trabajo se buscaron los 303 genes esenciales propuestos por Baba et al.,
en los 63 genomas completos de E. coli mejor anotados que estan presentes en la
base de datos NCBI con el objetivo de encontrar casos de DGNO y analizar la
variabilidad de los genes esenciales entre las 63 cepas seleccionadas. El hallazgo
de casos de DGNO en los genomas de E. coli, también apoyaria a el modelo del
banco de semillas (Blath et al., 2016; Gonzalez-Casanova et al., 2014), en el que
se explica que la alta variabilidad genética encontrada en los genomas bacterianos
puede deberse a la generacién de una poza genética originada por organismos
que llevan a cabo procesos de enquistamiento y/o esporulacion, ademas de los

fagos.

De los 303 genes esenciales estudiados en 63 genomas, 11 genes estan ausentes
en varios genomas, otros genes 11 genes estan ausentes en solo 1 de los
genomas, sin embargo, como se observa en la Figura 4 y en la Tabla 4, la mayoria
de los genes ausentes en mas de un genoma codifican para sistemas de toxina-
antitoxina o represores de fagos. Por lo tanto parece que estos genes son
esenciales en la cepa BW25113 debido a que esta cepa posee la correspondiente

toxina y/o los fagos que son contrarrestados con los productos de estos genes, en
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los genomas en que se encuentran ausentes estos genes parecen no estar las
toxinas ni los fagos. Como se mencionaba en los resultados, el gen alsK, que
participa en la fosforilacion de la hexosa alosa estd ausente en 21 de los 63
genomas analizados y es dificil de entender porqué este gen es esencial en la
cepa BW25113. En otros trabajos se ha propuesto a este gen como no esencial
(Goodall et al., 2018) y nuestros resultados concuerdan con esta propuesta. Como
se puede observar en la Tabla 4, la mayor parte de los genes ausentes en varios
de los genomas analizados, parecen ser esenciales en contextos genomicos
especificos (como seria la presencia de un gen que codifica para una toxina o de
un fago lisogénico), ademas por definicion, estos genes forman parte del genoma

accesorio, pues no se encuentran en todos los genomas de E. coli.

Los genes que en primera instancia parecian ausentes en so6lo un genoma, se
seleccionaron y se analizaron detalladamente para corroborar su ausencia y/o
presencia en el genoma especifico, sin embargo en la mayoria de los casos se

trato de errores de secuencia de los genomas en los que parecian estar ausentes.

Unicamente el gen bcsB se demostré estar ausente en el genoma de la cepa HS.
En E. coli, el gen bcsB forma parte del operdn bcs, que contiene a los genes que
codifican a proteinas encargadas de la biosintesis y traslocacion de celulosa. En la
cepa HS el operdn bcs esta casi totalmente ausente debido a una delecion de 12.5
Kb. Debido a que bcsB participa en la biosintesis y traslocacién de la celulosa
(McNamara et al., 2015; Morgan et al., 2013, 2014, 2016; Serra et al., 2013), nos
propusimos la hipotesis de que bcsB es esencial cuando hay produccién de
celulosa, proceso que se lleva a cabo por todo el operdn bcs y es por esta razén
gue en la cepa HS el gen bcsB no es esencial, porque no produce celulosa debido
a la delecion del operdn casi completo. Trabajos al respecto indican que las cepas
derivadas de E. coli K-12 no producen celulosa naturalmente debido a un SNP en
el gen bcsQ que impide la expresion correcta del operon bcs al ocasionar un
cambio de fase de lectura de este gen y a un efecto de polaridad (Serra et al.,
2013).
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La celulosa es el polimero producido naturalmente mas abundante en la
naturaleza y forma el principal componente de la pared celular de plantas
vasculares y algas, aunque también es producido por bacterias (Morgan et al.,
2016; Zimmer, 2019). Sirve como componente de las biopeliculas de muchas
bacterias Gram-negativas (McNamara et al., 2015; Steenackers et al., 2012). En la
literatura hay varios trabajos publicados que tratan de comprender la sintesis de
celulosa en bacterias, y aunque el mecanismo productor de celulosa aun no esta
del todo caracterizado, se tiene cada vez mas informacion acerca de la sintesis de
celulosa en varias especies bacterianas como Rhizobium leguminosarum,
Burkholderia spp., Pseudomonas putida, Dickeya dadan- tii, Erwinia chrysanthemi,
Agrobacterium tumefaciens, Escherichia coli y Salmonella entérica (R6mling and
Galperin, 2015). Sin embargo, la mas eficiente bacteria productora de celulosa es
Gluconacetobacter xylinus (Buldum et al., 2018). La celulosa bacteriana es
altamente apreciada por su grado de pureza (Buldum et al., 2018), que es superior
al de las plantas, por lo que recientemente se ha tratado de producir cellulosa en

bacterias recombinantes (Buldum et al., 2018).

Por esta razon evaluamos la esencialidad del gen bcsB en una cepa que si
sintetiza celulosa, en este caso la cepa CFT073. En este estudio se evalud la
esencialidad de bcsB mediante el aislamientos de mutantes sencillas de 4bcsB, y
de dobles mutantes 4bcsA-4bcsB vy la viabilidad de su complementacién con un
plasmido que expresa solo bcsA. Si nuestra hipoOtesis es correcta no se
obtendrian deleciones sencillas en AbcsB pero si dobles mutantes AbcsA-4bcsB.
Como se esperaba, en la cepa CFT073, la delecidén del gen bcsB es letal (Tabla
5), no asi cuando se hacen deleciones consecutivas, primero se hace la delecion
en el gen bcsA (que participa en la sintesis de celulosa) y luego en el gen bcsB
(4AbcsA-AbcsB). En la cepa BW25113, en la que no se expresan los genes del
operon bcs, las mutaciones en los genes bcsA o bcsB son viables, ya que no
produce celulosa. Como se observa en la seccion de resultados, en la Figura 10,

la cepa CFTO073 produce celulosa, sin embargo la cepa con la doble delecién no la
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produce pero, cuando es transformada con el plasmido pUCP-bcsAB que expresa

los genes bcsA y besB, recupera el fenotipo celulosa®.

La cepa BW25113 no produjo celulosa, como se esperaba, al no expresarse los
genes del operon bcs; la cepa HS tampoco produce celulosa, ya que los genes del
operén bcs estan ausentes (Figura 10). Sugerimos que la incapacidad de aislar
mutantes en el gen bcsB de la cepa BW25113 (Baba et al., 2006) probablemente
ocurri6 porque la cepa que ellos utilizaron si era productora de celulosa por
tratarse de una revertante espontanea en el gene bscQ, aunque pertenece al

linaje productor de celulosa (cepa K-12).

Con este andlisis de la esencialidad de bcsB en E. coli, se aporta evidencia a la
vision de que la definicibn de los genes esenciales solo con el criterio de la
incapacidad de aislar mutantes viables es cuestionable y depende del contexto
genético y de las condiciones de cultivo, ya que la inactivacién de algunos genes
se puede llevar a cabo so6lo en determinados fondos genéticos. Hay muchos
ejemplos de genes esenciales condicionales en bacterias, como los genes que
participan a sistemas toxina-antitoxina o los que proveen inmunidad a agentes

toxicos o a fagos (Martinez-Carranza et al., 2018a; Melnicakova et al., 2015).

En la Figura 14 se muestra una representacion esquematica de nuestra hipotesis
de la esencialidad de bcsB, que es un gen esencial condicional de la produccién
de celulosa, ya que bcsB participa en la translocacion de del polimero y por lo
tanto la delecion del gen bcsB en una cepa capaz de producir celulosa es letal,
pues no es posible translocar la celulosa y ésta se acumula en el interior de la
célula produciendo un efecto toxico. El gen bcsB no es considerado esencial en el
ultimo trabajo sobre los genes esenciales en E. coli K-12 (Goodall et al., 2018),
debido a que el operdn bcs no es expresado en estas cepas, esto es lo esperado.

Recientemente se han desarrollado nuevas estrategias para la identificacion de
genes esenciales condicionales en bacterias, estas técnicas aprovechan la

tecnologia de mutagénesis por insercion de transposones (Mobegi et al., 2017,
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Zhao et al., 2017). Con estas metodologias, se han estudiado los genes
esenciales de muchas especies bacterianas. En nuestro trabajo proponemos que
bcsB es un gen esencial condicional, que depende de la produccion de celulosa
en la célula, aunque habia sido propuesto como un gen esencial (Baba et al.,
2006), con nuestro trabajo se ha concluido que la esencialidad depende del
contexto intrinseco de la célula bacteriana. Sin embargo, no es el Unico caso,
recientemente se han publicado otros trabajos de genes que habian sido
considerados esenciales en otras especies, es el caso del regulador de la
captacion de hierro (Fur) en P. aeruginosa, en la que varios intentos sin éxito para
obtener mutantes aumentaban la creencia de la esencialidad de ese gen en P.
aeruginosa, hasta que recientemente se probé que fur es esencial para el
crecimiento de la bacteria en medio sélido y es necesario para el crecimiento en
colonias (Pasqua et al., 2017). Los genes que participan en sistemas toxina —
antitoxina también son genes esenciales condicionales de la produccion de la

toxina, ya que de otro modo dejan de ser esenciales.
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Figura 14 | Esquema de los componentes del sistema de sintesis funcional de celulosa en E. coli,
cuando se produce celulosa y la célula es capaz de traslocarla (A), modificada de McNamara et al.,
(2015). Sin embargo, cuando BcsB, que participa en la traslocacion de celulosa no es funcional, la

célula no puede traslocar la celulosa y esto produce toxicidad a la célula, lo que es letal.

En P. aeruginosa son también variados los trabajos que han postulado conjuntos
de genes esenciales en varias condiciones de cultivo y con diferentes estrategias
experimentales (Gallagher et al., 2011; Jacobs et al., 2003; Juhas, 2015; Lee et
al., 2015; Rusmini et al., 2014; Skurnik et al., 2013; Turner et al., 2015). En
algunos de estos trabajos se ha reportado que los genes esenciales son muy
variables de la cepa PA14 a la cepa PAOL(Skurnik et al., 2013; Turner et al.,
2015), lo que es muy impresionante debido a la alta conservaciéon de los genomas
entre las cepas. Como se mencionaba anteriormente estos postulados contrastan
con la teoria de evolucibn de los genomas bacterianos, ya que los genes
esenciales formarian parte del genoma accesorio en el caso de la alta variabilidad
en los genes esenciales. Es muy importante entonces encontrar ejemplos
fidedignos de la variabilidad de los genes esenciales en bacterias, asi como se
han reportado casos de THG de genes esenciales y especies bacterianas con
incoherencias gendmicas muy importantes (Gonzalez-Casanova et al., 2014; Sato
and Miyazaki, 2017; Zhaxybayeva et al., 2009).
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En este trabajo se analizo la variabilidad de los genes esenciales reportada en los
trabajos de P. aeruginosa entre las cepas PAO1 y PA14. Se ha reportado que la
cepa de P. aeruginosa PA14 contiene 210 genes esenciales que estan ausentes
en el genoma de la cepa PAOLl (Skurnik et al., 2013), sin embargo, pudimos
observar que de estos 210 genes so6lo 8 genes estan realmente ausentes en el
genoma de la cepa PAOLl. Esto significa que la variabilidad de los genes
esenciales reportada entre estas dos cepas en realidad es mucho menor de lo que
se ha postulado, con nuestro analisis, la variabilidad de los 210 genes esenciales

reportada puede ser descartada.

Es muy probable que se hayan reportado esos 210 genes esenciales como
ausentes en la cepa PAO1 debido al tipo de andlisis bioinformético que realizaron
en ese trabajo, buscando Unicamente por anotacion. Debe resaltarse la falta de
anotacion gran cantidad de estos genes en el genoma de la cepa PAO1, que es
uno de los genomas de mejor calidad de secuenciacion y anotacion,

sobreestimando la variabilidad.

Otro estudio que analizé los genes esenciales en P. aeruginosa PAOL para su
crecimiento en esputo de pacientes con fibrosis quistica (Turner et al., 2015),
reporté un total de 336 genes esenciales en estas condiciones, pero ademas
analizé también los genes esenciales en estas condiciones en la cepa PA14, y
determiné que 434 de 5906 genes son esenciales, y que el crecimiento en medio
MOPS-esputo reveld otros 122 genes esenciales adicionales, reportd6 que 20

genes esenciales de los 434 no tienen ortélogo en la cepa PAOL.

En nuestro trabajo analizamos detalladamente los 336 genes esenciales
propuestos en el trabajo de Turner et al., (2015) para el crecimiento de la cepa
PAOL1 en esputo de pacientes con fibrosis quistica en el genoma de la cepa PA14,
en total se identificaron 12 genes ausentes en esta cepa, aunque como se
comenta en los resultados, estos 12 genes forman parte de un grupo, se

encuentran en la misma regidon gendémica y participan en la sintesis de
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lipopolisacéaridos del antigeno O, lo que podria indicar la nula esencialidad de esos
12 genes en el genoma de la cepa PA14, puesto que esta cepa puede producir los
lipopolisacaridos por medio de otras vias (Whitfield and Trent, 2014). Este
resultado de nueva cuenta muestra la baja variabilidad de los genes esenciales en

P. aeruginosa.

En un estudio que analizé los genes esenciales de P. aeruginosa PAOLl por
insercion saturada de transposones y en un total de 6 condiciones de cultivo (Lee
et al., 2015), se propusieron 352 genes esenciales generales. Este conjunto de
genes esenciales generales podria ser considerado como los genes esenciales de
P. aeruginosa y de esta manera estar conservados en la cepa PA14, pero para
analizar su conservacién, hicimos una busqueda de los 352 en el genoma de la
cepa PA14. Como resultado de nuestro analisis se encontr6 que sélo dos genes
de los 352 propuestos estan ausentes en el genoma de la cepa PAl4: el gen
wbpB y el gen imm2 que participan en la sintesis de lipopolisacaridos del antigeno
O y en la resistencia a piocinas S2. La esencialidad de ambos genes podria
considerarse que es nula en la cepa PAl14, ya que como se discutia
anteriormente, la sintesis de lipopolisacaridos puede realizarse por diversas vias
(Whitfield and Trent, 2014) y si esta cepa no produce la piocina, la resistencia no
es necesaria. Considerando que ambos genes pueden eliminarse del conjunto de
genes esenciales generales debido a que no se conservan en la cepa PAl4, se
puede proponer a estos 350 genes como los genes esenciales de P. aeruginosa.

Varios estudios han postulado que A. vinelandii deberia ser considerada como un
miembro del género Pseudomonas basados en andlisis filogenéticos de RNAr 16S
y también con proteinas conservadas (Ozen and Ussery, 2012; Rediers et al.,
2004). En otros estudios (Setubal et al.,, 2009) se ha propuesto a A. vinelandi
como un grupo externo de Pseudomonas, sin embargo, es muy interesante que
dos especies bacterianas tan distintas fisioldgica y fenotipicamente puedan llegar
a confundirse en estudios filogenéticos. El género Pseudomonas se distingue por

ser una bacteria ubicua y metabdlicamente versatil e incluso con algunas especies
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como P. aeruginosa que son patdgenos de plantas y animales mientras que A.
vinelandii es una bacteria fijjadora de nitrogeno y formadora de quistes.
Recientemente se ha reportado que casi la mitad de los genes de A. vinelandii
codifican proteinas con un grado de homologia superior al 67% con Pseudomonas
gue podria considerarse el esqueleto gendmico que comparte con Pseudomonas y

la otra mitad de los genes tiene origen polifilético.

En este trabajo tratamos de apoyar la hipotesis de que P. aeruginosa y A.
vinelandii comparten un esqueleto gendmico obtenido por herencia vertical de un
ancestro en comun, asi que realizamos la busqueda de los 352 genes esenciales
generales de P. aeruginosa propuestos por Lee et al., (2015) en A. vinelandii. De
los 352 genes esenciales generales, encontramos que s6lo 10 genes estan
ausentes en A. vinelandii, sin embargo, dos genes (nadE y PA0092) han podido
ser mutados por transposones en estudios previos (Jacobs et al., 2003), por lo que
no pueden considerarse esenciales, los productos de otros 5 genes (wbpB, imm?2,
PA4674, PA0906 y prtN) participan en actividades biologicas poco relevantes en
A. vinelandii, como son la sintesis de lipopolisacaridos, inmunidad a piocinas,
antitoxina HigA o represores de genes de fagos o piocinas (Tabla 9). Los tres
genes esenciales generales restantes estan anotados como proteinas hipotéticas

y por lo tanto se desconoce su funcion.

Por lo tanto, con este analisis se apoya la hipétesis de que P. aeruginosa y A.
vinelandii comparten un esqueleto genémico heredado verticalmente y que se
correlaciona con el alto grado de conservacion de genes esenciales y alto grado
de homologia en el casi 50% de los genes de A. vinelandii con Pseudomonas
(Gonzalez-Casanova et al., 2014). Aungue la estructura de los cromosomas de
ambas especies es interdispersa cuando se alinean (Figura 12), comparte muchas
regiones homologas y conserva la sintenia en regiones pequefias, en las que se
encuentran gran parte de los 342 genes esenciales de P. aeruginosa que
comparten. Asi pues, aunque no conserva la estructura sinténicamente a nivel

general en todo el cromosoma, las regiones homoélogas que conserva si tienen
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conservacion de microsintenia en casi todos los ortélogos de los genes esenciales
de Pseudomonas (Figura 13), ya que Unicamente los genes IptE, IptD, dxs, yidC y
PA0728 de los 342 genes compartidos por ambas especies no comparten la

microsintenia.

VIII.- CONCLUSIONES

* No se encontraron casos de “desplazamiento de genes no ortdlogos” en los

genomas de Escherichia coli ni en Pseudomonas aeruginosa.

* bcsB es un gen esencial en el contexto de la sintesis funcional de celulosa

en Escherichia coli.

* Los genes esenciales de P. aeruginosa no son variables como se ha

reportado, estan muy conservados entre las cepas PAOl1 y PA14.

*+ Los genes esenciales de P. aeruginosa estan muy conservados en el

genoma de A. vinelandii.

IX.- ANEXOS

Tabla 10 | Conjunto de 210 genes esenciales reportados por Skurnik et al., 2013, como ausentes

en el genoma de P. aeruginosa PAOL.

Genes esenciales de P. aeruginosa PA14 reportados por Skurnik et al., 2013

PAl4 73420 PAl4 55840 PAl4 38910 PA14 19090 PA14_06090

PA14_73280 PA14_55660 PA14_38395 PA14_18890 PA14_05120
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PA14_73230 PA14_ 55635 PA14 37840 PA14_17710 PA14_04460

PA14 70900 PA14 55631 PA14 36940 PAl14 17180 PA14 02570

PA14_70440 PA14 55460 PA14_36860 PA14_16700 PA14_00800

PA14_68955 PA14 55290 PA14 36660 PA14_16200 PA14_00050

PA14_68210 PA14 54730 PA14_36460 PA14_15880

PA14_68010 PA14_ 54420 PA14_ 35970 PA14_15470

PA14_66910 PA14 53870 PA14 34640 PA14_14975

PA14_66250 PA14 52640 PA14_ 34070 PA14_14460

PA14_66220 PA14_ 51230 PA14_34000 PA14_13730

PA14_65380 PA14_49230 PA14 33160 PA14_12470

PA14_65180 PA14_48980 PA14_32600 PA14_12050

PA14_64000 PA14_48320 PA14 32220 PA14_11430

PA14 63530 PAl4 46160 PAl4 31250 PAl4_10780
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PA14_63360 PA14_45020 PA14_30720 PA14_10270

PA14 62960 PA14 43970 PAl14 28720 PA14 09050

PA14_62800 PA14_43370 PA14 28190 PA14_08990

PA14_62080 PA14_42610 PA14 27210 PA14_08870

PA14_61760 PA14_42530 PA14_26485 PA14_08850

PA14_59110 PA14_42490 PA14 26340 PA14_08790

PA14_58940 PA14_41340 PA14 25490 PA14_08670

PA14_ 57960 PA14_41210 PA14_ 24220 PA14_08580

PA14_57810 PA14_40750 PA14 24050 PA14_07960

PA14_57450 PA14_39925 PA14 20940 PA14_07190

PA14_ 57300 PA14_39260 PA14_19510 PA14_07090




Tabla 11 | Conjunto de 352 genes esenciales generales reportados en P. aeruginosa PAO1 (Lee et
al., 2015).

Genes esenciales generales en P. aeruginosa PAO1 propuestos por Lee et al., 2015

dnaN acnB pyrH rpIw PA4679 rpmH

PAO0006 gins rpsB rplC pssA

glyQ folD PA3685 fusAl pnp

def dnaQ lysS rpsL nusA

hemF PA2605 plS rpoB gimM

PA2607 ffh rpld dapB

thyA serS guaB rplK grpE

coaD ftsk hisS PA4279 omlA

PA0442

metK plT iscU PA4405 rpsk

[e2]
o



fda infC secF ftsZ PA4948

dnaG etfA PA3827 ftsQ parC

gcp PA2953 valS murG waaA

SurA tmk PA3982 murD PA4992

rpe fabG leus murF msbA

PA0655 me holA ftsl PA5006

PA0665 kdsB lipB gmhA waaP

PAO759 PA2986 pbpA rpiM waaC

lepB PA2988 dxs murA hemE

pdxJ PA3088 nusB PA4459 ubiE

lysC accD ribB PA4461 fbp

PAQ0947 gltx ribD mreC PA5221

1]
(%)
o

aspsS rpsA gatC PA5237

\l
o |



tolR gyrA rpoA gatB hemB

tolB fpr rpskK lytB hemC

dapA metG secY ileS rpmB

imm2 ygbP rpmD PA4562 gmk

nrdA kdsA rpIR obg PA5492

pcpS PA3638 rpsH rplu glmu

lig dnakE rplE PA4636 atpD

PA1564 IpxA rpIN murl atpA

sdhD IpxD rpmC hemA atpF

sdhB dxr rpsC ipk atpB

sucB uppS rpsS PA4672 yidC
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Tabla 12 | Conjunto de genes esenciales en P. aeruginosa PAO1 para su desarrollo en medio con

esputo de fibrosis quistica (Turner et al., 2015).

Genes esenciales en P. aeruginosa PAO1 propuestos por Turner et al., 2015

dnaN acnB opr86 secE dnaB

PAO0006 gins cdsA PA4333 purA

glyQ folD frr groEL parC

def dnaQ tsf PA4405 cpdA

hemF PA2024 PA3685 ftsz PA4991

pgsA prfB murC rfaE

PA4998

PA3767 PA5006

PA0404

PA4420

PA4429
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dnaG thrS iscU rpiM ubiE

folB PA2950 secD murA fbp

SuUrA etfB PA3828 PA4459 rmiB

prtR tmk hemL PA4461 rmlA

PA0665 murB Int mreC PA5174

PAQ759 IpxK holA gatA ubiH

era PA2987 rodA coakE rho

PA4019

PA0906

PA4068 PA4636

PA5492

dapA wbpG rpsD PA4668 glmu
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PA1059 wzx rpsM prs atpG

nrdA whbpE rplO PA4679 atpH

pdxB whbpB rplF folK atpB

ZipA rpsA rplE infB rnpA

dnaX gyrA rpsC PA4746

sdhD fpr rplD glmM

PA4767

aroC fabz rplK accC




Tabla 13 | Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Caracteristica Referencia
pUCP20 Vector de clonacion (West et al., 1996)
plJ773 Origen del casete de resistencia a (Gust et al., 2003)

apramicina

plJ790 Recombinasa lambda Red; Cm~ (Gust et al., 2000)

pUCP-bcsAB bcsA y besB clonados en el vector Este trabajo

pUCP20
pUCP-bcsA bcsA clonado en el vector pUCP20 Este trabajo
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X.- PUBLICACIONES

Producto de la presente tesis, se lograron publicar dos articulos, uno en la revista
Frontiers in Microbiology y otro en la revista FEMS Microbiology Letters, un tercer
articulo se encuentra sometido a la revista Microbiology. Los articulos se anexan a

continuacion.
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