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Resumen

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria que pertenece al grupo de las Gram
negativas. Conocida por su rol como patégeno oportunista en el ser humano, esta
bacteria se caracteriza por una amplia distribucidén en la naturaleza y por la extensa
variedad de factores de virulencia que produce, entre los que destaca la piocianina.
La piocianina es un zwitterion con actividad redox, o que permite la formacion de
especies reactivas de oxigeno y consecuentemente la generacién de dafio oxidativo
en otras células, incluyendo células eucariotas. Se ha determinado que la
biosintesis de piocianina en P. aeruginosa se da a través de los operones reiterados
phzA1B1C1D1E1F1G1l (phzAl1l-Gl) y phzA2B2C2D2E2F2G2 (phzA2-G2). Asi
mismo, se ha documentado que los operones phzAl-G1 y phzA2-G2 poseen
regiones reguladoras diferentes, sugiriendo una posible regulacién diferencial
dependiente de estimulos metabdlicos y ambientales. El estudio del aporte de cada
operon en la sintesis de piocianina ha sido reportado previamente utilizando como
modelo de estudio la cepa PAOLl y la cepa PAl14. En la cepa PAO1 ambos operones
aportan de la misma forma en la sintesis de piocianina, manteniendo asi un estado
de homeostasis. Por otro lado, en la cepa PA14, el operén phzA2-G2 es aquel que
aporta mas en la biosintesis de piocianina. Estos datos sugieren que, aunque ambas
cepas poseen los dos operones, la expresion y el aporte de cada uno de ellos es
diferente a pesar de que la identidad en la secuencia nucleotidica entre ellas es
superior al 98%.

En el presente estudio se evalud la aportacion de los operones phzA1-G1 y phzA2-
G2 en la produccion de piocianina en la cepa P. aeruginosa 1D4365, un aislado
ambiental perteneciente al mismo clado de la cepa PA14, pero que presenta una
sobreproducciéon de piocianina. Con el objetivo de determinar la aportacion en la
sintesis de piocianina, se construyeron mutantes sencillas en cada uno de los
operones, tanto phzA1-G1 como phzA2-G2, asi como una doble mutante en ambos
operones y se evalué su capacidad de producir esta fenazina en dos medios

diferentes a dos temperaturas. Los resultados obtenidos indican que las mutantes



sencillas crecidas en medio LB a 37 °C aportan de la misma forma en la sintesis de
piocianina, tal como ha sido reportado en la cepa de referencia PAOL; sin embargo,
la produccion de piocianina a 30 °C se ve aumentada en la mutante en el operdn
phzA1-G1 sugiriendo que hay una mayor expresion del operon phzA2-G2 en estas
condiciones. Por otro lado, el operén phzA1-G1 es el que aporta en mayor medida
cuando esta cepa es crecida en medio PPGAS a una temperatura de 30y 37 °C, lo
cual contrasta con lo reportado en la cepa PAl4 cuya aportacion recae
principalmente en el operon phzA2-G2. Por lo tanto, la aportacion de los operones
phzA1-G1 y phzA2-G2 a la sintesis de piocianina varia segun la cepa y las

condiciones de crecimiento, reflejando asi su gran capacidad adaptativa.



1 Introduccion

1.1 Biologia de Pseudomonas aeruginosa

La implicacion de Pseudomonas aeruginosa en enfermedades del ser humano fue
reconocida por primera vez en 1882 cuando el farmacéutico Carle Gessard logré
aislar este patdogeno de vendajes tefiidos de color azul-verdoso (Gessard 1884).
Actualmente, P. aeruginosa es conocida por ser uno de los miembros mas
importantes del grupo de las gamma-proteobacteria. Su amplia distribucién en
ambientes terrestres, acuaticos e incluso tejidos de plantas y animales (Goldberg.,
2000) ha originado gran diversidad de cepas. A pesar de ser una bacteria tipica de
vida libre se ha reportado que P. aeruginosa infecta levaduras (Hogan & Kotler.,
2002), nematodos (Mahajan et al., 1999), insectos (Jander et al., 2000), plantas
(Rahme et al., 1995) y mamiferos (Hammer et al., 2003). Asimismo, esta bacteria
es conocida por ser un patdégeno oportunista en seres humanos. Su capacidad de
colonizar tejidos externos, como la piel y la cérnea, hasta los tejidos internos del
tracto urinario y el sistema respiratorio (Bodey et al., 1983) ha hecho que esta
bacteria sea una de las principales causas de sepsis en individuos con quemaduras
graves (Rumbaugh et al., 1999), cancer (Bergen & Shelhamer., 1996) y SIDA
(Dropulic et al., 1995). Ademas de causar la pérdida progresiva de la funcién
pulmonar en pacientes con fibrosis quistica (Spliker et al., 2004), P. aeruginosa se
posiciona como la principal causa de infecciones nosocomiales en pacientes
hospitalizados, de las cuales es responsable de la muerte del 80% de ellos
(Richards et al., 1999; Eklof et al., 2019). En México se ha reportado gran cantidad
de casos cuyas infecciones causadas por cepas clinicas y ambientales de P.
aeruginosa ya han provocado multiples decesos y consecuentemente alarmas
sanitarias, esto principalmente dado por la multiresistencia natural a los antibiéticos
y la habilidad de establecerse de forma permanente en el organismo (OMS., 2019;
Venturi et al., 2006).



Existen varios elementos que contribuyen a la patogenicidad de P. aeruginosa. En
primer lugar, como miembro de la familia Pseudomonadaceae, esta bacteria
presenta una amplia versatilidad metabdlica. Por lo cual, posee multiples estrategias
de supervivencia, como la capacidad de usar diferentes compuestos organicos
como fuente de energia y carbono (Palleroni., 1984) o presentar crecimiento en
condiciones aerobicas y anaerébicas (Eschbach et al., 2004). Como resultado de lo
anterior, los requisitos nutricionales son relativamente simples beneficiando asi la
persistencia en instrumentos de uso basico en los hospitales como catéteres,
dispositivos respiratorios, valvulas cardiacas, soluciones antisépticas deébiles e
incluso en agua destilada, (Brewer et al., 1996; Hardalo & Edberg., 1997). Otra
estrategia desarrollada por P. aeruginosa son los multiples mecanismos intrinsecos
de resistencia a los antimicrobianos. Entre ellos destaca la baja permeabilidad de
su membrana extracelular, la capacidad de expresar beta-lactamasas y la presencia
de bombas de eflujo. Estos mecanismos le proveen una resistencia intrinseca a una
variedad considerable de agentes antimicrobianos, la cual puede ampliarse a traves
de mutaciones que deriven en resistencia a nuevos antibiéticos (Livermore., 2001).
Todo lo anterior tiene como consecuencia que el tratamiento contra P. aeruginosa

no sea facil y que derive en el surgimiento de cepas multiresistentes.

Finalmente, P. aeruginosa cuenta con una gran cantidad de factores de virulencia
gue son sintetizados en respuesta a diversos estimulos (Lee et al., 2006;
Balasubramanian et al., 2013; Sun et al., 2016). Algunos, como lectinas y pili tipo IV
asociados a la célula o proteasas (elastasas LasA y LasB), surfactantes
(ramnolipidos) y pigmentos bactericidas (piocianina) secretados al medio
extracelular juegan un papel crucial en defensa contra potenciales competidores,
como hongos y otras bacterias (Drenkard et al., 2003). De esta forma, la accion
acumulativa de los diferentes factores de virulencia es clave detras de la

patogenicidad de esta bacteria (Lee et al., 2006).



1.1.1 Los sistemas sensores de quérum o “Quorum-Sensing”

La mayor parte de la regulacion génica en bacterias esta envuelta en un sistema de
comunicacion célula-célula, dada a través de la sintesis y reconocimiento de
moléculas sefal. El sistema de comunicacién, denominado “Quorum-Sensing” (QS),
permite a la bacteria monitorear su densidad poblacional y responder a la
concentracion extracelular de esa molécula sefal (Bassler, 2002). La concentracion
de la molécula sefal aumenta a la par del aumento de la densidad poblacional
bacteriana. Al alcanzar una concentracion critica, la molécula sefial promueve la
alteracion de la expresion de genes blanco al activar a un regulador de la respuesta.
Asi mismo, la respuesta a la densidad celular provee ventajas adicionales, como el
mejoramiento de la defensa contra microorganismos competidores o al facilitar el
establecimiento en diversos nichos. Se sabe que el sistema QS en bacterias regula
la expresion de genes relacionados con la sintesis de factores de virulencia,
esporulacion, formacion de “biofilm”, “swarming”, “swimming”, biosintesis de

antibidticos y bioluminiscencia (Fuqua et al., 1994; Venturi., 2005).

En bacterias Gram-negativas, la molécula sefial del sistema QS més comun es una
acil-homoserina lactona (AHL). Descrita por primera vez en la bacteria
bioluminiscente Vibrio fischeri, se determind que la produccion de bioluminiscencia
en esta bacteria es regulada por el sistema QS y la molecula sefial AHL (Ruby,
1996). El arquetipo del sistema QS de V. fischeri estd mediado, basicamente, por
dos proteinas pertenecientes a la familia LuxI-LuxR (Fuqua et al., 2001; Whitehead
et al., 2001). Las proteinas tipo Luxl son las enzimas citoplasmaticas responsables
de la sintesis de AHL, que al acumularse de manera intracelular y extracelular en
concentraciones criticas interacciona con proteinas tipo LuxR, el complejo LuxR-
AHL puede unirse a secuencias especificas, conocidas como cajas lux ubicadas en
el promotor de genes regulados por QS, afectando asi la expresion. Entre los
sistemas QS mas estudiados se encuentra el sistema Tral/TraR que controla la
conjugacion de los plasmidos en Agrobacterium tumefaciens, el sistema Carl/CarR
gue regula la produccién de antibiéticos y exoenzimas en Erwiana cartovora y los

sistemas Lasl/LaR, RhlI/RhIR y PgsR/HHQ o PQS que controlan la formacién de



“biofilm” y la produccién de factores de virulencia en P. aeruginosa (Fuqua et al.,
2001; Whitehead et al., 2001; von Bodman et al., 2003; Smith & Iglewski., 2003;
Lazdunski et al., 2004)

1.1.2 Los sistemas QS en P. aeruginosa

Existen tres sistemas QS estructurados de forma jerarquica que convergen en P.
aeruginosa. Los sistemas son capaces de mantener estados de homeostasis y dar
multiples respuestas ante el medio, esto gracias a la regulacion transcripcional de
un estimado de 315 genes (6% del genoma). Denominados Las, Rhly Pgs, los tres
sistemas se encuentran estrechamente conectados y son regulados a través de sus

moléculas sefial (Schuster et al., 2003; Wagner et al., 2003).

El sistema Las, cuyo factor transcripcional LasR interacciona con el autoinductor N-
3-oxo-dodecanoil-homoserina lactona (Ci.), producido por la sintasa Lasl, formando
el complejo LasR/C,. Este complejo promueve la transcripcion de los genes lasB,
lasl, rhIR, rhll, pgsH y pgsR que forman parte de los sistemas Rhly Pgs (Gilbert et
al., 2009; De kievit et al., 2002). Asi mismo, el complejo LasR/Ci;induce la
transcripcion de rsal, un gen integrado en el sistema Las que codifica para el
regulador transcripcional global RsaL (de Kievit et al.,1999). RsaL reprime de forma
directa la transcripciéon de multiples genes, incluido lasl, ejerciendo asi un efecto
homeostéatico en la produccién de la molécula sefal C,,, confiriendo una mejor
respuesta en la expresion de genes regulados por el sistema Las (Rampioni et al.,
2006, 2007; Bertani et al., 2007). Los genes rhIR y rhll, activados por el complejo
LasR/C.., codifican para el factor transcripcional RhIR y la sintasa Rhll. La sintasa
Rhll produce el autoinductor N-butanoil-homoserinalactona (C.) el cual, unido a
RhIR forma el complejo RhIR/C. que a su vez activa la transcripcion de genes que
sintetizan factores de virulencia como: rhIAB (ramnolipidos), lecA (lectina), hcnABC
(acido cianhidrico), phzM (piocianina), y los operones reiterados phzA1-G1y phzA2-
G2 (sintesis de fenazinas) (Medina et al., 2003). Asimismo, el complejo RhIR/C,

sirve como regulador negativo en la transcripcion de pgsR y pgsH e impide la



traduccion de pgsA, genes cruciales para la activacion del sistema Pqgs (Wade et
al., 2005).

El tercer sistema denominado Pseudomonas quinolone signal (Pgs) es mas
complejo que los sistemas Las y RhIR, debido a que multiples enzimas, codificadas
por el operon pgsABCDE, producen mas de 50 alquil-4-quinolonas (AQ), de las
cuales, 2-heptil-4-hidroxiquinolona (HHQ), es convertida en 2-heptil-3-hidroxi-4-
quinolona (PQS) por la mono-oxigenasa PqsH. Ambas moléculas sefial, PQS vy
HHQ, pueden unirse y activar al regulador transcripcional PqsR (también conocido
como MvfR). Los complejos PgqsR/HHQ o PqsR/PQS pueden unirse a la region
promotora del operdn pgsABCDE incrementando su transcripcion y generando un
efecto de autorregulacién positiva que aumenta la produccion de AQs e
incrementando la expresion de pgsE, codificado por el dltimo gen estructural del
operdon pgsABCDE (Heeb et al., 2011; Dulcey et al., 2013). PgsE es una tioesterasa
involucrada en la biosintesis de AQs (Drees & Fetzner, 2015). Esta proteina controla
de manera indirecta la expresidon de multiples factores de virulencia, aun en
ausencia de las AQs. Sin embargo, el mecanismo por el cual PgsE influye sobre los
genes blanco regulados por los sistemas QS sigue siendo desconocido (Garcia-
Reyes et al., 2020; Hazan et al., 2010; Rampioni et al., 2010, 2016). Por lo anterior,
se ha determinado que la integracién de los sistemas QS en circuitos adicionales

permite a la bacteria incrementar el rango de estimulos a los que responde.

Se ha determinado que los sistemas QS en P. aeruginosa poseen una estructura
jerarquica (Fig.1). En medio de crecimiento rico, es generalmente aceptado que el
sistema Las es el primero en activarse, permitiendo la posterior activacion de los
sistemas Rhly Pqgs (Pesci et al., 1997; de Kievit et al,. 2002; Gallagher et al., 2002;
Xiao et al., 2006). Sin embargo, se ha determinado que durante la fase estacionaria
tardia el sistema Rhl puede activarse en ausencia del sistema Las (Dekimpe &
Deziel, 2009). El factor transcripcional RhIR es esencial para la produccion de
factores de virulencia como la elastasa, los ramnolipidos y la piocianina pero tiene

un impacto negativo en el sistema Pgs al reprimir la produccion de la molécula sefial



PQS, a través de la interferencia de la expresion de pgsR y pgsABCDE. Por otro
lado, el sistema Pgs presenta un efecto positivo sobre el sistema Rhl (McKnight et
al., 2000; Wade et al., 2005; Xiao et al., 2006; Brownwer et al., 2014). Al agregar
PQS a los cultivos de P. aeruginosa, se ha observado un incremento en los niveles
de RhIR y C4, mostrando una fuerte correlacion entre estos dos sistemas (McKnight
et al., 2000; Diggle et al., 2003).

Sistema Las

LasR /Lasl/C;,

F-oxg-C1Z-H5L

J

Sistema Rhl

Sistema Pgs
- PgsR / PgsABCDE / HHQ 6 PQS

?-Mpb‘-d-nulmma
& —

2-hewtil-3-hidroxi-4-quinclona

Figura 1. Esquema de la cascada de regulacion de los tres sistemas de QS. En esta vision tradicional
de QS, el sistema Las se propone como el regulador principal ya que ejerce influencia en los otros
dos sistemas. De esta manera el complejo LasR/Ci2 regula a lasl, rhIR, rhll y pgsR ademas de los

genes pertenecientes a su regulén.



1.2 Fenazinas

Las fenazinas han recibido especial atencion dentro del campo de la investigacion
por su amplio rango de propiedades, ya sea como precursores para el desarrollo de
compuestos antitumorales (Pierson & Pierson 2010), o como agentes de control
biolégico (Guo et al., 2017). Desde el punto de vista biotecnoldgico, las fenazinas
constituyen uno de los grupos mas importantes debido a sus caracteristicas
fisicoquimicas tal como sus propiedades oxido-reductoras, pigmentacion, y la
capacidad de cambiar su color dependiendo del pH y el estado redox, por lo cual
las fenazinas y sus derivados han sido empleadas como indicadores colorimétricos.
Recientemente, la explotacion industrial de las fenazinas ha originado derivados
gue sirven como sensores ambientales y/o biosensores en el area de la
nanotecnologia. Por ejemplo, Ryazanova et al., (2007) han reportado un sensor
basado en luminiscencia, desarrollado a partir de un derivado de las fenazinas.
Ademas, Jeykumari & Narayanan (2007) desarrollaron un sensor amperimétrico de
monitoreo para H202. Asi mismo, experimentos realizados en pilas de combustible
microbianas (PCM), que emplean microorganismos para realizar la catalisis de
energia quimica a energia eléctrica, han demostrado que la incorporacién de
piocianina en la PCM resulta en la amplificacion del rango de la transferencia de
electrones, elevando la eficiencia de la transferencia de electrones a los anodos del
electrodo (Rabaey et al., 2005; Pham et al., 2008). Por otro lado, se ha determinado
gque los derivados de las fenazinas presentan actividad antitumoral (Mavrodi et al.,
2006). Las células que respiran activamente, tal como las células tumorales, son
mas vulnerables a la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) asi como
a la interferencia en la respiracién producida por las fenazinas. Debido a que
algunos derivados de las fenazinas interfieren con la actividad de la topoisomerasa
| y Il en células eucariontes, las células que exhiben niveles elevados de ambas
topoisomerasas, como las células cancerosas, son particularmente susceptibles a
interferencias por fenazinas. (Mavrodi et al., 2006; Bilal et al., 2017). No obstante,
la piocianina se ha convertido en una de las fenazinas mas estudiadas debido a su

capacidad como factor de virulencia en infecciones humanas (Lau et al., 2004).



1.2.1 La piocianina

En contraste con otras bacterias patégenas, el genoma de las cepas clinicas y
ambientales de P. aeruginosa se encuentra altamente conservado (Grosso-Becerra
et al., 2014). Se ha determinado que, al igual que las cepas clinicas, los aislados
ambientales son capaces de sintetizar productos virulentos para el ser humano, por
lo cual son catalogados como agentes altamente patdgenos (Pirnay et al., 2009).
De esta forma, la eficiencia en la produccion y secrecion de multiples factores de
virulencia, regulados a nivel transcripcional por el sistema QS, determina la
patogenicidad de esta bacteria (Williams & Camara, 2009). Entre los factores de
virulencia mas estudiados destaca la 5-metilfenazin-1-ona o piocianina, metabolito
secundario que en estado oxidado confiere el pigmento azul-verdoso caracteristico
de las colonias de esta especie. Dicho metabolito pertenece al grupo de las
fenazinas, el cual designa aquellos compuestos heterociclicos nitrogenados con
funciones tan diversas como antibiéticos y/o como agentes intercalantes en el ADN,

lo cual les otorga un alto nivel de importancia fisioldgica (Lau et al., 2004).

Durante su estado reducido, la piocianina puede reaccionar con el oxigeno libre
presente en los pulmones afectando varias funciones celulares. Esto, debido a la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Britigan et al., 1997). Estudios
in vitro han indicado que este mecanismo inhibe la respiracion celular, funcion ciliar,
crecimiento de células epidérmicas y liberacién de prostaciclina (Sorensen et al.,
1987; Kamath et al., 1995). Asimismo, la piocianina tiene la capacidad de interrumpir
la homeostasis de calcio e inducir apoptosis de neutréfilos (Denning et al., 1998).
Todo esto sumado favorece la invasion de tejidos, promueve el establecimiento de

la enfermedad y, por consecuencia, contribuye a la virulencia.

Se ha determinado que la piocianina afecta a pacientes con fibrosis quistica, este
padecimiento surge a partir de la mutacion genética en el regulador de la
conductancia transmembranal (CFTR), cuya funcidén es mediar el transporte del ion
cloro (CI"). La mutacién mas comun en el CFTR (AF508) muestra niveles bajos de

CFTR en la membrana apical de las células epiteliales de pulmén, causando bajos
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niveles de CI" y elevados niveles de absorcion de agua y moco. Esto resulta en la
acumulacién de una gruesa capa de moco en las vias respiratorias de pacientes
con fibrosis quistica, creando un nicho que promueve el crecimiento de
microorganismos. Por lo cual, el principal problema de pacientes con fibrosis
quistica es la pérdida progresiva de la funcién pulmonar, causada por una infeccién
cronica originada y/o agudizada por P. aeruginosa. Aunque los antibiéticos para el
tratamiento contra P. aeruginosa pueden reducir la frecuencia y duracion de las
infecciones agudas, esta bacteria se establece permanentemente por lo que no se
puede erradicar completamente de los pulmones. Todo lo anterior provoca la muerte
prematura del 80% de los pacientes que presentan fibrosis quistica (Goldber & Pier,
2000). Ademas de infectar las vias respiratorias de estos pacientes, P. aeruginosa
es también la primer causa de infecciones nosocomiales, muerte y sepsis en
individuos con sistemas inmunocomprometidos (aquellos con quemaduras, VIH o
en tratamientos de quimioterapias) (Conway et al., 2003). Asi mismo, se ha
determinado que cepas con deficiencia en la produccion de piocianina provocan una
menor respuesta inflamatoria ademas de un menor efecto en la virulencia, por lo

gue no pueden establecer una infeccién pulmonar crénica o aguda (Lau et al., 2014).

Por otra parte, la piocianina puede inhibir el crecimiento de microorganismos
competidores. Por ejemplo, existe una fuerte correlacion entre la produccion de este
metabolito y una baja incidencia de infecciones fungicas. Especificamente se ha
visto que la piocianina suprime el crecimiento de la fase virulenta de Candida
albicans (Cogen et al., 2009). De esta forma, los efectos de las fenazinas en el

hospedero pueden ser positivos y/o negativos simultaneamente.

Ademas, la piocianina funge como molécula sefalizadora al activar directamente el
factor transcripcional SoxR y de este modo controlar la expresion de diversos genes
gue participan en el transporte a través de la membrana y como respuesta al estrés
oxidativo (Dietrich et al., 2006). Bajo condiciones de crecimiento anaerdbico, dado
principalmente en las capas internas de “biofilm”, se propone que la piocianina

podria ser necesaria para reoxidar NADH con el fin de sostener la glicolisis y por lo
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tanto tener una funcion respiratoria en P. aeruginosa (Price-Whelan et al., 2007).
Asi mismo, andlisis transcriptémicos han demostrado que esta fenazina altera la
expresion de 51 genes durante la fase estacionaria de crecimiento (Dietrich et al.,
2006; Li et al., 2011).

Se ha determinado que la actividad redox de la piocianina origina diversos impactos
fisiolégicos, bajo condiciones de crecimiento rico en nutrientes, la piocianina
producida por P. aeruginosa ayuda a mantener la homeostasis de los estados redox,
sobre todo en ausencia de aceptores de electrones alternativos, lo cual permite el
mantenimiento de las células en condiciones anoxigénicas. De igual forma, se ha
determinado que en condiciones de crecimiento carentes de carbono y otros
nutrientes la piocianina se comporta como un agente téxico para la mayor parte de
la poblacion celular (Meirelles et al., 2018). Debido a la toxicidad que presenta la
piocianina, se ha documentado que P. aeruginosa presenta alta actividad de
superéxido dismutasa para protegerse de los efectos nocivos de este metabolito
(Hesset et al., 1992). De igual forma, se ha determinado que estos metabolitos
ejercen un efecto importante en el fenotipo de las mismas bacterias productoras.
Por ejemplo, Hernandez et al., (2004) sugieren que la excrecién de fenazinas
contribuye a la adquisicién de hierro a través de la reduccién de Fe®*, contenido en
minerales, en Fe> mas soluble el cual es tomado por los sideréforos. Asimismo, se
ha determinado que mutantes que no producen piocianina muestran cambios en el
fenotipo de “biofilm”y un decremento en en la colonizaciéon de tejido pulmonar en

modelos murinos (Recinos et al., 2012).

1.2.2 Biosintesis

La biosintesis de piocianina es una ramificacion de la via Shikimato, responsable de
la produccion de compuestos aromaticos en bacterias y plantas. El acido corismico,
uno de los compuestos intermediarios de esta via, sirve como precursor de la
estructura basica de las fenazinas (Calhoun et al. 1972; Longley et al. 1972). Las
reacciones intermediarias para la sintesis de piocianina son iniciadas a partir de la

conversion del &cido corismico en 2-amino-2-desoxiisocorismato (ADOIC) por la
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sintasa PhzE, responsable de la integracién de los &tomos de nitrégeno. A su vez,
esta ADOIC es hidrolizada por la enzima isocorismatasa PhzD originando el 4cido
trans-2,3-dihidro-3-hidroxiantranilico (DHHA) y piruvato. La participacion de la
isomerasa PhzF es crucial para la transformacion de DHHA en &cido 6-amino-5-
oxocyclohex-2-ene-1-carboxilico (AOeC), el cual se une con otra molécula de &cido
AOeC gracias al heterodimero PhzA y PhzB para formar un precursor triciclico que
sufre una descarboxilacion oxidativa generando acido 5,10-dihidrofenazin-1-
carboxilico, posteriormente esta forma reducida sera transformada por PhzG para
la formacion de fenazin-1-carboxilico (PCA) (Menten et al., 2009). Finalmente, la
molécula de PCA sufre un rearreglo por parte de la metil-transferasa PhzM
resultando en 5-metil-PCA hidroxilado el cual es sustrato de PhzS para generar 5-
metilfenazin-1-ona o piocianina (Parsons et al., 2007; Greenhagen et al., 2008)
(Figura 2.).
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U A /U’i oM (77 N NNy 2 \,—:.—" 1’ N Ll’hzs ) [// T/ ‘ /| ~)
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Chorismic acid Phenazine-1-carboxylic acid CHy

CH;
5-methylphenazine-1- ‘ Pyocyanin
carboxylic acid betaine

Figura 2. Biosintesis de piocianina a partir de acido corismico (Modificada a partir de Mavrodi et al.,
2001).

1.2.3 Regulacion de la sintesis de piocianina

En P. aeruginosa PAQL, los genes que codifican para las proteinas involucradas
en la sintesis de PCA se encuentran agrupados en los dos operones reiterados,
phzA1B1C1D1E1F1G1 (phzA1l-G1) y phzA2B2C2D2E2F2G2 (phzA2-G2) los
cuales presentan hasta un 98% de identidad entre ellos. Por otra parte, los genes
phzM y phzS se encuentran flanqueando al operén phzA1-G1 y son esenciales

para la formacién de piocianina (Figura 3) (Mavrodi et al., 2001).
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Figura 3. Genes estructurales de los operones reiterados phzABCDEFG asi como los genes phzH,

phzM y phzS los cuales participan en la sintesis de fenazinas, incluida la piocianina.

Debido al alto grado de identidad nucleotidica entre los operones phzAl-G1 y
phzA2-G2 el andlisis individual de su expresion por técnicas de hibridacion de ADN
no es viable (Shuster et al., 2003; Wagner et al., 2003; Rampioni et al., 2007, 2010).
Al encontrarse localizados en diferentes regiones del cromosoma, ambos operones
presentan regiones promotoras distintas (Mavrodi et al.,, 2001; Whiteley &
Greenberg, 2001; Rampioni et al., 2007; Winsor et al., 2011). El operén phzA1-G1,
gue va de PA4210 a PA4216, se encuentra flanqueado por phzM (PA4209) rio
arriba y por phzS (PA4217) rio abajo, ambos son esenciales en la produccién de
piocianina. El operén phzA2-G2 (de PA1899 a PA1905) se encuentra flanqueado
por gqscR (PA1898) rio arriba, que codifica para el receptor huérfano QscR, y por
PA1906 rio abajo, el cual codifica para una proteina hipotética con funcion
desconocida. Aunque se ha determinado que los genes que flanquean el operén
phzAl-G1, es decir phzM y phzS, son esenciales en la produccién de piocianina y
gue por lo tanto el operdn phzA1-G1 podria estar mas relacionado en la sintesis de
este compuesto, se ha determinado que el operén phzA2-G2 aporta de forma
significativa en la sintesis de piocianina, sobre todo en condiciones de crecimiento

no planctonicas (Recinos et al., 2012; Dietrich et al., 2013).

La informacion disponible acerca de la regulacion del operén phzA1-G1 es mayor a
la que se tiene del operdn phzA2-G2. La caja lux, predicha en la regién promotora
-10 de phzAl (PphzAl), es una region en la que puede unirse tanto LasR como
RhIR (Whiteley & Greenberg, 2001). Por medio de ensayos de cambio de movilidad
electroforética (EMSA) se ha determinado que el represor del sistema QS Rsal,
puede unirse rio abajo de la region promotora -10 de esta caja lux, actuando como
represor de la transcripcion del operén phzA1-G1 (Rampioni et al., 2007). Ademas

de regularlo de manera directa, en la cepa PA1201, Rsal activa la transcripcion de
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CdpR, un represor del operon phzA1-G1, ejerciendo un efecto negativo indirecto

sobre phzA1-G1 al incrementar la produccion de la proteina CdpR (Sun et al., 2017).

El conocimiento acerca de la regulacion del promotor del gen estructural phzA2
(PphzA2) es limitado. Sin embargo, la region intergénica entre gen gscR y el operdn
phzA2-G2 ha sido probada para la unibn de RsalL en diferentes grupos, con
resultados negativos (Rampioni et al., 2007; Sun et al., 2017). No obstante, se ha
determinado que RsalL posee un efecto opuesto en ambos operones, phzA1l-G1y
phzA2-G2, ya que la actividad de PphzAl incrementa en un 298% mientras que
PphzA2 muestra un decremento del 80% en mutantes rsalL. Asimismo, se ha
determinado que la transcripcion del operén phzA2-G2 es inducida por HHQ bajo
condiciones de crecimiento anaerdbicas (Recinos et al., 2012). La identificacion de
los sitios de union ANR/DNR en la region PphzA2 sustenta la nocion del aumento
de la transcripcién del operén phzA2-G2 en condiciones de crecimiento anaerdbico
(Trunk et al., 2010). De igual forma, se ha determinado que la proteina QscR, un
regulador huérfano del sistema QS y que se encuentra rio arriba del gen estructural
phzA2, posee un efecto represor sobre el operon phzA2-G2 (Ledgham et al., 2003;
Lequette et al., 2006). Sin embargo, esta regulacion es de manera indirecta ya que
QscR no se une a la region reguladora de phzA2, y se propone que podria hacerlo
al formar heterodimeros inactivos con LasR y RhIR que impactarian en la expresion

de dicho operon (Chugani et al., 2001).

Ademas de la regulaciéon por los sistemas de QS, se ha demostrado que la
produccion de piocianina varia dependiendo la temperatura. Por ejemplo, en la cepa
PAO1, los niveles de produccién de este compuesto son mayores cuando la bacteria
crece a 37 °C, en comparacion con la produccion dada a 28°C (Huang et al., 2009).
Dicho patron se observa también en la cepa PA14, un aislado clinico altamente
virulento (Wurtzel et al., 2012). Al considerar la naturaleza patdogena de ambas
cepas, se ha propuesto que el incremento en la produccién de este factor de
virulencia es una adaptacion que favorece la supervivencia de P. aeruginosa en

mamiferos, cuya temperatura corporal promedio es cercana a los 37 °C. Asimismo,
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este fendmeno se ha observado en la expresién de genes de virulencia de otras
bacterias patégenas de mamiferos (Konkel & Tilly., 2000). Sin embargo, el patrén
de produccién no es universal para todas las cepas de P. aeruginosa. Estudios con
aislados ambientales han demostrado que el patrén de produccién puede ser
totalmente inverso. Inclusive, se ha observado que la piocianina no es la fenazina
predominante. En la cepa M18, aislada de la rizosfera de melon, la relacion PCA-
piocianina es de 105:1 a 28 °C y de 5:1 a 37 °C. En contraste, en la cepa PAOL, la
piocianina es predominante en relacion 2:1. Ademas, los niveles absolutos de PCA
en la cepa M18 son 9 veces mas altos que en la cepa PAOL, mientras que los
niveles de piocianina en la cepa PAOL son 3.5 veces mas altos que en la cepa M18
(Huang et al., 2009). Se ha determinado que la produccion de piocianina es regulada
principalmente por el sistema Rhl, el cual regula de forma positiva los operones
phzA1-G1 y phzA2-G2. Se ha reportado que este sistema se puede sobreponer al
sistema Las, es decir, el sistema Rhl se puede activar aun en ausencia de la
actividad del sistema Las. Asimismo, el sistema Rhl posee una regulacion negativa
sobre el sistema Pgs, mientras que el sistema Pgs presenta una regulacion positiva
hacia el sistema Rhl lo que sefiala una regulacion cruzada que mantiene un estado
de homeostasis entre estos sistemas beneficiando asi la sintesis de piocianina
(Venturi et al., 2006).

2 Antecedentes

La primera vez que se caracterizé los genes estructurales contenidos en el operén
phzABCDEFG como aquellos que participan en la sintesis de fenazinas (Mavrodi et
al., 1998) y que P. aeruginosa presenta dos copias de este operon, se determind
gue esta podria ser una de las razones por las que se da la alta produccion de
fenazinas (Mavrodi et al., 1998). A pesar de tener una identidad del 98% en su
secuencia nucleotidica y una actividad biosintética homologa, los operones phzAl-
G1y phzA2-G2 poseen una actividad transcripcional diferente y una aportacion a la
biosintesis de piocianina variable, dependiente de la cepa y las condiciones de
crecimiento. El estudio de los operones phzAl1-G1 y phzA2-G2 ante factores

internos, como el lenguaje de comunicacion QS, o externos, como la disponibilidad
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de nutrientes, a conducido a identificar diversos mecanismos de regulacion entre

ambos operones.

En un estudio realizado por Cui et al., (2016) se identificd la regulacion cruzada
entre los operones phzA1-G1 y phzA2-G2. Evidenciado a través del aumento en la
expresion de uno de ellos en ausencia del otro, los operones phzAl1-G1 y phzA2-
G2 poseen un mecanismo de homeostasis que mantiene regulados los niveles de
piocianina en la cepa PAO1 (Cui et al., 2016). Por otra parte, Higgins et al., (2018)
realizaron ensayos en medio rico LB a 37 °C con la cepa clinica PAO1. Su objetivo
fue evaluar la regulacion diferencial de ambos operones. Los resultados de este
estudio demostraron que la actividad de ambos operones requiere la presencia de
elementos del sistema QS, tal como el factor transcripcional RhIR, un regulador
positivo tanto del operon phzA1-G1 como del operon phzA2-G2, asi como de la
presencia de la proteina PqsE, capaz de activar ambos operones en condiciones
aerobicas y anaerobicas. Asimismo, se demostrd que en condiciones de crecimiento
planctonico la actividad transcripcional del oper6n phzA1l-G1 es mas alta que la
actividad detectada en el operén phzA2-G2. Por otra parte, Recinos et al., (2012)
evaluaron diferentes mutantes de la cepa PA14 demostrando que las mutantes
sencillas, AphzA1-G1 y AphzA2-G2, producen menos PCA comparado con la cepa
silvestre PA14. A pesar de que la produccion de PCA es mayor en cepa mutante
AphzA1-G1, el total de PCA sintetizado por ambas mutantes no alcanza los niveles
de PCA dados por la cepa silvestre PA14. Debido a la modificacién de PCA por
otros intermediarios, que no permitian observar de forma precisa la produccion de
piocianina dada por los operones phzAl-G1 y phzA2-G2, se realizd una triple
mutante (AphzHMS). La biosintesis de PCA dada por la triple mutante AphzHMS
fue mayor, en comparacién con la cepa silvestre PA14, esto represento la
produccion total de PCA dada por los operones phzA1-G1 y phzA2-G2. Bajo este
contexto, la cepa mutante AphzA1-G1AphzHMS mostré un ligero decremento en la
sintesis de PCA mientras que la cepa mutante AphzA2-G2AphzHM redujo
drasticamente la produccién de PCA, indicando que el operon phzA2-G2 es

responsable de la mayor parte de PCA producido en medio liquido. A pesar de que
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la produccién de piocianina ha tenido mejor caracterizacion en cultivos liquidos, las
fenazinas han mostrado diversos efectos en el fenotipo de las colonias de P.
aeruginosa originando fenotipos lisos y/o rugosos en “biofilm” (Dietrich et al., 2008).
Recinos et al., (2012) compararon el desarrollo del fenotipo de las colonias
formadoras de “biofilm” de las cepas que inactivan un solo operén AphzA1-G1,
AphzA2-G2, la doble mutante AphzA1-G1AphzA2-G2 y la cepa silvestre PA14. A
pesar de que la doble mutante AphzA1-G1AphzA2-G2 mostré un fenotipo rugoso,
se determin6 que la presencia del operdn phzA2-G2 es suficiente para mantener el
fenotipo silvestre, mientras que la inactivacion de este mismo operdn da lugar a un
fenotipo hiper-rugoso, aun méas que el fenotipo rugoso mostrado por la doble
mutante. Los “biofilms” formados por las cepas AphzA2-G2 y AphzA1-G1AphzA2-
G2, muestran un incremento en la superficie que cubren en comparaciéon con la
cepa silvestre. Estos resultados sugieren que el operén phzA2-G2, y no el operon
phzA1-G1, es importante para la produccién de fenazinas en las colonias
formadoras de “biofilm”. Los ensayos de estas mutantes, para evaluar la capacidad
de infeccién en modelos murinos, permitieron determinar la importancia del operén
phzA2-G2 en la cepa PA14 cuya colonizacion se vio disminuida en ausencia de este

operon (Recinos et al., 2012).

Los operones redundantes phzA1-G1 y phzA2-G2 también han sido identificados
en el genoma de cepas ambientales de P. aeruginosa. El grupo de Li et al., (2011)
construy6 dos mutantes sencillas que inactivan los operones phzA1-G1y phzA2-G2
en la cepa M18, un aislado de la rizosfera de melon, con el fin de evaluar la actividad
biosintética de fenazinas dada en esta cepa. Los resultados de Li et al., mostraron
gue moléculas precursoras de piocianina como PCA, producidas por el operén
phzA2-G2, son capaces de autorregular su propia expresion y al mismo tiempo
activar la expresion de phzA1-G1 mostrando un patrén de amplificacion, algo similar
a lo reportado por el grupo de Higgins et al., (2018). Sin embargo, la expresion post-
transcripcional de phzA1-G1 es bloqueada a través de regiones especificas que se
encuentran en su secuencia nucleotidica. En contraste, ellos reportan que la

transcripcion del operon phzA2-G2 es poco eficiente pero su traduccion es alta.
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Asimismo, el operon phzA2-G2 es regulado negativamente a nivel post-
transcripcional de manera indirecta por GacA, un regulador global que forma parte
del sistema de doble componente GacS/GacA. Por lo cual, Li et al.,, (2011)
concluyen que las moléculas de PCA producidas en diferentes cantidades, por
phzA1-G1 y phzA2-G2, acttan como un mediador funcional y los dos operones
desarrollan un mecanismo de regulacién especifica que actla a través de una

region en particular para transferir una sola pero compleja sefial en la cepa M18.

En el presente proyecto se trabajé con la cepa P. aeruginosa ID4365, un aislado
ambiental proveniente del Mar de Goa, cuya caracteristica principal es la
sobreproduccion de piocianina con respecto a otros aislados, tanto clinicos como
ambientales. En comparacion a la cepa PAOL, la cantidad de piocianina sintetizada
por la cepa ID4365 llega a ser hasta 37 veces mayor, alcanzando su mayor
produccion cuando la cepa crece a 30 °C, esto contrasta con la cepa PAO1 que
produce una mayor cantidad de piocianina a 37 °C. Este patron de termorregulacion
es similar al reportado en la cepa M18 (Huang et al., 2009; Grosso-Becerra et al.,
2014). De igual forma se ha caracterizado que la cepa ID4365 es incapaz de realizar
‘swimming”y “swarming” (Grosso-Becerra et al., 2014). Similar a la cepa PAOl y
PA14, este ailsado contiene en su genoma dos operones reiterados para la
produccion de piocianina. En un trabajo realizado previamente por Santos-Medellin
(2012), se midio la actividad transcripcional de los operones phzA1-G1 y phzA2-G2
en la cepa ID4365 evidenciando una sobreexpresion de estos operones en
comparacién con la cepa PAO1. Ademas, identificé que la actividad transcripcional
es mayor a 37 °C que a 30 °C, lo que permitié explicar la sobreproduccién de
piocianina pero no el aumento que presenta la sintesis de piocianina a 30 °C. Sin
embargo, el aporte de cada operon a la sobreproduccién de piocianina no ha sido
estudiado. Asimismo, el andlisis de la secuencia de la cepa ID4365 demostr6é que
este aislado pertenece al mismo clado de la cepa PA14, un aislado clinico altamente

patdégeno.
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3 Hipotesis
Debido a que la cepa ID4365 pertenece al clado de la PA14, es posible que el

operon phzA2-G2 tenga un mayor aporte en la sintesis de piocianina en diferentes

temperaturas y medios de cultivo.

4 Objetivos

4.1 General:

Determinar la aportacion de los operones redundantes phzA1-G1y phzA2-G2 en la
sintesis de piocianina de la cepa sobreproductora ID4365 de P. aeruginosa crecidas
a30°Cy 37 °C en medio LB y PPGAS.

4.2 Particulares:

-Obtener mutantes sencillas en los operones phzAl1-G1, phzA2-G2 y una doble
mutante en ambos operones.

-Determinar la produccién de piocianina en las cepas mutantes en medio PPGAS y

LB a 30 °C y 37 °C en comparacién con la cepa silvestre.

5 Material y métodos
5.1 Material biolégico y medios de cultivo.

Las cepas bacterianas usadas en este estudio se detallan en la tabla 1. Todas
fueron crecidas rutinariamente en medio Lysogeny Broth (LB) o Protease Peptone-
Glucose-Ammonium Salts (PPGAS) a 30 o 37 °C con agitacion orbital a 225 rpm en
el caso de medios liquidos e incubada a 37 °C durante 24 horas. Cuando fue
requerido, el medio LB fue suplementado con los siguientes antibiéticos: para E. coli
tetraciclina (Tc) 15 pg ml, estreptomicina (Sm) 30 ug mlt, ampicilina (Ap) 200 pg
ml1; para P. aeruginosa Tc 120 pg mlt,Sm 1000 pg mlty carbenicilina (Cb) 200 ug

ml-1.

20



Cepa Caracteristicas Referencia

Pseudomonas aeruginosa Tipo silvestre: aislado ambiental (Manwar et al.,

ID4365 del Mar de Goa 2004)

P. aeruginosa Mutante con operén phzA1-G1  Este trabajo
IDAphz1::Tc inactivado

P. aeruginosa Mutante con operén phzA2-G2  Este trabajo
IDAphz2::Sm inactivado

P. aeruginosa Mutante con operones phzA1l- Este trabajo
IDAphzs G1y phzA2-G2 inactivados

Escherichia coli DH5« @P80AlacZAM15A[lacZY A- (Hanahan, 1983);

argFJu169 endA recAl hsdR17 Invitrogen
deoR thi-1 supE44; Cepa no

patogena.

Tabla 1. Cepas utilizadas

5.2 Manipulacion de ADN

Todos los plasmidos generados y/o utilizados en este estudio se enlistan en la tabla
2. La manipulacion rutinaria de ADN incluyendo extraccion, restriccion, ligacion,
electroporacioén y electroforesis con gel de agarosa fueron realizados siguiendo los
métodos moleculares estandares en el laboratorio (Sambrook et al., 1987; Fillux &
Ramos, 2014). La extraccion de los plasmidos se realiz6 con el kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System siguiendo las instrucciones del proveedor. Las
reacciones en polimerasa de cadena (PCR) se realizaron con las enzimas ADN
polimerasa GoTaq® Flexi DNA (PROMEGA) y ADN polimerasa de alta fidelidad
Phusion Hot Start Il (Thermo Scientific), se utilizaron enzimas de restriccion New
England BioLabs y para las ligaciones se utilizé la T4 DNA ligase (Promega). Todos

los plasmidos se trabajaron en la cepa E. coli DH5a y se transformaron en P.
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aeruginosa ID4365 por electroporacién (Cadoret, Soscia y Voulhoux, 2014; Fillux &
Ramos, 2014). Todos los oligonucleétidos usados para la amplificacion de ADN por
PCR se encuentran detallados en la tabla 3. La sintesis de oligonucledétidos y la
secuenciacion de ADN usado en las construcciones de los plasmidos fueron
realizados en la Unidad de Sintesis y secuenciacion de ADN (USSDNA) en el

Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Plasmido Caracteristicas EEI LD

pPEX18-Gm Vector para reemplazo de (Hoang et al., 1998)
genes por recombinacién
en P. aeruginosa con

resistencia a Gm

PEXTcZ1R Derivado del pEX18-Gm Este trabajo
que porta un fragmento de
2,602 pb incluyendo una
region parcial 5°-phzAly
3'-phzG1 flanqueando un

casete de resistencia a Tc

PEXSmMZ2R Derivado del pEX18-Gm Este trabajo
gue porta un fragmento de
2,400 pb incluyendo una
region parcial 5°-phzA2 y
3'-phzG2 flanqueando un

casete de resistencia a Sm

Mini-CTX-lux Plasmido que porta el (Becher & Schweizer,
casete de resistencia a 2000)

tetraciclina Tc
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pJET1.2/blunt

Vector de clonacidon con

resistencia a Amp

Thermo Scientific

pJET / phzA1-G1

Vector de clonacion con el
fragmento phzA1-G1

clonado

Este trabajo

pPJET / phzA2-G2

Vector de clonacién con el
fragmento phzA2-G2

clonado

Este trabajo

plJ778

Plasmido que porta el

casete de resistencia a Sm

Tabla 2. Lista de plasmidos

Oligonucleétido

RwphzA1 Hindiii

Secuencia

(Gust et al., 2003)

Sitio de

restriccion

TTAGCGAAGCTTCCTGTTCCAGAGCCTTTTCC Hindlll

phzAl Fw Tcb

GAGGACCGAAGGAGCTAACCGTTCATGCGCCG

23

CCTCCGAG

UpPhzG1Tc GAGTCAGTGAGCGAGGAAGCCTGGAGTCGGT
GGAGTTCTG

DwnPhzG1Tc TTAGCGAAGCTTGTATCTCGCTGCTGCTTTCC Hindlll




FwphzA2 Hindiii

GAACGTAAGCTTCATCGGCCTGCTCAACTGAA  Hindlll

phzA2 FwStm

GTCGACGGATCCCCGGAATATCGCATGGTGCG
AATCTCCG

UpPhzG2Sm GAAGCAGCTCCAGCCTACACTGGAGTCGGTGG
AGTTCTG

DwnPhzG2Sm CTATATAAGCTTGTGCATTTCCACCTGATTCC Hindlll

fwTcR (2923) GGTTAGCTCCTTCGGTCCTC

RVTCR (2424) GCTTCCTCGCTCACTGACTC

ApraFw (9522) TATTCCGGGGATCCGTCGAC

ApraRv (9523) TGTAGGCTGGAGCTGCTTC

DwH3-phzAl-pET CCCAAGCTTAGTGGGAATACCGTCACGTT Hindlll

M13Fw (10702- TGTAAAACGACGGCCAGT

2015)

plac-hind-rev CTT TGA GTA AGC TTATAC CGC Hindlll

(1783-2017)

Tabla 3. Lista de oligonucleotidos
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5.3 Generacion de las mutantes en los operones phzA1-G1y phzA2-
G2

Brevemente, para la mutacion del operon phzA1-G1 se amplificaron por PCR 506
pares de bases (pb) rio arriba de phzA1 y que incluye una parte de phzM (5") y 463
pb rio abajo de phzG1 que incluye parte de phzS (3"). Por otro lado, usando como
templado ADN del plasmido mini-CTX-lux se amplifico 1633 pb correspondientes al
casete de resistencia Tc. Los tres productos se purificaron usando el kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System y se usaron como templado para correr una PCR
de tres piezas cuyo amplificado resultante 5 Tc3" fue purificado, digerido con la
enzima Hindlll y finalmente ligado al vector suicida pEX18Gm, previamente cortado
con Hindlll y defosforilado para su posterior ligacion generando el plasmido
PEXTcZ1R. Para el caso de la doble recombinacién homéloga en el operén phzA2-
G2 con el plasmido pEXSmZ2R se llevé a cabo un proceso similar, amplificando
506 pb rio arriba de phzA2 y un fragmento de gscR (57), 481pb rio abajo de phzG1
y un fragmento de PA1906 (3°) asi como la amplificacion de 1413 pb
correspondientes al casete de resistencia Sm, obtenido a partir del plasmido plJ778.
Los tres fragmentos fueron unidos mediante PCR de tres piezas para obtener el
fragmento 5°Sm3’, purificado y digerido con la enzima Hindlll y defosforilado para
su ligacidn al vector suicida pEX18Gm que también se cort6 con Hindlll para obtener
finalmente el plasmido pPEXSmZ2R. Todas las purificaciones se realizaron con el kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System. Las construcciones pEXTcZ1R vy
PEXSmZ2R fueron mezcladas por separado en tubos con células E. coli
guimiocompetentes (100 pL), las cuales se incubaron 30 minutos en hielo,
posteriormente se dio un choque de calor a 42 °C por dos minutos y se agregé 1 mL
de medio LB liquido para dejarlo incubar 1 hora a 37 °C, finalmente se plateo en
medios LB sélidos suplementados con Tc 15 pg mlt y Sm 30 pg ml?
respectivamente. Finalmente se seleccionaron candidatas, las cuales fueron

verificadas por PCR, patron de restriccion y secuenciacion.

Para la produccion de las mutantes en los operones phzA1-G1y phzA2-G2 se utilizé

el método reportado por Choi & Schweizer (2005) que se basa en la sustitucion del
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gen blanco por doble recombinacién homdloga. La transformacion de P. aeruginosa
ID4365 se realiz6 siguiendo los protocolos reportados por Fillux & Ramos (2014),
en sintesis: a partir de un pre-cultivo de 16 horas de la cepa ID4365 se tomo lo
necesario para ajustar a una densidad optica (D.O.) inicial de 0.05 en medio LB
fresco y se incub6 a 37 °C hasta alcanzar una D.O. final entre 0.5 y 0.6, se tomé
1mL y se centrifugd 1 minuto a 14,000 rpm para obtener el paquete celular, el cual
se lavo dos veces con sacarosa al 10% y se resuspendié en 1mL de sacarosa con
2000 ng de ADN plasmidico y se incub6 en hielo durante 30 minutos previo a la
electroporacion, posteriormente la mezcla se transfiri6 a una cubeta de
electroporacion-BIO-RAD® y se dio un choque eléctrico de 1.8 volts usando el
equipo BIO-RAD® Gene Pulser Electroporation system. Una vez dado el choque
eléctrico la mezcla se transfirié a un tubo con 2 mL de medio Super Optimal Broth
(SOC) y se incubo 3 horas a 37 °C con agitacion orbital de 250 rpm, finalmente se
tomd 175 pL de cultivo y se sembr6 en placas de LB agar adicionadas con Tc120
iug mlt para IDAphz1::Tc, Sm1000 pg mit para IDAphz2::Sm y Tc 120 pug ml?
Sm1000 pg mlt para IDAphzs con el objetivo de seleccionar colonias resistentes a

los antibiéticos de seleccion.

Las mutaciones fueron confirmadas por PCR utilizando los oligonucleétidos
RwphzA1 Hindlll y DwnPhzG1Tc que amplifican las regiones de los extremos 5 Tc3’
del plasmido pEXTcZ1R en el caso de la mutante IDAphz1::Tc y FwphzA2 Hindlll 'y
DwnPhzG2Sm que amplifican las regiones de los extremos 5°'Sm3” del plasmido
PEXSmMZ2R en el caso de la mutante IDAphz2::Sm. En el caso de la doble mutante,
IDAphzs, se confirmo utilizando los oligonucleétidos anteriormente mencionados
para amplificar tanto 5"Tc3" como 5°'Sm3". Utilizando los oligonucle6tidos RwphzAl
Hindlll y DWH3phzALlpET asi como FwphzA2Hindlll y DwH3phzAlpET se verifico
la ausencia de los genes estructurales phzAl y phzA2 en las mutantes sencillas y
la doble. Las reacciones de PCR para confirmar la presencia de los alelos mutantes
contenidos en los plasmidos pEXTcZ1R y pEXSmZ2R asi como la ausencia de los
genes estructurales phzAl y phzA2 se realizaron con la enzima Go Taq DNA

Polymerase (Promega). Por otro lado, las reacciones para amplificar tanto el operén
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phzA1-G1 como phzA2-G2 se realizaron con los oligonucleétidos RwphzAl Hindlll
y DwnPhzG1Tc asi como FwphzA2 Hindlll y DwnPhzG2Sm respectivamente, las
amplificaciones de los operones completos se realizaron con la enzima Phusion Hot

Start Il DNA Polymerase (Thermo Scientific).

5.4 Protocolo de cuantificacion de piocianina

La piocianina se cuantificO como se ha reportado (Essar et al., 1990). Para ello se
realizo un pre-cultivo de 16 horas en medio LB a 37 °C con agitacion orbital a 250
rpm, suplementado con antibidtico si es el caso, de las cepas 1D4365, IDAphz1::Tc,
IDAphz2::Sm e IDAphzs. Posteriormente, a partir de este precultivo se inocularon
matraces con 30 mL de medio LB 0 PPGAS a una D.O. inicial de 0.05 sin antibiotico,
se dejaron crecer por 24 horas a 37 °C. Después de 24 horas, los cultivos se
centrifugaron (14,000rpm por 10 minutos) y se guardaron los sobrenadantes. Se
tomaron 3 mL de cada sobrenadante por triplicado y se les adiciono un volumen de
cloroformo. Se separo la fase organica y se acidifico con un volumen de HCI 0.2 M
para obtener una solucion rosa a partir de la que se obtiene la concentracion de
piocianina al medirla a una densidad Optica de 520 nm y multiplicarlo por el

coeficiente de absorciéon molar de 17,072 mol-lem-1

5.5 Analisis bioinforméaticos
Las secuencias de los operones de P. aeruginosa ID4365 analizadas se obtuvieron

de http://pseudomonas.com/ . Los alineamientos de las secuenciaciones para

verificar que no existieran mutaciones se realizaron en la péagina

https://www.ncbi.nim.nih.gov/ y los oligonucleotidos fueron disefiados a través del

programa Primer 3 input, http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/.
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6 Resultados

6.1 Construccion de los plasmidos pEXTcZ1R y pEXSmZ2R

Con la finalidad de generar las mutaciones en cada uno de los operones asi como
una doble mutante en el fondo genético de P. aeruginosa ID4365, se construyo, a
partir del plasmido suicida pEX18-Gm, dos plasmidos que portan la mutacién para
inactivar los operones phzA1-G1 y phzA2-G2 (Hoang et al., 1998). Siguiendo el
protocolo reportado por Choi & Schweizer (2005), se obtuvo por medio de PCR las
secuencias intergénicas, rio arriba (57) y rio abajo (3"), que flanquean tanto el operén
phzA1-G1 como del operén phzA2-G2. Ademas, se amplificaron los casetes de

resistencia a los antibiéticos Tc y Sm (Figura 4.).

M.PM (1) (2) (3)

M.PM (1) (2) (S)

500

A) B)
Figura 4. Amplificacién de los fragmentos 5" y 3 a partir de los operones phz y los casetes de
resistencia Tc y Sm. A) Carriles (1) y (2) muestran la presencia del plasmido pEX18Gm sin digerir,
(3) muestra la amplificacion de 1.4 kb correspondiente al casete de resistencia a Sm. B) Carril (1)
amplificacion esperada de 1.6 kb correspondiente al casete de resistencia a Tc, (2) amplificacion de
laregion 5° del operén phzA1-G1 (506 pb; phzM-phzA1l), (3) amplificacion de la regién 3 del operén
phzA1-G1 (463 pb; phzG1-phzS); (4) amplificacion de la regién 5° del operén phzA2-G2 (506 pb;
gscR-phzA2), (5) amplificacion de la regién 3" del operén phzA2-G2 (463-545 pb; phzG2-PA1906).

Todos los productos fueron obtenidos a partir de ADN purificado de la cepa 1D4365.
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Los fragmentos purificados 5" y 3° de ambos operones, asi como los casetes de
resistencia a Tc y Sm, sirvieron como templado para la técnica PCR de tres piezas.
A partir de esta PCR se obtuvo, para el caso de las regiones 5 y 3" del operén
phzA1-G1, un fragmento 5 Tc3" de 2.6kb, que se utilizo para inactivar dicho operén;
mientras que para el caso de la inactivacion del operon phzA2-G2, se originé un
fragmento 5°Sm3” de 2.4 kb (Figura 5.).

M.PM (1) (2)

Figura 5. Purificacion de los fragmentos obtenidos a partir de PCR de 3 piezas. El carril (1) muestra
la banda con el fragmento 5 Tc3" de 2684 pb, constituido por los fragmentos 5 (506 pb) y 3" (563
pb) que flanquean el operén phzA1-G1 unidos al casete de resistencia a Tc (1633 pb); En el carril
(2) se muestra el fragmento 5°'Sm3” de 2400 pb, constituido por los fragmentos 5°(506 pb) y 3'(545

pb) que flanquean el operdn phzA2-G2 unidos al casete de resistencia Sm (1413 pb).

Posteriormente, los fragmentos 5 Tc3" y 5°Sm3” fueron digeridos con la enzima de
restriccion Hindlll, al igual que el plasmido suicida pEX18-Gm. Finalmente, se hizo

la ligaciébn de los fragmentos 5 Tc3” y 5Sm3 al vector pEX18-Gm para ser

movilizados a las células competentes E. coli DH5a, de las cuales, se obtuvieron

dos candidatas, una resistente a Tc nombrandola pEXTcZ1R y una resistente a Sm
llamandola pPEXSmZ2R (Figura 6.).
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A)
Figura 6. Construccion de pladsmidos insilico. La figura A) muestra el plasmido pEXTcZ1R el cual
porta la mutacién 5" Tc3’, que permite inactivar el operén phzA1-GL1. La figura B) muestra el plasmido

PEXSmMZ2R el cual porta la mutacién 5°'Sm3’, que permite inactivar el operén phzA2-G2.

6.2 Verificacion de los plasmidos pEXTcZ1R y pEXSmZ2R

Con la finalidad de verificar la construccién correcta de los plasmidos, se crecieron
las candidatas en placas con medio LB suplementadas con los antibiéticos Tcy Sm.
Asi, se verificd el marcador de seleccion por la resistencia a Tc en el caso de la
cepa E. coli DH5a que porta el plasmido pEXTcZ1R y la resistencia a Sm en el caso
de la cepa E. coli DH5a que porta el plasmido pEXSmZ2R. Adicionalmente, se
extrajeron los plasmidos pEXTcZ1R y pPEXSmZ2R y se amplificaron los fragmentos

5'Tc3" y 5'Sm3’, respectivamente, a través de PCR (Figura 7.).
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(1) M.PM) (2)

-
2648 pb—> . <— 2400 pb
gt

Figura 7. PCR usando como templado DNA de los plasmidos pEXTcZ1R y pEXSmZ2R. El carril

central corresponde al marcador de peso molecular, los carriles (1) y (2) muestran los fragmentos
3'Tc5” de 2648 pb y 3'Sm5” de 2400 pb, respectivamente.

Posteriormente, los plasmidos anteriormente extraidos fueron verificados por patron

de restriccion con la enzima de restriccion Hindlll que libera el fragmento clonado
del vector pEX18-Gm (Figura 8).

(PM) (1) (2) (3) (4)

3 kb

1 kb

Figura 8. Verificacion de las construcciones pEXTcZ1R y pEXSmZ2R por patron de restriccion
usando la enzima Hindlll. El carril (1) muestra el plasmido pEXTcZ1R sin digerir como control de la
restriccion, el carril (2) muestra el fragmento liberado 5 Tc3" (2684 pb) del plasmido pEXTcZ1R; El
carril (3) muestra el plasmido pEXSmZ2R sin digerir como control positivo de la restriccion, el carril
(4) muestra el fragmento liberado 5'Sm3” (2400 pb) obtenido a partir del plasmido pEXSmZ2R.
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Finalmente, ambos pladsmidos fueron secuenciados. La secuencia de nucledtidos

obtenida fue utilizada para realizar una alineacion in silico contra la secuencia

reportada en las mismas regiones, 5" y 3", en pseudomonas.com para la misma

cepa 1D4365 con la finalidad de verificar que las construcciones no portaran

mutaciones. Los resultados mostraron que las secuencias no contenian cambios.

Adicionalmente, se realiz6 un alineamiento con la cepa de referencia PAO1, lo

anterior con el objetivo de identificar diferencias en las regiones que flanquean a los

operones phzAl-G1 y phzA2-G2. Cabe destacar que en todos los casos las

regiones que flanquean a los operones fueron identicas, a excepcion de la region

intergénica entre los genes estructurales phzG1-phzS, la cual posee 82 pb mas en

la cepa ID4365 en comparacion con la cepa de referencia PAOL (Figura 9.).
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Figura 9. Alineamiento in silico de la regién 3" del operén phzA1-G1. Al verificar las regiones que
flanquean cada operon por medio de alineamientos in silico, se encontr6 que la Unica region diferente
entre la secuencia nucleotidica de la PAO1 e ID4365 fue la regién rio abajo del gen estructural phzG1

la cual presenta una regién de 82 pb mas en comparacién con la cepa de referencia PAO1

6.3 Generacion de las mutantes sencillas IDAphz1::Tc, IDAphz2::Sm

y la doble mutante IDAphzs en P. aeruginosa 1D4365.

Los plasmidos anteriormente obtenidos se usaron para transformar la cepa ID4365
generando mutaciones por doble recombinacién homoéloga (Choi et al., 2006). Asi,
los plasmidos pEXTcZ1R y pEXSmZ2R que portan la mutacién para inactivar los
operones phzAl-G1 y phzA2-G2, con marcadores de seleccion a Tc y Sm
respectivamente (Figura 10), fueron movilizados por electroporacion generando asi
las cepas; IDAphz1::Tc que inactiva el operdn phzA1-G1 a través de la insercion de
la region 5 Tc3" del plasmido pEXTcZ1R y la cepa IDAphz2::Sm que inactiva el
operén phzA2-G2 a través de la insercion de la regién 5'Sm3" del plasmido
pPEXSmZ2R (Figura 10.).

upphzG1Tc

RwphzA1H3 Operén phzA1-G1

phzA1Fw pEXTCZ]_R

Tc

DwnphzG1Tc

HindlIlI HindlIII

DwH3phzA1pET v g 5

N b

FwphzA2HindIII Oper(’)n phZAZ—Gl rm
HindlIl | I HindIII
DwH3phzA1pET v\‘ : /u

Figura 10. Esquema de la sustitucion de los operones phzAl-G1 y phzA2-G2 por las mutaciones
contenidas en los plasmidos pEXTcZ1R y pEXSmZ2R respectivamente. La imagen superior muestra

la forma silvestre del operon phzA1-G1ly las regiones 5" 3" que lo flanquean. Asi mismo, se muestra
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la mutacién 5 Tc3" que porta el plasmido pEXTcZ1R. Las regiones 5" y 3" de esta mutacién son
aquellas que inactivan el operén phzA1-G1 por doble recombinacién homdéloga en el cromosoma de
la cepa ID4365. De igual forma, la imagen inferior muestra la forma silvestre del operén phzA2-G2 y
las regiones 5° 3" que lo flanquean. Adicionalmente, se muestra la mutacién 5'Sm3” que porta el
plasmido pEXSmZ2R. Las regiones 5 y 3" contenidas en los plasmidos permiten una doble

recombinacion homéloga en el cromosoma de la cepa ID4365.

Posteriormente se verifico la ausencia del gen estructural phzA1l, esto con el objetivo
de comprobar que el operén phzAl-G1 fue sustituido por la mutacion antes
mencionada. De forma complementaria, se realizd la amplificacion del operdn
phzA1-G1 en el cual se amplifica un fragmento de 7,267 pb en la cepa silvestre
ID4365, mientras que en la cepa mutante IDAphz1::Tc se amplific6 un fragmento
de 2,648 pb, correspondientes al fragmento 5 Tc3", es decir, la mutacién que
sustituyo dicho operdn. Las amplificaciones realizadas por PCR y verificadas en gel

de agarosa se encuentran ilustradas en la figura 11.
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Figura 11. Verificacion IDAphz1::Tc por medio de PCR. A) Carril (1) muestra la amplificaciéon del gen
estructural phzA1 de 1000 pb obtenida a partir de ADN gendmico de la cepa silvestre P. aeruginosa
ID4365 usado como control positivo, Carril (2) muestra la ausencia del gen phzAl en la mutante
IDAphz1::Tc, carril (3) control negativo sin ADN. B) Carril (1) amplificacion del operén phzA1-G1 de
7,267 pb obtenida a partir de ADN gendmico de la cepa silvestre P. aeruginosa ID4365 usado como
primer control positivo, (2) amplificacion esperada de 2,684 pb correspondiente al fragmento 5" Tc3’

de la construccion pEXTcZ1R usada como segundo control positivo obtenida a partir de ADN
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plasmidico, (3) amplificacion del fragmento 5 Tc3" y no del operéon phzAl-G1 en la mutante
IDAphz1::Tc.

Respecto a la mutacion en el operon phzA2-G2, se verificd la ausencia del gen
estructural phzA2 de la candidata por medio de PCR, esto con el objetivo de
identificar que en la cepa mutante IDAphz2::Sm el operdon phzA2-G2 fue sustituido
exitosamente por la mutaciéon 5'Sm3” contenida en el plasmido pEXSmZ2R. De
forma complementaria, se realiz6 la amplificacion del operén phzA2-G2, que en la
cepa silvestre amplifico un fragmento de 7,273 pb correspondientes al operén
phzA2-G2 mientras que en la cepa mutante IDAphz2::Sm se amplifico un fragmento
de 2,400 pb, correspondientes al fragmento 5°Sm3” (Figura 12).
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Figura 12. Verificacién IDAphz2::Sm por medio de PCR. A) Carril (1) amplificacion del gen estructural
phzA2 de 1000 pb obtenida a partir de ADN gendmico de la cepa silvestre P. aeruginosa ID4365
usado como control positivo, (2) ausencia del gen phzA2 en la mutante IDAphz2::Sm, (3) control
negativo sin ADN. B) Carril (1) amplificacion del operén phzA2-G2 de 7,273 pb obtenida a partir de
ADN gendmico de la cepa silvestre P. aeruginosa ID4365 usado como primer control positivo, (2)
amplificacién de 2400 pb correspondiente al fragmento 5°Sm3” de la construccién pEXSmZ2R usada
como segundo control positivo obtenida a partir de ADN plasmidico, (3) amplificacion del fragmento
5"Sm3” y no del operén phzA2-G2 en la mutante IDAphz2::Sm.

Con el objetivo de corroborar que la inactivacion de los operones phzAl-G1 y
phzA2-G2 abate la sintesis de piocianina, y al mismo tiempo tener un control

35



negativo, se genero la doble mutante, que presenta la inactivacion de ambos
operones. La doble mutante, IDAphzs, se obtuvo al transformar la mutante
IDAphz2::Sm con el plasmido pEXTcZ1R, de la cual se seleccionaron candidatas
resistentes a Tc 120 pg mlty Sm 1000 pg ml* para finalmente ser confirmadas por
PCR al verificar la ausencia de los genes estructurales phzAl y phzA2 en la doble
mutante IDAphzs. Asimismo, se verificd que la doble mutante IDAphzs presentara
los casetes de resistencia que sustituyeron a los operones phzA1-G1 y phzA2-G2
(Figura 13.).
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Figura 13. Verificacion de la doble mutante IDAphzs por medio de técnica PCR. A) Los carriles (1)
y (4) muestran la amplificaciéon de los genes estructurales phzAl y phzA2, ambos de 1000 pb,
obtenidos a partir de ADN gendémico de la cepa silvestre P. aeruginosa 1D4365, carriles (2) y (5)
muestran la ausencia de phzAl y phzA2 en la doble mutante IDAphzs, carriles (3) y (6) controles
negativos sin ADN. B) Los carriles (1) y (5) muestran la amplificacion de los operones phzA1-G1 de
7,267 pb y phzA2-G2 de 7,273 pb obtenidos a partir de ADN gendmico de la cepa silvestre P.
aeruginosa ID4365, carriles (2) y (6) muestran la amplificacion esperada de 2,684 pb correspondiente
al fragmento 5 Tc3" de la construccion pEXTcZ1R y 2,400 pb correspondiente al fragmento 5"'Sm3”
obtenidos a partir de ADN plasmidico, carriles (3) y (7) muestran la amplificacién de los fragmentos

5'Tc3” y 5°Sm3’ en la doble mutante IDAphzs.

6.4 Evaluacién de la produccion de piocianina en LB y PPGAS a 30
°C

Se ha determinado que la sintesis de fenazinas dada por los operones phzA1-G1ly

phzA2-G2, en cultivos liquidos de P. aeruginosa, inicia durante la fase de
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crecimiento estacionario a partir de su etapa temprana. Por lo anterior, la evaluacion
del aporte de piocianina dada por cada operdn se realiz6 a las 24 horas cuando el
crecimiento bacteriano se encuentra en la fase estacionaria tardia. Asimismo, para
todas las evaluaciones realizadas en este estudio se consider6 la cepa silvestre

ID4365 como control positivo y la doble mutante IDAphzs como control negativo.

Los ensayos de crecimiento en medio rico LB y medio bajo en fosfatos PPGAS
durante 24 horas a 30 °C permitieron determinar la actividad biosintética de
piocianina dada por phzAl-G1 y phzA2-G2 bajo estas condiciones. Como se
muestra en la figura 14, visualmente se aprecia que la produccion de la piocianina
es baja en medio LB. Sin embargo, la mutante IDAphz1::Tc presenta una coloracion
verde lo que indica presencia de esta fenazina en el medio. Lo anterior sugiere que

el operén phzA2-G2 se expresa en estas condiciones, permitiendo una mayor

produccién de piocianina en la cepa IDAphz1::Tc en comparaciéon con la cepa
silvestre ID4365 (figura 14.).

ID4365 IDAphz1::Tc IDAphz2::Sm IDAphzs
Figura 14. Sobrenadantes de las cepas 1D4365, IDAphz1::Tc, IDAphz2::Sm e IDAphzs en medio LB
a 30 °C. Los sobrenadantes mostrados corresponden a cultivos de 24 horas. Bajo estas condiciones
de crecimiento resulta evidente la participacion predominante del operén phzA2-G2 en la cepa

IDAphz1::Tc en comparacion con la mutante sencilla IDAphz2::Sm y la cepa silvestre ID4365.

37



Con el fin de verificar que la produccién de piocianina en la mutante IDAphz1::Tc es
mayor que la cepa silvestre o en la mutante en el operén phzA2-G2, piocianina
cuando se crece en medio LB a 30 °C, se realiz0 la extraccion de este metabolito a
partir de los sobrenadantes para la evaluacion cuantitativa por densidad Optica. El
analisis de tres repeticiones bioldgicas permitié determinar la aportacion especifica
de piocianina. La evaluacién de la cepa IDAphz2::Sm, cuya biosintesis de piocianina
es dada por phzAl-G1l, permiti6 determinar que la sintesis de piocianina
corresponde a la misma cantidad de piocianina sintetizada por la cepa silvestre
ID4365. Por otro lado, la evaluacion de la sintesis de piocianina dada por la cepa
IDAphz1::Tc, cuya biosintesis corresponde a phzA2-G2, mostré un aumento de casi
el doble respecto a la cepa silvestre ID4365. Asi mismo, estos resultados sugieren
gue en ausencia del operén phzA1-G1 el operén phzA2-G2 se sobreexpresa, lo cual
se refleja en una mayor produccién de piocianina con respecto a la cepa silvestre y
con la cepa mutante IDAphz2::Sm. Por otro lado, la produccion de la cepa
IDAphz2::Sm exhibe la misma cantidad de piocianina que la cepa ID4365 lo cual
sugiere que la expresion del operon phzAl-G1 es suficiente para mantener los
niveles de piocianina, dados por la cepa silvestre bajo estas condiciones.
Finalmente, como se esperaba, al evaluar la actividad dada por la doble mutante
IDAphzs se obtuvo una nula biosintesis de piocianina, lo cual indica que a pesar de
tener una baja actividad biosintética, tanto las mutantes sencillas como la cepa

silvestre poseen actividad. Estos datos se ven reflejados en la gréafica 1.
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Gréfica 1. Contribucidon de los operones phzA1-G1y phzA2-G2 en la sintesis de piocianina en medio
LB a 30 °C. La cepa IDAphz1::Tc exhibe incremento de piocianina de ~97%, casi el doble en
comparacion con la cepa silvestre, lo cual puede ser debido a una mayor expresion del operén
phzA2-G2. Por otro lado, la cepa IDAphz2::Sm exhibe la misma cantidad de piocianina que la cepa
ID4365 lo cual sugiere que la expresion basal del operén phzA1-G1 es suficiente para mantener los
niveles de piocianina dados por la cepa silvestre. Las barras de error muestran la desviacién estandar

de triplicados bioldgicos.

Con la finalidad de determinar si el medio en el cual se crecen las bacterias influye
en la sintesis de piocianina, se evalud la produccién de este compuesto a partir de
los sobrenadantes de la cepa silvestre ID4365, las mutantes sencillas IDAphz1::Tc,
IDAphz2::Sm y la doble mutante IDAphzs en PPGAS, un medio bajo en fosfatos.
Visualmente, el medio PPGAS es mas eficiente, en comparacion con el medio LB,
para promover la sintesis de piocianina. En este ensayo se determiné que la cepa
ID4365 presenta una mayor sintesis de piocianina. Por otro lado, se determin6 que
ambas mutantes sencillas, IDAphz1::Tc y IDAphz2::Sm, presentan una marcada
reduccion en la sintesis de piocianina, con respecto a la cepa silvestre 1D4365
(Figura 15.). Mostrando que estimulos externos, tal como el medio de cultivo, son
factores importantes que afectan la produccion de la sintesis de este factor de
virulencia en patrticular. A pesar de la evidente disminucion de piocianina sintetizada

en ambas mutantes sencillas, la cepa IDAphz1::Tc muestra el mayor decremento
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en comparacion con la cepa silvestre 1D4365. Lo anterior sefiala que, en medio

PPGAS a 30 °C, el operon phzA1l-G1 aporta mayormente en la sintesis de

piocianina en comparacion con la actividad biosintética del operon phzA2-G2.

ID4365 IDAphz1::Tc IDAphz2::Sm IDAphzs

Figura 15. Sobrenadantes de las cepas 1D4365, IDAphz1::Tc, IDAphz2::Sm e IDAphzs en medio
PPGAS a 30 °C. Los sobrenadantes mostrados corresponden a cultivos de 24 horas. Ambas
mutantes; IDAphz1::Tc y IDAphz2::Sm muestran una reduccion en la sintesis de piocianina, siendo
IDAphz1::Tc la cepa que muestra una mayor afectacion en comparacion con la cepa silvestre
ID4365.

Con el objetivo de verificar que la sintesis de piocianina es dada principalmente por
el operén phzA1-G1 en medio PPGAS, se extrajo y se cuantificd la piocianina
presente en los sobrenadantes de la cepa silvestre ID4365, las mutantes sencillas
IDAphz1::Tc y IDAphz2::Sm asi como de la doble mutante IDAphzs. El analisis de
tres repeticiones bioldgicas permitié determinar la aportacién en la sintesis de
piocianina dada por cada operoén. Los resultados obtenidos indican que, a diferencia
del medio LB, en medio PPGAS ambos operones, phzA1-G1y phzA2-G2, producen
de forma significativa, menos piocianina que la cepa silvestre ID4365. Si bien,
ambos operones aportan a la sintesis de piocianina, el operén phzA1-G1 aporta
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mas en la sintesis de este compuesto, ya que al inactivar este operon la sintesis de
piocianina se reduce en ~75% en comparacién con la cepa silvestre ID4365,
mientras que la reduccion de las fenazinas en la mutante IDAphz2::Sm se redujo
s6lo un 49% aproximadamente (Grafica 2.). Sin embargo, aun con la considerable
reduccion en la sintesis de piocianina ambas mutantes sencillas mantienen una
produccion de piocianina alta en comparacién con la produccién dada en medio LB
a la misma temperatura y periodo de tiempo. Por otro lado, la actividad dada por la

doble mutante, IDAphzs mostré una nula biosintesis de piocianina.
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Gréfica 2. Medicion de piocianina en medio PPGAS a 30 °C. La cepa IDAphz1::Tc exhibe decremento
de piocianina del ~75% y la cepa IDAphz2::Sm exhibe un decremento del ~49% en comparacién con

la cepa silvestre 1D4365.

6.5 Evaluacion de la produccion de piocianina en LBy PPGAS a 37
°C

A pesar de que se ha caracterizado que la cepa ambiental ID4365 presenta una alta

produccion de piocianina a 37 °C, la temperatura ideal para la produccién de este

compuesto es 30 °C. Con el objetivo de realizar una evaluacion comparativa, entre

diferentes medios de cultivo y temperaturas, y determinar como estos factores

influyen en la sintesis de piocianina, se cuantifico su produccién en medio rico LB y

medio bajo en fosfatos PPGAS, durante 24 horas a 37 °C, para compararlos con los
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datos previamente obtenidos a 30 °C en este estudio. Al igual que los ensayos
realizados previamente, se considero la cepa silvestre ID4365 como control positivo

y la doble mutante IDAphzs como control negativo.

La evaluacion de piocianina presente en los sobrenadantes de la cepa silvestre
ID4365, las mutantes sencillas IDAphz1::Tc e IDAphz2::Sm y en la doble mutante
IDAphzs se realiz6 a las 24 horas de incubacion a 37 °C, en medio LB. Tal como se
muestra en la figura 16, se observa que la produccion de piocianina incrementa,
esto en comparacion con los sobrenadantes de las mismas cepas crecidas a 30 °C.
La produccion de piocianina dada por las mutantes sencillas, IDAphz1::Tc e
IDAphz2::Sm, muestra un decremento similar en ambos casos. Esto, en
comparaciéon con la cepa silvestre 1D4365. Lo anterior sugiere que bajo las
condiciones antes mencionadas ambos operones aportan de la misma forma en la

sintesis de piocianina, tal como ha sido descrito en la cepa PAO1 (Figura 16.).

'ID4365 IDAphz1::Tc IDAphz2::Sm  IDAphzs

Figura 16. Sobrenadantes de las cepas 1D4365, IDAphz1::Tc, IDAphz2::Sm e IDAphzs en medio LB
a 37 °C. Los sobrenadantes mostrados corresponden a cultivos de 24 horas. Es posible identificar
una aportacion similar dada en la cantidad de piocianina sintetizada por el operén phzAl-G1 en la
cepa IDAphz2::Sm y por el operén phzA1-G1 en la cepa IDAphz2::Sm.
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Con el objetivo de verificar que la aportacién en la sintesis de piocianina es dada
por ambos operones de manera equitativa, en medio LB a 37 °C, se extrajo y
cuantifico la piocianina presente en los sobrenadantes de la cepa silvestre 1D4365,
las mutantes sencillas IDAphz1::Tc y IDAphz2::Sm asi como de la doble mutante
IDAphzs. El analisis de tres repeticiones bioldgicas permitio determinar la aportacion
de piocianina dada por cada uno de los operones de forma individual. Asi, se
determind que la sintesis de piocianina dada por las cepas IDAphz1:Tc e
IDAphz2::Sm se reduce en un ~69% en ambos casos. Por lo cual, es posible
determinar que los operones phzA1-G1y phzA2-G2 aportan de la misma forma en
la sintesis de piocianina en medio LB a 37 °C (Gréafica 3.). Cabe destacar que,
sustentado en las evaluaciones realizadas en este estudio, existe una mayor
aportacion de piocianina dada por los operones phzA1-G1 y phzA2-G2 a 37 °C en
medio LB en comparacion con los datos obtenidos a 30 °C evaluadas en el mismo
medio. Lo anterior corrobora que la temperatura ideal de sintesis de piocianina dada

por la cepa ambiental ID4365 en medio rico LB es 37 °C.
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Gréfica 3. Medicién de piocianina en medio LB a 37 °C. La cepa IDAphz1::Tc exhibe decremento de
piocianina del ~68% y la cepa IDAphz2::Sm exhibe un decremento del ~70% en comparacion con la

cepa silvestre 1D4365.
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Finalmente, con el objetivo de determinar la influencia en la sintesis de piocianina
dada por el medio PPGAS a 37 °C, se evaluaron los sobrenadantes de la cepa
silvestre 1D4365, las mutantes sencillas IDAphz1::Tc, IDAphz2::Sm y la doble
mutante IDAphzs. La evaluacion visual realizada unicamente en los sobrenadantes
permitid determinar que el medio PPGAS es mas eficiente, en comparacion con el
medio LB, para promover la sintesis de piocianina. Lo anterior resulta evidente al
comparar la intensidad azul verdosa tipica de las colonias mostradas en este
estudio. Cabe destacar que ambas mutantes sencillas, IDAphz1::Tcy IDAphz2::Sm,
mostraron una marcada reduccion en la sintesis de piocianina con respecto a la
cepa silvestre ID4365 (Figura 17.). A pesar de la evidente disminucion de piocianina
en ambas mutantes sencillas, la cepa IDAphz1::Tc muestra el decremento mas

dramatico en comparacion con la cepa silvestre ID4365. Lo anterior sugiere que el

operdn phzA1-G1 aporta mas en la sintesis de piocianina que el operén phzA2-G2
en medio PPGAS a 37 °C.

ID4365 IDAphz1::Tc IDAphz2::Sm IDAphzs
Figura 17. Sobrenadantes de las cepas 1D4365, IDAphz1::Tc, IDAphz2::Sm e IDAphzs en medio
PPGAS a 37 °C. Los sobrenadantes mostrados corresponden a cultivos de 24 horas. La cepa
IDAphz1::Tc muestra un mayor efecto negativo en la sintesis de piocianina en comparacién con la

cepa silvestre 1D4365
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Con el objetivo de verificar que la aportacion en la sintesis de piocianina es dada
principalmente por el operén phzAl-G1 en medio PPGAS a 37 °C, se purifico y
cuantificé la piocianina presente en los sobrenadantes de la cepa silvestre 1D4365,
las mutantes sencillas IDAphz1::Tc y IDAphz2::Sm asi como de la doble mutante
IDAphzs. A partir del andlisis de tres repeticiones, se determiné la aportacion en la

sintesis de piocianina.

Los resultados obtenidos indican que, a diferencia del medio LB, en medio PPGAS
ambos operones, phzAl1-G1 y phzA2-G2, producen significativamente menos
piocianina que la cepa silvestre ID4365. Si bien, ambos operones aportan a la
sintesis de este compuesto, el operén phzA1l-G1 aporta mas en la sintesis de
piocianina. Al inactivar el operon phzA1-G1 en la cepa IDAphz1::Tc la sintesis de
este factor de virulencia se reduce en ~75% en comparacion con la cepa silvestre
ID4365 mientras que la mutacién del operon phzA2-G2 redujo su produccion en un
55% (Gréfica 4.). Sin embargo, aun con la considerable reduccién en la sintesis de
piocianina ambas mutantes sencillas mantienen una produccion de piocianina alta
en comparacion con la producciéon dada en medio LB a la misma temperatura y
periodo de tiempo. Finalmente, al evaluar la actividad dada por la doble mutante,

IDAphzs, se obtuvo una nula biosintesis de esta fenazina.
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Gréfica 4. Medicién de piocianina en medio PPGAS a 37 °C. La cepa IDAphz1::Tc exhibe decremento
de piocianina del ~75% y la cepa IDAphz2::Sm exhibe un decremento del ~55% en comparacién con
la cepa silvestre ID4365.

7 Discusion

Estudios realizados por Li et al., (2011), Huang et al., (2009) y Recinos et al., (2012),
han demostrado que la expresion diferencial de genes reiterados, tal como los
operones phzA1l-G1l y phzA2-G2 evaluados en este estudio, confieren ventajas
selectivas. Al poseer la misma funcion en la sintesis de fenazinas, se ha
considerado que la importancia de los operones reiterados radica en la regulaciéon
y expresion variable la cual que depende directamente de los estimulos ambientales
y/o del origen clinico o ambiental de la cepa. Este fendbmeno de regulacion
diferencial ha sido estudiado a través de la sintesis de piocianina en las cepas PAO1
y PA14, dos aislados clinicos altamente patégenos. Se ha documentado que esta
caracteristica de expresion y regulacion diferencial, dada por los operones phzAl-
G1 y phzA2-G2, no solo permite ampliar los estimulos a los que responde la
bacteria, si no que, al mismo tiempo permite la diversificacion de cepas a través de
la adaptaciéon a diversos nichos. Por ello, en este trabajo determinamos la
aportacion de cada operén en la sobreproduccion de piocianina en la cepa ID4365

crecida en dos medios diferentes de cultivo y dos temperaturas.

Un claro ejemplo de esto es la actividad registrada por los operones phzAl-G1y
phzA2-G2 en las cepas PAOL e ID4365 realizada por Santos-Medellin et al., (2012).
En su tesis de maestria, el equipo de investigacion registro que, en comparacion
con la cepa PAOL, la cepa ID4365 posee una actividad transcripcional del operén
phzA1-G1 mas elevada que el operon phzA2-G2 en medio PPGAS a 37 °C. Al
comparar los datos obtenidos por Santos-Medellin et al., con los datos obtenidos en
este estudio es posible corroborar que el operén phzA1-G1 es quien aporta mas en
la sintesis de piocianina y no el operén phzA2-G2 en medio PPGAS. Asi, es posible

refutar la hipotesis inicial planteada en el presente estudio, en la que se plante que

46



el operon phzA2-G2 era el que presentaba un aporte mayor en la sintesis de
piocianina, tal como Recinos et al., (2012) ha reportado en la cepa PA14, una cepa
perteneciente al mismo clado de la cepa ID4365, esto al menos en las condiciones

probadas en este estudio.

Los resultados obtenidos en este estudio sefialan que el medio PPGAS es ideal
para la produccién de piocianina, puesto que los fenotipos y las cuantificaciones de
piocianina en este medio fueron superiores en comparacion con los resultados
obtenidos a partir de los sobrenadantes del medio LB, cuyo valor maximo fue de 1.8
g mlta 37 °C en la cepa silvestre ID4365. Si bien el medio PPGAS estimula la
produccion de piocianina, es evidente que la temperatura ideal para la sintesis de
este compuesto es a 30 °C, como se muestra en las graficas 2 y 4, la sintesis de
piocianina a esta temperatura llega a ser de 7.1 ug ml-, superior en comparaciéon a
la sintesis de este compuesto a 37 °C qué fue de 4.6 ug mlt en la cepa silvestre
ID4365. Por otro lado, el comportamiento de las mutantes sencillas presentd un
patrén de sintesis de piocianina variable. El cultivo de las mutantes sencillas
IDAphz1::Tc e IDAphz2::Sm en medio LB a 37 °C, mostré un comportamiento en
gue en ambas cepas muestran la reduccion en la sintesis de piocianina en ~69%
en comparacion con la cepa silvestre 1D4365. Lo anterior, es el comportamiento
tipico descrito en la cepa PAO1 en el cual, Cui et al., (2016) determinan que al
inactivar cualquiera de los operones phzABCDEFG la sintesis se reduce de la
misma forma, pero manteniendo siempre un nivel de produccion por cualquiera de
los operones. Por lo tanto, es posible que el control de la sintesis de piocianina de
la cepa ID4365 en medio LB a 37 °C presente un tipo de regulacion cruzada entre
los operones phzAl-G1y phzA2-G2 que asegura un nivel equilibrado en la sintesis
de fenazinas, tal como ha sido descrito por Cui et al., para la cepa PAO1 (2016) y
corroborado, hasta cierto punto, por los datos obtenidos en este estudio. Sin
embargo, se sabe que el patron de produccion de piocianina no es estable y que

cepas de diversos origenes presentan comportamientos diversos.
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A excepcién de la cepa IDAphz1::Tc, la cual alcanzd una concentracion de
piocianina de 0.9 ug ml't, en medio LB a 30 °C, se determin6 que en este medio
ninguna de las mutantes sencillas excede una concentracion de piocianina de 0.6
ug mlt. Aunado a lo anterior, se determiné que la actividad biosintética de la cepa
IDAphz1::Tc en medio LB a 30 °C incrementa en un ~97%, casi el doble en
comparacién con la cepa silvestre, lo cual puede ser debido a una mayor expresion
del operon phzA2-G2. Por otro lado, se demostré que la cepa IDAphz2::Sm exhibe
la misma cantidad de piocianina que la cepa ID4365 lo cual sugiere que la expresion
del operén phzA1l-G1 es suficiente para mantener los niveles de piocianina dados
por la cepa silvestre. Adicionalmente, se determindé que el medio LB es poco
eficiente para la sintesis de piocianina. Por otro lado, en medio PPGAS a 30 °C y
37 °C el operon phzA1-G1, activo en la cepa IDAphz2::Sm, mostré la aportacion
mas importante en la sintesis de piocianina en comparacion con la mutante sencilla
IDAphz1::Tc. Sin embargo, la actividad de la sintesis de este compuesto, dado por
el operén phzA1-G1, concuerda con los datos obtenidos por Santos-Medellin et al.,
en los cuales se reporta que la mayor actividad transcripcional es dada
principalmente por el operon phzA1-G1. Como se mencioné antes, al construir los
plasmidos que portan la mutacion para inactivar los operones phzA1l-G1 y phzA2-
G2, se verifico la viabilidad de las construcciones por medio de una secuenciacion.
Al realizar el alineamiento de la regién intergénica entre los genes phzG1-phzS se
pudo identificar la presencia de 82 pb extras, los cuales no se encuentran en la cepa
PAO1, M18 ni PA14. Lo anterior sugiere que a pesar del hecho que el genoma de
P. aeruginosa se encuentra altamente conservado entre las diversas cepas,
cambios en la secuencia de los genes o las secuencias inmediatas que flanquean
cada gen pueden jugar un rol crucial en la regulacién y la expresiéon de estos. Asi
mismo, podria ser posible que la actividad predominante del operon phzA1-G1 en
la cepa ID4365 en la sintesis de piocianina en medio PPGAS sea regulada, de
alguna forma aun desconocida, por esta secuencia nucleotidica adicional y tal vez
estar relacionado ya sea de forma directa o indirecta con la expresion predominante
de piocianina en la mutante IDAphz2::Sm, otra posibilidad es que esta secuencia

adicional que impacte en la expresion de phzS afectando asi la biosintesis de este
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metabolito. Sin embargo, esta hipotesis debe ser revisada a detalle al comparar la
actividad de los operones por si solos en las mutantes sencillas IDAphz1::Tc e
IDAphz2::Sm realizando la evaluacion de la actividad transcripcional y traduccional
con el fin de evaluar si esta region adicional de 82 pb posee algun papel en la

sintesis piocianina en las cepa 1D4365.

8 Conclusiones

El presente trabajo nos permiti6 determinar la aportacion en la sintesis de
piocianina, dada por los operones phzAl1l-G1 y phzA2-G2 en la cepa ambiental

ID4365. Las conclusiones mas importantes a las que se llega son:

- A diferencia de otras cepas, clinicas y/o ambientales, en la cepa ID4365 los
operones phzA1-G1 y phzA2-G2 poseen una gran actividad biosintética de

piocianina, sobretodo en medio bajo en fosfatos PPGAS a 30 °C.

- Contrario a lo reportado para la cepa PA14, el operdén phzA1-G1 en la cepa
ID34365 es quien aporta mas en la sintesis de piocianina, sobretodo en
medio PPGAS a 30 °Cy 37 °C.

- En medio LB a 30 °C la inactivacién del operon phzA1-G1 produce mas
piocianina en comparacion con la cepa silvestre o la mutante en el operon
phzA2-G2 sugiriendo que el primer operdn se sobre expresa; mientras que a

37 °C ambos operones aportan en la misma proporcion.

- A pesar de que cepas como M18, PA14, PAOL1 e ID4365 poseen una alta
identidad en sus genomas, la sintesis de piocianina dada por los operones
phzA1l-G1y phzA2-G2 no solo es dependiente de las condiciones oxigénicas
y/o anoxigénicas, como lo han reportado Recinos et al., (2012) en la cepa
PA14 y Cui et al., (2016) en la cepa PAOL1, si no también de factores como

la temperatura y la disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo.

49



9 Perspectivas

- Realizar la complementacién de las mutantes IDAphz1::Tc e IDAphz2::Sm
asi como medir la produccion de PCA en estas mismas condiciones de

cultivo.

- Medir la actividad transcripcional de cada uno de los operones en las

diferentes mutantes y en las diferentes condiciones de cultivo.
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