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Resumen

La capacidad de un microorganismo de inhibir el crecimiento de otros a su alrededor se conoce como actividad
antagonista. Esta inhibicién se puede generar mediante diferentes mecanismos, incluida la produccién de
moléculas con actividad antimicrobiana. Por lo tanto, los microorganismos antagonistas resultan una fuente
prolifica de compuestos con potencial para el descubrimiento y desarrollo de antimicrobianos con estructuras
moleculares novedosas. Sin embargo, debido al gran nimero y diversidad de microorganismos que pueden
estar presentes en una muestra ambiental, la busqueda de cepas antagonistas requiere de técnicas de
escrutinio con la capacidad de muestrear una gran cantidad de microorganismos en un intervalo corto de

tiempo.

En este trabajo se desarrolléd una metodologia de alta eficiencia util para la buisqueda, seleccion y aislamiento
de bacterias con actividad antagonista contra una cepa de Escherichia coli con la capacidad de expresar la
proteina verde fluorescente (E. coli-GFP). La metodologia desarrollada permite, mediante la técnica de
microfluidica basada en microgotas, la co-encapsulaciéon dentro de esferas de agarosa (denominadas
microgeles) de células de E. coli-GFP junto con células individuales de diferentes cepas bacterianas aisladas de
semillas de maiz. Estos microgeles cargados con bacterias tienen un volumen aproximado de 10 pL y se
producen mediante dispositivos de microfluidica a una velocidad de 700 microgeles por segundo, equivalente
a preparar 700 ensayos diferentes de microbiologia en tan solo un segundo. Después de la formacidn, los
cientos de miles de microgeles producidos se incuban durante periodos desde 18 hasta 48 h. Durante este
tiempo las bacterias encapsuladas forman microcolonias dentro de los microgeles y la formacidn de estas
depende del tipo de interaccidn entre el par de cepas bacterianas que inicialmente quedaron co-encapsuladas
en un mismo microgel. Tras la incubacién, los microgeles fueron analizados uno a uno y clasificados utilizando
un tipo especial de citometria de flujo Ilamada Clasificacion de Células Activadas por Fluorescencia,
comunmente conocida como FACS por sus siglas en inglés (Fluorescence Activated Cell Sorting). De acuerdo con
el crecimiento bacteriano dentro de cada microgel, evaluado mediante el esparcimiento de la luz y la intensidad
de fluorescencia obtenido con FACS, se recuperaron aquellos microgeles en los que inicialmente se co-
encapsuld una cepa con actividad antagonista contra la cepa diana E. coli-GFP. Finalmente, el cultivo sobre
placas de agar de los microgeles seleccionados permitié la recuperacién a macroescala de las cepas con

actividad antagonista caracterizadas mediante la morfologia de las colonias que forman.

Para demostrar la utilidad la metodologia propuesta para la identificacion de microrganismos con actividad
antagonista, se utilizaron como controles las tres cepas bacterianas previamente aisladas del maiz: Bacillus

velezensis (NME26), Burkholderia sp. (XM5) y Peribacillus frigoritolerans (NME255). Antes de realizar los
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ensayos en microgeles, la actividad de estas cepas frente a E. coli-GFP se evalué mediante ensayos sobre placas
de agar. Estos experimentos permitieron diferenciar a las tres cepas del maiz por su actividad antagonista alta
(NME26), moderada (XM5) o nula (NME255) contra la E. coli-GFP. Una vez comprobada esta actividad, células
Unicas de cada cepa control se co-encapsularon y co-incubaron junto con E. coli-GFP dentro de los microgeles.
Mediante microscopia de fluorescencia y de campo claro, se evalué el desarrollo de las microcolonias de las
bacterias del maiz y el crecimiento o la inhibicién de E. coli-GFP. Después, estos microgeles fueron analizados
mediante FACS y las sefiales distintivas de esparcimiento de luz y fluorescencia obtenidas para cada grupo de
microgeles fueron correlacionadas con las observaciones por microscopia. Este analisis permitio identificar
mediante FACS los microgeles cargados con cepas antagonistas y asi lograr separarlos de una mezcla de
microgeles que contenian encapsuladas a E. coli-GFP con alguna de las tres cepas bacterianas aisladas del maiz.
Posteriormente, el cultivo sobre placas de agar de los microgeles seleccionados confirmé el aislamiento y la
recuperacion de las dos cepas antagonistas. Ademas, se realizaron ensayos de enriquecimiento que
demostraron la eficacia de la metodologia para aislar cepas antagonistas presentes en una mezcla de
microorganismos con abundancias relativas de hasta 0.01%. Finalmente, la metodologia se probd con una
muestra ambiental tomada de la saliva de un perro. Tras una ronda de co-encapsulacidn, co-incubacidn, analisis

y seleccion con FACS se logré aislar de esta muestra una cepa con actividad antagonista frente a E. coli-GFP.

En este trabajo se desarrolld una metodologia de alta eficiencia para la identificacion de microorganismos
bioldgicamente activos en muestras ambientales. Esta metodologia elimina la necesidad de un aislamiento
previo de microorganismos, cuyo procedimiento es necesario en las técnicas de microbiologia a macroescala.
De tal forma, mediante esta metodologia se reduce significativamente, en el orden de dias, el tiempo necesario
para realizar escrutinios de muestras ambientales para la identificacion de cepas productoras de antibidticos.
El andlisis de las cepas recuperadas con técnicas de microbiologia y analiticas permitira la caracterizacidn de las
cepas recuperadas, asi como de los metabolitos que producen. En un futuro, la técnica podria ser util para
realizar ensayos entre pares de microorganismos que presenten interacciones positivas y no solo para el estudio
de interacciones negativas. Incluso, mediante el control de la densidad bacteriana inicial se podria llevar a cabo
el estudio de comunidades de microorganismos mas grandes y diversas que pueden estar presentes en
muestras ambientales, cuya drea es muy prometedora como fuente potencial de antibidticos con estructuras

moleculares novedosas.
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1. Introduccioén



Los antimicrobianos son sustancias quimicas que tienen la capacidad de evitar o inhibir el
crecimiento de microorganismos, como bacterias, virus, hongos y parasitos. Estos microorganismos
pueden causar una variedad de infecciones en humanos, animales y plantas. Dependiendo del tipo de
microorganismo que cause la infeccidn, se utilizan diferentes tipos de antimicrobianos: antibiéticos, para
el tratamiento de infecciones causadas por bacterias; antivirales, para combatir virus; antifungicos, para
hongos; y antiparasitarios para parasitos. La resistencia antimicrobiana (AMR, por sus siglas en inglés)
ocurre cuando alguno de estos microorganismos, mediante alguna modificacion genética, desarrolla la

capacidad de resistir los efectos de los antimicrobianos que antes solian ser efectivos contra ellos.?

En particular, la incidencia a la cual las bacterias patégenas presentan resistencia a los antibidticos de uso
comun es un problema de salud publica a nivel mundial.? Por ejemplo, en 2019, globalmente se
identificaron 1.27 millones de muertes asociadas a la AMR en bacterias. De este total, el 95% fue
ocasionado por seis patdogenos diferentes: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumanniiy Pseudomonas aeruginosa, por orden descendiente

del nimero de muertes humanas ocasionadas (Figura 1).2
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Figura 1. Numero de muertes globales en el afio 2019 atribuibles y asociadas con la AMR bacteriana. Los datos se presentan
por patégeno causante de la muerte y en orden descendente de izquierda a derecha. Las barras de error muestran intervalos
de incertidumbre del 95%. La imagen fue tomada y modificada de la referencia numero 2: The Lancet 2022 (DOI:
10.1016/S0140-6736(21)02724-0).



Entre las estrategias que se han sugerido para combatir la AMR esta la busqueda de moléculas con
estructuras moleculares novedosas y que presenten actividad antibiética. En la naturaleza existe una gran
diversidad de microorganismos que interactian quimicamente a través de la excrecién de metabolitos
secundarios.* Estos microorganismos representan una fuente muy prolifica de compuestos con actividad
bioldgica Utiles para aplicaciones en diferentes industrias y areas de investigacion.*® En particular, la
busqueda de microorganismos con interacciones antagonistas es muy relevante para la identificacién de

nuevos compuestos Utiles para combatir la AMR.’

Sin embargo, debido a la gran cantidad y diversidad de microorganismos que pueden estar presentes en
una muestra ambiental (p. ej., 10® microorganismos por cm?/hoja o 102 microorganismos por gramo en
el intestino humano), ° la identificacion de microorganismos con actividad antagonista dentro de una
muestra ambiental resulta una actividad con alto consumo de tiempo y recursos. Por lo general, estos
ensayos microbioldgicos comienzan con el aislamiento de todos los microorganismos cultivables presentes
en una muestra, seguido de ensayos de antagonismo entre cada microorganismo aislado frente a uno o
mas patdgenos. Mientras mayor sea el nUmero de microorganismos aislados y de patégenos probados,
mayor sera el nimero de ensayos a realizar. Por lo tanto, para poder realizar una gran cantidad de estos
ensayos en un intervalo pequeifio de tiempo, es decir con una alta eficiencia, se requieren

automatizaciones que puede llegar a ser muy costosas si se incluye el uso de robots.*°

Bajo este contexto, hoy en dia la microfluidica basada en microgotas se ha consolidado como una
alternativa para la miniaturizacién (volimenes desde los nano hasta los picolitros) y la automatizacion de
una gran variedad de ensayos quimicos, fisicos y biolégicos en formato de alta eficiencia.’>™ La
microfluidica basada en microgotas, permite la interseccion de dos fases inmiscibles, una fase acuosa y
una oleosa, dentro de canales de dimensiones micrométricas (Figura 2-A). Las fases se introducen en los
microcanales a través de jeringas, tuberia PTFE y bombas de jeringa utilizando flujos de inyeccidn del orden
de los microlitros por hora (Figura 2-B). De tal forma, la composicién de ambas fases se puede modificar
facilmente permitiendo la formacién de microgotas de agua en aceite con frecuencias de formacion en el
orden de los kHz (Figura 2-Cy D). Los dispositivos para la produccion de estas microgotas comunmente se
fabrican en vidrio o con el polimero polidimetilsiloxano (PDMS), ambos materiales permiten que la técnica

sea adecuada para técnicas de analisis dentro del campo UV-Vis (Figura 2-B).1*
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Figura 2. (A) Esquema de los canales tridimensionales utilizados por la técnica de microfluidica. Las dimensiones ‘y’y Z
comunmente estan en el orden de las decimas a cientos de micrdmetros. La longitud del canal, X’ puede llegar a los
centimetros dependiendo del disefio de cada experimento. (B) Dispositivo tipico de microfluidica con un disefio de canales
fabricados sobre una superficie de PDMS y sellados con un portaobjetos de vidrio ambos materiales son transparentes en
el espectro visible y a altas longitudes de onda dentro del UV. Las dimensiones de estos dispositivos son comparables con
una moneda de un peso mexicano. Las diferentes fases se inyectan dentro de los microcanales a través de tuberias PTFE
que a su vez estdn unidos a jeringas colocadas sobre bombas de jeringas. (C) Para la microfluidica basada en microgotas,
se utilizan dos fases inmiscibles que se introducen dentro de los microcanales cuyo disefio permite la interseccion de ambas
fases generando cintos de miles de microgotas de agua en aceite. Durante su formacién la composicién de las microgotas
se puede modificar mediante cambios en la relacidn de flujos de las diferentes fases inyectadas. (D) El volumen de estas
microgotas puede variar entre los nanolitros y los femtolitros y producirse a frecuencias del orden de los kHz.

Dentro del campo de la microbiologia, la microfluidica ha sido utilizada para el cultivo y la deteccidn de
microorganismos dentro de microgotas, para llevar ensayos de susceptibilidad antibidtica, asi como
diferentes estudios de interaccidn microbiana y aplicaciones biotecnoldgicas (Figura 3).*** ComiUnmente,
los ensayos en microgotas con microorganismos comienzan con la encapsulacion de una o mas células
dentro de las microgotas.’® Para detectar la presencia y el crecimiento de los microorganismos
encapsulados, frecuentemente se utilizan cepas modificadas para la expresion de proteinas
fluorescentes.'”*® También, se han utilizado marcadores de células vivas y muertas o el indicador del
metabolismo celular resazurina para realizar pruebas de susceptibilidad antibidtica.?®?° Incluso, utilizando
mediciones de absorbancia de microgotas individuales, se ha reportado una metodologia para la
evaluacion y aislamiento de bacterias resistentes a los antibidticos o para realizar ensayos de evolucion

21,22

dirigida.
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Figura 3. Aplicaciones de la microfluidica basada en microgotas en los diferentes campos de la microbiologia. La imagen
se tomd y modificé de la referencia numero 15.

La co-encapsulacion microbiana dentro de microgotas de agua en aceite se ha utilizado para el estudio de
interacciones entre diferentes cepas. Por ejemplo, para probar interacciones bacterianas de una cepa
frente a otra, se han co-encapsulado diferentes pares de microorganismos para evaluar los cambios
positivos y/o negativos en el crecimiento celular debido a las condiciones de incubacién conjunta dentro
de microgotas.?*%® Ademds, para el estudio de las interacciones entre mas de dos cepas bacterianas
diferentes, se ha reportado el desarrollo del dispositivo llamado kChip (Figura 4-A).?” Este dispositivo
consiste en una matriz con una densidad maxima de 2000 micro pozos por cm?, cada pozo tiene un
volumen del orden de los nanolitros. En estos micro pozos se logran capturar de 2 a 4 microgotas, donde
cada una encapsula bacterias diferentes previamente identificadas. Después, las microgotas dentro de los
pozos se fusionan para dar paso a la interaccion entre las diferentes cepas encapsuladas y su estudio
mediante microscopia.?” Otro ejemplo interesante de la interaccién de multiples cepas en microgotas ha
sido reportado para la cuantificacion de microorganismos aislados de muestras fecales del intestino

humano (Figura 4-B), este estudié permitio la identificacién de microorganismos con baja abundancia en



la muestra o bien la caracterizacién de microorganismos que no habian sido reportados.? Sin embargo,
en estos ultimos ejemplos, las interacciones microbianas se estudiaron mediante una analisis
automatizado de las imagenes de microscopia o mediante el conteo de las colonias que crecieron sobre
placas de agar inoculadas con las microgotas cargadas de microorganismos. Por lo tanto, el nimero de
microgotas que se pueden analizar mediante estas metodologias estd limitado a la automatizacién de la
toma de imagenes y a la capacidad de computo para el analisis de estas. De tal forma, estos ensayos se
restringen al andlisis de muestras pequefias y con una baja diversidad de las cepas que se pueden estudiar

en un solo experimento.
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Figura 4. Descripcion general de dos metodologias reportadas y que son relevantes en el estudio de interacciones
microbianas dentro de microgotas. (A) El kChip es un dispositivo de microfluidica que permite el estudio de comunidades
microbianas. Para hacer uso de este dispositivo, primero se producen gotas de 1 nL, cada gota contiene un codigo de color
que indica la especie previamente aislada y encapsulada. La mezcla de estas gotas con codigo de colores se carga en el
kChip y se agrupan aleatoriamente dentro del arreglo de pozos del kChip, los pozos estan disefiados para agrupar con
precision £ nimero de gotas. Se toman imagenes del kChip para identificar el contenido en cada pozo a partir de los codigos
de color de las gotas. Luego, las gotas se fusionan dentro de sus respectivos pozos mediante la exposicion a un campo
eléctrico, generando asi comunidades sintéticas de microorganismos. Los fenotipos comunitarios se pueden rastrear
mediante ensayos Opticos, incluida la expresion de proteinas fluorescentes y la reduccion de la resazurina. La imagen fue
tomada y modificada de la referencia numero 27 (B) Estudio de las interacciones entre los microorganismos presentes en
muestras fecales. Izquierda, se prepara una suspension microbiana derivada de una muestra fecal humana. En medio,
mediante la formacion de microgotas de agua en aceite, se encapsulan combinaciones aleatorias de bacterias en microgotas.
Derecha, estas microgotas se incuban anaerébicamente durante una semana para permitir la co-incubacion de las
subcomunidades y su posterior identificacion mediante el cultivo en placas de agar. La imagen se tom6 y modifico de la
referencia nimero 28.



Una alternativa para mejorar la eficiencia de los ensayos en microgotas es la manipulacién y seleccién
automatizada de microgotas individuales de acuerdo con las propiedades dpticas de su contenido. Un
enfoque que se ha desarrollado con estos fines es un sistema microfluidica conocido como FADS,
Fluorescence Activated Droplet Sorting (Figura 5).%° Esta técnica permite la seleccidn de microgotas de
agua en aceite basado en la intensidad de fluorescencia emitida por cada microgota que viaja a través del
arreglo de canales dentro de un dispositivo de microfluidica. Las microgotas con las propiedades
fluorescentes deseadas son seleccionadas mediante la aplicacién de un pulso electromagnético que
genera una polarizacidn de las cargas en la superficie de la microgota y como consecuencia cambia su
direccidon y es enviada hacia un canal diferente del que fluyen las microgotas sin las propiedades deseadas
(Figura 5-A). FADS resulta una metodologia de alta eficiencia, se han reportado frecuencias de seleccidn
de hasta 2000 microgotas por segundo.?® Esta técnica ha utilizado en proyectos de evolucién dirigida para
la seleccién de mutantes de enzimas que presentan una mayor eficiencia catalitica.?*® También, esta

técnica ha sido modificada para la seleccién de microgotas sin la necesidad de marcadores fluorescentes.?*
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Figura 5. (A) Arreglo de electrodos y canales para la seleccion de microgotas dentro de un dispositivo de microfluidica
mediante la técnica FADS. En la imagen principal, los electrodos se encuentran prendidos generando un campo eléctrico
que polariza la superficie de las microgotas y las manda por el canal de seleccion. En el inserto de la figura, los electrodos
se encuentran apagados y las gotas siguen el flujo de menor resistencia. Las barras de escala corresponden a 100 pm. La
imagen se tomo y modifico de la referencia numero 29. (B) Esquema del flujo seguido por una metodologia reportada para
la deteccion de mutantes resistentes haciendo uso de FADS. Primero, se llevd a cabo la encapsulacion de multiples bacterias
en microgotas junto con una concentracion letal de antibiodtico disuelto, solo algunas pocas de las microgotas formadas
contenian células mutantes individuales resistentes al antibidtico. Después, solo las células mutantes resistentes a los
antibidticos proliferaron en presencia del antibidtico. De tal forma, las microgotas en las que se observd crecimiento
bacteriano fueron seleccionadas con FADS La imagen ha sido tomada y modificada de la referencia numero 21.



En estudios de interaccion microbiana, FADS se ha utilizado para la deteccidon de cepas bacterianas con
resistencia antibidtica (Figura 5-B).?! Asi como para el anélisis la diversidad de bacterias productoras de
antibidticos de diferentes habitats naturales.3> Este estudio demostré que el cultivo unicelular dentro de
microgotas de agua en aceite produce una mayor selectividad bacteriana que el cultivo estdndar en placas
de agar. Sin embargo, a pesar de esta capacidad demostrada de la técnica FADS para realizar ensayos
bioldgicos, la implementacién de esta técnica requiere una amplia experiencia en optofluidica,
programacion y multiples instrumentos, lo que ha limitado su uso a algunos cuantos laboratorios
especializados alrededor del mundo y hasta el dia de hoy no ha habido una comercializacién de estos

sistemas.

Debido a esta limitacion en la accesibilidad a la técnica de FADS, se ha reportado la seleccidn de particulas
de microfluidica mediante la técnica de citometria de flujo conocida como Fluorescence Activated Cell
Sorting (FACS).3¢ Esta técnica puede seleccionar particulas dispersas en una solucién amortiguadora con
una eficiencia superior a 10’ eventos por hora y estd disponible mediante instrumentos comerciales
presentes en muchas universidades y centros de investigacion. En la UNAM el Laboratorio Nacional de
Citometria (LabNalCit) cuenta con tres equipos diferentes de FACS disponibles como un servicio para la
investigacion.*! Todos los instrumentos de FACS tienen detectores de esparcimiento de luz frontal y lateral,
FSC y SSC por sus siglas en inglés, respectivamente. También, cada equipo de FACS cuenta con al menos
tres laseres de longitud de onda diferentes que permiten analizar y seleccionar simultdneamente
particulas individuales segln su tamafio (FSC), la complejidad (SSC) y el espectro de emisién y la intensidad

de la fluorescencia (Figura 6).4%*
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Figura 6. Esquema del arreglo optico y electronico de los instrumentos de FACS. Esta técnica permite el analisis y seleccion
de particulas suspendidas en una fase acuosa. Las particulas se inyectan en el equipo y se alinean mediante un fluido
envolvente que se mueve a alta velocidad. Cada particula es analizada mediante uno o mas laseres de diferentes longitudes
de onda que permiten clasificar a las particulas de acuerdo con su tamafio (FSC), la complejidad del contenido de la particula
(SSC) y su espectro de emision e intensidad de fluorescencia, todos estos parametros de manera simultanea. Los grupos de
particulas con las propiedades deseadas se logran recuperar mediante la aplicacion de pulsos eléctricos que direccionan a las
particulas en reservorios independientes.

Para lograr el andlisis de las microgotas de microfluidica mediante la técnica de FACS, las microgotas de
agua en aceite se deben de sacar de la fase oleosa y mantener su estructura suspendidas en una fase
acuosa necesaria para el analisis por citometria de flujo. Para ello, se ha reportado el uso de las dobles

emulsiones agua-aceite-agua®’**

o bien la adicidn de un agente gelificante en la fase acuosa para dar paso
alaformacion de microgeles (Figura 7-A y B).*>%¢ Las dobles emulsiones y los microgeles se pueden formar
dentro de los dispositivos comunes de microfluidica basada en microgotas y logran encapsular e incubar
microorganismos dentro de estos sistemas. En el caso de los microgeles la incubacion se puede realizar
con los geles suspendidos en el aceite favoreciendo asi la concentracion de los metabolitos que excretan
las bacterias encapsuladas en cada microgota. En este punto los microgeles se pueden transferir

facilmente desde la fase oleosa hacia una fase acuosa para su posterior analisis, clasificacion vy

recuperacion mediante la técnica de FACS (Figura 7-C).
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Figura 7. Esquema del arreglo tipico de los canales de microfluidica para la formacion de (A) emulsiones dobles agua-
aceite-agua y (B) microgeles de agarosa. (C) Esquema de encapsulacion e incubacion de microorganismos dentro de

microgeles producidos mediante dispositivos basicos de microfluidica basada en microgotas.

Especificamente en el drea del descubrimiento de nuevos antibidticos, el grupo de investigacidon de
Alexander Gabibov ha utilizado las dobles emulsiones para la busqueda de microorganismos antagonistas
y los compuestos que excretan. Para ello, se tomaron muestras de saliva de humanos®® o de un oso
siberiano (Figura 8).*” Mediante diluciones, cada microorganismo presente en estas muestras se logré co-
encapsular junto con células del patdgeno S. aureus (cepa diana) modificado para expresar alguna
proteina fluorescente (Figura 8-B). Después de un tiempo de co-incubacidn, se llevd a cabo la tincion de
todas las células dentro de las emulsiones dobles para discriminar los diferentes eventos que surgieron
tras esta estrategia de co-incubacion. Haciendo uso de la técnica de FACS se seleccionaron aquellas
emulsiones dobles en las que se identificd que la cepa co-encapsulada junto con S. aureus presentd
actividad antagonista (Figura 8-A). Mediante este enfoque se logré recuperar una cepa de Pseudomonas
aeruginosa y otra de Bacillus pumilus, ambas con actividad inhibidora contra S. aqureus.3**’ La misma
metodologia se utilizd para identificar Paenibacillus polymyxa, una cepa del suelo con actividad

antimicrobiana contra E. coli.*®
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Figura 8. (A) Esquema de una estrategia utilizada para el aislamiento de bacterias con actividad antagonista contra una cepa
diana cuyo crecimiento se puede seguir mediante la capacidad de esta cepa de expresar la proteina verde fluorescente (GFP,
por sus siglas en inglés). Los microorganismos presentes en una muestra ambiental se separan y se encapsulan de manera
independiente con la cepa diana mediante la formacion de emulsiones dobles. Tras un tiempo de co-incubacion las bacterias
se tifien y se separan mediante la técnica de FACS. (B) Foto representativa de emulsiones dobles co-encapsulando la cepa
diana, en este caso S. aureus con la capacidad de expresar la GFP, junto con microorganismos presentes en la microbiota de
la saliva de un oso siberiano. La imagen fue tomada y modificada de la referencia nimero 47.

Algunas de las desventajas que presentan los estudios mencionados con dobles emulsiones y FACS para la
seleccidn de los microorganismos antagonistas es que se requieren hasta dos marcadores fluorescentes
diferentes ademas de una cepa reportera que expresara una proteina fluorescente. En estos trabajos no
se reportd el uso de las sefiales de esparcimiento de la luz (FSC y SSC) que FACS obtiene para cada una de
las particulas analizadas cargadas con microrganismos. Sin embargo, se ha demostrado que las sefiales de
esparcimiento pueden ayudar a diferenciar entre microgeles que contienen células individuales de
aquellos en los que han crecido microcolonias bacterianas dentro del microgel.*® Por lo tanto, el estudio
de las sefiales de esparcimiento emitidas por particulas de microfluidica cargadas con microorganismos
podria permitir una disminucidn en el uso de marcadores fluorescentes necesarios para la seleccidn de
microorganismos antagonistas. Ademds, estas metodologias tampoco reportaron sus resultados de
citometria de flujo que les permitieron discriminar y seleccionar a las particulas de microfluidica cargadas
con microorganismos antagonistas.3¢47485% por |o tanto, aun es necesario realizar ensayos control
mediante la co-encapsulacién de microorganismos con actividad antagonista previamente comprobada, y
poder asi tener un panorama mas amplio y un mejor entendimiento de los resultados que se pueden
obtener con las técnicas de analisis y seleccion con FACS de particulas de microfluidica cargadas con

microorganismos.
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2. Obijetivos e Hipotesis

2.1. Objetivo Principal

Desarrollar una plataforma de microfluidica basada en la co-encapsulacién y el co-cultivo
de microorganismos dentro de microgeles, seguido de su andlisis mediante FACS para la
identificacion de especies con actividad antagonista contra una cepa reportera
fluorescente.

2.2. Hipdtesis

Si una cepa reportera fluorescente se co-incuba dentro de microgeles junto con una cepa
antagonista el crecimiento de la reportera no se llevarda a cabo. En cambio, si el
microorganismo co-encapsulado no es antagonista la cepa fluorescente si proliferara.
Haciendo uso de FACS, esta diferencia en el crecimiento de la cepa fluorescente permitira
separar los microgeles de acuerdo con la intensidad de fluorescencia y entonces recuperar
los microorganismos que presenten actividad antagonista.

por fluc
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Figura 9. Esquema del objetivo e hipdtesis del proyecto.
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Objetivos particulares

- A partir de cepas bacterianas previamente aisladas realizar ensayos de microbiologia que
permitan identificar y seleccionar cepas bacterianas con y sin actividad antibidtica contra una
cepa bacteriana reportera con propiedades fluorescentes.

- Optimizar la encapsulacién y cultivo dentro de microgeles tanto de la cepa reportera
fluorescente, asi como de las diferentes cepas bacterianas seleccionas de acuerdo con su
actividad antibidtica.

- Empleando técnicas de microscopia y citometria de flujo, caracterizar el crecimiento de la
cepa reportera dentro de microgeles, tanto cuando se encapsula de manera individual como
en conjunto con una cepa bacteriana dotada de actividad antibidtica, o junto a una cepa
carente de dicha actividad.

- Haciendo uso de FACS, dentro de una mezcla de microgeles con diferentes microorganismos
encapsulados identificar y recuperar aquellos cargados con las cepas productoras de
antibidticos contra la cepa reportera.

- Realizar ensayos con muestras ambientales que demuestren la funcionalidad de la
metodologia para la recuperacién de microorganismos antagonistas en mezclas complejas de

microrganismos.

- Recuperacion a macroescala y caracterizacién de microorganismos antagonistas
seleccionados mediante la metodologia propuesta.

13



3. Metodologia
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3.1. Cepas y condiciones de cultivo bacteriano

La manipulacion de todas las cepas bacterianas se realizé en condiciones estériles dentro de una campana
de bioseguridad. Todas las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo fueron proporcionadas por el Dr.
Jorge Rocha Estrada (Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste. La Paz, B.C.S. 23096, México). Se
utilizé la cepa fluorescente de Escherichia coli-GFP como cepa reportera para la deteccién de cepas con
actividad antagdnica. La cepa E. coli-GFP se obtuvo a partir de la transformacién de la cepa E. coli-TOP10
a la cual se le insertd el plasmido pHT315-Pspac'gfp, para expresar de manera constitutiva la proteina
verde fluorescente,** GFP por sus siglas en inglés. Las cepas Bacillus velezensis (NME26), Burkholderia sp.
(XM5) vy Peribacillus frigoritolerans (NME255), se aislaron de semillas de maiz mexicano y fueron
identificadas en un estudio previo.>? Estas bacterias se seleccionaron en funcién de su actividad antagdnica

contra la E. coli-GFP.

3.2. Ensayos de antagonismo sobre placas de agar

La actividad antagdnica se determind mediante ensayos sobre placas de agar con la técnica spot-on-lawn.
Para ello, a partir de un stock de E. coli-GFP en glicerol al 15% conservado a -80 °C se estrid esta cepa sobre
la superficie de una placa de 2YT-agar. Después de 24 h de incubacién a 27 °C, se tomd una colonia aislada
y se utilizd para inocular 2 mL de medio 2YT liquido, limpio y estéril. Tras incubar este cultivo durante 18 h
a 27 °Cy 200 rpm, cultivo de una noche, este se centrifugd y lavod 2 veces con medio 2YT liquido. Después,
se realizé una dilucién 1 en 100 y de este se tomaron 15 plL para inocular la superficie completa de una
placa de agar. Sobre la superficie del agar inoculada con E. coli-GFP se inocularon las diferentes cepas del
maiz, esto de manera independiente con ayuda de un palillo tomando las cepas directamente de un stock
de glicerol al 15%. Las placas se incubaron durante 48 h a 27 °Cy entonces se evalué la actividad antagdnica

mediante el siguiente parametro:

Didmetro del halo de inhibicion

C idad antagobnica =
apaciaad antagonica Diametro de la colonia que forma el halo

3.3. Disefio de los canales de microfluidica para formacién de microgeles

Basado en reportes previos,>? se disefid un arreglo de microcanales con una geometria de enfoque de flujo
gue permitiera la formacidn de microgotas de agua en aceite con un diametro menor a 30 um. El tamaiio

maximo de la microgota fue seleccionado para asegurar la compatibilidad de analisis de estas particulas
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haciendo uso de FACS. El diseiio de canales de microfluidica para la producciéon de microgotas se realizé
mediante el software de dibujo Adobe Illustrator® 2020 (Adobe). Los microcanales estan configurados
como un arreglo de enfoque de flujo, con dos entradas y una salida (Figura 10-A). La primera entrada,
ubicada en la parte superior del disefio, se utiliza para inyectar la fase oleosa, mientras que la segunda
entrada, en el centro del arreglo, se emplea para introducir la fase acuosa (suspension de bacterias).
Ambas fases fluyen a través de sus respectivos canales hacia la zona de interseccién, donde los canales
disminuyen gradualmente su ancho desde 150 um hasta 45 um (Figura 10-B). En esta region de
interseccidn, las fuerzas interfaciales entre las fases acuosa y oleosa provocan la emulsificacidn de la fase

acuosa en gotas monodispersas, que luego fluyen hacia la salida del disefio de microcanales (Figura 10-A).

Este disefio de microcanales a computadora se imprime sobre un acetato. De tal forma, la luz solo pasa a
través de los canales dibujados en blanco y no a través de las zonas obscuras (Figura 10-A). Este acetato
funciona como una fotomascara que se utiliza mas adelante en el proceso de fabricacion de dispositivos

de microfluidica.

Aceite fluorinado /

+ tensoactivo , 4

Fase acuosa Salida
(Suspension de bacterias) (Recoleccion de la emulsion)

Figura 10. (A) Diseflo de microcanales para la formacion de microgotas de agua en aceite. El disefio cuenta con una entrada
para la fase oleosa (aceite fluorinado con tensoactivo) y una entrada para la fase acuosa (suspension de bacterias). Ambas
fases se inyectan dentro del dispositivo y viajan hacia la zona de interseccion. (B) En esta zona (magnificacion 10x), ambas
fases se juntan y por fuerzas interfaciales la fase acuosa segrega en microgotas monodispersas de agua en aceite con un
volumen aproximado de 10 pL cada una. La emulsion viaja hacia el canal de salida. El disefio se imprime sobre acetato y se
utiliza para la fabricacion de dispositivos de microfluidica.
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3.4. Fabricacidn de dispositivos de microfluidica.

La fabricacion de los dispositivos de microfluidica se lleva a cabo en dos fases claramente diferenciadas.
La primera, mediante el uso de fotolitografia, se realiza |la fabricacién de un molde maestro que contiene
un relieve positivo con el disefio deseado de los canales de microfluidica. La segunda fase, haciendo uso
de la técnica de litografia suave se obtienen réplicas del molde maestro con un relieve negativo sobre el

polimero suave polidimetilsiloxano (PDMS), Figura 11.
Primera fase. Fabricacidn del molde maestro (fotolitografia):

l. Se colocd una oblea de silicio (76 mm de didametro, Silicon Valley Microelectronics Inc.) dentro de
un equipo Spin coater (WS-650, Laurell Technologies Corp. La oblea se centrd y se fijé con vacio
dentro del Spin coater. Después, se colocaron alrededor de 3 mL de la resina fotosensible (SU-8
3035, Microchem) sobre la oblea de silicio. El volumen es aproximado porque si se intenta medir
el volumen exacto de resina, la probabilidad de formaciéon de burbujas aumenta y afecta
gravemente el resultado deseado. Una vez depositada la resina sobre la oblea, se llevé a cabo un
programa de giro de dos pasos: Primero, girar la oblea a una velocidad de 500 revoluciones por
minuto (rpm) durante 10 s con una aceleracion de 100 rpm/s. Este paso permite distribuir de
manera homogénea la resina sobre toda la superficie de la oblea de silicio. El segundo paso del
programa de giro consistié en aumentar la velocidad hasta 5000 rpm con una aceleracion de
350 rpm/s y mantener esa velocidad durante 30 s, asi se generd una capa uniforme de resina con
un grosor de 20 um, que corresponde a la altura deseada de los canales de microfluidica (Figura
11-A).

Il. La oblea de silicio con la capa homogénea de resina se colocé sobre una parrilla de calentamiento
a 105 °C durante 15 minutos. Este paso permitié evaporar la mayor parte de los disolventes
presentes en la resina, permitiendo que disminuyera la capacidad de la resina de fluir sobre la
superficie de la oblea (Figura 11-B).

lll.  Sobre la oblea recubierta con resina se colocd y centrd la mascara de acetato que contenia
impreso, en negativo, el disefio deseado de los canales de microfluidica. Ambas piezas alineadas,
se colocaron en medio de dos vidrios cuadrados (6 mm de espesor) asegurando asi que la mascara
se mantuviera plana y en total contacto con la capa de resina. Asi, la oblea con la mascara se
expuso durante 45 s bajo una ldampara de luz ultravioleta (100 W, B100AP, Analytik Jena, US, LLC).

De tal forma, la luz que pasa a través del disefio de canales logra iniciar una reaccion de
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polimerizacion de la resina que solidifica y se adhiere covalentemente a la oblea de silicio y forma
paredes de resina solida con la altura y grosor deseados (Figura 11-C).

Después de la exposicion a la luz ultravioleta, se retird la mdscara de acetato y la oblea de silicio
se colocd durante 1 min sobre una parrilla de calentamiento a 75 °C. Inmediatamente después se
calenté durante 5 min sobre una parrilla a 105 °C. Este paso permitié que terminara la reaccion
de polimerizacidn iniciada durante la exposicién a luz ultravioleta (Figura 11-D).

Tras este calentamiento post exposicidn, la oblea con la capa de resina se sumergié durante 5 min
dentro del disolvente revelador (Acetato de 1-Metoxy-2-propilo, Sigma-Aldrich). Pasado este
tiempo se retird la oblea del disolvente y se secé con aire comprimido. El disolvente utilizado
permitié remover toda la resina que no fue expuesta a la luz y por lo tanto no polimerizé, dejando
sobre la oblea un relieve positivo de SU-8 polimerizada con el disefio de canales de microfluidica

con la altura y grosor deseados (Figura 11-E).

Segunda fase. Obtencién y sellado de los microcanales de microfluidica (litografia suave).

Dentro de un vaso de plastico desechable se pesaron 25 g del pre-polimero de PDMS (Sylgard
184; Dow Corning Corp.), esta masa solo se utiliza para la primera vez que se llena el molde,
después se utiliza una masa menor de PDMS dependiendo del tamafio del disefio. A
continuacién, en el mismo vaso se agregd una masa del agente entrelazante (Sylgard 184; Dow
Corning Corp.) equivalente al 8.5% en masa (en este caso 2.125 g) del pre-polimero de PDMS.
Ambos componentes se mezclaron manualmente durante 2 min con ayuda de un agitador
desechable. Finalmente, el vaso con la mezcla se colocd dentro de un desecador con vacio
durante 30 min o hasta observar que ya no existan mas burbujas dentro de la mezcla aun
liquida.

El molde maestro con el disefio del microchip se colocd dentro de una caja de Petri y sobre
este se vertid la mezcla aun no polimerizada y sin burbujas de PDMS. La caja de Petri se
introdujo en un horno a 65 °C durante una noche. Este calentamiento permitié que se llevara
a cabo la polimerizacién del PDMS, obteniendo asi un sélido suave (elastémero) y
transparente sobre toda la superficie del molde maestro (Figura 11-F).

Con ayuda de un bisturi, se cortd alrededor de la seccién del molde maestro que contenia el
disefio de canales y se retird auxilidndose de una espatula. De tal forma se obtuvo una réplica

de PDMS con el relieve negativo del disefio de los canales (Figura 11-G).

18



Con un punzdén para biopsia de 0.75 mm de didmetro (Electron Microscopy Sciences) se
perforaron todas las entradas y la salida de los canales en el disefio (Figura 11-H). La superficie
de PDMS con el relieve de canales se puede cubrir con cinta mdgica Scotch para evitar que el
polvo se deposite sobre los canales.

Con aire comprimido se retird todo el polvo presente en la superficie de un portaobjetos de
vidrio (75 mm de largo, 25 mm de ancho y 0.8 mm de grosor, MADESA). Después, utilizando
un Corona Treater (BD-20AC, Electro Technic Products), se realiz6 una descarga de plasma
sobre la superficie del portaobjetos durante 60 s. Inmediatamente después, la superficie de
PDMS, con el relieve de los microcanales hacia arriba, se expuso durante 15 s a la descarga de
plasma. Entonces, ambas superficies se pusieron en contacto presionando ligeramente para
sacar las burbujas de aire que queden atrapadas en la interfase. Finalmente, el portaobjetos
adherido a la réplica de PDMS se colocd dentro de un horno a 65 °C durante una noche. Este
proceso permitid que los radicales libres, que se formaron en ambas superficies tras las
descargas de plasma, se unieran y formaran enlaces covalentes entre el PDMS vy el vidrio del
portaobjetos. De esta forma se obtuvo un arreglo de canales cuadrados, donde tres paredes

son de PDMS y la cuarta es de vidrio (Figura 11-1).
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Figura 11. Esquema de fabricacion de los dispositivos de microfluidica. A la izquierda, se describe la fabricacion del molde
maestro mediante fotolitografia, y a la derecha, se explica el proceso de obtencion de réplicas de PDMS mediante litografia
suave. (A) Sobre una oblea de silicio se coloca una capa con grosor homogéneo de resina fotosensible SU-8. (B) Un
calentamiento permite evaporar los disolventes en la resina. (C) Se alinea la oblea de silicio con una mascara de acetato, la
cual contiene impreso el disefio deseado de microcanales, y se exponen a luz UV para iniciar la reaccion de polimerizacion
de la resina depositada sobre la oblea. (D) Posterior a la exposicion a luz UV, la oblea se calienta para finalizar la reaccion
de polimerizacion de la resina SU-8. (E) Con ayuda de un disolvente se revelan los canales construidos sobre la oblea. (F)
Sobre este molde maestro se vierte una mezcla fluida del pre-polimero de PDMS con su agente entrecruzante. (G) Después
de una noche dentro de un horno a 65 °C, el PDMS polimeriza y forma un sélido suave y transparente que contiene en una
de sus superficies una copia, en relieve negativo, de los canales construidos en el molde maestro. (H) Las entradas y salidas
del arreglo de microcanales se perforan con un punzon de biopsia. (I) Mediante un tratamiento de plasma, la superficie de
PDMS se une covalentemente a la superficie de un portaobjetos de vidrio, quedando asi la construccion de microcanales
rectangulares con el disefio deseado.
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3.5. Preparaciéon de microorganismos para encapsulacién en microgeles

Para el cultivo dentro de microgeles, cada cepa se cultivé partiendo de stocks de glicerol al 15%
conservados a -80 °C. Estos stocks se utilizaron para inocular las diferentes cepas en placas independientes
de medio 2YT con agar al 15% m/m y se incubaron a 27 °C durante 24 o 48 h dependiendo de la velocidad
de crecimiento de cada cepa. Después, de forma independiente para cada cepa bacteriana se
seleccionaron de una o dos colonias y se utilizaron para inocular 2 mL de medio liquido 2YT, que fue
incubado durante 18 h a 27 °C y 200 rpm, cultivos de una noche. Para mantener una presion selectiva y
asegurar la estabilidad del plasmido en las células de E. coli-GFP, en los medios de cultivo de esta cepa se
disolvié ampicilina a una concentracién de 100 pug/mL. Para las cepas del maiz el cultivo se realizé sin la
presencia de antibidticos ya que estos no han sido modificados genéticamente para su seleccidn con
antibioticos y por lo tanto, la presencia de ampicilina podria inhibir o impedir su crecimiento. Después del
tiempo de incubacidn, cada cultivo de una noche se centrifugd y se lavé dos veces con PBS Y,
posteriormente, los microorganismos fueron resuspendidos en medio estéril 2YT. Finalmente, para
eliminar los cumulos bacterianos y obtener una mejor eficiencia de encapsulacién, cada suspensién
bacteriana se filtré a través de coladores bacterianos con un tamafio de poro de 40 um (Santa Cruz

Biotechnology, Inc.).

3.5.1. Encapsulacion independiente de bacterias en microgeles

Para lograr encapsular en promedio 5 células de E. coli-GFP por microgel (A = 5), experimentalmente los
cultivos de una noche para E. coli-GFP, descritos en la seccidn 3.5, se diluyeron hasta obtener una densidad
bacteriana de 4.9x108 CFU/mL (ANEXO II) en la solucién de trabajo para encapsulacién. De tal formay de
acuerdo con calculos tedricos empleando la distribucidn de Poisson (ANEXO 1), el 99.3% de los microgeles
gue se forman a partir de esta suspension resultan ocupados por al menos una célula de E. coli-GFP

mientras que el 0.07 restante serian microgeles vacios.

Para la encapsulacion independiente de cada cepa del maiz en microgeles, de manera independiente cada
cultivo de estas cepas se diluyé con medio 2YT hasta obtener una densidad bacteriana de 9.7x10° CFU/mL
(ANEXO 1I), correspondiente a un promedio de encapsulacién de 0.1 células de cada cepa por microgel.
Asi, tras la emulsificacién de esta suspension de trabajo, el 90 % de los microgeles formados resultan
vacios, el 9% encapsulard a lo mds una célula por microgel, y el resto (1%) lograra encapsular dos o mas

células (ANEXO I).
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Para encapsular cada cepa de forma independiente en microgeles, se siguid el siguiente procedimiento:
se tomaron 300 pL de la suspension de trabajo correspondiente y se colocaron en un microtubo de 1.5 mL,
después se centrifugaron a 5000 rpm durante 2 minutos. Posteriormente, se eliminé el volumen necesario
para dejar solo 150 uL del sobrenadante en el microtubo, que se utilizaron para resuspender el pellet
bacteriano. A esta suspensién bacteriana se le afadieron 150 pL de medio de cultivo 2YT estéril con
agarosa de bajo punto de fusion (Sigma-Aldrich) disuelta al 2.8 %m/v y previamente calentado a 40 °C. La
mezcla resultante se agitd vigorosamente con un vortex durante 45 segundos y el volumen completo se

cargd en una jeringa de 1 mL evitando dejar burbujas atrapadas.

3.5.2.  Co-encapsulacion de E. coli-GFP con cada una de las cepas bacterianas aisladas
del maiz

Para llevar a cabo la co-encapsulacidn de E. coli-GFP con las diferentes cepas aisladas del maiz, se

realizaron las siguientes mezclas en microtubos individuales:

Tabla 1. Volimenes de cada cepa utilizados para preparar las diferentes mezclas de bacterias utilizadas para la produccion
de microgeles cargados con células de E. coli-GFP junto con alguna cepa de las bacterias aisladas del maiz.

Muestra Volumen en plL agregado de la suspension de trabajo de:
E. coli-GFP NME255 XM5 NME26
E. coli-GFP/NME255 300 300 0 0
E. coli-GFP/XM5 300 0 300 0
E. coli-GFP/NME26 300 0 0 300
E. coli-GFP/Todas 300 300 300 300

Después, cada una de las mezclas obtenidas fue sometida al mismo proceso de centrifugacién y pasos

posteriores descritos al final de la seccién 3.5.1.

De tal forma, y de acuerdo con las probabilidades obtenidas con la distribucidn de Poisson (ANEXO 1), para
los microgeles formados a partir de las mezclas de E. coli-GFP con solo una cepa aislada del maiz, el 9.3%
de lo microgeles formados lograran encapsular una o mas células de E. coli-GFP junto con solo una célula
de la cepa del maiz presente en la mezcla; el resto de los microgeles formados estard ocupado
exclusivamente por células E. coli-GFP (90.1%) o una minima fraccion (0.6%) podrian resultar como
microgeles vacios. Cuando en la suspension bacteriana se mezclan todas las cepas aisladas del maiz junto
con E. coli-GFP, entonces la proporcion de microgotas que logra co-encapsular E. coli-GFP junto con una

célula de alguna de las cepas aisladas del maiz aumenta al 25.4%.
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3.6. Formacién e incubacién de microgotas

De acuerdo con el disefio descrito en la seccién 2.3, tanto la fase oleosa como la fase acuosa se
introdujeron dentro del dispositivo de microfluidica a través de jeringas independientes conectadas a

bombas de jeringa (New Era-1000) (Figura 12).

La fase oleosa se compuso de aceite fluorinado HFE-7500 (3M™, Novec™) con un tensoactivo igualmente
fluorinado (RAN-Biotechnologies) disuelto al 0.5% m/m. Tres mililitros de esta fase se cargaron en una
jeringa de la misma capacidad, se colocaron sobre la bomba y se inyectaron dentro del dispositivo de
microfluidica a 1200 pL/h e excepcidn de los experimentos descritos en la seccion 4.4 en la cual se indican

las condiciones de flujo para cada experimento.

La fase acuosa en los distintos ensayos fue cada una de las suspensiones de cepas y mezcla de cepas
bacterianas descritas en la seccion 1.4. En jeringas independientes, se cargd el volumen total de cada
suspensidn dentro de una jeringa desechable de 1 mL (BD), se colocé sobre la bomba e inyecto a un flujo
de 30 pL/h (con excepcion de los experimentos descritos en la seccidn 4.4). Durante la formacién de
microgotas, la jeringa con la fase acuosa se mantuvo a una temperatura de 37 °C con ayuda de compresas

de gel recargadas sobre la jeringa y la bomba sin obstruir el funcionamiento de esta ultima (Figura 12).

La formacidn de microgotas dentro del microchip se supervisé mediante una cdmara rapida (AMETEK,
MIRO M11, Vision Research). Durante la formacién de microgotas con esta cdmara se tomaron videos con
una velocidad de captura de 10 000 cuadros/s, un tiempo de exposicién de 200 us y una resoluciéon de
570x120 pixeles. El analisis de estos videos con el software PCC 2.2 (AMETEK) permitié determinar la

frecuencia de formacidn de las microgotas.

Las microgotas formadas dentro del dispositivo de microfluidica se recolectaron a través de una tuberia
de PTFE (Cole Parmer, ID = 0.56 mm) dentro de un tubo de 1.5 mL sumergido en hielo (Figura 12). La
disminucion de la temperatura favorecié la transicion de la fase acuosa desde una fase fluida hacia una
fase gel, formando asi una emulsién de microgeles que encapsulan bacterias y que estan dispersos en la
fase de aceite fluorinado. En todos los casos las gotas se recolectaron durante 20 minutos y se mantuvieron
sumergidas en hielo hasta comenzar el tiempo de incubacién. Para la incubacién, los microtubos con la
emulsion se transfirieron desde el hielo hacia una incubadora (Excella E24, New Brunswick Scientific) y se

mantuvieron dentro durante 18 h a 27 °C con una agitacion de 200 rpm.
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Figura 12. Fotografia del arreglo de bombas y jeringas para la formacioén de microgotas.

3.7. Observacion de microgeles por microscopia de fluorescencia

Para el andlisis por microscopia, se tomaron muestras independientes de 10 uL de las diferentes muestras
de microgeles producidos. Estos microgeles, aun dispersos en aceite, se inyectaron en un dispositivo de
microfluidica con una geometria cuadrangular (Figura 13). El disefio del dispositivo consta de una cdmara
de observacion con lados de 2 cm y una altura de 60 um. Dentro de esta cdmara, se colocaron pilares de

PDMS para evitar la deformacién de la pared superior de PDMS.
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Figura 13. Disefio de la camara de observacion utilizada para el analisis de microgeles por microscopia de fluorescencia.

La cdmara de observacidn fue colocada sobre la platina de un microscopio de fluorescencia invertido
(LEICA, DMI3000-B). Para la observacion de los microgeles, se emplearon objetivos de 60x (LEICA, NA=0.3)
0 20x (LEICA, NA=0.3), seglin se requiriera. La excitacion de la proteina GFP se logré mediante una ldmpara
de halégeno (PhotoFluor I, 89 North). La luz emitida por la ldmpara se dirigié al arreglo dptico del
microscopio a través de un cable de fibra éptica. Este arreglo consta de dos filtros y un espejo dicrdico
(Semrock, FITC-5050A/LP-C), permitiendo generar y observar la fluorescencia emitida por la GFP, la cual
fue utilizada como fluoréforo para indicar el crecimiento bacteriano en este estudio. A continuacidn, se

detallan los elementos que componen el conjunto de filtros en el microscopio.

- Filtro de excitacion (FF02-475/50). Este filtro permite el paso de luz azul, a través de una franja
gue va de los 450 nm a los 500 nm. Estas longitudes de onda se encuentran dentro del espectro
de absorcion de la GFP, centrado en los 475 nm (Figura 14-A).

- Espejo dicrdico (FF506-Di03). Los espejos dicroicos tienen la capacidad de reflejar luz con
longitudes de onda por debajo de un punto critico y permitir el paso de la luz por encima del
mismo. En este trabajo, se utilizd un espejo que refleja la luz por debajo de los 506 nm vy la

transmite por encima del mismo (Figura 14-A).
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- Filtro de emision. (FF01-540/50). Este filtro solo permite el paso de luz entre los 515 nm y los 565
nm. De tal forma, permite filtrar toda la luz excepto la correspondiente a la emitida por la

fluorescencia de GFP, la cual tiene un espectro de emisidn centrado en los 510 nm (Figura 14-A).

Para generar y observar la fluorescencia de la GFP, la luz emitida por la [dmpara de halégeno llega al
microscopio y se encuentra con el filtro de emisidn, la luz azul que pasa a través del filtro choca con el
espejo dicroico y se refleja hacia el objetivo del microscopio llegando asi a la cdmara de incubacién que
contiene los microgeles con bacterias. Entonces, se excita el fluoréforo presente en la GFP y genera el
fendmeno de fluorescencia. La GFP emite luz verde, parte de esta luz regresa a través del mismo objetivo
del microscopio, atraviesa el espejo dicroico y se interseca con el filtro de emisidn. Este Ultimo impide el
paso de la luz remanente de los alrededores y selecciona solo la luz de fluorescencia, la cual sigue su
camino hacia los lentes del microscopio o hacia algin detector (Figura 14-B). En este trabajo los microgeles

fueron fotografiados haciendo uso de una camara (Canon EOS Rebel T7) acoplada al microscopio.
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Figura 14. (A) Espectros de transmitancia para cada uno de los componentes del arreglo de filtros y espejos utilizados en el
microscopio de fluorescencia, asi como espectro de absorcion y emision para la GFP expresada por las células de E. coli-
GFP. (B) Esquema de la trayectoria que sigue la luz en un microscopio de fluorescencia.

3.8. Transferencia de los microgeles desde la fase oleosa hacia una fase acuosa

Una vez que los microgeles han sido formados, incubados y analizados por microscopia, estos son
transferidos desde la fase oleosa hacia la fase acuosa compuesta por medio de cultivo liquido 2YT. Para

ello, utilizando una jeringa se retira tanto aceite como sea posible de la suspension de microgeles.
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Después, se agregan 30 pL de 1H, 1H, 2H, 2H-Perfluorooctanol (PFO, Sigma-Aldrich) y 200 pL de medio
liquido 2YT. La mezcla resultante se agita durante 2 sy se centrifuga durante 15 s a 1000 rpm, lo que genera
una mezcla bifasica. La fase inferior contiene el aceite fluorinado, tensoactivo y PFO, mientras que en la
fase superior quedan los microgeles suspendidos en la fase acuosa 2YT. Con ayuda de una pipeta, se
transfiere la fase acuosa hacia un microtubo limpio y estéril de 1.5 mL, y se ajusta el volumen hasta 1 mL
con mas medio liquido 2YT estéril. La suspensidon de microgeles en fase acuosa se mantiene sumergida en

hielo hasta su analisis mediante FACS.

3.9. Analisis, clasificacién y recuperacién de microgeles haciendo uso de FACS

El analisis y la clasificacion de los microgeles cargados con bacterias se realizé haciendo uso del equipo de
FACS Moflo XDP (Beckmann-Coulter) equipado con una boquilla de 70 um y operado con el software
Summit en el modo de clasificacion Purify. Se usé una solucidon comercial de PBS (Sigma) como fluido
envolvente para citometria de flujo. Para el estudio de los microgeles, se utilizd laser azul de 488 nm como
fuente de luzy un filtro de paso de banda de 529/28 nm para la deteccién de fluorescencia verde. El equipo
de FACS, mediante el fluido envolvente, alinea cada microgel y lo hace pasar uno por uno frente al laser
azul. De acuerdo con el tamanio, relacionado con la seiial de Forward Scatter (FSC), y la complejidad del
contenido del gel, relacionado con la sefial de Side Scatter (SSC), la luz que incide sobre cada microgel se
esparce de diferente maneray es recibida por los diferentes detectores del equipo de FACS (Figura 15-Ay
B). Cada grupo de microgeles fue recuperado con FACS en tubos de 1.5 mL independientes con 100 pL de

medio liquido 2YT previamente agregado.

A Detector fi_e SSC B Detector de SSC
(Complejidad) (Complejidad)
Laser Laser =
azul i azul = g
microgel Microgel cargado
vacio Detector de FSC con bacterias Detector de FSC
(Tamario) (Tamafo)

Figura 15. Representacion esquematica de la dispersion de la luz lateral (Side Scatter, SSC) y frontal (Forward Scatter,
FSC) cuando (A) los microgeles vacios o (B) microgeles cargados de bacterias son analizados mediante citometria de flujo.
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3.10. Manipulacion de los microorganismos recuperados por FACS para
crecimiento a macroescala o para ciclos consecutivos de encapsulacidén y seleccidn

Para cada muestra analizada, los microgeles recuperados con FACS se manipularon de manera
independiente dentro de una campana de flujo laminar. Para la recuperacién a macroescala, 50 plL de cada
muestra fueron sometidos a hasta 4 diluciones consecutivas 1 en 10 usando como diluyente medio liquido
2YT estéril. Posteriormente, por triplicado, 10 uL de cada dilucién se inocularon puntualmente en placas
de agar 2YT que se secaron al aire durante 15 min. El volumen restante de perlas recuperadas sin dilucién
se esparcio en placas 2YT independientes. Las colonias se contaron después de 48 h de incubacién a 27 °C
y la morfologia de las colonias se evaluo visualmente y se registré mediante fotografia (Canon, EOS, Rebel
SL3, EFS 18-55 mm). La deteccién de colonias fluorescentes se realizd mediante microscopia de

fluorescencia colocando la caja Petri sobre |a platina y observando con un objetivo 4x (LEICA, 4x/0.1).

Si en lugar de crecer a macroescala, los microorganismos recuperados mediante FACS se utilizaban para
ciclos consecutivos de co-encapsulacién con E. coli-GFP, seguido de incubacion, analisis y seleccidn.
Entonces, después de cada ciclo, los microgeles recuperados mediante FACS eran utilizados para inocular
2 mL de medio liquido 2YT y se incubaban durante 18 horas a 27 °C. Posteriormente, estos cultivos de una

noche eran tratados siguiendo el mismo procedimiento descrito en las secciones 3.5 a 3.9.

3.11. Muestra de saliva de perro

Para la toma de muestra de la saliva de perro, para cada experimento durante la mafana del dia del
experimento antes de alimentar al perro doméstico se le dio a morder una gaza estéril. Con el uso de
guantes estériles, con la misma gaza se rasparon suavemente las encias y la lengua del perro.
Inmediatamente después la gaza impregnada de saliva se sumergié en 20 mL de PBS estéril contenido
dentro de un tubo Falcon de 50 mL. Después, el tubo Falcon con la gaza impregnada de saliva se mantuvo

sumergido en hielo hasta su manipulacion para encapsulaciéon en microgeles.

Para la encapsulacion, el tubo con la gaza se colocd sobre un vortex durante 15 s, después el liquido se
paso a través de un cell strainer con un tamafo de poro de 40 um recibiendo el filtrado sobre un nuevo
tubo limpio y estéril. En el tubo Falcon aun con la gaza impregnada con saliva se agregaron 10 mL de PBS
estéril nuevamente se mantuvo en vortex durante 15 sy filtrado a través del cell strainer recibiendo el
filtrado dentro del mismo Falcon que se recibié el anterior filtrado. Este procedimiento se repitié una vez

mas.
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El tubo con el volumen filtrado obtenido en el parrafo anterior se centrifugé durante 10 min a 13,000 rpm,
se retird el sobrenadante y el pellet se re-suspendié en 1 mL de medio 2YT. De esta suspension obtenida

se tomaron 300 pL y se trataron de la misma manera que el procedimiento descrito en la seccién 3.5.1.
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4. Resultados
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4.1. Descripcién general de la metodologia

Para demostrar la funcionalidad de la metodologia se utilizé como cepa dianay reportera para la deteccién
de microorganismos con actividad antagdnica una cepa de Escherichia coli genéticamente modificada para
expresar de manera constitutiva la proteina verde fluorescente (E. coli-GFP). Ademas, se trabajo con un
conjunto modelo de tres cepas bacterianas diferentes previamente aisladas del maiz: Bacillus velezensis
(NME26) y Burkholderia sp. (XM5) con actividad antagonica contra E. coli-GFP y Peribacillus frigoritolerans
(NME255) sin actividad antibidtica. Para realizar los ensayos en los microgeles, las células de las tres cepas
bacterianas del maiz se mezclaron y suspendieron junto con las bacterias de E. coli-GFP en un medio de
cultivo liquido con agarosa de bajo punto de fusién al 1.5 % m/m. Luego, utilizando un dispositivo de
microfluidica con un arreglo de canales de enfoque de flujo, la mezcla de bacterias se emulsiond a una
frecuencia de 700 Hz en cientos de miles de microgotas de agua en aceite, cada una con un volumen de
alrededor de 10 pL (Figura 16). Una vez formadas, para inducir su transicion desde la fase fluida a una fase
gel debido a la presencia de la agarosa disuelta, las microgotas se recibieron en un microtubo sumergido
en hielo. De acuerdo con la distribucidn de Poisson,*® se utilizé una alta densidad bacteriana de E. coli-GFP
en la mezcla inicial tal que el 99.3% de todas las microgotas formadas incluyeran al menos una célula de
E. coli-GFP. Por otro lado, se utilizé una baja densidad bacteriana de las tres cepas del maiz para que solo
el 25.4% de las microgotas formadas lograra la co-encapsulacion de células de E. coli-GFP junto con solo

una célula bacteriana de alguna de las tres cepas del maiz presentes en la muestra (Figura 16).

Después de la gelificacion, las microgotas, ahora denominadas microgeles, se incubaron fuera del
dispositivo de microfluidica para permitir el crecimiento de microcolonias bacterianas en su interior.
Durante esta incubacidn, los microgeles permanecen dispersos en la fase de aceite fluorado, lo que
permite que tanto las bacterias encapsuladas como los metabolitos que segregan se mantengan dentro
de los microgeles durante todo el proceso de incubacién.’* Si E. coli-GFP es encapsulada de manera
independiente, se observa la proliferacion de microcolonias verde fluorescentes dentro de los microgeles.
Sin embargo, cuando se co-encapsula inicialmente E. coli-GFP con la cepa que carece de actividad
antagdnica, ambas cepas crecen dentro de un mismo microgel, lo que permite la observacion del
desarrollo de microcolonias fluorescentes y no fluorescentes en el mismo microgel. Por otro lado, si
E. coli-GFP se co-encapsula con una cepa con actividad antagdnica, tras el tiempo de incubacién no se
observa la formacidn de microcolonias fluorescentes, sino Unicamente la proliferacion de microcolonias

sin fluorescencia (Figura 16).
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Figura 16. Resumen de la metodologia propuesta para la identificacion de microorganismos productores de metabolitos con
actividad antibiotica haciendo uso de una plataforma de microfluidica. (A) Células de la cepa reportera con propiedades
fluorescentes (E. coli-GFP) se mezclan con células de diferentes microorganismos con o sin actividad antibidtica. A esta
suspension bacteriana se le agrega agarosa al 1.5 % m/m y manteniendo la temperatura a 37 °C se emulsifica en cientos de
miles de microgotas de agua en aceite. (B) Las microgotas se reciben en un microtubo de plastico sumergido en hielo
favoreciendo asi la transicion de las microgotas a una fase gel, microgeles. (C) La emulsion se incuba a 27 °C hasta observar
la formacion de microcolonias bacterianas dentro de los microgeles. (D) La emulsion de microgeles se transfiera desde la
fase oleosa hacia una fase acuosa. Inmediatamente después, cada microgel se analiza haciendo uso de Fluorescence Activated
Droplet Sorting (FACS) que permite separar cada microgel de acuerdo con su esparcimiento de la luz (ocupacion bacteriana)
e intensidad de fluorescencia (presencia de la cepa reportera). Una baja intensidad de fluorescencia, pero alto nivel de
esparcimiento de la luz, indica la presencia de microorganismos antagénicos contra la bacteria reportera. (E) Los
microorganismos encapsulados dentro de los microgeles seleccionados por su baja intensidad de fluorescencia pueden ser
recuperados a macroescala o (F) ser utilizados para reintroducirlos en un ciclo mas de la metodologia.
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Tras la incubacidn, los microgeles se transfieren desde la fase oleosa hacia una fase acuosa.
Posteriormente, utilizando la técnica de citometria de flujo Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS), cada
microgel se analiza y clasifica en funcidn de su sefial de dispersién de luz e intensidad de fluorescencia.
FACS selecciona y recupera grupos de microgeles con propiedades similares y los separa en reservorios
etiquetados como GFP(-) (geles con baja fluorescencia) y GFP(+) (geles con alta intensidad de
fluorescencia) (Figura 16). Los microgeles seleccionados como GFP(-) encapsulan posibles
microorganismos antagonistas contra E. coli-GFP, ya que hay que recordar que desde el inicio el 99.3% de
los geles formados contenian E. coli-GFP. Estos microorganismos son recuperados en placas de agar para
su posterior caracterizacién a macroescala o reintroducidos en un nuevo ciclo de la metodologia para el
enriquecimiento de la muestra con los microorganismos que poseen una mayor actividad antagénica

contra E. coli-GFP (Figura 16).

4.2. Ensayos a macroescala

Para demostrar la funcionalidad de la metodologia propuesta, primero se evalué la actividad antagdnica
contra E. coli-GFP de 50 diferentes cepas bacterianas previamente aisladas del maiz mexicano,*” mediante
ensayos spot-on-lawn sobre placas de agar. Derivado de estos ensayos se identificaron y seleccionaron tres
especies bacterianas distintas: dos de ellas con la capacidad de inhibir el crecimiento de la cepa reportera

E. coli-GFP; y una mas carente de esta capacidad antagonista (Figura 17).

La primera cepa antagonista selecciona fue Bacillus velezensis (NME26), |la cual desarrollé colonias planas
de color gris y formd halos de inhibicién cuando se cultivé sobre E. coli-GFP. La segunda cepa con actividad
antagdnica correspondié a Burkholderia sp. (XM5) presenté colonias amarillas que también inhibieron el
crecimiento de E. coli-GFP sobre placas de agar. Finalmente, la cepa no antagonista seleccionada mediante
este ensayo fue Peribacillus frigoritolerans (NME255), esta cepa desarrolla colonias voluminosas color

marrén y no forma halos de inhibicidon cuando crece sobre E. coli-GFP (Figura 17).

33



Figura 17. (A) Ensayo de spot-on-lawn para evaluar la actividad antagénica frente a E. coli-GFP de las tres bacterias
diferentes aisladas del maiz mexicano: Peribacillus frigoritolerans (NME255), Bacillus velezensis NME26) y Burkholderia
sp. (XM5).

4.3. Caracterizacion de los canales y produccion de microgeles

Mediante la técnica de fotolitografia se construyé un molde maestro con un disefio de dos microcanales
diferentes que se intersecan mediante un arreglo de enfoqué de flujo (Figura 18-A). En la primera entrada
se inyecta la fase oleosa, aceite fluorinado con tensoactivo disuelto; en la segunda se introduce la fase
acuosa, medio de cultivo con agarosa disuelta al 1.5 %m/m ya sea estéril o con bacterias suspendidas.
Ambas fases se intersecan y forman una emulsién de gotas de agua en aceite que fluyen hacia la salida del
microchip (Figura 18-A). A partir del molde maestro se obtuvieron réplicas de PDMS que se unieron a una
superficie de vidrio para obtener los dispositivos de microfluidica para la formacion de microgotas.

Para la caracterizacion de las dimensiones de los canales obtenidos, se realizaron cortes transversales de
los canales en algunos duplicados de PDMS sin haber sido unidos al vidrio. El analisis por microscopia de
estas secciones transversales permitié determinar que la altura promedio de los canales en todo el disefio
fue de 231 um (Figura 18-B). Mediante el andlisis del plano frontal en la zona de interseccién de ambas
fases se determind una reduccién en el ancho de los canales desde 168+2 um (Figura 18-B) hasta 3241 um
(Figura 18-C). Esta reduccidn en el ancho incrementa la velocidad del flujo de la fase oleosa y la fase acuosa
favoreciendo asi la formacidon de las microgotas de agua en aceite (Figura 18-D). La emulsidon recién
formada sale del microchip y se recolecta en un microtubo sumergido en hielo (Figura 18-E y F). Debido a
la agarosa disuelta en la fase acuosa, la disminucion de la temperatura favorece la gelificacion de las

microgotas y por lo tanto la formacién de los microgeles.
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Figura 18. (A) Diseflo canales de microfluidica utilizados para la formacion de microgotas. (B) Ejemplo del corte transversal
a uno de los canales de un duplicado de PDMS utilizado para caracterizacion de las dimensiones por microscopia (objetivo
20X). (C) Vista superior (plano frontal) de la interseccion agua-aceite de arreglo de canales (objetivo 20X). (D) Formacion
de microgotas de medio 2YT con 1.5 % de agarosa, en esta seccion la temperatura del medio es alrededor de los 40 °C por
lo que la fase acuosa es fluida (objetivo 10X), barra de escala 50 pm. (E) Salida de las microgotas recién formadas (objetivo
10x). (F) Las microgotas se transfieren hacia un eppendorf sobre hielo para inducir la gelificacion por disminucioén de la
temperatura, barra de escala 50 um.

4.4, Dindmica de la formacidn de microgeles en el rango de flujos utilizado

Haciendo uso del disefio presentado en la figura anterior, se llevd a cabo un estudio en la dindmica de
formacion de microgeles a diferentes flujos totales (500, 1000, 2000 y 3000 pL/h) y a diferentes
proporciones de la fase acuosa respecto al flujo total: 10, 5, 2.5 y 1.25%. El efecto de estos cambios en los
flujos impacta directamente en la frecuencia a la cual se forman los microgeles y en menor medida en el
diametro y la dispersion del tamafio.

La frecuencia de formacién de microgotas es directamente proporcional al flujo total y a la proporcién de
la fase acuosa. A los flujos utilizados se obtuvieron frecuencias de formacion en un intervalo entre 200 y

2700 Hz (Figura 19-A), la frecuencia de formacién se determiné mediante el andlisis de videos de la
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formaciéon de microgotas con el software PCC 2.2, ver seccién 3.6. A diferencia del rango de frecuencias
obtenidas, el didmetro de las microgotas aumenta en un intervalo pequeiio entre 25 y 30 um que
corresponde a volumenes entre 8 y 12 pL (Figura 19-B). El coeficiente de variacion (%CV) en el tamafio de
las microgotas es siempre menor al 5% (Figura 19-C). Ambos parametros, el tamafio y su dispersion,
aumenta directamente con la proporcién de la fase acuosa. Sin embargo, la dependencia con el flujo total

no estd tan bien definida como si se observd con las frecuencias de formacion.
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Figura 19. (A) Se presenta la relacion entre la frecuencia de formacion de microgeles y la proporcion de fase acuosa en el
flujo total, a distintas tasas de flujo totales. (B) Didmetro, volumen y (C) coeficiente de variacion en el tamafio de los

microgeles formados a las diferentes condiciones de flujo utilizadas.

Los cambios en la frecuencia de formacién, tamafio y dispersién se pueden explicar mediante el analisis
de la dinamica de formacion de microgeles en la zona de interseccidon de ambas fases. En esta zona, el flujo
de aceite ejerce presidon por ambos flancos del flujo de la fase acuosa, esto genera un adelgazamiento de
la fase acuosa hasta formar un hilo que mantiene unida a la gota naciente con el flujo continuo de agua,
eventualmente, este hilo se rompe dando lugar a una microgota (Figura 20). El proceso se repite multiples
veces con frecuencias que crecen de manera proporcional con el aumento en el caudal de ambas fases.
Sin embargo, conforme aumenta la proporcion de la fase acuosa y la tasa total de flujo, la dindmica de la
formacion de las microgotas cambia y genera las irregularidades observadas en las tendencias a las que

cambia el tamafio y la dispersion (Figura 19-B y C).

En la figura 20 se muestra el ultimo cuadro captado con la cdmara rapida justo antes de que el hilo de fase
acuosa se rompa y de lugar a una gota completamente aislada. Cuando el flujo total es 500 pL/h, el mas
bajo utilizado, el hilo se rompe justo antes de que la microgota naciente entre a la parte del canal donde
las dimensiones se ensanchan. Esta dindmica de formacion de microgotas ha sido descrita y denominada
previamente como dripping,*®*° la cual depende principalmente de la presién que ejerce la fase oleosa

sobre la acuosa. Por lo tanto, mientras la dinamica dripping se mantenga, el didametro de las microgotas
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cambia directamente con el incremento de la proporcion de la fase acuosa y con variaciones en el tamafio
de los microgeles menores al 4% (Figura 19-C).

La dinamica de formacion de microgotas cambia con el aumento de la tasa total de flujos y la proporcion
de la fase acuosa en la misma. A flujos igual o mayores que 1000 pL/h el hilo de fase acuosa se rompe mas
alld de donde se comienza a ensanchar el canal de microfluidica (Figura 20), dicho fendmeno corresponde
a la dindmica de formacidn de microgotas conocida como thread-formation.>® Debido a que la dindmica
de formacion de las microgotas cambia entre 500 y 1000 uL/h, el tamafio de los microgeles no cambia de

manera proporcional con el aumento de la tasa de flujo (Figura 19-B).

Sin embargo, una alteracién importante en la dinamica de thread-formation se observa cuando el flujo
total es 3000 pL/h y la proporcién de la fase acuosa es igual al 5% (la mayor utilizada a ese flujo total). A
esta nueva dindmica se le conoce como jetting.>’ Bajo este régimen la interfase agua aceite comienza a
desestabilizarse formando ondulaciones que generan un cambio importante en el didmetro de los
microgeles y en la distribucion de tamafio (Figura 19-B). A estas velocidades los fendmenos en la interfase
son gobernados principalmente por la viscosidad de las fases involucradas mds que por la presion ejercida

por la fase oleosa sobre la acuosa.

Estos resultados concuerdan con lo reportado anteriormente. >>°7 A |as razones de flujo utilizadas, solo se
lograron observar 3 de los 4 regimenes de flujos que ya han sido reportados. Con base en estos resultados,
si se quisiera disminuir el tamafio de microgota se estudiaria como primera opcién reducir el tamafio de

la interseccidn agua-aceite o bien probar otras razones de flujo a las aqui reportadas.
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Figura 20. Anélisis de la dindmica de formacion de microgotas a diferentes flujos totales y proporciones entre el flujo de
la fase oleosa (FO) y el de la fase acuosa (FA), barra de escala 50 um. En rojo se indican las proporciones a las cuales las
microgotas se formaron bajo el régimen dripping, en azul thread-formation y en verde jetting.
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4.5. Encapsulacién y crecimiento de microorganismos en microgeles

Derivado del analisis presentado en la seccion anterior, todos los experimentos que se describen a
continuacion se llevaron a cabo con un flujo de la fase acuosa de 30 pL/h y de la fase oleosa a 1200 uL/h.
Esto permitié una frecuencia de formacién de 700 microgeles por segundo con un diametro promedio de
2742 um (Figura 19). La fase acuosa correspondié al medio de cultivo 2YT en el que de manera
independiente se suspendieron las diferentes cepas bacterianas y se encapsularon en microgeles

siguiendo el procedimiento descrito en la seccién de metodologia.

4.5.1. Andlisis por microscopia del crecimiento bacteriano dentro de los microgeles

Mediante microscopia de fluorescencia y de campo claro se observd y estudiod el crecimiento bacteriano
dentro de los microgeles a diferentes condiciones. Se llevd a cabo la comparacidn entre una muestra de
microgeles vacios y ocho muestras independientes de microgeles cargados con cepas diferentes o

incubados a diferentes condiciones de temperatura, segun se indica en la Tabla 2.

Tabla 2. Muestras utilizadas para caracterizar el crecimiento bacteriano de diferentes cepas dentro de microgeles. Barra de
escala 10 pm.

Densidad Condiciones de Imagen tipica de micrOScopia
Cepa(s) bacteriana incubacion antes de
Muestra . .. 3 e C
encapsulada(s) inicial inspeccion por Campo claro ampo
(UFC*/mL) microscopia Fluorescente
Ninguna 0 . .
1 ] Sin incubacion
Geles vacios (A=0)
. 4.9x 108 . .y
2 E. coli-GFP 0=5) Sin incubacion
. 49x 108 o
3 E. coli-GFP 0=5) 18 ha27°C

9 UFC-Unidades Formadoras de Colonia;
b J-Promedio de la cantidad de células bacterianas encapsuladas por microgel.
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Tabla 2. (Continuacion). Muestras de microgeles cargados con bacterias utilizadas para caracterizar el crecimiento

bacteriano de diferentes cepas dentro de micro

geles. Barra de escala 10 um.

Densidad Condiciones de Imagen tipica de microscopia
Muestra Cepa(s) bacteriana incubacion antes de
encapsulada(s) inicial inspeccion por Campo claro Campo
(UFC/mL) microscopia Fluorescente
18ha27°Cy g
4 E. coli-GFP 4.9x 108 kanamicina disuelta en m
. coli- (=5) los microgeles a fotograﬁa
100 pg/mL
9.7 x 10° o
5 NME255 (=0.1) 18 ha27°C
6
6 XMS5 9.7x 10 18ha27°C
(2=0.1)
7 NME26 9.7x 10° 18 ha27°C
(2=0.1)
Mezcla de 9.7x 10°
8 NME255, XM5 Por cepa Sin incubacién
y NME26 (Aetoba=0.3)
Mezcla de 9.7x10°
9 NMEZSS, XM5 Por cepa 18 ha27°C
y NME26 (Aetoba=0.3)

9 UFC-Unidades Formadoras de Colonia;
b J-Promedio de la cantidad de células bacterianas encapsuladas por microgel.
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Los microgeles vacios presentan una superficie lisa y sin fluorescencia (Tabla 2, muestra 1). Sin embargo,
cuando se encapsulan células de E. coli-GFP, a las 0 h de incubacién dentro de los microgeles ocupados
por bacterias se observan puntos fluorescentes que corresponden a las UFC de E. coli-GFP (Tabla 2,
muestra 2). Después de 18 horas de incubacién a 27 °C (Tabla 2, muestra 3), se desarrollan microcolonias
fluorescentes de color verde dentro de los microgeles cargados con E. coli-GFP, produciendo rugosidad en
la apariencia de la microgota y una mayor intensidad de fluorescencia con respecto a las células
individuales observadas a las 0 horas (Tabla 2). Sin embargo, en la Muestra 4 de la tabla 2, donde los
microgeles contenian disuelta la kanamicina no se observod el crecimiento de E. coli-GFP después de 18
horas de incubacidn (Figura 21). Ademas, la proporcion de microgeles cargados con E. coli-GFP en esta
muestra disminuyé al 70%, segun lo evaluado mediante microscopia de fluorescencia para una muestra
de 250 microgeles (Figura 21). Estas observaciones sugieren fuertemente que la actividad antibidtica de
la kanamicina condujo a una incorrecta produccidon de proteinas en las células seguido de una
desestabilizacion de la membrana de estas y culminando con la desintegracién de algunas bacterias
inicialmente encapsuladas dentro de los microgeles, este fendmeno explicaria el aumento en la proporcién

de geles vacios después del tiempo de incubacion.

A Microgeles con Microgeles con Microgeles con Microgeles con Microgeles con
E. coli-GFP E. coli-GFP E. coli-GFP bacterias del maiz bacterias del maiz

O h) (18 h, 27 °C) (18 h, 27 °C, Kan 100 pg/mL) (0 h) (18 h, 27 °C)

. -

Figura 21. (A) En los tres primeros paneles se presentan imagenes representativas de microscopia de fluorescencia de
muestras de microgeles que contienen E. coli-GFP, mientras que los dos tltimos paneles muestran imagenes de microscopia
de campo claro de microgeles que encapsulan cepas bacterianas aisladas del maiz. Las muestras se incubaron a diferentes
condiciones segin se indica en la parte superior de cada imagen, barra de escala igual a 25 um. (B) Acercamiento a
microgeles seleccionados en el panel A con los recuadrados rojo, amarillo, azul, verde y morado, las imagenes han sido
rotadas. Barra de escala igual a 10 pm. El recuadrado morado de arriba abajo se muestra un ejemplo de microcolonias de
XM5, NME255 y NME26.

A diferencia de E. coli-GFP, las tres cepas bacterianas aisladas del maiz carecen de propiedades
fluorescentes (Tabla 2, Muestras 5 a 9). No obstante, mediante imagenes de campo brillante, se logra
apreciar con mayor nitidez el crecimiento bacteriano y la morfologia de las microcolonias que se forman

en el interior de los microgeles. Al analizar estas imagenes, se identificé que las microcolonias de NME255
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presentan una morfologia de hebras que se extienden dentro del microgel (Tabla 2, Muestra 5), mientras
gue XM5 muestra microcolonias semicirculares (Tabla2, Muestra 6). Por su parte, NME26 suele desarrollar
microcolonias que se adhieren a las superficies de los microgeles, lo que genera rugosidad en la interfaz
entre los microgeles y la fase oleosa (Tabla2, Muestra 7). En las Muestras 8 y 9 de la tabla 2, se mezclaron
en proporciones iguales las tres cepas aisladas del maiz. Para la muestra sin incubacidn, la carencia de
fluorescencia en las bacterias dificulta diferenciar entre los microgeles cargados con bacterias y los vacios.
Sin embargo, después de 18 h de incubacidn, claramente se pueden distinguir microgeles que encapsulan
una sola cepa bacteriana con las morfologias caracteristicas identificadas en las muestras 5 a 7 de la tabla

2.

4.5.2. Distribucion de microorganismos encapsulados por microgel (Distribucion de
Poisson)

La densidad bacteriana inicial de cada muestra se eligié para obtener el nimero promedio deseado de
bacterias encapsuladas por microgel (A) y se calculé de acuerdo con la distribucién tedrica de Poisson
(ANEXO |I. Distribucién de Poisson) (Figura 22, lineas punteadas). La densidad inicial de E. coli-GFP
mencionada en la Tabla 2 corresponde a A igual a 5. De tal forma, el 99.3% de todos los microgeles que se
producen resultan ocupados por al menos una célula de E. coli-GFP. Por el contrario, la menor densidad
bacteriana utilizada para la mezcla de las cepas del maiz correspondid a Agiobal igual @ 0.3 (0.1 para cada
cepa presente en las muestras 8 y 9 de la tabla 2). Teéricamente, esto produce un 74.1% de microgeles
vacios y el 25.9% ocupados por una sola célula bacteriana. El andlisis experimental de microscopia de
fluorescencia y de campo claro de las muestras de microgeles recién formados (Sin incubacién) coincidid
con la distribucién tedrica (Figura 22): en el caso de E. coli-GFP (Muestra 2), la proporcién experimental de
microgeles cargados de bacterias fue del 96.7%; y para la muestra 9 fue del 19.2 %. Para esta, la muestra
9, la proporcién de microgeles vacios y cargados con bacterias del maiz es consistente con los previsto con
la distribucion de Poisson. Este resultado sugiere que las bacterias dentro de los microgeles no se liberan
ni se mezclan con otras durante el tiempo de incubacién. Por lo tanto, cada microgel es un ensayo
independiente y la incubacién en aceite previene la contaminacion cruzada. Este fendmeno también se

demostro para E. coli-GFP (ANEXO Ill. Contaminacién entre microgeles).
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Figura 22. Distribucion tedrica de Poisson (lineas punteadas) y determinacion experimental por microscopia (graficos de
barras del nimero de células encapsuladas por microgel para las diferentes muestras utilizadas. Las barras de error
corresponden a la encapsulacion de bacterias dentro de microgeles en tres experimentos diferentes. En cada caso se

analizaron alrededor de 250 microgeles para obtener la distribucion. El parametro A de la distribucion de Poisson representa
el valor promedio de bacterias encapsuladas por microgel.

4.6. Transferencia de los microgeles desde la fase oleosa hacia medio liquido 2YT

Después del anadlisis por microscopia, de manera independiente para las diferentes muestras de
microgeles se rompid la emulsidn, de acuerdo con lo descrito en la seccidn 3.8, y los microgeles fueron
transferidos desde la fase oleosa hacia medio de cultivo 2YT limpio y estéril. Durante el proceso de
transferencia de fase se mantuvo la integridad de los microgeles, pero en el ultimo escenario, donde los
microgeles se encuentran suspendidos en una fase acuosa, la diferencia entre los indices de refraccion de
los microgeles y la fase continua dificulta la visualizacién. Por lo tanto, es necesario aumentar de manera
digital el contraste de las imagenes adquiridas para favorecer la visualizacién de los microgeles (Figura 23

Ay B). Ademas, el proceso genera un incremento del 11% en el tamafio de los microgeles, resultando con

un didmetro promedio de 30t1 um y con un coeficiente de variacién del 5.1% (Figura 23-C). Este
ensanchamiento sugiere la entrada de agua dentro de los microgeles. Dicho fenémeno se disminuye

regulando la presién osmoética, utilizando como fase dispersante el medio 2YT, que es el mismo del que se
componen los microgeles.

El cambio de la fase dispersante de los microgeles habilita el analisis posterior y seleccidn de los microgeles
con FACS en funcién del crecimiento bacteriano que se produce en su interior. Durante este proceso de

analisis y seleccion con FACS, cada microgel pasa a través de una boquilla que posee un didametro de salida
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de 70 um. Por lo tanto, para asegurar que las particulas analizadas no obstruyan la salida de la boquilla, es
necesario que el didmetro de dichas particulas no sea mayor a los 30 um. El didmetro promedio de los
microgeles dispersos en la fase acuosa se encuentra dentro de este rango, lo que los convierte en

adecuados para su analisis mediante el equipo de FACS utilizado.
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Figura 23. Transferencia de microgeles desde la fase oleosa hacia la fase acuosa. (A) Muestra representativa de microgeles
dispersos en aceite y (B) microgeles dispersos en la fase acuosa, medio 2YT, barra de escala 20 um. (C) Tamafio de los
microgeles dispersos tanto en aceite como en medio 2YT.

4.7. Caracterizacion del crecimiento bacteriano dentro de microgeles por
citometria de flujo

4.7.1. Sefales de esparcimiento de la luz de los microgeles

Inmediatamente después de transferir los microgeles desde la fase oleosa hacia la fase acuosa, se llevé a
cabo su andlisis mediante citometria de flujo. Este estudio incluyd una exploracién de todas las
combinaciones posibles entre los parametros de esparcimiento de la luz (SSC versus FSC) obtenidos para
muestras de microgeles vacios, asi como para microgeles ocupados por microcolonias bacterianas (ANEXO
IV). Mediante este andlisis, se seleccionaron los diagramas de densidad de puntos que relacionan la altura
de la senal de esparcimiento lateral de la luz (SSC-H) contra la altura de la sefial de esparcimiento frontal
(FSC-H). Esta relacién permite identificar claramente los microgeles ocupados por microcolonias de
bacterias y diferenciarlos de los microgeles vacios, bacterias no encapsuladas y otras particulas no
bacterianas (tal como los restos de agarosa que se producen por la ruptura de algunos microgeles)

suspendidas en la muestra (Figura 24).
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Figura 24. Graficos de densidad de puntos obtenidos haciendo uso de FACS para: izquierda, bacterias no encapsuladas y
suspendidas en medio liquido 2YT; al centro, muestra de microgeles vacios; y a la derecha, una muestra de microgeles con
microcolonias encapsuladas de E. coli-GFP. En funcion de la sefial de esparcimiento de la luz obtenida para las bacterias
libres y los microgeles vacios, los microgeles cargados con E. coli-GFP fueron seleccionados dentro de la ventana
denominada como Cargados con Bacterias (recuadro negro en el panel de la derecha). El gradiente de color en los diagramas
representa la densidad de puntos en esa region, rojo mayor densidad de puntos, seguido por amarillo, verde y azul las regiones
de menor densidad.

Las sefiales de FSC estan asociadas al tamafio de las particulas, mientras que SSC estd vinculado a la
complejidad de las particulas analizadas mediante citometria de flujo. En el caso de las bacterias no
encapsuladas en microgeles, la sefial de FSC-H se encuentra tipicamente por debajo de 1.25 unidades
arbitrarias (UA), mientras que la sefial de SSC-H tiende a concentrarse por debajo de 0.25 UA. Los eventos
registrados por encima de este valor podrian atribuirse a agregados bacterianos, los cuales son comunes
en suspensiones bacterianas (Figura 24, panel izquierdo). Por otro lado, los microgeles vacios presentan
sefiales de FSC-H con intensidades similares a las de las bacterias libres, pero se observa una sefal
caracteristica de SSC-H en el rango de 0.25y 0.75 UA (Figura 24, panel central). En contraste, los microgeles
con 18 h de incubacién ocupados por microcolonias de E. coli-GFP exhiben una sefal que abarca todo el
rango de FSC-H y una sefal de SSC-H mayor que 0.75 UA, regién que se indica con el recuadro negro en el

panel derecho de la Figura 24.

Después de identificar las regiones de esparcimiento de la luz para microgeles vacios y ocupados, se realizé
una comparacion entre cinco muestras distintas de microgeles ocupados por bacterias. Las muestras
seleccionadas para este analisis fueron las muestras 2 a 4 (Tabla 2) que corresponden a los microgeles
cargados con E. coli-GFP (A = 5), tanto sin incubacidn, asi como después de 18 h de incubacién a 27 °C, con
o sin kanamicina disuelta. Ademas, se compararon las muestras 8 y 9 (Tabla 2) que corresponden a los

microgeles formados a partir de una mezcla de las bacterias aisladas del maiz (A = 0.3) y que fueron
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analizados sin incubacién y después de 18 h de incubacidon a 27 °C, respectivamente. Las sefales de
esparcimiento de la luz (SSC-H vs FSC-H) obtenidas de manera independiente para cada muestra se
presentan en la Figura 25. En estos graficos se estdn considerando sdlo los eventos que corresponden a
microgeles tanto vacios como ocupados y se han excluido las posibles bacterias no encapsuladas y otras
particulas suspendidas. Para cada muestra, los microgeles cargados con bacterias han sido encerrados

dentro del recuadro negro sobre cada panel que se presenta en la Figura 25.

Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 8 Muestra 9
Microgeles con Microgeles con Microgeles con Microgeles con bacterias Microgeles con bacterias
E. coli-GFP E. coli-GFP E. coli-GFP aisladas del maiz aisladas del maiz
0 h de incubacién I18ha27°C 18 h, 27 °C, Kan 100 pg/mL Oh
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Figura 25. Graficos de densidad de puntos para las sefiales de esparcimiento de la luz (SSC-H vs FSC-H) obtenidas por
citometria de flujo de diferentes muestras de microgeles segiin se indica en la parte superior de cada imagen. El nimero de
muestra corresponde al indicado en la Tabla 2. Los microgeles cargados con bacterias han sido seleccionados dentro del
recuadro color negro, se indica el porciento de eventos dentro del recuadro con respecto al total de eventos considerados
microgeles ya sean vacios u ocupados. El gradiente de color en los diagramas representa la densidad de puntos en esa region,
rojo mayor densidad de puntos, seguido por amarillo, verde y azul las regiones de menor densidad.

Para los microgeles cargados con E. coli-GFP a las 0 horas de incubacién, el 93.0% de los eventos
registrados por FACS quedaron dentro de la region de microgeles cargados con bacterias. Sin embargo,
después de 18 horas de incubacidn, este porcentaje aumentd al 99.4%, valor consistente con la estimacion
realizada por la distribucién de Poisson (99.3%). Los microgeles con una baja densidad de células
encapsuladas generan una sefal de SSC-H de menor intensidad que aquellos que inicialmente
encapsularon un mayor nimero de bacterias. Por lo tanto, a las 0 horas de incubacidn, el 7% de los
microgeles ocupados por E. coli-GFP se superpusieron con la region de microgeles vacios (sefiales de SSC-H
por debajo de 0.75 UA) (Figura 25, primer panel). Sin embargo, después de la incubacion, el desarrollé de
microcolonias dentro de los microgeles generé un aumenté en la intensidad de las sefiales de
esparcimiento frontal y lateral de la luz. Por lo tanto, los microgeles cargados de bacterias se lograron
diferenciar mas claramente de los vacios (Figura 25, segundo panel). Se observaron resultados similares
para las muestras de microgeles 8 y 9 que encapsulan bacterias del maiz con 0y 18 h de incubacién (Figura
25, dos ultimos paneles). El porcentaje experimental de eventos registrados en la regién de microgeles
cargados con bacterias después de 18 h de incubacién concuerda con los calculos tedricos. Por el contrario,

para los microgeles cargados con E. coli-GFP e incubados con kanamicina, la fraccién de eventos
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encerrados en la regidn de cargados con bacterias fue del 70.5% y sus sefales de SSC-H y FSC-H son
menores que los geles con microcolonias de E. coli-GFP sin kanamicina (Figura 25, tercer panel). Estos
resultados concuerdan con las observaciones realizadas por microscopia presentadas en la seccidn
anterior. En este caso, en algunos geles donde no se observo la formacidn de colonias de E. coli-GFP si se
logro observar un aumento en la florescencia basal de todo el microgel (Figura 21). Este resultado sugiere
qgue la kanamicina compromete la estabilidad de la pared de las células de E. coli-GFP, tal que la luz se
desvia en menor medida hacia el detector de SSC, ademas si la pared esta comprometida esto podria
favorecer la migracidon de la proteina GFP desde el interior de la bacteria y quedar disuelta dentro del

microgel tal como se observé en la figura 21.

Las sefiales de esparcimiento de la luz son sensibles a la morfologia de las microcolonias encapsuladas
dentro de los microgeles. Por ejemplo, se observa que las microcolonias de E. coli-GFP emiten una sefial
menos dispersa en comparacion con aquellas microcolonias de las bacterias aisladas del maiz
encapsuladas en microgeles (Figura 25, segundo y Ultimo panel, respectivamente). Esta variacién puede
atribuirse al desarrollo de estructuras fibrosas en las microcolonias de las especies bacterianas aisladas

del maiz.

4.7.2. Caracterizacion de sefiales de fluorescencia obtenidas con FACS para los
microgeles cargados con bacterias

Para las muestras de microgeles analizadas en la seccién anterior se obtuvieron al menos medio millén de
eventos dentro de la regidn de microgeles cargados con bacterias. Posteriormente, para estos eventos se
examino su intensidad de fluorescencia haciendo uso de los diagramas de SSC-A frente al logaritmo de la
intensidad de fluorescencia verde (log_GFP), que fue la combinacidn que permitié la mejor diferenciacion

entre las diferentes poblaciones de microgeles cargados con bacterias (Figura 26).
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Figura 26. Diagramas de densidad de puntos que relacionan la intensidad de SSC-A contra la de fluorescencia para: (A) las
muestras de microgeles cargados con E. coli-GFP e incubados en diversas condiciones segun se indica en cada panel; (B) y
de microgeles cargados con las cepas bacterianas aisladas del maiz. Las lineas rojas indican el centro de mayor densidad de
eventos registrados para la muestra con E. coli-GFP al tiempo 0 h. Las lineas negras marcan el limite maximo de intensidad
de fluorescencia emitido por microgeles cargados con las cepas bacterianas aisladas del maiz con y sin incubacion. El
gradiente de color en los diagramas representa la densidad de puntos en esa region, rojo mayor densidad de puntos, seguido
por amarillo, verde y azul las regiones de menor densidad.

Para los microgeles cargados con E. coli-GFP sin incubacion (0 h), se obtuvo una poblacién centrada en
4000 unidades de fluorescenciay 2 unidades de SSC-A (Figura 26-A, panel superior). Sin embargo, después
de 18 h de incubacién a 27 °C, los microgeles que contienen microcolonias de E. coli-GFP mostraron una
mayor intensidad de fluorescencia verde y esparcimiento de la luz, con una poblacion centrada alrededor

de 8000 unidades de fluorescencia y 2.5 unidades de SSC-A que se desplaza hacia la derecha conforme
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aumenta la intensidad de SSC-A (Figura 26-A, panel central). Dado que cada célula de E. coli-GFP es
fluorescente, la intensidad de fluorescencia aumenta proporcionalmente con nimero de células
encapsuladas, esto da como resultado el desplazamiento hacia la derecha de los microgeles con mayor

complejidad (sefial de SSC), es decir con mayor nimero de bacterias encapsuladas.

Por el contrario, las sefiales FACS emitidas por los microgeles que contienen E. coli-GFP tratadas con
kanamicina mostraron una disminucién tanto en de SSC-A como de fluorescencia con respecto a la
muestra sin incubacién (Figura 26-A, panel inferior). Nuevamente, la disminucidn en la intensidad de
fluorescencia podria estar asociado a la salida de la GFP del interior de la célula debido a una
desestabilizacion de la pared de las células de E. coli-GFP. Sin embargo, en algunos de estos microgeles el
valor de SSC-A no disminuyd significativamente con respecto al tiempo cero (Figura 26-A), a pesar de que
el antibidtico estaba en la concentracion minima bactericida determinada previamente a macroescala
(ANEXO V). Estos eventos podrian corresponder a dos fendmenos diferentes. En el primer caso, se podria
deber a un exceso de bacterias inicialmente dentro de los microgeles (ver Figura 21), tal que la cantidad
de kanamicina (100 pug/mL) fue insuficiente para matar todas las células presentes desde el tiempo cero
en aquellos microgeles. Sin embargo, en los microgeles con menor densidad bacteriana inicial, la
concentracion de kanamicina logré efectivamente la desintegraciéon de las células dentro de los
microgeles, disminuyendo asi tanto la intensidad de fluorescencia como de SSC-A. El segundo fenédmeno
qgue puede generar la supervivencia de E. coli-GFP dentro de los microgeles es la presencia de mutantes
con resistencia a la kanamicina, lo cual podria bloquear la actividad de este antibidtico y permitir la

proliferacion de E. coli-GFP dentro de los microgeles.

Por otro lado, los microgeles que encapsulan las cepas bacterianas no fluorescentes aisladas del maiz
mostraron sefiales de fluorescencia mas bajas que cualquier muestra de microgeles cargados con
E. coli-GFP. Parala muestra 8, la poblacion de microgeles ocupados por bacterias es muy pequeiia (7.6 %),
sin embargo, la mayoria de los puntos se concentran en 1500 unidades de fluorescencia y 1 unidad de
SSC-A. En contraste, después de 18 h de incubacién la intensidad de fluorescencia se mantuvo, pero la
intensidad de las sefiales de esparcimiento aumenta y se distribuye ampliamente desde 1 unidad hasta

salir del rango de SSC-A (Figura 26-B).

Ademas, se realizé una comparacién entre las sefiales de SSC-A contra log_GFP obtenidas con FACS para
las tres muestras que fueron incubadas durante 18 h a 27 °C: Muestra 3, microgeles con E. coli-GFP;
Muestra 4, microgeles con E. coli-GFP y kanamicina; y la Muestra 9, microgeles cargados con las cepas

aisladas del maiz. En el marco de este andlisis, se realizaron tres histogramas diferentes para las sefiales
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de fluorescencia obtenidas para cada muestra (Figura 27). En el primer histograma se grafican todas las
sefiales de fluorescencia obtenidas para cada muestra de microgeles. En un segundo histograma, se
incluyen unicamente las senales de fluorescencia que presentan valores de SSC-A inferiores a 1.5 AU de
intensidad. Finalmente, en el tercer histograma se contemplan las sefiales de fluorescencia asociadas a
valores de SSC-A superiores a 1.5 UA. En la Figura 27, se aprecia que las poblaciones de las tres muestras
analizadas se pueden distinguir con mayor claridad al considerar Unicamente las sefales de fluorescencia

asociadas a valores de SSC-A mayores a 1.5 UA.
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Figura 27. Histogramas de las sefiales de intensidad de fluorescencia verde obtenida mediante FACS de forma independiente
para tres muestras diferentes de microgeles: cargados con microcolonias de E. coli-GFP; bacterias de E. coli-GFP tratadas
con kanamicina; y microcolonias de alguna de las bacterias aisladas del maiz. Cada histograma se generd utilizando
diferentes umbrales de intensidad de SSC-A, segun se indica en la figura.

El analisis presentado en las figuras 26 y 27 permite identificar la regidn en los diagramas de SSC-A contra
log_GFP en la cual se registran los microgeles cargados con E. coli-GFP pero donde el crecimiento
bacteriano resultd afectado por la actividad antibidtica. La importancia de esta region en el diagrama de

SSC-A versus intensidad de fluorescencia radica a que en esa misma regidn deberan aparecer las sefales
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de los microgeles en los que el crecimiento de E. coli-GFP ha sido inhibido por la actividad de alguna cepa

antagonista co-encapsulada en el mismo microgel, justo como se muestra en las siguientes secciones.

4.7.3.  Andlisis y separacion con FACS de una mezcla de microgeles ocupados por
bacterias con diferentes propiedades

Para demostrar la capacidad de esta metodologia para clasificar y recuperar microgeles de acuerdo con
las propiedades morfoldgicas y fluorescentes de los microorganismos encapsulados se llevé a cabo el
andlisis con FACS de una mezcla de volimenes iguales (1:1:1) de las tres diferentes muestras de microgeles
cargados con bacterias e incubados durante 18 h (Muestras 3, 4 y 9). El andlisis por citometria de flujo de
esta mezcla revel6 tres poblaciones distintas en el diagrama de SSC-A contra log_GFP (Figura 28-A),
correspondientes a las mismas poblaciones identificadas para las mismas muestras cuando fueron

analizadas de manera independiente.

Para la clasificacién y recuperacién de cada poblacion de microgeles identificada en la mezcla, se colocaron
tres ventanas diferentes sobre el diagrama de SSC-A contra log_GFP obtenido para la mezcla (Figura 28-
A). La geometria de estas ventanas fue seleccionada con base en los analisis presentados en las figuras 26
y 27. La ventana a menores valores de fluorescencia, Maiz, fue colocada para seleccionar y recuperar los
microgeles cargados con microcolonias de alguna de las cepas aisladas del maiz; la segunda ventana, Kan,
recupera los microgeles ocupados por E. coli-GFP tratadas con Kanamicina; y la tercera ventana a mayor
intensidad de fluorescencia, GFP(+), confina los microgeles que encapsulan microcolonias fluorescentes

de E. coli-GFP (Figura 28-A).

4.7.4. Recuperacion a macroescala de los microrganismos encapsulados en los
microgeles seleccionados

Posteriormente, los microgeles recuperados con FACS de las ventanas Maiz, Kan y GFP(+) fueron utilizados
para inocular placas de agar y asi poder recuperar a macroescala los microorganismos encapsulados en
los microgeles seleccionados. También, se incluyé un control de la mezcla de microgeles sin haber sido
separados con FACS. Para cada caso, de manera independiente se colocaron sobre la superficie del agar
gotas de 10 pL de diluciones consecutivas 1 en 10 (10°a 1073) de las diferentes suspensiones de microgeles
recuperados. Después de 48 h de incubacidn se observaron en campo claro y de fluorescencia las colonias

desarrolladas (Figura 28-B).

Después de 48 h de incubacién de estas placas, sobre los puntos inoculados con la mezcla sin separacion

con FACS se observad el crecimiento predominante de colonias no fluorescentes caracteristicas de las cepas
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XM5 y NME26 (Figura 28-B). El crecimiento de la tercera bacteria aislada del maiz presente en la mezcla,
NME255, no crecié en las placas de agar, probablemente debido a la inhibicién por NME26, como lo
muestran ensayos posteriores realizados a macroescala (ANEXO VI). Por la misma razén, el crecimiento de
colonias de E. coli-GFP solo se observé a partir de la dilucién 1072. En las primeras diluciones la presencia
de geles ocupados por las cepas del maiz es tal que su crecimiento predomina y producen la inhibicién del
desarrollo de E. coli-GFP. Sin embargo, debido a la distribucidn de Poisson, conforme mas se diluye la
muestra, la cantidad de geles ocupados por cepas del maiz disminuye mas rdpidamente que los geles
ocupados solo por E. coli-GFP, y por lo tanto algunas colonias de E. coli-GFP logran predominar sobre las

cepas inhibidoras (Figura 28-B).
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Figura 28. (A) Sefiales de citometria de flujo, SSC-A frente a intensidad de fluorescencia, obtenidas para una mezcla
artificial de microgeles en proporciones iguales (1:1:1) de las muestras 3, 4 y 9 presentadas en la Tabla 2. Para clasificar y
recuperar cada poblacion de microgeles presente en la muestra, se definieron, en funcién de las sefiales obtenidas de las
muestras sin mezclar, tres ventanas diferentes sobre el diagrama de SSC-A vs log GFP: Maiz, Kan y GFP(+). (B) Los
microgeles recuperados de estas tres ventanas y un control de la mezcla sin separacion fueron utilizados de manera
independiente para inocular placas de agar. El crecimiento bacteriano sobre estas placas fue evaluado después de 48 h de
incubacion a 27 °C. A la izquierda se muestran las imagenes en campo claro y a la derecha las imagenes de fluorescencia
para los mismos grupos de colonias recuperadas. En cada caso se hicieron diluciones consecutivas de 1 en 10 (10° a 10%)
marcadas con los niimeros encima de las fotografias. Barra de escala 0.5 cm.
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Los microgeles recuperados mediante FACS dentro de la ventana Maiz produjeron principalmente colonias
de las dos bacterias antagdnicas del maiz, observandose solo una colonia de E. coli-GFP en la dilucién 10
De la ventana Kan se recuperd una combinacion de E. coli-GFP y colonias no fluorescentes de bacterias del
maiz. Sin embargo, las UFC de bacterias no fluorescentes fueron dos érdenes de magnitud mas bajas que
las recuperadas de E. coli-GFP (Figura 28-B). Estas observaciones coinciden con el analisis realizado para
establecer la estrategia de ventanas utilizadas (Figura 27), donde se demuestra un pequefio traslape entre
las ventanas Kan y Maiz. Sin embargo, las colonias recuperadas de E. coli-GFP fueron mds abundantes que
las colonias no fluorescentes, esto indica una poblacidén enriquecida con los eventos esperados en la
ventana Kan. Finalmente, los microgeles recuperados de la ventana GFP(+) desarrollaron principalmente
colonias fluorescentes de E. coli-GFP (Figura 28-B). Estos resultados comprueban una separacion efectiva
de los microgeles cargados con microcolonias no fluorescentes de aquellos microgeles con microcolonias

fluorescentes de E. coli-GFP, especialmente entre las ventanas Maiz y GFP(+).

4.8. Co-encapsulacién de E. coli-GFP con las cepas bacterianas aisladas del Maiz

Para evaluar por separado la actividad antagonista de cada cepa del maiz frente a E. coli-GFP, se procedié
a la co-encapsulacion en microgeles de manera individual, combinando cada cepa de maiz junto con
E. coli-GFP, tal como se describe en la Tabla 3. En todos los casos, la concentracion de E. coli-GFP se
mantuvo constante a 4.9x108 UFC/mL para lograr un valor de A igual a 5. Por su parte, la concentracidn de
las bacterias aisladas del maiz en cada instancia se fijé en 9.7x10° UFC/mL, lo que corresponde a un valor
de A igual a 0.1. Desde una perspectiva tedrica, para estas densidades bacterianas, el 89.9% de los
microgeles formados encapsulan exclusivamente células de E. coli-GFP, mientras que sdlo el 0.07%
encapsula Unicamente una célula de alguna de las cepas bacterianas del maiz. El restante 9.4% co-
encapsula células de E. coli-GFP junto con una célula individual de las cepas aisladas de maiz.
Adicionalmente, se utilizé un control de esterilidad, donde se llevd a cabo la formacién e incubacion de

microgeles vacios.

Luego de incubar los microgeles durante 18 horas, se procedié a analizarlos mediante microscopia de
fluorescencia para evaluar el crecimiento de E. coli-GFP y las bacterias del maiz en cada uno de los casos.
En la muestra 10, se observé que tanto las cepas NME255 como E. coli-GFP lograron crecer dentro de un
mismo microgel (Tabla 3 y Figura 29-A). En esta situacion, se constatd la co-encapsulacién de las
microcolonias fluorescentes junto a las no fluorescentes en aproximadamente el 10% de los microgeles
examinados, un resultado coherente con el 9.4% estimado con la distribuciéon de Poisson para la co-

encapsulacién inicial de dos cepas diferentes con valores de A de 5y 0.1 (Figura 29-E).

53



Tabla 3. Muestras utilizadas para evaluar la actividad antagonista de cada cepa aislada de maiz frente a E. coli-GFP. Barra
de escala 10 um.

Densidad Condiciones de Imagen tipica de microscopia de
M Cepa(s) bacteriana | incubacion antes de fluorescencia
uestra N q oz
co-encapsulada(s) inicial inspeccion por . =,
(UFC/mL) miCPOSCOpia Gel con E. coli-GFP CO-encapSulaClon
49x108
E. coli-GFP
(3=5)
10 18 ha?27°C
9.7 x 10°
NME255
(2=0.1)
49x 108
E. coli-GFP r=5
1 0=) 18ha27°C
9.7 x 10°
XM5
(2=0.1)
. 4.9x 108
E. coli-GFP
(3=5)
12 18 ha27°C
9.7 x 10°
NME26
(2=0.1)
4.9x 108
E. coli-GFP (=5)
13 NME255 9.7x 106 18 ha27°C Ver Figura 29-D
XM5 cada una
NME26 ()\globalzos)

Por otro lado, cuando se mezclaron y co-incubaron en microgeles E. coli-GFP con alguna cepa antagdnica
(NME26 0 XM5), la microscopia revelé que la cepa fluorescente no pudo proliferar en los microgeles donde
se observé la formacién de colonias no fluorescentes (Tabla 3, Muestras 11y 12 y Figura 29 B-C). En este
escenario, el porcentaje experimental de microgeles cargados Unicamente con colonias no fluorescentes
fue del 7%, y solamente en el 1% de los microgeles analizados se observé la co-encapsulacién de colonias
fluorescentes con no fluorescentes (Figura 29-E). Estos resultados indican que en los microgeles donde se
co-encapsuld inicialmente E. coli-GFP junto con una cepa antagonica, la actividad de la cepa co-
encapsulada impidié el crecimiento de E. coli-GFP, y en la mayoria de los casos, E. coli-GFP se desintegro,

dejando solo la cepa no fluorescente con actividad antagdnica en el microgel (Figura 29 B-C).
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Figura 29. Imagen representativa de microscopia de fluorescencia de las diferentes muestras de microgeles que co-
encapsulan: (A) E. coli-GFP junto con NME255; (B) E. coli-GFP junto con XM5; (C) E. coli-GFP junto con NME26; (D)
E. coli-GFP junto con las tres cepas aisladas del maiz. Todas las muestras fueron analizadas después de 18 h de incubacion
a 27 °C. Barra de escala 10 um. (E) Distribucion de Poisson tedrica y experimental de bacterias co-encapsuladas en
microgeles, los datos experimentales se evaluaron mediante microscopia de fluorescencia.

Para demostrar la eficacia de la metodologia propuesta para aislar una cepa productora de antibidticos a
partir de una mezcla de microorganismos, se mezclaron las tres bacterias aisladas del maiz y E. coli-GFP en
una misma suspension bacteriana que después fue emulsionada para lograr la co-encapsulacién de estos
microorganismos. Se mantuvo el valor de A igual a 5 para E. coli-GFP y A igual 0.1 para cada una de las
cepas del maiz, dando un A global igual a 0.3 para la mezcla de bacterias del maiz (Tabla 3, Muestra 13).
Para este escenario el 25.7% de los microgeles co-encapsula células de E. coli-GFP junto con una célula
individual de alguna de las cepas del maiz (8.6% para cada una de ellas). Después de 18 h, mediante
microscopia de fluorescencia se determind que el 8% de los microgeles mostraron el desarrollo de
microcolonias de E. coli-GFP junto con microcolonias no fluorescentes. Por el contrario, la proporcién de
microgeles ocupados Unicamente por microcolonias no fluorescentes fue del 14% (Figura 29-E). Ademas,
con base en la morfologia de cada cepa se determind que las microcolonias no fluorescentes co-
encapsuladas con E. coli-GFP pertenecian a la cepa inactiva NME255. Y las microcolonias caracteristicas
de las cepas XM5 o NME26 ocuparon los microgeles sin o con baja presencia de bacterias fluorescentes
(Figura 29-D). Estas observaciones confirman nuevamente que E. coli-GFP no logra proliferar dentro de los
microgeles donde inicialmente fue co-encapsulada con XM5 o NME26. En conclusién, mediante el ajuste
de la densidad bacteriana y de acuerdo con la distribucién de Poisson, en un solo paso, la formacion de
microgotas, es posible separar cada miembro de una mezcla de microorganismos y co-encapsularlo dentro

de un microgel junto con la cepa reportera E. coli-GFP.
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4.8.1. Andlisis por citometria de flujo de los microgeles con bacterias co-encapsuladas

Se realizé el analisis mediante FACS de aproximadamente 500,000 eventos para cada muestra de
microgeles presentada en la Tabla 3 (Figura 30-A). Para clasificar los microgeles de acuerdo con las
propiedades de las bacterias encapsuladas, se colocaron dos ventanas diferentes sobre los respectivos
diagramas SSC-A vs log_GFP de cada muestra. La ventana colocada a bajas intensidades de fluorescencia,
nombrada GFP (-) se colocé para clasificar aguellos microgeles donde E. coli-GFP no logré proliferar dentro,
pero si alguna de las cepas no fluorescentes. La ventana GFP (+), a mayores valores de fluorescencia, logra
seleccionar los microgeles en los que E. coli-GFP si formd microcolonias fluorescentes solas o junto con la
cepa no fluorescente de NME255 (Figura 30-B). La geometria de ambas ventanas se establecié con base a
las observaciones descritas en la seccién 4.7.2. La ventana GFP (-) se colocé a valores superiores a 2x103
UA de intensidad de fluorescencia para evitar seleccionar los microgeles en los que inicialmente se

encapsulé solo una cepa no fluorescente en ausencia de E. coli-GFP.

A . . . Mezcla bacterias del Maiz /
NME255 / E. coli-GFP XM5 / E. coli-GFP NME26 / E. coli-GFP E coli-GFP
B
3]
=)
=3
< 2]
(53
1. F
GFP (-) 0 GFP () GFP () BFP(+) ] GFP () P
01 012% ST700% 1 0.22% 0.44 % " 52.9% 0.79 % w0 50.9%
10° 10" 102 "10° 10" 10° 10" 102 10> 10" 10° 10" 102 '10° 10° 10° 10" 107 10° 10°

log_GFP (AU)
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log_GFP (AU)
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Figura 30. (A) Imagenes tipicas de microscopia de fluorescencia para las diferentes co-encapsulaciones bacterianas en
microgeles que se llevaron a cabo segun se indica en el encabezado de cada columna. Los microgeles fueron analizados
después de 18 h de incubacion a 27 °C. Barra de escala de 10 pm. (B) Diagramas de SSC-A contra intensidad de fluorescencia
obtenidos con FACS para las mismas muestras de microgeles en el mismo orden que en A. La ventana GFP (-), marcada con
la linea punteada roja, se coloco para seleccionar los microgeles donde no proliferd E. coli-GFP debido al predominio de
una cepa antagonista encapsulada. La ventana delimitada con negro, GFP (+), selecciona los microgeles donde E. coli-GFP
si proliferd ya sea sola o en presencia de la cepa no antagonista NME255. En cada caso se presenta el porcentaje de eventos
seleccionados dentro de cada ventana. El gradiente de color en los diagramas representa la densidad de puntos en esa region,
rojo mayor densidad de puntos, seguido por amarillo, verde y azul las regiones de menor densidad.

Para la muestra de microgeles donde inicialmente se mezclaron E. coli-GFP y la cepa no antagonista
NME255, la gran mayoria de los eventos registrados con FACS se obtuvieron dentro de la region
caracteristica de microgeles ocupados solamente por E. coli-GFP. En cambio, dentro de la ventana GFP (-)

solo se registrd el 0.12% de los microgeles analizados. Este resultado es coherente con las observaciones
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por microscopia, debido a que la cepa NME255 crece junto con E. coli-GFP y por lo tanto aquellos
microgeles en los que se logré la co-incubacién de ambas cepas registran sefiales dentro de la ventana

GFP (+) (Figura 30, panel izquierdo).

Por el contrario, cuando las cepas antagonistas XM5 o NME26 se mezclaron con E. coli-GFP, el porcentaje
de microgeles registrados dentro de la ventana GFP (-) fue del 0.22% y 0.44%, respectivamente. En
comparacion, la fraccién de eventos obtenidos dentro de la ventana GFP (+) disminuyd con respecto a la
mezcla de NME255 y E. coli-GFP (Figura 30, segundo y tercer panel). Estas observaciones sugieren que los
microgeles en los que E. coli-GFP no logré crecer emitieron una sefal desplazada hacia menores
intensidades de fluorescencia aumentando asi la fraccion de eventos registrados dentro de la ventana GFP

(-) y disminuyendo el porcentaje en GFP (+).

Finalmente, para la muestra de E. coli-GFP con la mezcla de las tres bacterias aisladas del maiz, la fraccién
de microgeles registrados dentro de GFP (-) fue la mas alta con respecto a las anteriores: 0.79%. En este
caso, la presencia de dos cepas antagonistas en la mezcla bacteriana inicial explica el aumento de eventos
dentro de GFP (-) (Figura 30, ultimo panel). Incluso, en el grafico de SSC-A contra log_GFP respectivo a esta
muestra de microgeles se logran observar y diferenciar las sefiales tipicas producidas por los microgeles
cargados con microcolonias de XM5 o NME26. (Figura 30-B, ultimo panel). Las microcolonias de XM5
producidas dentro de los microgeles son tipicamente circulares y se concentran en algin punto dentro del
microgel, los microgeles cargados con esta cepa comunmente producen sefiales de SSC-A entre 1y 2 UA
(Figura 30-B, segundo panel). En cambio, los microgeles con las microcolonias de NME26, con una
morfologia mas compleja que la de XM5, dan sefiales de SSC-A que se expanden entre 2y 4 UA (Figura 30-
B, tercer panel). Y, cuando ambas cepas estan presentes en la misma muestra de microgeles, es posible
observar las sefiales caracteristicas de ambas cepas encapsuladas (Figura 30-B, cuarto panel). Esto
demuestra que, aunque las cepas de maiz se mezclaron en la misma suspensién bacteriana y con
densidades iguales, la compartimentalizacion de la suspensidon en microgotas permite aislar y co-

encapsular cada bacteria del maiz con E. coli-GFP en un microgel.

4.8.2. Recuperacidn e identificacion de las bacterias recuperadas con FACS partir de
muestras de co-encapsulacion en microgeles

Los microgeles recuperados de las ventanas GFP (+) y GFP (-) asi como un control de microgeles sin haber

sido separados mediante FACS, se utilizaron para inocular placas de agar. Tras incubar estas placas durante
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48 h a 27 °C, se realizd la caracterizacion morfoldgica y de fluorescencia de las colonias bacterianas

originadas a partir de cada conjunto de microgeles (Figura 31).

A B C
NME255/ E. coli-GFP | XMS / E. coli-GFP | NME26/ E. coli-GFP

Sin separacion [ f
con FACS
GFP(+) Q '

GFP(-) k

Sin separacion
con FACS

Mezcla bacterias del Maiz /
E. coli-GFP

GFP(+)

Figura 31. En la parte superior se presentan fotografias de campo claro, mientras que en la parte inferior se muestran las
imagenes de microscopia de fluorescencia de las colonias bacterianas cultivadas en placas de agar a partir de los microgeles
generados con E. coli-GFP y cada una de las bacterias aisladas del maiz, tanto de manera individual como en combinacion.
En ambos casos de arriba hacia abajo se presentan las microcolonias recuperadas a partir de la respectiva mezcla de
microgeles antes de someterse al proceso de separacion mediante FACS, asi como a partir de los microgeles recuperados de
las ventanas GFP (+) y GFP (-). Estas imagenes fueron capturadas después de 48 horas de incubacion de las placas de agar

a una temperatura de 27 °C. En el encabezado de cada columna se indica la cepa que fue mezclada con E. coli-GFP para
lograr la co-encapsulacion. Los niimeros indican el orden de la dilucion de las bacterias. Barras de escala 0.5 cm.

Tanto en la muestra sin separacidn con FACS asi como del conjunto recuperado de GFP (+), los microgeles
cargados con E. coli-GFP y NME255 produjeron la formacién de colonias distintivas de ambas cepas
creciendo una sobre la otra. Por otro lado, en el caso de los microgeles recuperados de la ventana GFP (-)
para la misma muestra, Unicamente generaron microcolonias fluorescentes con una densidad bacteriana
tres 6rdenes de magnitud menor en comparacion con aquellas recuperadas de la ventana GFP (+) (Figura
31-A). Estos resultados indican que, cuando una cepa no antagonista se mezcla con E. coli-GFP, no es
posible aislar esta cepa dentro de la ventana GFP (-) debido a su crecimiento junto a E. coli-GFP en los

mismos microgeles.

En las placas de agar inoculadas con los microgeles sin separacion de la mezcla de XM5 con E. coli-GFP,
proliferaron colonias de ambas cepas, pero la abundancia obtenida de E. coli-GFP fue mayor que la de

XMS5. Después de la clasificacion de los microgeles, las colonias recuperadas de la ventana GFP (+) fueron
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predominantemente colonias fluorescentes, mientras que de los microgeles recuperados en la ventana
GFP (-), la gran mayoria correspondio a colonias no fluorescentes con la morfologia tipica de la cepa XM5
(Figura 31-B). Un resultado muy similar se obtuvo de los microgeles que provenian de la mezcla NME26 'y
E. coli-GFP, donde también se logro separar E. coli-GFP de la NME26 en GFP (+) y GFP (-), respectivamente
(Figura 31-C).

Para la mezcla de E. coli-GFP con las tres bacterias del maiz, crecié una combinaciéon de colonias
fluorescentes y no fluorescentes en las placas de agar inoculadas con microgeles sin separacion. Después
de la separacion con FACS, los microgeles seleccionados en GFP (+) produjeron principalmente colonias
fluorescentes. Por el contrario, de la ventana GFP (-), se obtuvieron predominantemente colonias no
fluorescentes caracteristicas de XM5 y NME26 (Figura 31-D). Estos resultados demuestran que la
metodologia propuesta tiene la capacidad de aislar cada miembro presente en una mezcla bacteriana, co-
encapsular junto con la cepa reportera E. coli-GFP y recuperar las cepas con actividad antagénica contra la

cepa reportera fluorescente.

4.9. Enriquecimiento de una cepa con actividad antibidtica

Con los controles anteriores se ha demostrado que la metodologia propuesta es Util para la deteccidn,
recuperacion y aislamiento de cepas antagonistas presentes en una mezcla bacteriana. Sin embargo, para
hacer uso de esta técnica con muestras ambientales se debe considerar que estas contienen una alta
diversidad de microorganismos en diferentes proporciones, y las especies de interés productoras de
antibiodticos podrian estar presentes en abundancias relativas muy bajas. Por esta razdn, en esta seccion
se evalla la capacidad de esta metodologia para aislar y recuperar una cepa con actividad contra
E. coli-GFP a partir de una mezcla de microgeles con una pequefia minoria ocupada por E. coli-GFP y la
cepa antagonista NME26. Para ello, se diluyeron células de la cepa antagonista NME26 con la cepa no
antagonista NME255 en cuatro proporciones diferentes (NME26:NME255), 1:10* (10%); 1:10% (1%); 1:10°
(0.1%);y 1:10* (0.01%). Estas suspensiones de bacterias se mezclaron independientemente con E. coli-GFP
y se emulsionaron en microgeles. El nUmero promedio de células de E. coli-GFP encapsuladas por microgel
se fijo en A igual 5y para las mezclas de NME255 con NME26, A se mantuvo en 0.3, independientemente
de la proporcidn. Por lo tanto, el porcentaje de microgeles cargados con NME26 junto a E. coli-GFP

disminuye desde el 2.5% al 0.0025% en medida que se diluye NME26 con NME255 (Tabla 4).
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Tabla 4. Distribucion de ocupacion de microgeles de acuerdo con la dilucion de NME26 (antagonista) con NME255 (sin

actividad antagonica).

% de microgeles donde % de microgeles donde % de microgeles
Dilucion inicialmente se inicialmente se ocupados
(NME26:NME255) co-encapsula NME26 con co-encapsula NME255 con | inicialmente solo por
E. coli-GFP E. coli-GFP E. coli-GFP
1:10! 2.5 22.5 74.6
1:10° 0.25 24.75 74.6
1:103 0.025 24.975 74.6
1:10* 0.0025 24,9975 74.6

Después de incubar las diferentes muestras de microgeles durante 18 h a 27 °C, se procedio al analisis y
clasificacion mediante FACS de un total de 500,000 microgeles por cada muestra. Al igual que en la seccién
4.8.1 se utilizé la ventana GFP (-) para seleccionar los microgeles donde no hubo proliferacién de
E. coli-GFP y la ventana GFP (+) para discriminar los microgeles donde si se dio el desarrollo de

microcolonias fluorescentes de E. coli-GFP.

Para evaluar la abundancia de las diferentes cepas encapsuladas en los microgeles seleccionados en la
ventana GFP (-) de cada muestra, se inoculd en platos de agar un promedio de 1,000 microgeles. Después,
las placas fueron incubadas durante 48 h a 27 °C y mediante inspeccion visual, se identificaron las colonias
de cada cepa de acuerdo con su morfologia y se determind la abundancia de cada una (Figura 32). El resto
de los microgeles recuperados de la ventana GFP (-) se utilizé para inocular 2 mL de medio liquido 2YT
estéril y después de 18 h de incubacién a 27 °C la suspensién bacteriana obtenida se utilizd para una
siguiente ronda de encapsulacion, incubacidn, separacién y recuperacién. Esta metodologia se repitié para

cada ronda de seleccion.
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Figura 32. Iméagenes representativas de placas de agar inoculadas con los microgeles recuperados de la ventana GFP (-)
para las diferentes muestras de microgeles formados a partir de la mezcla de E. coli-GFP con las cepas NME26 y NME255
estas ultimas en proporciones variantes segun se indica en la figura. Las imagenes se tomaron después de 48 h de incubacion
de las placas a 27 °C. Las flechas sefialan un ejemplo de algunas de las colonias de maiz presentes en el plato, identificadas
de acuerdo a la morfologia de la colonia: las flechas rojas sefialan NME26, colonias blancas y planas; flechas azules sefialan
NME?255 con colonias caracteristicas color marrén, circulares y voluminosas, barra de escala 1 cm.

61



Después de cada ronda de seleccidn el enriquecimiento de NME26 en cada muestra se determiné con la

siguiente ecuacién:

% de colonias de NME26 recuperadas en las placas de agar
% de microgeles cargados con NME26 en la muestra inicial (Poisson)

Enriquecimiento de NME6 =

Tras la primera ronda de co-encapsulacion, la proporcion de NME26 para la dilucién 1:10 aumentd desde
2.5% al 98.3%, lo que produce un enriquecimiento de NME26 de 39 veces mds con respecto a la proporcién
inicial, una unidad menos que el maximo tedrico (40 veces). Sin embargo, para las diluciones 1:10%y 1:103,
se necesitaron dos rondas de co-encapsulacién y selecciéon para lograr un enriquecimiento cercano al
méaximo tedrico (Figura 33). Finalmente, para la dilucién 1:10%, |a proporcién de NME26 en la ventana GFP
(-) alcanzo el 98.7% hasta la tercera ronda de co-encapsulacién, lo que supone un enriquecimiento de
39,480 veces (Figura 33). Los valores de enriquecimiento obtenidos son similares a metodologias parecidas
reportadas previamente, pero que diferencia de la metodologia desarrollada en este trabajo, se ha hecho
uso de dobles emulsiones agua-aceite-agua para llevar a cabo la co-encapsulacion de
microorganismos.3¢°8 En general, estos resultados demuestran la efectividad de la metodologia propuesta
para aislar y enriquecer cepas bacterianas productoras de antibidticos presentes en una mezcla de

microorganismos con abundancias de hasta el 0.01%.
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Il Después de la 2 ronda [ Después de la 3° ronda

—&— Tedrico . P 4
. Il Después de la 1% ronda e
100 10 Il Despusés de la 2* ronda R
[ Después de la 3" ronda <
10 10° e
2 10° o
~ < ’
0.1
10’
0.0
L 10° -
1 4
10" 10 10

102 10° 10* 10° 10°
Dilucién de NME26 con NME255 Dilucién de NME26 con NME255
Figura 33. (A) Porcentaje de colonias de NME26 recuperadas sobre las placas de agar inoculadas con los microgeles
recuperados de la ventana GFP (-) después de una, dos o tres rondas de co-encapsulacion y co-incubacion en microgeles
seguido de seleccion y recuperacion mediante FACS. Los datos mostraron un aumento en el porcentaje de colonias NME26
recuperadas con cada ronda adicional. (B) Se muestra el enriquecimiento de NME26 en cada muestra después de cada ronda.
El valor tedrico se calcula considerando que la cepa se recupera con una abundancia del 100%.

-
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4.10. Busqueda de microrganismos con actividad antibiética dentro de una
muestra de saliva de perro

Una vez que se comprobd la funcionalidad de la técnica mediante los controles con cepas de actividad
conocida, el siguiente paso es demostrar que la técnica es Util para la identificacién de microorganismos
antagonistas presentes en muestras ambientales. Para ello se decidié realizar la busqueda en una muestra
de saliva de un perro doméstico (Figura 34-A). Antes de realizar el ensayo en microgeles, se evalud a
macroescala la diversidad y el crecimiento de los microrganismos cultivables presentes en la saliva de
perro. Para ello se inoculd una placa de agar con la muestra y se incubd durante 48 h a 27 °C. Después de
este tiempo de incubacion, se observo el crecimiento de colonias con diferentes morfologias (Figura 34-

B).

Figura 34. (A) Perro doméstico del cual se tomd una muestra de saliva en la que se realizo la bisqueda de microorganismos
antagonistas haciendo uso de la técnica propuesta en esta tesis. (B) Crecimiento sobre una placa de agar de los
microorganismos presentes en la saliva de perro. La fotografia fue tomada después de haber incubado la placa inoculada con
la saliva de perro durante 48 h a 27 °C, barra de escala 1 cm.

Se llevé a cabo un solo ensayo de co-encapsulacion en microgeles de E. coli-GFP junto con los
microorganismos presentes en la saliva de perro mediante, se compararon tres muestras diferentes de
microgeles: Una muestra ocupada solamente por los microrganismos presentes en la saliva de perro con
un valor de A aproximado de 0.3; la segunda fueron microgeles cargados Gnicamente por E. coli-GFP con
A igual a 5; y en la tercera muestra se llevé a cabo la co-encapsulacién de E. coli-GFP junto con los

microorganismos de la saliva de perro conservando los valores de A de los primeros dos controles. Todas
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las muestras de microgeles se incubaron durante 48 ha 27 ° y entonces se evalud el crecimiento bacteriano

dentro de los microgeles por microscopia y citometria de flujo.

Después de la incubacion, por microscopia solo en el 10% en los microgeles generados con la suspensién
de los microorganismos de la saliva se observé la formacidon de microcolonias, el resto de los microgeles
guedaron vacios. Tedricamente, se esperaba un 26% de microgeles ocupados, probablemente debido a la
fraccién de microorganismos no cultivables presentes en la saliva de este porcentaje fue menor después
de la incubacién de los microgeles. También, mediante citometria de flujo, sobre el diagrama de SSC-A vs
log_GFP se observé la sefial caracteristica de microgeles ocupados por microcolonias no fluorescentes
(Figura 35, izquierda). En la muestra de microgeles cargados exclusivamente con E. coli-GFP, tanto por
microscopia como por citometria de flujo, se observd un desarrollo tipico de las microcolonias

fluorescentes dentro de los microgeles (Figura 35, centro).

En los microgeles generados a partir de la mezcla de E. coli-GFP con la saliva de perro, por microscopia no
se logré observar con claridad el crecimiento de microcolonias no fluorescentes ya sea solas o co-
encapsuladas con E. coli-GFP. Sin embargo, si se logré observar geles en donde solo crecid E. coli-GFP o
gue estaban ocupados por microorganismos no fluorescentes sin aparente formacién de microcolonias
dentro del microgel. Sin embargo, por citometria de flujo sobre el diagrama SSC-A contra log_GFP si
registraron 1.1% de eventos dentro de la regidn caracteristica de microgeles en los que el crecimiento de
E. coli-GFP fue inhibido debido a la presencia de algin otro microorganismo no fluorescente (Figura 35,
derecha). Por lo tanto, utilizando la estrategia de ventanas GFP (+) y GFP (-), descrita anteriormente, se

seleccionaron los diferentes grupos de microgeles y se recuperaron dentro de microtubos de centrifuga.
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Microorganismos de la
saliva de perro
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Figura 35. Evaluacion del crecimiento bacteriano por microscopia (arriba) y citometria de flujo (abajo) de tres muestras
diferentes de microgeles cargados con bacterias: Izquierda, microgeles cargados con los microorganismos presentes en la
saliva de perro; centro, microgeles cargados exclusivamente por microcolonias de E. coli-GFP; derecha, microgeles
producidos de la mezcla de E. coli-GFP junto con los presentes en la saliva del perro. El analisis para todas las muestras se
realiz6 después de un periodo de incubacion de 48 h a 27 °C. Barra de escala 10 um. El gradiente de color en los diagramas
representa la densidad de puntos en esa region, rojo mayor densidad de puntos, seguido por amarillo, verde y azul las regiones
de menor densidad.

La muestra de microgeles con la co-encapsulacién tanto sin separacion como aquellos seleccionados con
FACS fueron utilizados para inocular placas de agar y asi recuperar a macroescala los microorganismos
encapsulados dentro de cada microgel (Figura 36). El crecimiento bacteriano sobre estas placas se evalué
después de 48 h de incubacién a 27 °C. De la muestra sin separacién se obtuvo una diversidad de
microorganismos con diferentes morfologias de las que se pueden identificar E. coli-GFP como las colonias
circulares mas pequefias obtenidas (Figura 36-A). Después de la separacion, de los microgeles recuperados
en GFP (+) se observd una disminucidon en la diversidad de microorganismos obtenidos, evaluada
Unicamente por la morfologia de las colonias que crecieron sobre las placas de agar (Figura 36-B). En este
caso se logré identificar nuevamente las colonias caracteristicas de E. coli-GFP junto con algunos otros
microorganismos que aparentemente no tienen actividad antagdnica contra E. coli-GFP pues en algunos
puntos logran crecer una sobre la otra. Sin embargo, de la ventana GFP (-) no se logré observar el desarrollo

de las colonias caracteristicas de E. coli-GFP (Figura 36-C). Estos resultados indican una separacién exitosa
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de los microgeles ocupados por microcolonias no fluorescentes de aquellos que encapsulan microcolonias

de E. coli-GFP.

(A) Microorganismos recuperados (B) Microorganismos recuperados (C) Microorganismos recuperados
de los microgeles de los microgeles de los microgeles

sin separacion seleccionados de GFP (+) seleccionados de GFP (-)

" L \:‘ :~ "

Figura 36. Microorganismos recuperados sobre placas de agar de los microgeles formados a partir de la mezcla de
E. coli-GFP junto con los microorganismos presentes en una muestra de saliva de perro. (A) Sin separacion con FACS; (B)
de los microgeles recuperados en la ventana GFP (+) tras la seleccion con FACS; y (C) de los microgeles recuperados de
GFP (-). Con las flechas color verde se sefialan algunos ejemplos de las colonias caracteristicas de E. coli-GFP y con las
flechas de otros colores se sefalan ejemplos de las colonias con morfologias diferentes recuperados de la ventana GFP (-).
Barra de escala 1 cm.

Después de la incubacion sobre la placa inoculada con los microgeles seleccionados dentro de GFP (-) se
lograron identificar cuatro microorganismos diferenciados por la morfologia de las colonias que forman.
Con ayuda de un palillo de esta ultima placa se tomaron colonias aisladas de cada uno de los
microorganismos identificados, estas fueron utilizadas para realizar ensayos de antagonismo sobre placas
de agar con la técnica spot-on-lawn contra E. coli-GFP (Figura 37). Después de 48 h de incubacién a 27 °C
de entre los 4 diferentes microorganismos recuperados solo una presentd una ligera disminucion en la
densidad E. coli-GFP a su alrededor. Dicho resultado indica que en tan solo una ronda de co-encapsulaciéon

no fue posible identificar microorganismos antagonistas dentro de la saliva de perro.
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Figura 37. Los microorganismos presentes en la saliva de perro fueron co-encapsulados y co-incubados en microgeles junto
con E. coli-GFP. Tras su andlisis y seleccion con FACS, los diferentes microorganismos seleccionados de la ventana GFP (-)
fueron recuperados a macroescala y su actividad antagoénica frente a E. coli-GFP se prob6 sobre platos de agar mediante la
técnica spot-on-lawn. El codigo de colores de los recuadros es el mismo que se presenta en la figura 36. Barra de
escala 0.5 cm.

A pesar de no haber recuperado microrganismos que presentaran actividad antagonista, este ensayo
plantea algunos de los problemas con los que esta técnica debe lidiar cuando se apliqué para la busqueda

de microorganismos antagonistas en muestras ambientales.

La primera complicacién yace en las particulas con didmetros mayores a los 30 um que pueden estar
suspendidos en la muestra ambiental. Estas particulas generan la obstruccién de los canales de
microfluidica y desestabilizan la formacidn de los microgeles. Este fendmeno puede generar una serie de
errores a través del ciclo completo de la metodologia. Primero, heterogeneidad en el tamafio de los geles

producidos y en consecuencia una incorrecta distribucidn en el nimero de bacterias por microgel. Como
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resultado, desde el inicio en algunos geles no se logra la co-encapsulacién, quedan Unicamente ocupados
por microorganismos no fluorescentes y tras la incubacidn y analisis con FACS estos geles, al carecer de
fluorescencia, son seleccionados dentro de la ventana GFP (-) generando un falso negativo. Para solucionar
este problema se recomienda filtrar las suspensiones bacterianas haciendo uso de filtros para células con
didmetros de poro de alrededor de 25 um. También se debe prestar especial atencién en la
homogenizacién de las muestras justo antes de ser emulsionadas con los dispositivos de microfluidica,
para ellos se recomienda agitar con vortex todas las suspensiones bacterianas por al menos 45 s antes de

que se utilicen para la formacién de microgeles.

Una segunda complicacién que se presenta cuando se trabaja con muestras ambientales y esta
metodologia, es la incapacidad de crecimiento de algunas cepas de microorganismos dentro de los
microgeles. La encapsulacién en microgeles puede generar un alto estrés en los microorganismos,
impidiendo su crecimiento. Se sugiere que cuando se comience a trabajar con una muestra ambiental,
antes de realizar los ensayos de co-encapsulacién, primero se deben de realizar ensayos para optimizar y
maximizar el crecimiento dentro de microgeles de los microorganismos presentes en la muestra
ambiental. Finalmente, una tercera complicacién de esta metodologia aplicada con muestras ambientales
es la baja densidad o ausencia de microorganismos antagonistas dentro de la muestra. Para recuperar los
microorganismos de baja abundancia se podrian realizar ciclos consecutivos de co-encapsulacion, segin
lo descrito en la seccién 4.9, esto permitiria enriquecer la muestra con los microorganismos antagonistas

con cada ciclo de co-incubacién y separacién.
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5. Discusion
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Se logro desarrollar y describir a profundidad una metodologia de alta eficiencia util para la deteccion y
aislamiento de microorganismos que exhiben actividad antibidtica contra la cepa fluorescente E. coli-GFP.
Se comprobé la hipdtesis de esta tesis, mediante microfluidica basada en microgotas se logré el cultivo
conjunto de E. coli-GFP junto con distintas cepas bacterianas dentro de microgeles de agarosa de
aproximadamente 10 pL de volumen. Después, utilizando la técnica de FACS los microgeles fueron
analizados y clasificados de acuerdo con el crecimiento bacteriano evaluado dentro de cada microgel. De
tal forma, se logrd la recuperacién de los microgeles en los que inicialmente se co-encapsuld una cepa con
actividad antagonista. Finalmente, el cultivo de los microgeles seleccionados sobre placas de agar permitio

la recuperacion a macroescala de las cepas con actividad antagonista.

La encapsulacidn conjunta de las diferentes cepas dentro de microgeles se logré mediante la
emulsificacion, con un dispositivo de microfluidica, de una suspensién de microorganismos que contenia
mezcladas las células de E. coli-GFP junto con los microorganismos cuya actividad se probd contra la
misma. Mediante el ajuste de la densidad bacteriana de esta mezcla, la emulsificacidn permitié en un solo
paso aislar las células de las diferentes cepas presentes en la muestra y co-encapsularlas junto con células
de E. coli-GFP. La formacion de estos microgeles se logré a frecuencias de 700 Hz, lo que equivale a
preparar en un segundo 700 diferentes ensayos para probar la actividad antagdnica entre pares de

microorganismos sin la necesidad de pasos previos de aislamiento.

Para realizar este tipo de ensayos mediante técnicas con placas de agar o con placas de pozos es necesario
aislar previamente los microorganismos presentes en la muestra de estudio, y después ensayar uno a uno
la actividad frente al microorganismo diana de cada microrganismo aislado, lo que implica tiempo y
recursos.>® Por ejemplo, si mediante placas de 1536 pozos se quisiera ensayar la actividad de 10°
microrganismos provenientes de una muestra ambiental, entonces se necesitarian aislar cada individuo
de la muestra y colocarlos por separado en un pozo, por lo tanto se necesitarian 652 placas de pozos.
Después, con un lector de placas se necesitarian analizar las 652 placas. El proceso puede ser automatizado
mediante robots, sin embargo, incluso mediante metodologias optimizadas con placas de 1536 pozos,

analizar 1 millén de pozos tomaria aproximadamente 2 meses.®®

En cambio, para ensayar 10° microorganismos mediante la metodologia propuesta en esta tesis, solo se
necesita diluir la muestra para obtener un valor de A=0.3, mezclar con la cepa diana y emulsificar en
microgeles. Considerando la distribucion de Poisson, solo en el 26% de los microgeles formados se logra
la co-encapsulaciéon de la cepa diana junto con algin microorganismo proveniente de la muestra. Por lo

tanto, se necesitarian formar alrededor de 4 millones de microgeles para lograr el aislamiento y co-
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encapsulacién de cada microorganismo junto la cepa diana, a la frecuencia de 700 Hz que se obtuvo en
este trabajo, este proceso solo tomaria 1 h con 35 min. Tras la encapsulacién, los microgeles se incuban
en un microtubo de centrifuga, lo que facilita un control en la temperatura y demdas condiciones de
incubacién. El crecimiento bacteriano dentro de los microgeles depende de la velocidad de crecimiento
de las cepas encapsuladas. Por ejemplo, en este trabajo, para las bacterias aisladas del maiz la formacién
de microcolonias dentro de los microgeles se observé después de 18 h de incubacién a 27 °Cy 48 h para

los microorganismos presentes en la saliva de perro (Figura 38) .

Separacion y Seleccion Recuperacion de
co-encapsulacion Co-incubacion con FACS microorganismos anta-
con la cepa diana (18-48 h) (t=1h) gonistas

(t=1.5h) (horas a dias)

? wRED )
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Separacion de microorganismos (dias a meses)

Figura 38. Comparacion entre la metodologia propuesta en esta tesis frente a una metodologia a macroescala para la
deteccion de microorganismos con actividad antagonista.

Después del periodo de incubacidn, en este trabajo se logrd una eficiencia de clasificacién, definida como
la velocidad a la que el equipo analiza las particulas dentro de una muestra, de hasta 1000 eventos/s. De
tal forma, y siguiendo con el ejemplo anterior, analizar y separar 4 millones de microgeles tomaria poco
mas de una hora. La eficiencia de clasificacién obtenida en este trabajo es comparable con las reportadas
previamente por metodologias similares, donde utilizando FACS o FADS se llevd a cabo la seleccion de

microgotas (agua en aceite) o emulsiones dobles (agua-aceite-agua) con eficiencias entre 200 y 30,000
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eventos por segundo (Tabla 5). La eficiencia de clasificacion puede ser modulada mediante tres
pardmetros diferentes: La concentracidon de los microgeles en la muestra y la velocidad a la cual esta se
inyecta en el equipo de FACS, asi como la velocidad que se utiliza en la fase envolvente del equipo de
citometria. Los objetivos de este trabajo no comprendieron el estudio ni la optimizacidon de dichos
pardmetros. Sin embargo, estudios anteriores han demostrado que la eficiencia de la separacién de dobles
emulsiones con FACS se puede mejorar mediante la modulacidn de estos pardmetros.?’” Pero, es
importante considerar que mientras mayor sea la velocidad de andlisis mayor es la probabilidad de que el
equipo genere un falso positivo y seleccione microgeles sin fluorescencia dentro de una ventana designada

para microgeles con fluorescencia o viceversa.®*

Table 5. Comparacion entre la metodologia reportada en esta tesis y seis metodologias similares reportadas con anterioridad
relevantes en el andlisis y seleccion de microgeles o dobles emulsiones cargadas con microorganismos o biomoléculas.

, Material Tamafio de Técnica de Eficienciade # de fluoroforos
. Particulas ; . ., o
Referencia* . encapsulado particula seleccion seleccion utilizados para
analizadas o x
(um) utilizada (eventos/s) la seleccion
Esta tesis Microgeles Células 27+1 FACS 1 000
(38) Microgeles Células 90-500 FACS 300 2
(39) Microgeles Células 120-200 FACS 1 000 2
(40) Microgeles Células ~27 FACS 3000 2
(47) Emulsiones Células ~25 FACS 30 000 2
dobles
(37) Emulsiones  Productos 28-48 FACS 300 1
dobles de PCR
(35) Microgotas Células 70-80 FADS 10-50 1

* El nimero de referencia corresponde a la lista al final de esta tesis.

En la metodologia desarrollada y descrita en esta tesis se utilizan las técnicas de microscopia y citometria
de flujo para diferenciar las caracteristicas morfoldgicas y de fluorescencia de las microcolonias cultivadas
dentro de los microgeles. Este enfoque permite una correlacién de las observaciones por microscopia
junto con las senales de esparcimiento de la luz y fluorescencia obtenidas con FACS para cada microgel
analizado. Mientras mayor sea el crecimiento bacteriano dentro de los microgeles mayor es la intensidad
de las sefiales de esparcimiento de la luz. Particularmente, las sefiales de SSC obtenidas mediante FACS
demostraron ser Utiles para distinguir entre microgeles vacios, microgeles cargados con bacterias y células
libres. Ademas, mediante el uso de un solo marcador fluorescente (GFP), la correlacion entre intensidad
de fluorescencia y las sefales de SSC-A permitieron un andlisis bidimensional que facilito la clasificacion

de los microgeles. De tal forma, dentro de una mezcla de cientos de miles de microgeles se lograron
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seleccionar aquellos que albergaban alguna cepa con propiedades antagonistas contra la cepa reportera
utilizando solamente la intensidad de fluorescencia de E. coli-GFP asociada a las sefiales de esparcimiento
de la luz (SSC-A). En las anteriores metodologias reportadas cominmente utilizan hasta dos marcadores
de fluorescencia diferentes para la seleccion de microorganismos (Tabla 5). Por lo tanto, la correlacion y
uso de las sefales de esparcimiento de la luz con la intensidad de fluorescencia, que se discuten en este
trabajo, resulta una simplificacion en las estrategias utilizadas para la seleccién y recuperacion de

microorganismos utilizando enfoques de microfluidica basada en microgotas.

Ademas, mediante las multiples rondas de co-encapsulacién y clasificaciéon que se pueden llevar a cabo
con esta metodologia, se logrd la deteccidn de las cepas productoras de antibidticos presentes una mezcla
de microorganismos con una abundancia relativa tan baja como el 0.01%. Se demostré un aumento en la
abundancia de la cepa de interés por cada ronda de co-cultivo y clasificacion. De tal forma, después de 3
rondas, la abundancia de la cepa antagonista aumenté desde 0.01% hasta el 98.7% como se mostrd en la
Figura 33. Este resultado confirma que la metodologia propuesta es Util para aislar cepas productoras de
antibidticos con una baja abundancia inicial en una muestra ambiental, las cuales comUnmente presentan
una alta diversidad de microorganismos con una amplia distribucién en la abundancia.®>®? Si la cepa de
interés estd presente en gran abundancia, su aislamiento podria lograrse después de una sola ronda de
co-incubacion y clasificacidn. Sin embargo, si se buscan especies con baja abundancia, entonces se pueden

realizar varios ciclos hasta que la muestra se enriquezca con las cepas de interés.

Se han reportado enfoques similares que utilizan FACS para la clasificacion de emulsiones dobles36474850 o
sistemas de seleccion de microgotas de agua en aceite (FADS)* para la identificacion de microorganismos
con actividad bactericida. Sin embargo, para producir emulsiones dobles, se necesitan dispositivos de
microfluidica con tratamientos en la superficie de los canales que les confieran propiedades hidrofilicas en
una seccién e hidrofébicas en otra seccidn diferente del disefio de microcanales (Figura 7-A).** Por otro
lado, la clasificacion de particulas con FADS solo se ha demostrado con un maximo de dos parametros
fluorescentes diferentes,® lo cual es menos ventajoso que las combinaciones de sefiales de esparcimiento
y diferentes canales de fluorescencia que ofrece FACS para la seleccion de particulas. Ademas, las
emulsiones dobles y las de solo agua en aceite requieren diferentes concentraciones y especies de
tensoactivos para la estabilizacién de particulas a través del proceso de clasificacién.?” En comparacién,
los microgeles se producen en dispositivos de microfluidica con geometrias sencillas de enfoque de flujo.
Ademas, los microgeles se producen con concentraciones bajas (0.5%) del tensoactivo fluorinado. Una vez

que se transfieren a la fase acuosa, no es necesario mantener la concentracién de tensoactivo, ya que el
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entrelazamiento entre las moléculas que conforman la agarosa mantiene la estabilidad de los microgeles
durante su andlisis con FACS. Estas simplificaciones permiten una transferencia mds sencilla hacia la
microfluidica de los ensayos de microbiologia que hoy en dia se realizan a macroescala. Sin embargo, una
importante desventaja del uso de agarosa es la necesidad de calentar las muestras de microorganismos
antes de la formacién de los microgeles, esto puede ocasionar que algunas de las células presentes en la
muestra pierdan su viabilidad. Como alternativa, se podria evitar el paso de calentamiento si se producen
los microgeles con diferentes agentes gelificantes, tal como las proteinas reticuladas® o mediante la

adicion de alginato® en lugar de la agarosa.

5.1. Perspectivas

La metodologia aqui descrita permite la recuperacién de bacterias antagonistas cultivables. Sin embargo,
la mayor parte de nuestro conocimiento sobre el mundo microbiano se deriva de una muy baja diversidad
de especies microbianas que pueden cultivarse en el laboratorio con respecto a las que existen en la
naturaleza.®® En consecuencia, los microorganismos no cultivables representan una fuente muy
prometedora de productos naturales con propiedades antibiéticas.®” Por lo tanto, una de las perspectivas
mdas importantes de este proyecto es la implementacion de anadlisis metagendmicos de los
microorganismos seleccionados tras la co-incubacién en microgeles y clasificacién con FACS. Este enfoque
podria ayudar a identificar dentro de muestras ambientales a los microorganismos antagonistas que no

han sido descritos debido a la incapacidad de su cultivo mediante las técnicas de microbiologia existentes.

Una vez confirmada la capacidad de esta metodologia para la identificacién de bacterias con actividad
antibidtica es importante demostrar su aplicabilidad en muestras ambientales. Por tal motivo, hoy en dia
ya se han derivado tres proyectos de licenciatura que la han aplicado para la busqueda de
microorganismos antagonistas en tres muestras diferentes. En todos los cuales me he desarrollado como
asesor técnico, dando asesoria en la aplicacion de la metodologia y en el seguimiento de los experimentos

y los resultados.

El primero de estos trabajos se realizé por el alumno de licenciatura Joaquin Humberto Lara Banios, él
realizd la busqueda de microorganismos antagonistas en una muestra de tierra tomada de un jardin.
Después del co-cultivo en microgeles de E. coli-GFP junto con cada microrganismo de esta muestra y su
analisis acoplado a FACS, Joaquin logrd aislar cuatro microorganismos diferentes con actividad antagonista
contra la cepa E. coli-GFP. Mediante un servicio de secuenciaciéon estos microrganismos han sido

caracterizados como: Desemzia incerta; Bacillus velezensis; Shigella flexneri; y Escherichia fergusonii.
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Particularmente, la cepa Desemzia incerta resulta de interés por la fuerte actividad antagdnica evaluada
mediante ensayos spot-on-lawn. Ademas, es una cepa muy poco estudiada, por lo que es logico pensar
gue de esta cepa sea mas probable identificar algun metabolito con actividad antibidtica y que posea una
estructura molecular novedosa. Por tal motivo, el alumno Luis Fernando de Anda Ramirez se encuentra
trabajando en un proyecto enfocado en la identificacién de los metabolitos con actividad antibidtica

excretados por Desemzia incerta.

El segundo y tercer proyectos derivados se encuentran a cargo de Paulina Guadalupe De la Luz Angeles y
Yesica Rodriguez Hernandez. Paulina decidid realizar la busqueda de microorganismos antagonistas dentro
de alimentos en descomposicidn, particularmente en el chile poblano. Por su lado, Yesica se encuentra
realizando la busqueda en la bebida fermentada conocida como Tepache. Después de un semestre
trabajando en sus proyectos tanto Paulina como Yesica han llevado a cabo la co-encapsulacidon en
microgeles de E. coli-GFP junto con los microorganismos presentes en sus respectivas pruebas. Después
de dos ciclos de co-encapsulacidn y analisis con FACS cada una de ellas ha logrado aislar al menos dos
cepas diferentes con actividad antagonista. Actualmente, ambas alumnas se encuentran trabajando en la
caracterizacion de las cepas aisladas, asi como en una evaluacion cuantitativa de la capacidad que tienen

estos microorganismos de inhibir el crecimiento de E. coli-GFP.

La aplicacion de esta metodologia se puede ampliar al estudio de cepas reporteras diferentes a E. coli-GFP,
para ello, mediante colaboraciones se podria buscar acceso a cepas patdgenas diferentes con la capacidad
de expresar alguna proteina fluorescente. Asi mismo, la metodologia se podria utilizar para el estudio de
actividades emergentes debido a la co-incubacién de microorganismos en comunidades de
microrganismos mas grandes y diversas que la interaccién por pares. Este tipo de ensayo se podria lograr
facilmente mediante la modificaciéon de la densidad inicial de microorganismos que se utiliza para la

encapsulacién en microgeles de acuerdo con la distribucion de Poisson.
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6. Conclusion

Se logré el desarrollo de una metodologia de alta eficiencia que utiliza microfluidica y FACS para la
deteccidn, clasificacion y aislamiento de bacterias con actividad antagonista contra una cepa diana con
propiedades fluorescentes. La estrategia combina la alta capacidad de analisis y seleccién de FACS junto
con la eficiencia y las ventajas de la co-encapsulaciéon y co-incubaciéon dentro de microgeles de
microfluidica de los microorganismos presentes en una muestra ambiental. Esta metodologia elimina la
necesidad de un aislamiento previo de microorganismos, cuyo procedimiento es necesario en las técnicas
de microbiologia a macroescala. De tal forma, mediante esta metodologia se reduce significativamente,
en el orden de dias, el tiempo necesario para realizar escrutinios de muestras ambientales para la

identificacion de cepas productoras de antibidticos.

Mediante la correlacidn entre las observaciones realizadas por microscopia y las sefiales obtenidas
mediante FACS, se lograron diferenciar los microgeles cargados con E. coli-GFP en conjunto con bacterias
antagonistas y separarlos de aquellos en los que E. coli-GFP se encapsulaba sola o junto con una cepa no
antagonista. Ademas, en este trabajo se enfatiza la utilidad de las sefiales de esparcimiento de la luz (FSC
y SSC) para distinguir los microgeles segin la morfologia de las bacterias encapsuladas. También, al
combinar las sefiales de SSC junto con la intensidad de un Unico marcador de fluorescencia (GFP), se
lograron identificar, seleccionar y recuperar los microgeles en los que se cultivé conjuntamente una cepa

antagonista con E. coli-GFP, por tal razén esta metodologia simplifica el proceso de seleccién.

La informacién presentada comprueba la capacidad de la metodologia propuesta para realizar ensayos de
alta eficiencia que permitan identificar y recuperar microorganismos biolégicamente activos en muestras
ambientales. En consecuencia, el siguiente paso en el desarrollo de esta técnica consiste en su aplicacion
en el andlisis de diversas muestras ambientales, priorizando aquellas provenientes de fuentes inexploradas
que podrian albergar microorganismos raros o no previamente reportados, incrementando asi la
probabilidad de descubrir moléculas con propiedades antibidticas y estructuras moleculares novedosas.
Este aspecto adquiere una relevancia significativa en la lucha contra la creciente resistencia a los

antimicrobianos que afecta tanto a México como al resto del mundo.
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ANEXO |. Distribucién de Poisson para las células
encapsuladas en microgeles

La encapsulacion de bacterias en microgeles es un fenédmeno que sigue la distribucién de Poisson, cuya

funcion de probabilidad presenta a continuacion:

X

P(x) = Fe‘ﬁ

En este caso x corresponde al nimero de células encapsuladas por microgel mientras que el parametro A
es el valor promedio de células por microgel. Este ultimo depende tanto de la densidad bacteriana utilizada
para formar los microgeles, asi como del volumen de los microgeles formados. Por ejemplo, si se mantiene
constante la densidad bacteriana, pero se cambia el tamafio de los microgeles, entonces el valor de A sera
menor en los microgeles de didmetro pequeiio en comparacién con el nimero de bacterias encapsuladas
en microgeles de mayor didmetro (Figura 39). Por otro lado, si lo que se mantiene constante es el tamafo

de los microgeles, un aumento en la densidad bacteriana generara un aumento en el valor de A.
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Figura 39. Esquematizacion del proceso de encapsulacion de particulas, suspendidas de manera aleatoria, en circulos de
didmetros diferentes. Este proceso es similar a la encapsulacion de bacterias en microgeles. En el primer caso de
encapsulacion con los circulos azules se obtiene un valor de A cercano a 2. Pero, conforme aumenta el didmetro de los
microgeles, manteniendo la misma densidad de bacterias, entonces el valor de A aumenta aproximadamente a 6.
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Por lo tanto, experimentalmente el valor de A se puede modular de acuerdo con el nimero de bacterias

deseadas por microgel de acuerdo con la siguiente ecuacién:

U
A= (Densidad de bacterias en suspencion, I ) * (Volumen promedio de los microgeles,pL)

En este trabajo se utilizaron valores de A igual a 0.1, 0.3 y 5.0 bacterias por microgota, cuya distribucidn

de ocupacidn se presenta en la figura 40.

1.0+

—— A =0.1
0.8+ ——A=0.3
' ——A=5.0

0.0+

# de células por microgel
Figura 40. Distribucion de Poisson para la encapsulacion de bacterias en microgeles a los diferentes valores de A utilizados

en los experimentos que se discuten en esta tesis. Para generar estas graficas se debe de calcular la probabilidad P(x) para
cada valor entero en el eje X (ntimero entero de células por microgel) utilizando la ecuacion presentada en la pagina anterior.
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ANEXO Il. Curvas de absorbancia en funcidn de la
densidad bacteriana

Para cada una de las cepas utilizadas en los experimentos descritos en esta tesis se llevd a cabo la

construccién de curvas de correlacidn entre el nimero de bacterias observadas al microscopio con una

camara de Neubauer (BRAND, 0.1 mm profundidad) y los valores de absorbancia a 600 nm medidos para

cuatro diluciones consecutivas (1 a 10) de cada cepa utilizada. Para una mejor eficiencia en el conteo de

bacterias con la cdmara de Neubauer, las cepas del maiz se tifieron con Baclight-Red (ThermoFisher

Scientific) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.
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Figura 41. Relacion entre el nimero de bacterias por mililitro (UFC/mL) y la densidad 6ptica medida a 600 nm (Aeoo) para
cada una de las cepas bacterianas utilizadas en esta tesis. Con lineas punteadas se muestra el ajuste lineal obtenido para cada

€aso.
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Tabla 6. Parametros obtenidos por ajuste lineal de la relacion entre UFC/mL vs Ao para cada una de las cepas bacterianas

utilizadas en este trabajo.

Equation

y=a+b*x
E. coli-GFP
4.25E+17

NME255
6.37E+15

1.25E+14

1.89E+11

0.998

0.999

0.998

0.999

0.995

0.999

Valor

0.993

SD

0.998

a -1.46E+09 3.15E+08
b 7.37E+09 3.12E+08
a -1.21E+08 2.47E+07
b 2.42E+09 3.75E+07
a -4.30E+07 6.14E+06
b 2.26E+08 1.10E+07
a -4.02E+06 2.65E+05
b 2.37E+07 6.71E+05
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ANEXO lll. Contaminacién entre microgeles

Se llevd a cabo la encapsulacién de células de E. coli-GFP en microgotas. La densidad bacteriana inicial se
fijé tal que el 50% de los microgeles producidos resulten ocupados por bacterias y la otra mitad vacios
(A=0.7). Mediante microscopia de fluorescencia se determind la fracciéon experimental obtenida de
microgeles ocupados y vacios en dos momentos diferentes: los microgeles justo después de haberse
formado (0 h de incubacién); y después de 18 h de incubacién a 27 °C. Como se muestra en la siguiente
figura, el porcentaje de microgeles vacios y ocupados (n=250) no cambia significativamente después del
tiempo de incubacidn. Este resultado indica que las bacterias no se liberan ni se mezclan con otros
microgeles durante el periodo de incubacion en el aceite fluorado. Por lo tanto, cada microgota resulta un

ensayo independiente.

0 h de incubacion 18 h de incubacion a 27 °C

70 T

| I Vacios [ Ocupados |
60+
0+ 46
43

40+
= 30

20+

10+

0
Oh 18 h

Tiempo de incubacion

Figura 42. Imagenes de microscopia de fluorescencia para: (A) Muestra representativa de una poblacién de microgeles sin
incubacion que encapsulan E. coli-GFP (A=0.7); y (B) después de 18 h de incubacion, barra de escala 20 um. (C) Proporcion
entre los microgeles vacios y los microgeles ocupados, analizados tanto en el momento inicial (0 h) como después de 18 h
de incubacion (n=250).
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ANEXO IV. Combinaciones posibles entre los diferentes
parametros de las sefiales de esparcimiento de la luz

Utilizando FACS, se realizo el andlisis de todas las combinaciones posibles entre los diferentes pardmetros
de las sefiales de esparcimiento de la luz (SSC frente a FSC) obtenidas para tres muestras diferentes de
microgeles, todas incubadas durante 18 h a 27 °C: microgeles vacios; microgeles cargados con
microcolonias de E. coli-GFP (A=5); y microgeles cargados con microcolonias de alguna de las cepas aisladas
de maiz (A=0.3). En la parte | de la Figura 43 se muestran todas las combinaciones posibles de FSC-H (altura
de la sefial de esparcimiento frontal) con los tres parametros posibles de las sefiales de SSC (H-altura, W-
ancho y A-area) obtenidas para las diferentes muestras de microgeles analizadas con FACS. En la parte I
de la Figura 43, se muestran todas las combinaciones entre FSC-A (area de la sefial de esparcimiento

frontal) contra las sefiales SSC.

Generalmente, para los microgeles FSC-A produce sefiales de mayor intensidad que FSC-H.
Especificamente, cuando se utilizé FSC-A para los microgeles cargados con bacterias, una proporcion
significativa de los eventos registrados saturaron el detector y los puntos presentaron valores sobre el

limite derecho del eje X. Debido a este comportamiento se decidié utilizar FSC-H en lugar de FSC-A.

Con respecto a las sefiales de SSC, la altura de las sefiales de esparcimiento lateral (SSC-H) para los
microgeles vacios se mantuvo consistentemente por debajo de 0.75 UA, mientras que las poblaciones de
microgeles cargados con bacterias se diferenciaron con valores superiores a 0.75 UA. Por el contrario,
cuando se utilizd el drea (SSC-A) o el ancho (SSC-W) de las senales de esparcimiento lateral, para los
microgeles vacios se registraron eventos distribuidos a lo largo de todo el rango del eje Y. Esto provoca la
superposicion entre la poblacién de microgeles vacios y la poblacidon microgeles cargados con las bacterias
aisladas del maiz. Por lo tanto, para los experimentos realizados, los graficos de densidad de puntos de
SSC-H contra FSC-H representan la asociacion de pardmetros mas adecuada para discriminar entre
microgeles vacios de aquellos ocupados con bacterias utilizando solamente las sefiales de esparcimiento

de la luz obtenidas con FACS.
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Figura 43 (Parte I). Graficos de densidad de puntos obtenidos por citometria de flujo para tres muestras diferentes de
microgeles segun se indica en el encabezado de cada columna de imadgenes. En esta seccion de la figura se comparan los
tres parametros de SSC (H-altura, A-area y W-ancho) contra la altura de la sefial de esparcimiento frontal de la luz (FSC-H).
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ANEXO V. Concentracion minima inhibitoria (MIC) y
bactericida (MBC) de |la kanamicina contra E. coli-GFP

Para determinar la Concentracidn Minima Inhibitoria (MIC) de la kanamicina contra E. coli-GFP se llevaron
a cabo ensayos de crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones de kanamicina. Primero, se
inocularon 20 mL de medio LB con dos colonias E. coli-GFP. Este volumen se dividié en 10 partes iguales,
cada una dispuesta en tubos de ensaye limpios y estériles. Después, se agregd kanamicina a cada tubo en
concentraciones que variaban desde los 0 hasta los 1000 pg/mL, tal como se muestra en la Figura 44.
Todos los microtubos se incubaron durante 18 ha 27 °Cy 200 rpm. Después de este tiempo de incubacion,
mediante inspeccidn visual se determind que la MIC es cercana a los 33.3 pg/mL, ya que a concentraciones
mas altas ya no se observé un aumento en la turbidez de la suspension bacteriana después del tiempo de

incubacion.

1000 333.3 100 333 10 33 1.0 0.3 0.1 0
L8 pug/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pug/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL

Pt NPT BT TN

P S -

Figura 44. Ensayos a macroescala realizados para la determinacion de la MIC, resaltada en rojo, de la kanamicina contra
E. coli-GFP.

Las suspensiones bacterianas obtenidas después de su incubacién para determinar la MIC fueron
utilizados para determinar la Concentracidon Minima Bactericida (MBC). Para ello, de forma independiente,
se tomaron 10 L de cada suspension presentada en la Figura 44 y se utilizaron para inocular una placa de
medio LB-Agar, el procedimiento se realizé por triplicado. El crecimiento bacteriano sobre las placas se
evalud después de 18 h de incubacidn a 27 °C. Como se ilustra en la Figura 45, a partir de la concentracién
de 100 pg/mL ya no se observé el desarrollo de colonias de E. coli-GFP sobre las placas. Por lo tanto, se

concluyé que la MBC debe de estar en el rango entre 33 y 100 ug/mL.
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Figura 45. Ensayo sobre placas de agar llevado a cabo para determinar la MBC de la kanamicina contra E. coli-GFP
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ANEXO VI. Ensayos de inhibicion entre las tres cepas
aisladas del Maiz.

NME26 XM5 E. coli-GFP

® g -

Repeticion 1

Repeticion 2 A

Repeticion 3

Figura 46. Ensayo Spot-on-lawn realizado para determinar la actividad antagonista de NME26 (izquierda), XMS5 (centro) y
E. coli-GFP (derecha) contra NME255 (en la superficie del agar). Para el ensayo, primero se inoculé toda la superficie del
agar con la cepa NME255 y después con un palillo se inocularon las demas cepas de manera puntual sobre la misma
superficie de agar. El crecimiento bacteriano sobre la placa fue evaluado después de 48 h de incubacion a 27 °C. Solo
NME?26 desarroll6 halos de inhibicion que indican actividad antagbnica contra NME255.

Figura 47. Desarrollo de colonias sobre placas de agar inoculadas con microgeles que contenian encapsulada solamente la
cepa NME255. Las fotografias fueron tomadas después de 48 h de incubacion a 27 °C. Barra de escala 0.5 cm.
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ANEXO VII. Articulos producidos durante este proyecto de
doctorado
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