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RESUMEN

En la comunicacion celular en bacterias, la utilizacion de moléculas senales o
autoinductores, permite la regulacion de ciertos procesos fisioldgicos dentro de una
poblacion bacteriana, cuando se alcanza cierta densidad poblacional, presentdndose un
fenémeno conocido como quérum sensing. En bacterias gram-negativas, la produccion
del autoinductor acilo homoserina lactona (AHL) interviene en la regulacion de genes
relacionados en produccion de antibidticos, factores de virulencia, transferencia de
plasmidos y en un tipo de desplazamiento coordinado, conocido como swarming o en
enjambre. El desplazamiento swarming, es un tipo de movilidad que presentan las
bacterias en ambientes semisolidos, donde intervienen, tanto una modificacion
morfoldgica (aumento de tamafo celular y produccion de multiples flagelos laterales),
como la produccién de sustancias, conocidas como biosurfactantes, que ayudan a
romper la tension superficial. Se ha reportado en bacterias patdgenas de animales, que
las AHLs estan relacionadas en la produccion de biosurfactantes, permitiendo colonizar
tejidos. Sin embargo, se desconoce la presencia de este desplazamiento en bacterias
aisladas de raices de plantas. Vibrio LR6HC, es una bacteria que se aislo de raices del
mangle negro, y por sus caracteristicas, es una potencial promotora de crecimiento en
plantas. Se detect6 la produccion de las moléculas sefial, 4C, 6C y 8C-HL en base a la
ayuda de biosensores bacterianos, cromatografia de capa fina (TLC) y espectrometria de
masas (GM/SM). Ademas, se observd que la bacteria presentaba movilidad swarming
en 3 diferentes medios semisélidos, con diferentes fuentes nutricionales, llegando a
detectarse diferentes tipos de movilidad, dependiendo del medio donde se desplace.
Para relacionar la regulacion de las AHL en el desplazamiento swarming, se realizo una
anulacion de la produccion de la molécula sefal, de una forma intercelular, en base a la
accion de la enzima AiiA, una lactonasa que hidroliza el anillo lactona de la AHL, no
permitiendo su union con el regulador transcripcional. Se realizo una conjugacion, entre
cepa LROHC y la cepa E. coli, la cual presentaba el plasmido pDSK519::aiiA. Se
obtuvieron transconjugantes, y se realiz6 una busqueda de aquellas que no producian
AHLs, no detectadas por biosensores bacterianos y se comprobd por TLC y GM/SM.
Se observd en los transconjugantes, la falta de movilidad swarming en los diferentes
medios semis6lidos y se comprobd por microscopia electrénica de barrido y
transmision, que la morfologia de la célula no presentaba modificaciones en su tamaiio,
ni en sus estructuras celulares. Se observo que las células en situacion de
desplazamiento swarming, tenian un tamafio de hasta 2 um de diametro, presentando
multiples flagelos laterales y detectando la presencia de una sustancia o velo, que cubria
por completo la migracion de las bacterias. Se analizd, a través de métodos para
deteccion y cuantificacion de biosurfactante, que la cepa transconjugante presentaba
una disminucidon marcada en la produccion de una sustancia que puede comportarse
como agente tenso activo. Ademas, se detecto una disminucion de hasta un 60%, por
parte de la cepa transconjugante no productora de AHLs, en la produccion de
biopeliculas, las cuales estdn relacionadas con la produccién de biosurfactantes, en
Pseudomonas aureoginosa y Burkholderia cepacia. En conclusion, la produccion de las
moléculas senal AHLs, en la cepa Vibrio LR6HC permitiendo la regulacion del
desplazamiento swarming, haciendo que la bacteria adquiera una transformacion
morfolégica que le permita migrar sobre superficies semisolidas, a través de la
produccion de una sustancia que actu¢ rompiendo la tension superficial, comportandose
como un biosurfactante bacteriano.
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ABSTRACT

In bacterial cell-cell communication, the use of mollecular signals or autoinductors
allows the regulation of physiological processes known as quorum sensing, when
certain population density is reached within a bacterial population. In gram-negative
bacteria, the production of acyl homoserine lactone (AHL) autoinductor takes part in the
regulation of genes related in production of antibiotics, virulence factors, transference of
plasmids and a type of coordinated migration, known as swarming. The swarming
movility in bacteria, is observed in semisolid condition, in wich the bacteria present a
morphologic modification (increase of cellular size and lateral flagellum production),
and the production of substances, known as biosurfactants, that help to break the
superficial tension. Works with pathogenic bacteria in animals, reported that the AHLs
were related in the production of biosurfactants, that allowed the colonization in the
tissue. Nevertheless, this movility in bacteria isolated from roots of plants is not
reported. The bacteria Vibrio strain LR6HC, isolated from roots of mangle black, with a
promotional potential of growth in plants, showed mollecular signals 4C, 6C and 8C-
HL on the base of the techniques bacterial biosensors, thin layer chromatography(TLC),
and spectrometry of masses (GM/SM). In addition, it was observed that the bacterium
presented swarming mobility in 3 different semisolids means, with different nutrition
sources, getting to detect different types from mobility, depending on means where one
moves. In order to relate the regulation of the AHL in the swarming movility, was made
a cancellation of the production of the molecule signal, of an intercellular form, on the
basis of the action of enzyme AiiA, one lactonasa that hidrolize the lactone ring of the
AHL, not allowing its union with the transcripcional regulator. It was made a
conjugacion, between stock LR6HC and the stock and E. coli, which
presented/displayed pDSK519::aiiA plasmid. Transconjugants were obtained, and a
search was made of which they did not produce AHLs, not detected by bacterial
biosensors and it was verified by TLC and GM/SM. It was observed in the
transconjugants, the lack of mobility swarming in different means semisolids and one
verified by electronic microscopy of sweeping and transmission, that the morphology of
the cell did not present modifications in its size, nor in its cellular structures. It was
observed that the cells in displacement situation swarming, had a size of up to 2 pm of
diameter, presenting multiple lateral flagella and detecting the presence of a substance
or veil, that completely covered the migration with the bacteria. It was analyzed,
through methods for detection and quantification of biosurfactants, that the
transconjugant stock presented/displayed a diminution marked in the production of a
substance that can behave like active tense agent. In addition, I detect a diminution of
until a 60%, on the part of the nonproducing stock transconjugant of AHLs, in the
production of biofilms, which are related to the biosurfactants production in
Pseudomonas aureoginosa and Burkholderia cepacia. In conclusion, the production of
AHLs signal, in the stock Vibrio LR6HC allowing the regulation of the swarming
movility, causing that the bacterium acquires a morphologic transformation that allows
him to migrate on surfaces semisolids, through the production of a substance which I
acted breaking the superficial tension, behaving like a bacterial biosurfactant.

Key words; Quorum sensing, AHLs, swarming, Vibrio, biosurfactant.



......... y sintetizd una molécula sefal, la cual captamos todos los que estdbamos a su
alrededor, ingresando en cada uno de nosotros y logrando que sintetizaramos, al
igual que ella, la misma molécula. Juntos, alcanzamos un determinado quérum.
Aunque tuvimos que migrar hacia ambientes diferentes, nunca olvidamos aquella
molécula sefial que nos activo.

Dedicado a la memoria de la
Dra. Gina Holguin Zehfuss
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I. INTRODUCCION
1.1. Comunicacién celular: quérum sensing

Aunque clasicamente se ha considerado que los microorganismos del suelo se
comportan como individuos aislados incapaces de relacionarse entre ellos, se ha
demostrado su habilidad para percibir las condiciones ambientales que les rodean y
comunicarse entre ellos mediante compuestos quimicos o autoinductores (Als), los
cuales son difusibles y permeables a través de la membrana celular, siendo liberados al
ambiente. Conforme aumenta la densidad celular de la poblacion, el Al se acumula
hasta alcanzar una concentracion determinada, donde se incorpora de nuevo al interior
de la célula interaccionando con proteinas activadoras de la trascripcion que, a su vez,
inducen la expresion de los genes especificos que regulan. Este mecanismo permite a
los microorganismos coordinar su comportamiento ya que, debido a los cambios
continuos que se producen en el medio, necesitan reaccionar de manera rapida para
adaptarse a estos cambios y sobrevivir. Al sistema de comunicacion célula-célula que
emplea los Als producidos en respuesta a la densidad celular de la poblacion de
microorganismos, se le ha denominado “Quérum Sensing” (QS) (Keller y Surette,
2006).

Los sistemas de regulacion que funcionan como mecanismos de comunicacion
intercelular dependientes de QS se han identificado en diversos microorganismos. En
todo los casos, controlan funciones de comportamiento o fisioldégicas muy diversas,
entre ellas como bioluminiscencia, transferencia de plasmidos por conjugacion,
produccion de antibidticos y bacteriocinas, expresion de genes de la rizosfera,
produccion de polisacarido, etc. Todas estas funciones tienen un comun que solo se
ejecutan si el nimero de células de la poblacion del microorganismo es lo

suficientemente alto como para asegurar el éxito del proceso (Fuqua et al, 1994)



Los fenomenos de autoinduccion se describieron por primera vez en la bacteria
simbidtica marina Vibrio (Photobacterium) fischeri para explicar la generacion de
bioluminiscencia en el interior de los organos especializados que poseen algunas
especies de peces y calamares con los que se asocia. En V. fischeri, la emision de luz
esta controlada por las proteinas LuxR y LuxI. LuxI es una lactona sintetasa que
interviene en la produccion de 3-oxo-N-(tetrahidro-2-oxo3-furanyl) hexanamida, o mas
comunmente conocido como N-3-(oxohexanoyl) homoserina lactona o 30, C6-HSL,
que al alcanzar un nivel adecuado de concentracion, se une a LuxR, una proteina
reguladora que, a su vez, activa la trascripcion de los genes del operon luxCDABE
dando lugar al fenémeno de bioluminiscencia. Este fenomeno en el interior del calamar
protege a V. fischeri del ataque de sus depredadores naturales. (Visick y Mc Fall-Ngai,
2000).

La regulacion de los genes mediada por AHL originalmente fue llamada
“autoinduccion” por dos razones: primero porque el operon lux de V. fischeri es
regulado a si mismo positivamente por la AHL y segundo porque cada especie
bacteriana se creia originalmente que producia una sefial unica de AHL (Engebrecht, et
al. 1983).

El QS mediado por AHL parece ser mas extensa entre los Proteobacteria
(Greenberg et al, 2003). Ademas de LuxR/I, se han descrito otros mecanismos de QS,
entre ellos los sistemas LuxM/AI-1 y LuxS/AI-2, tipicos de bacterias Gram negativas.
Por su parte, en bacterias Gram positivas, los sistemas QS se caracterizan porque sus
Als son péptidos modificados. Ademas se han encontrado, aunque con menor
frecuencia, otras moléculas que pueden actuar como autoinductores, tales como 4-

quinolonas, diketopiperazinas, acido metil-dodecanoico, furanosil borato, tiolactona



ciclica, acido farnesoico, acido palmitico, etc. (Shiner et al, 2004; Zhang y Dong, 2004;

Winans y Brencic, 2005; Rodelas et al, 1999).

1.2. Sistemas de comunicacion mediadas por QS
1.2.1. Sistema LuxR/I

El mecanismo de QS, como se ha indicado, se describio por primera vez en V.
fischeri para explicar la emision de luz o bioluminiscencia por esas bacterias, lo que se
debe a la expresion de los genes lux responsables. Desde entonces se ha descrito en
otros microorganismos y, en todos los casos, esta constituido por un elemento regulador
y una molécula autoinductora (Reading y Sperandio, 2006).

Los genes lux se organizan en dos unidades transcripcionales divergentes,
separadas aproximadamente por 155 pares de bases. Una de ellas contiene siete genes
que forman el operon lUXICDABEG, y el otro solo posee el gen luxR. El producto de
luxl es una homoserina lactona sintasa que interviene en la sintesis del Al 6C-HL y el
producto de luxR funciona como un activador transcripcional del operon luxICDABEG.
Por lo tanto, LuxR cubre tanto la funcion de sensor/traductor de la senal como la de
regulador de la respuesta a la misma (Rodelas et al, 1999).

A bajas densidades celulares de la poblacion de V. fischeri, la trascripcion de
luxICDABEG y de IuxR es escasa, aunque suficiente para que se mantenga una
concentracion basal de LuxR y de LuxIl. Conforme aumenta la densidad celular, el Al 3-
0x0-C6-HL se acumula en el interior celular y se libera al medio circundante. Cuando la
concentracion externa del Al alcanza un nivel umbral, el Al pasa de nuevo al interior de
la célula y se une a LuxR, que se dimeriza. Una vez activada, la union de LuxR a una
secuencia palindromica de 20 pares de bases, denominada caja lux, de la region

promotora de luxl incrementa la trascripcion de luxICDABEG, lo que origina un



importante aumento de luz emitida. El incremento de la luz esta controlada por el
complejo LuxR-Al que a su vez, regula negativamente la trascripcion de luxR, dando

lugar a una disminucion de LuxR.

1.2.1.1 Sintasas de la familia Luxl

Las proteinas sintasas de la familia LuxI catalizan la uniéon de S-
adenosilmetionina (SAM) con una acil proteina transportadora de acilos (acil-ACP), o
lo que es lo mismo la unién de un grupo homoserina lactona derivado del metabolismo
de los aminoacidos, y una cadena acilo lateral derivada del metabolismo de los 4cidos
grasos, que son los dos componentes de la AHL resultante. A partir de esta base se
genera diferentes AHLs caracterizadas por la longitud de su cadena acilo lateral
generalmente de 4-12 carbonos, aunque se han descrito AHLs con cadenas de hasta 18
carbonos, el tipo de sustituyentes en el carbono C3, que puede ser carbonilo, hidroxilo,
o totalmente reducido; y la presencia de enlaces insaturados (Rodelas et al, 1999).

La acumulacion de AHLs en el medio depende tanto de su liberacion al medio
como de una serie de factores ambientales. Un elevado pH o la presencia de lactonasas
y/o acilasas pueden disminuir el nimero de AHLs disponibles para activar a LuxR. El
caracter difusible de los AHLs depende del tamafio de su cadena carbonada. Las de
cadena corta, esto es, de menos de 8 atomos de carbono difunden libremente a través de
la membrana celular, mientras que AHLs de cadena larga necesitan transportadores de
membrana que les permitan pasar de la célula al medio y de este al interior celular
(Pearson et al, 1999).

Otras proteinas homologas a LuxR y LuxI se han identificado en diferentes
bacterias. Dichas proteinas estan implicadas en la regulacion por QS de fenotipos como

la producciéon de antibidticos, factores de virulencia, exoenzimas y pigmentos,



transferencia de plasmidos y agregacion celular, entre otros mecanismos regulados

(Rodelas et al, 1999).

1.2.1.2. Reguladores transcripcionales de la familia LuxR

Los reguladores transcripcionales de la familia LuxR se caracterizan por
presentar en su extremo N-terminal un dominio de union a AHLs, que intervienen en la
oligomerizacion de la proteina, y un dominio hélice-giro-hélice de uniéon al DNA en la
region C-terminal. Ambos dominios implican a LuxR como regulador transcripcional.

La union de AHL a LuxR provoca su cambio conformacional y posterior
dimerizacion. LuxR reconoce la caja lux, generalmente una secuencia palindromica de
18 a 22 pares de bases que se localiza a 40 pares de bases de sitio de inicio de la
transcripcion de luxl. Una vez que LuxR se ha unido a la caja lux, se favorece la union
de la RNA polimerasa al promotor diana para activar la transcripcion de los genes que
regula. En general, el enlace de una AHL a su receptor requiere una concentracion
umbral de la sefial (dependiendo del numero de receptores, de células y del grado de
difusion en el ambiente local) y descubrir probablemente, el dominio carboxilo-terminal
de la proteina tipo LuxR que releva la inhibicion. Esto permite al complejo del receptor-
AHL unirse a las secuencias especificas del promotor en el genoma ¢ inducir la
expresion del gen. A menudo, los genes blanco, incluyendo homoélogos de luxl, crean un
circuito de regeneracidn positivo, a pesar de que existan sistemas en los cuales el gen de
la AHL sintetasa no esta autorregulado (Throup, et al, 1995). El analisis del
transcriptoma, también sugiere que la sincronizacion de la induccion de los genes
controlados por quérum se realiza en forma continua (induccion temprano del
crecimiento hasta la induccion durante la fase estacionaria) mientras que la

sincronizacion no se relaciona con la concentracion de la sefal (Rodelas et al, 1999).



Por otro lado, se creia que el nivel de LuxR podria ser un desencadenador critico
para la expresion de los genes activados por QS. Ademas, de que las cajas lux no son
evidentes en regiones del promotor de todos los genes regulados por QS (Parsek y
Greenberg, 2000). En este aspecto, es interesante que un numero de genes regulados por
QS sean reguladores transcripcionales o miembros del sistema de dos componentes. Por
consiguiente, los genes blanco de estos sistemas de dos componentes se pueden regular
indirectamente via la deteccion del quorum (Wagner et al. 2003). De igual forma, las
proteinas de la familia LuxR pueden actuar como activadores, pero también como

represores de la transcripcion de sus genes diana.

1.3. Swarming

Hasta hace pocos afios, las bacterias eran consideradas como organismos
unicelulares los cuales crecian y se multiplicaban independientemente de otras. Sin
embargo, las bacterias pueden experimentar una diferenciacién cuando estas crecen en
colonias. Recientemente, varios sistemas de comunicacion intercelulares han sido
descubiertos, que indican que las bacterias son mucho mas interactivas de lo que se
habia creido anteriormente y esta capacidad de comunicacion se consideran esenciales
para una actividad bacteriana coordinada (Sharma y Anand, 2002). Un ejemplo de este
tipo de actividad, es un tipo de migracioén de poblaciones bacterianas, ocasionado por un
fenomeno llamado swarming o salida en enjambre (Harshey, 1998).

El swarming o salida en enjambre es una forma especial de movilidad bacteriana
en superficies, dependiente de la presencia de condiciones especiales en la que se
encuentre dicha superficie. Esta movilidad es diferente de los otros cinco modos del

desplazamiento superficial como lo son la nataciéon (swimming), escurrimiento



(gliding), crispar (twitching) , resbalar (sliding) y lanzamiento (darting) (Harshey,
2003).

Los factores criticos que determinan si las células naden o se diferencien en
células swarmer (cé¢lula lista para desplazamiento swarming) y forme colonias regulares
son la concentracion de agar y viscosidad. En los medios que contienen concentraciones
bajas de agar (menos de 0.4%), los organismos exhiben movilidad tipo natacion,
mientras que en medios que solidifican con 0.4-1.2% de agar (optimo a 0.7%), los
organismos presentan movilidad swarming en la superficie del agar (Sharma y Anand,
2002). El aumento posterior en la concentracion del agar en el medio, da como resultado
una inhibicioén en la migracioén de organismos y por lo tanto forman colonias normales
sin movilidad alguna. Las bacterias Proteus, Vibri0 y ciertas especies de Clostridium
pueden llegar a formar colonias swarmer en la superficie del agar solidificado al 2%
(Harshey, 1994).

Desde 1885, Hauser describi6é fenomeno de la salida en enjambre en el género
Proteus. Cuando las células de Proteus fueron inoculadas en la superficie del agar, las
colonias se formaron en el punto de inoculacion. Después de eso, las células en el borde
de las colonias inician un proceso de diferenciacion dando por resultado unas células
largas, multinucleadas, sin division e hiperflageladas, las cuales experimentan ciclos de
rapida y coordinada migracion de la poblacion a través de superficies solidas. Siendo
analogo a la salida en enjambre de abejas, El movimiento rapido hacia el exterior de las
células swarming en el borde de las colonias swarmer se acompafian por un crecimiento
bacteriano dentro de la colonia, dando por resultado una rapida colonizacion de toda la
superficie disponible (Daniels et al, 2002)

El fenomeno de la salida en enjambre no se limita al género Proteus, también se

ha demostrado en una amplia gama de bacterias. Todas las especies de bacterias que



producen swarming poseen flagelos peritricos, aunque también las células vegetativas
pueden presentar flagelos polares o numerosos flagelos laterales (Allison y Hughes,
1991).
1.3.1. Etapas del fendmeno swarming

Hay tres etapas bien definidas del movimiento swarming. Estos incluyen la
diferenciacion de células vegetativas en células swarmer, migracion de la poblacion de
células swarmer y consolidacion.
1.3.1.1. Diferenciacion de células vegetativas en las células swarmer

Cuando las células se inoculan en la superficie del agar, se forman inicialmente
colonias de apariencia normal. Después, las células de la periferia o borde de la colonia
experimentan diferenciacion, dando lugar a céluas de forma alargada, multinucleada, sin
septo de division y células de formas swarmer hiperflageladas, debido a la activacion de
la produccion de flagelos y represion de la division de la célula (Allison y Hughes,
1991; Eberl et al, 1999).
1.3.1.2. Migracion de las poblaciones de células swarmer

Este proceso implica el movimiento de células swarmer alargadas y altamente
flageladas como grupos o avanzadas en la superficie del agar. Adicionalmente, el
contacto célula-célula se observa que debe ser esencial para este tipo de migracion. Esta
idea es reafirmada porque al aislar una célula en movimiento swarming, es incapaz de
poder deslizarse por si sola en superficies del agar (Eberl et al, 1999).
1.3.1.3. Proceso de consolidacion de células swarmer

Después de un periodo de la migracion, las células swarmer experimentan
consolidacion, es decir reversion a flagelos normales (polares) y el cambio de tamafio a
pequenas células vegetativas. Estas células vegetativas son capaces de reiniciar otros

ciclos de la diferenciacion y migracion de células swarmer, dando lugar a zonas



concéntricas en la superficie del agar (Allison y Hughes, 1991; Williams y Schwarzoff,
1978) Sin embargo, diversos organismos demuestran diferentes patrones de
consolidacién como por ejemplo los mutantes de Proteus mirabilis y especies silvestres
de otras especies bacterianas como Clostridium sporogenes y Vibrio parahaemolyticus,
demostrando patrones de consolidacion de apariencia fractal, mientras que en le caso de
Bacillus subtilis y Clostridium tetani, no se observa zonas de consolidacion (Allison et
al, 1992: Jessica et al, 1992). No se sabe mucho sobre el mecanismo exacto de la
consolidacién, pero se ha encontrado que una metaloproteasa de 50kDa desempefia un
papel importante en el swarming probablemente regulando la re-iniciacion de Ia

septacion y la division celular durante este proceso (Allison y Hughes, 1991).

1.3.2. Factores responsables del desplazamiento swarming

Diversos estudios se han realizado para determinar los factores responsables del
swarming. Se ha encontrado que los flagelos, quimiotaxis y el limo extracelular juegan
papeles importantes en este tipo de comportamiento (Allison et al, 1992: Jessica et al,
1992).
1.3.2.1. Flagelos

La movilidad swarming es conducida por un movimiento de flagelos de
conformacién peritrica que se piensan que funcionan como propulsores helicoidales
conducidos por un motor rotatorio bioldgico (Hazelbauer et al, 1993). Dos formas de la
célula existen que presentan dos diversas clases de movilidad; natacion y salida en
enjambre, dependiendo del tipo de superficie encontrado en el crecimiento. En medio
liquido las bacterias son bastones pequefios con pocos flagelos y demuestran un clasico
comportamiento de nado. Una vez creciéndolos en una superficie sélida (0.7-0.85%

agar), se diferencian a formas elongadas, multinucleadas y flageladas que se desplazan
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sobre las superficies del agar (Jessica et al, 1992). Los flagelos del nado y del
movimiento en enjambre se componen de igual manera por la misma proteina flagelina.
La interrupcion del gene lag que codifica para la flagelina, suprime la natacion y el
movimiento en enjambre. Todos los mutantes negativos de flagelos (Fla-), desprovistos
de flagelos y mutantes negativos de movilidad (Mot), son deficientes en nado y salida
en enjambre, indicando la importancia de los flagelos. En otro caso, Che- mutante
(deficientes en quimiotaxis) tienen natacion por la presencia de los flagelos, pero no
presentan ninguna salida en enjambre. Esto sugiere que un sistema intacto de
quimiotaxis es también esencial para salida en enjambre, ademas de los flagelos

(Hazelbauer et al, 1993).

1.3.2.2. Quimiotaxis

Un sistema quimiotactico funcional es esencial para el movimiento en forma de
remolino que es caracteristico de salida en enjambre.

Para explicar el fenomeno de swarming, la hipotesis de quimiotaxis negativa fue
propuesta por Lominski y Lendrum, 1947 (citado por Sharma y Anand, 2002), también
conocida como “la teoria de quimiotaxis negativa. Segun esta teoria, células que crecen
activamente y que se divide en la colonia central producen y excreta un metabolito
toxico el cual difunde en el agar y establece un gradiente el cual disminuye la
concentracion cuando madas lejos este de la colonia. Cuando la concentracion del
metabolito alcanza un nivel critico, estimula la formacion de las células swarmer,
inhibiendo la division de célula y estimulando la sintesis de los flagelos. Las células
swarmer una vez formadas, detectan el producto toxico, moviéndose lejos de la colonia
central y bajo el gradiente en una respuesta quimiotactica negativa. Una vez alcanzada

un area de la placa donde estd el nivel del metabolito bastante bajo, se detiene el
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movimiento y las células swarmer se dividen para formar células de forma normal de
bastones cortos. Estas células contintian creciendo y y el ciclo se repite con una nueva
generacion de células swarmer emergentes del borde de la primera franja de avanzada y
dando por resultado la formacion de las zonas de consolidacion sobre la superficie

entera de la placa (Williams y Schwarzoff, 1978).

1.3.2.3. El biosurfactante extracelular (Limo)

En relaciéon al tercer factor, se ha reportado que varias especies tales como
Proteus mirabilis, Vibrio parahaemolyticus y Bacillus alvei tienen la capacidad de
producir un limo o viscosidad extracelular que ayuda a la migracion de las células del
enjambre sobre la superficie del agar. Las células swarmer de P. mirabilis producen
una cantidad grande de este limo extracelular (polisacaridos acidos) que forman una
matriz entre células adyacentes, encapsulando la célula en agregados o monticulos que
fueron hechos para formar masas de células en migracion. La presencia de compuestos
extracelulares tales como los biosurfactantes o polisacéaridos se producen para facilitar

la salida en enjambre (Lindum et al, 1998).

1.3.3. Rutas reguladoras del movimiento swarming

Recientemente, dos sistemas reguladores dominantes han sido identificados
como responsables de la regulacion del fenomeno de salida en enjambre (Givskov et al,
1998) Estos son: cambios en rutas conformacidnales, controlados por el sistema
principal flagelar FIhD-FIhC y rutas biosintéticas, controlado por AHLs (N- acil L-

homoserina lactonas) basadas en el sistema Quoérum Sensing (Eberl et al, 1996).
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1.3.3.1. Sistema principal flagelar y diferenciacion celular

El gene principal flagelar fInDC codifica los reguladores transcripcionales Flh D
y Flh C, que controlan la expresion de aproximadamente 50 genes relacionados con la
estructura flagelar, quimiotaxis y division de célula (Eberl et al, 1999). Un mutante de
los genes fInDC de Serratia liquefaciens MGI1, desprovisto de flagelos, no puede
presentar nado ni swarming. La expresion excesiva del gen flnDC en medio liquido
indujo la diferenciacion de la célula swarmer, dando por resultado la formacion de
células filamentosas, multinucleadas e hiperflageladas que son muy parecidas de las
células swarmer que aislaron del borde de una colonia swarmer. Asi, el estimulo
artificial de la expresion del gen flInDC podia superar el requerimiento necesario del
contacto superficial. Se indica claramente que la deteccion del contacto superficial es un
estimulo importante para la diferenciacion de la célula vegetativa en célula swarmer
(primera etapa de la salida en enjambre) y es controlada por el operon FINDC. Estudios
recientes con P. mirabilis y S. liquefaciens demostraron que el operdon principal de
FIhDC era esencial para el comportamiento de la salida en enjambre en diversas
bacterias (Eberl et al, 1996).

Todas las bacterias de la salida en enjambre poseen los flagelos peritricos, no
obstante las células vegetativas del V. alginolyticus, V. parahaemolyticus y
Chromobacterium spp. poseen flagelos polares. Las células vegetativas con flagelacion
polar de V. parahaemolyticus se transforman en células swarmer hiperflageladas y
peritricas por limitacion de hierro en el medio y en contacto con superficies solidas. Los
flagelos polares de V. parahaemolyticus actian como sensor tactil, que detecta fuerzas
que restringen el movimiento en superficie y medios altamente viscosos. Esto

desencadena la expresion de genes especificos de la célula swarmer (genes laf) que
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forman los flagelos laterales del swarming (Belas y Colwell, 1982; MacCarter y

Silverman, 1998).

1.3.3.2. Sistema Quorum Sensing

El fenomeno de salida en enjambre (swarming) regulado por QS se presenta en
una gama diversa de bacterias. La regulacion del swarming por QS permite la 6ptima
diseminacion de células bacterianas cuando una poblacion esta alcanzando demasiada
extension para habitar un solo nicho (Whitehead et al, 2001). La disminucion en la
concentracion de nutrientes pueden ocasionar que se presente la movilidad tipo
swarming y la produccioén de biosurfactante, probablemente como medio de encontrar
un lugar nuevo con fuentes nutricionales (Deziel et al, 2003). La regulacion del
desplazamiento, por las moléculas sefial podria también reflejar las ventajas de detectar
mas bien la estructura fisica del ambiente que la presencia de otras bacterias (Redfiel,
2002).

El fendmeno de la salida en enjambre se ha estudiado extensivamente en
Serratia liquefaciens. Este organismo se ha reportado que produce dos moléculas senal
extracelulares llamadas, N-butanoyl L-homoserina lactona (BHL) y N-hexonyl L-
homoserina lactona (HHL) que son responsable de detectar la densidad poblacional
durante salida en enjambre (Lindum et al, 1998; Givskov et al, 1998). S. liquefaciens
MGT1 tienen dos genes swrl y swrR. El gene swrl codifica la AHL sintetasa (un
generador de sefal) que dirige la sintesis de BHL y de Hexanoyl-HL en un cociente
molar de 10:1. El gen swrR, por otra parte, transcribe convergentemente un marco
abierto de lectura que codifica para el polipéptido SwrR. La molécula BHL se enlaza a
SwrR, que alternadamente regula la transcripcion del gene SWrA. A su vez, SWrA

codifica una péptido sintetasa que cataliza la produccion del surfactante Serrawettin
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W2. Este surfactante es un lipopéptido extracelular (lipodepsi-pentapéptido ciclico que
lleva una cadena lateral del &cido graso de 3-hydroxy C10) que conduce a una reduccion
en la tension superficial (Eberl, 1999)

Por lo tanto, las células de S. liquefaciens, que se encuentran creciendo en esta
superficie crean una pelicula de acondicionamiento que cambia la humedad y la tension
superficial del medio. La formacion de esta pelicula es dependiente de genes
funcionales swrl y swrA. Estudios genéticos en S. liquefaciens demostraron que la
mutacion del gene swrl conduce a una inhibicion de la capacidad de la salida en
enjambre. Sin embargo, este defecto podia ser restaurado facilmente suplementando al
medio con BHL 150 nM o HHL 900 nM. Se ha encontrado que BHL puede ser mas
eficiente en promover la movilidad swarming que HHL. De igual forma, el defecto de la
movilidad swarming de las dobles mutantes swrl-swrA de S. liquefaciens pudo ser
restaurado al suplementar al medio con Serrawettin W2 (Eberl, 1999).

Por lo tanto, las rutas conformacidnales y biosintéticas son colectivamente
responsables del comportamiento en la movilidad swarming. El operon principal
flagelar FIhD-FIhC se ha visto que es el responsable de la diferenciacion de la célula, es
decir el desarrollo de células swarmer hiperflageladas, filamentosas y multinucleadas,
apartir de células vegetativas. Cuando las células swarmer alcanzan una alta densidad
celular (quorum), estimulan la expresion de los genes sSwrl-swrR y el promotor del
SWrA que codifica el biosurfactante serrawetin W2. Esto reduce la tension superficial y

ayuda en la migracion de las células swarmer sobre la superficie (Eberl, 1999).

1.3.4. Diferencias bioguimicas entre células swarmer y células vegetativas
Las células swarmer suelen ser fisiologica y bioquimicamente distinta de las

células vegetativas. Durante la diferenciacion de células vegetativas en células swarmer
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se incrementa la produccion de algunas proteinas tales como las flagelinas, ureasa,
hemolisina y proteasa, que pueden estar relacionadas con la supervivencia de los
organismos al desarrollar mecanismos de virulencia contra determinados hospederos.
Muchas actividades enzimaticas tales como triptonasa, B galactosidasa y fosfatasa
alcalina se reducen durante la diferenciacion de la célula swarmer y sus niveles alcanzan
otra vez el nivel normal después del proceso de consolidacion de células swarmer.
Similarmente, el cantidad de oxigeno, 4cido nucleicos y la sintesis de proteinas también
se reducen en las células swarmer en comparacion a las células vegetativas. En el caso
de las bacterias pigmentadas como Serratia y Chromobacterium, las células vegetativas
contienen un pigmento anaranjado brillante, mientras que sus células swarmer se
encontraron sin presencia alguna de color. Sin embargo, se invierten los estados
pigmentados después de la consolidacion. Este proceso fue reportado debido a la
actividad de una metalo-proteasa de 50 kDa que desempefia un papel importante en la

reiniciacion del septum (Allison y Hughes, 1991; Alberti y Harshey, 1990).

1.3.5. Inhibicion de la movilidad swarming
1.3.5.1 Técnicas que restringen fisicamente la movilidad swarming.
1.3.5.1.1. Recubrimientos de agar.

El uso de los recubrimientos del agar se ha recomendado para inhibir el
swarming. Sin embargo, éste fue encontrado para no ser aplicado en el aislamiento de
anaerobios facultativos; por otra parte, tipicas morfologias coloniales de algunos
organismos puede ser alterada. También, esta técnica no previene siempre el swarming
en Proteus alrededor del borde y en la superficie superior del recubrimiento (Williams y

Schwarzoff, 1978).
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1.3.5.1.2. Humedad superficial reducida

Asi como el swarming es dependiente sobre la humedad superficial, uso de las
placas de agar secadas o placas de agar tratadas con alcohol antes de la inoculacion han
sido recomendadas para prevenir este fendmeno. Cémo siempre, este método no es muy
confiable porque a la sequedad requerida para inhibir el swarming, suprimiria

totalmente también el crecimiento de organismos (Smith, 1972).

1.3.5.1.3. Inhibidores del crecimiento

Varios antibioticos tales como neomicina, sulfamidas, combinaciones de
polimixina y de inhibidores tales como hidratos de cloral y azida de sodio se han
encontrado también que puede suprimir el swarming. La eficacia relativa de varios
inhibidores metabdlicos ha sido determinados en términos de la concentracion de
inhibicion de crecimiento (GIC) / cociente de concentracion de inhibicion de células
swarmer(SIC). El cociente GIC/SIC fue reportado para estreptomicina de 15.0 y 27.0

para proflavina (Henrichsen, 1972; Williams y Schwarzoff, 1978).

1.3.5.1.4. Inhibicién de la funcion flagelar.

Varios compuestos fueron reportados para inhibir la salida en enjambre
rompiendo la integridad estructural en la actividad del flagelo. Por ejemplo, anadiendo
la sal ferrosa al medio con peptona/proteasa inhiben el swarming en Proteus sin afectar
su crecimiento. Semejantemente, el acido borico inhibié el swarming en medio agar

sangre sin afectar el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae (Solosky y Stapert, 1963).
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1.3.5.2. Moléculas inhibidoras de la movilidad swarming

Diversas moléculas sefial producidas por las bacterias (como AHLs vy
diketopiperazinas) o excretadas por las plantas (como furanonas) pueden influenciar el
comportamiento swarming regulado por QS en otras bacterias diferentes de la bacteria
productora (Daniels et al 2004). Por otra parte, varios géneros bacterianos
pertenecientes a o-Proteobacteria (Zhang et al, 2002), B-Proteobacteria (Lin et al,
2003), y-Proteobacteria (Uroz et al, 2003)., bacterias Gram-positivas con bajos C+G (
Dong et al, 2002) y bacterias Gram-positivas con alto G +C (Uroz et al, 2003)., han
sido demostradas que reducen la concentracion disponible presente de moléculas senal
por degradacion enzimatica de AHLs producido por otras. Recientemente, la eficacia de
usar una especie silvestre de Bacillus cepa A24, aislada de suelo, con capacidad de
degradacion de AHL a sido utilizada para el biocontrol de enfermedades de planta
(Molina et al, 2003). La cepa A24 de Bacillus puede degradar AHLs producidas por
patégenos de plantas, como Erwinia carotovora, y A. tumefaciens, exhibiendo
actividad de amplio-espectro reduciendo visiblemente enfermedades de las plantas de
papa y tomate causados por estas bacterias fitopatogénicas. Ademas, la cepa silvestre de
Rhodococcus erythropolis degrada AHLs reduciendo marcadamente la patogenicidad de
E. carotovora en tubérculos de papa (Uroz, et al, 2003).
1.3.5.2.1. Diketopiperazinas

Los diketopiperazinas (DKPs), extraidos originalmente de sobrenadantes de
células de P. aeruginosa, P. mirabilis, Citrobacter freundii y Enterobacter
agglomerans, tienen altos efectos bioldgicos y farmacoldgicos en células de organismos
superiores (Prasad, 1995), sugiriendo su papel en la comunicacion con células de
plantas y animales mas que con otras bacterias. DKPs activa algunos AHL-biosensores.

Para obtener esta induccion, a menudo se requiere una concentracion mucho mas alta
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de estas no-AHLs, en comparacion con AHLs naturales (Holden et al, 1999). El factor
Cyclo (L-Pro-L-Met) producido por E. coli estimula el desplazamiento swarming del
mutante swrl de S. liquefasciens tan eficazmente como C4-HSL (Eberl et al, 1999). En
contraste con esto, DPKs como Cyclo (L-Pro-L-Tyr) antagoniza la regulacion de QS de
S. liquefasciens en una concentracion perceptiblemente mas baja de los que son
requeridos para inducir a un E. coli biosensor de AHL (Holden et al, 1999).
1.3.5.2.2. Furanonas

Se ha demostrado que la agregacion de varias furanonas halogenadas exogenas,
con semejanza estructural a una AHLs de cadena corta, aisladas de la alga marina
Delisea pulchra, regulan negativamente la salida en enjambre en S. liquefaciens
(Givskov, 1996). La transcripcion del gen swrA de S. liquefaciens regulado por quorum
sensing disminuye en presencia de furanonas halogenadas. Esto alternadamente da lugar
a una produccion reducida del compuesto tensoactivo Serrawettina W2, que es crucial
para el desplazamiento superficial de las células swarmer (Givskov, 1996; Rasmussen et
al, 2000). Los furanonas del D. pulchra no influencian la sintesis flagelar, la tasa de
crecimiento, ni la elongacion celular de S. liquefaciens (Givskov, 1996). El efecto
inhibitorio ejercido por estos metabolitos no se limita a S. liquefaciens, la cual no se
encuentra directamente naturalmente asociada a D. pulchra, ademas se ha visto el
efecto de esta alga en el swarming de varias cepas bacterianas marinas, las cuales las
furanonas inhiben este proceso (Givskov, 1996). Se ha encontrado que las furanonas
participan en el bloqueo de la sefial de QS en la bacteria V. fischeri, al no permitir la
asociacion entre la proteina LuxR y las AHLs (Manefield et al, 1999). Un estudio
reciente sugirio que la reduccion en la estabilidad de LuxR de V. fischeri es el
mecanismo por el cual las furanonas controlan la expresion de los fenotipos

dependientes de AHL (Manefield et al, 1999). Esta observacion rechaza el modelo
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anterior de que las furanonas compiten con AHLs por un sitio comun con los
homologos de LuxR (Manefield et al, 1999). Se ha encontrado que la cantidad de
proteina esta reducida hasta cien veces en presencia de las furanonas (Manefield et al,
1999). Una vez que la degradacion de LuxR se inicio, no es reversible por la adicion de
AHLs. Sin embargo, la adicion anterior de AHL ofrece una cierta proteccion (Manefield
et al, 2002). Otros estudios han mostrado que una furanona sintética modificada, inhibe
algunos procesos fisiologicos en P. aeruginosa, reprimiendo genes como lasB y lasA,
que sintetizan elastasas y el gen rhlAB implicado en la produccion de ramnolipidos
(Hentzer et al, 2003; Hentzer et al, 2002).
1.3.5.2.3 AHL mimicas producidas por plantas

Recientemente, varias variedades de guisante y un numero de otras plantas
superiores han sido reportadas que producen moléculas que confunden a especies
bacterianas. La concentracion de compuestos de caracteristica AHL-mimicas, en la
superficie de la planta, pueden afectar la expresion de genes regulados por AHL en
bacterias en ambientes naturales (Tepliski et al, 2000). Por ejemplo, estimulando el
swarming, la planta puede evitar que las bacterias se concentren en suficientes nimeros
contra el hospedero (Bauer y Teplisky, 2001). Aunque la naturaleza quimica de los
compuestos mimicos activos es actualmente desconocido, parece que las sustancias con
sefales de actividad AHL-mimica son quimicamente diferentes de las AHLs bacterianas
(Tepliski et al, 2000). Ademas de las observaciones con exudados de guisantes, varias
especies de plantas superiores, incluyendo el arroz, la soja, tomate, chicharo y Medicago
truncatula, secretan AHL-mimicas que inducen el swarming en S. liquefaciens (Tepliski
et al, 2000). Resultados preliminares indican que las fracciones purificadas de M.

truncatula podrian estimular LasR. Aunque las mismas fracciones afectan
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perceptiblemente la iniciacion del biofilm y la implicacidon del swarming, su efecto real

sobre el swarming todavia se desconoce (Bauer y Robinson, 2002).

1.3.5.2.4. Actividad Enzimatica

La actividad de la acil homoserina lactonasa, que hidroliza el anillo lactona de
las AHLs, se demostr6 por primera vez en un bacilo aislado del suelo (Dong et al,
2000; Reimmann et al, 2002). Se hizo una busqueda en una coleccién de bacterias
aisladas de la rizosfera que interferian con el sistema QS en P. aeruginosa
identificandose dos especies de Bacillus con actividad de degradacion de AHL. Esta
actividad es codificada en ambos cepas por un solo gene aiiA (Reimmann et al, 2002).

Al parecer, la degradacion intracelular de las moléculas seial difusibles de C4-
HSL y C6-HSL producido por P. aeruginosa, reduce la concentracion local de la sefial
(Reimmann et al, 2002). Las cepas de B. thuringiensis y de las especies estrechamente
emparentadas como B. cereus y B. mycoides producen también enzimas que inactivan
las AHL (Dong et al, 2002; Lee et al, 2002). La expresion de los genes aiiA de Bacillus
en P. aeruginosa, previene totalmente la acumulacion de C4-HSL. Hay una
disminucién en la produccion de ramnolipidos y consecuentemente, una reduccion
fuertemente en el desplazamiento swarming (Reimmann et al, 2002). Ademas de la AH
lactonasa , una aminoacilasa capaz de inactivar AHLs se ha descrito en V. paradoxus
(Leadbetter y Greenberg, 2000) y recientemente también en Ralstonia (Lin et al, 2003).
La enzima AiiD, hidroliza la amida de la AHL, resultando para esto HSL y el acido
graso correspondiente. La expresion heter6loga del gen aiiD en P. aeruginosa apaga el
Quorum Sensing, reduciendo perceptiblemente su capacidad de swarming (Lin et al,

2003).
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1.4. Ecosistemas de manglar

Los manglares, son ecosistemas altamente productivos y proveen cantidades de
materia organica en forma de detritus a las aguas adyacentes (Tomlinson, 1986). Estos
ecosistemas tienen una cadena alimenticia muy extensa basada en el detritus de la cual
se benefician desde crustaceos, moluscos, poliquetos, y otros invertebrados, hasta peces
(Odum y Herald, 1975). Los manglares son generalmente deficientes en nutrientes,
especialmente en nitrogeno y fosforo (Holguin et al, 1992), y sin embargo son
altamente productivos. Esto se puede explicar debido a que la comunidad microbiana
que habita en el manglar altamente productiva y diversa, recicla los nutrientes
proveyendo de nitrégeno y fosforo a la vegetacion, la cual a su vez, mediante el proceso
de exudacién aporta el carbono y la energia necesaria para el crecimiento microbiano
(Bashan, y Holguin, 2002 ; Toledo et al 1995; Vazquez et al 2000). Existe suficiente
evidencia para proponer que existe dentro del manglar una estrecha asociacion
microbio-nutriente-mangle que optimiza el uso de los nutrientes (Alongi et al. 1993 ;

Holguin et al 1999, 2001).
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I1. ANTECEDENTES

El desplazamiento swarming ha sido demostrado en un gran nimero de bacterias
incluyendo miembros de Aeromonas, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Chromobacterium, Clostridium, Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Rhizobium,
Rhodospirillum, Salmonella, Serratia, Sinorhizobium, Vibrio y Yersinia (Allison y

Hughes, 1991; Harshey, 1994; Daniels et al, 2004).

En algunos grupos bacterianos, como en el caso de Azospirillum vy
Rhodospirillum, no se sabe cual es el mecanismo por ¢l cual la bacteria adquiere este
comportamiento o si esta presente algin factor que detone la avanzada sobre superficies
(Harsey, 1994). Mientras que en otras bacterias como Escherichia, Salmonella y
Clostridium, se relaciona la movilidad swarming, con genes relacionados con

quimotaxis y el desarrollo de sistemas flagelares laterales (Harsey y Matsuyama, 1994).

Se sabe que en algunos grupos bacterianos que presentan desplazamiento
swarming, el sistema quérum sensing, es ocasionado por varias moléculas que
funcionan como autoinductoras. Daniels y colaboradores (2002), mencionan que los
autoinductores mas estudiados y presentes en la mayoria de las bacterias son peptidos

pequenos (oligopeptidos), AI2 (Borato diester) y las AHLs.

Cosby y colaboradores (1998) reportan la relacion entre oligopetidos pequenos y
el desplazamiento swarming en Bacillus subtilis. Estos autoinductores se comportan
similares a las AHLs, interviniendo una densidad poblacional en un sistema quorum

sensing.
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Como ya se comento anteriormente, el QS, principalmente en bacterias gram
negativas que sintetizan AHL, esté relacionada, de una manera directa con la movilidad
swarming, por ejemplo, regulando genes relacionados con la formacion de limo
extracelular que participa como un biosurfactante en superficies, dependientes de la
densidad poblacional, como son los ramnolipidos en Pseudomonas y Serrawetina en
Serratia, etc (Daniels et al, 2002). Whitehaed y colaboradores (2001), menciona que la
regulacion de la movilidad swarming por QS permite la Optima diseminacion en

bacterias patogenas de plantas y animales, incluso en humanos.

Entre las especies patogenas donde han sido mas estudiadas se encuentran
especies de Serratia, Pseudomonas y Proteus, donde esta ultima se ha asociado la
movilidad con un péptido capsular. Eberl, (1999) comenta que la razén por la que han
sido mas estudiadas obedece a la relacion de estas bacterias con la microbiologia clinica

y la busqueda de nuevos tratamientos contra enfermedades.

Givskov y colaboradores (1998), reportdé que la bacteria S. liquefasciens,
patégena en humanos, produce AHLs, las cuales fueron asociadas al desplazamiento
swarming al regular la sintesis del gen SWrA que codifica el biosurfactante Serrawetina.
Este biosurfactante es regulado por los genes swrl y swrR, homoélogos de luxRlI, del
sistema QS. La mutacion de ambos genes, no permite que la bacteria presente la

movilidad swarming, al no romperse la tension superficial.

Alberti y Harshey, (1990) reportan movilidad swarming en S. marcescens,
encontrando que los genes smalR, homologos de luxIR, participan en la regulacion de

los genes SmaA, que codifican para un biosurfactante que facilita la movilidad sobre la
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superficie, similar que S. liquefasciens. La naturaleza del biosurfactante se desconoce,

pero se piensa que puede ser similar a Serrawetina.

Williams y colaboradores, (2000), reportan en Pseudomona aureginosa, que el
QS controla la expresion de un numero de factores extracelulares de virulencia y
metabolitos secundarios como los ramnolipidos. Los genes rhlIR, son los encargados de
la sintesis de ramnolipidos, utilizados como biosurfactantes en el desplazamiento
swarming. Los mas conocidos son el L-rhamnosyl-beta-hydroxidecanoil-beta-
hydroxidecanoato y el L-rhamnosyl-L-rhamnosyl-beta-hidroxidecail-beta-

hydroxidecanoato (Reimmann et al, 2001).

Kinscherf y Willis, (1999), reportan desplazamiento swarming en P. syringae,
patogeno en plantas. El regulador global gacA, gen que esta involucrado con la
produccion de productos extracelulares como la hidroxicianida, es regulado por la
presencia de los genes ahlIR del QS. Una mutacion de los genes ahlIR, trae por
consiguiente que la bacteria no presente un desplazamiento swarming y ademas no

permite que el gene gacA se codifique.

Huber y colaboradores (2001), reportan que los genes cepRI, en Burkholderia
cepacia bacteria patdogena en pacientes con fibrosis quistica, estan relacionados con la
movilidad swarming a través de la sintesis de un biosurfactante. Ademas mencionan la
relacion que puede llegar a tener este biosurfactante con la produccion de biopeliculas,
importantes en etapas de infeccion y colonizacion de tejidos animales. La naturaleza del

biosurfactante no se ha dilucidado aun (Huber et al, 2001).
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Whitehead y colaboradores (1999), reportan que los genes esalR, homoélogos de
luxIR estan relacionados con la adhesion, swarming y produccion de biopeliculas en

Pantoea stewartii.

Young y colaboradores (1999), reporta que en Yersinia enterolitica, una
mutacion en los genes yenIR, homoélogos de luxIR, afectan la movilidad swarming, no

permitiendo que la bacteria produzca un tipo de limo extracelular.

Aunque los estudios en las ultimas décadas han relacionado el fenémeno
swarming con las AHL, se han reportado que bacterias como Proteus mirabilis y Vibrio
parahaemoliyticus presentan otro tipo de QS, regulado por Als diferentes conocidos
como Al2, muy estudiados en la luminosidad de V. harvey, y actualmente estudiado en

varias especies bacterianas (Bassler, 1999).

Fraser y Hughes (1999), mencionan que aparte de la relacion que presenta un
polisacarido capsular en el desplazamiento swarming en Proteus mirabilis, la actividad

de la molécula borato diester (AI2) influye en la migracion de la bacteria in vitro.

Enos-Berlage y Mc Carter (2000), reportan que V. parahaemolyticus, bacteria
patogena produce dos diferentes moléculas senal, una AHL y Al-2, y que esta tltima
esta relacionada en con el desplazamiento swarming al regular los genes opaR,
homologo del gen luxR de Vibrio harveyi que codifica para un polisacarido capsular,
que permite la fluidez sobre superficies. Hasta este momento no se ha demostrado

efecto del autoinductor AHL sobre el swarming en V. parahaemolyticus, sin embargo,
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se piensa que pudiera estar relacionado con los patrones de colonizacién de una colonia

bacteriana, mas que en la presencia de un limo extracelular (Daniels et al, 2002).

Como se ha presentado anteriormente, los estudios mas extensos acerca de la
movilidad swarming han sido més enfocados en bacterias patogénicas que en aquellos
bacterias que presenten una relacion benéfica con organismos superiores. Hasta el
momento, no existen trabajos donde relacionen la movilidad swarming en bacterias, con
alguna especie animal, donde esta relacion sea de manera benéfica, dandole al

hospedero la posibilidad de salir beneficiado con esta relacion.

Daniels y colaboradores (2002), reporta que Rhizobium etli, bacteria benefica en
leguminosas, produce por lo menos siete diversas moléculas sefial quérum sensing, que
regulan los genes CinlR. Estos genes se ha reportado que intervienen en la produccion
de una biopelicula de acondicionamiento superficial, que facilita el desplazamiento de la
colonia, presentando un patréon tipico de swarming. R. etli es el primer miembro de
Rhizobiaceae con un comportamiento swarming regulado por quérum sensing (Daniels
et al, 2002), ademas de ser el Unico reporte que existe acerca de la presencia de

movilidad swarming en una bacterias benéfica asociada a plantas.

Soto y colaboradores (2002), reportan una movilidad swarming para el mutante
del gen fadD de Sinorhizobium meliloti. Aunque los derivados de acido grasos fueron
sugeridos como senales intracelulares que controlaban la movilidad, los autores no
encontraron ninguna evidencia del papel de las AHLs en la regulacion del

comportamiento swarming de esta bacteria. Es muy poco conocido que factores
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involucran la movilidad swarming entre rizobacterias. Casos como en S. meliloti y R.

etli son los tinicos reportados.

En base a lo antes mencionado, muchas bacterias gram-negativas tienen
relaciones simbidticas o patogénicas tanto con organismos procariotes y eucariotes. No
es de asombrarse que en estas relaciones simbioticas y patogénicas, los sistemas QS y
en especial la participacion del AI AHL, sea de suma importancia en la regulacion de

estos complejos sistemas (Mathesius, 2003).

El papel del sistema de sefiales por AHLs en interacciones entre bacterias y sus
ambientes bidticos y abidticos es estudiado en estos momentos para explicar como es
posible la regulacion de genes entre especies de diferentes organismos (Pierson et al,

1999)

El comun uso de las AHL por diversas tipos de bacterias gram-negativas sugiere
que juegan importantes papeles en los ciclos de vida de estas bacterias. Una atractiva
hipdtesis es que las sefiales pueden permitir a la bacteria sentir su propio tamano de la
poblacion y retrasar la expresion de genes especificos aun que la densidad celular critica

ha sido lograda (Dunlap, 1997; Swift et al, 1996).

El intercambio de la sefial entre diferentes rizobacterias en la rizosfera se basa en
la produccion de moléculas sefial de sistemas QS como las AHLs permitiendo que la
poblacion entera inicie una accion concertada una vez que una concentracion critica se

haya alcanzado (Handelsman y Stabb, 1996; Loh et al, 2002).
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Pierson y colaboradores (1998), comentan que muchas bacterias asociadas a
plantas producen y utilizan las moléculas sefial difusibles AHLs para regular la

expresion de genes especificos y operones bacterianos.

Algunos de los genes que se ha visto que regulan las AHLs en bacterias
asociadas a plantas son la produccion de rizopinas, enzimas extracelulares como las
proteasas, celulasas, pectinasas, proteinas Hrp y antibidticos (Pierson et al, 1998). Las
bacterias asociadas a plantas que utilizan la molécula AHL incluyen bacterias gram
negativas patdgenas, no patégenas y simbiontes asociadas a plantas, incluyendo a
Agrobacterium tumefasciens, Bradyrhizobium japonicum, Enterobacter agglomerans,
Erwinia carotovora, E. chrysanthemi, E. stewartii, Pantoea stewartii subs. stewartii,
Pseudomonas fluorescen, P. syringae, Ralstonia solanacearum, Rhizobium
leguminosarum biovar viciae, R. etli, R. freedii, Serratia liquefaciens, Sinorhizobium
meliloti, Xanthomonas campestres y Pseudomonas aureofasciens (Pierson et al, 1998;
Sharma et al, 2003; Daniels et al, 2004). Con la excepcion de P. aureofasciens, pocas
bacterias benéficas en plantas, que regulan genes a través de la molécula sefial AHL,

han sido muy estudiadas (Mazzola et al, 1992).

Al parecer, la produccion de AHLs es un fendémeno comun en bacterias
asociadas a plantas. Cha et al (1998) ha sugerido que aproximadamente el 50% de las

bacterias que se asocian a plantas probablemente produzcan AHLs.

Elasri et al (2001) menciona que en varias especies de Pseudomonas aisladas de

plantas fue mas frecuente la produccién de AHLs que en especies aisladas del suelo, 1o
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cual sugiere que el QS y tal vez la comunicacion celular es muy importante en bacterias

asociadas a plantas.

La mayoria de las bacterias asociadas a plantas, que producen AHL, son
asociadas a plantas de interés comercial en la agricultura, que inciden en ellas de una
manera patdégena o en una forma benéfica ya sea directa o indirectamente. Existen pocos
reportes acerca de bacterias asociadas a plantas aisladas de habitats marinos, comos son

los manglares (Holguin, et al, sin publicar).

Uno de los primeros estudios en ecosistemas de manglar es reportado por
Holguin et al (datos no publicados) quien aisloé rizobacterias asociadas a raices de
Avicennia germinans y Laguncularia racemosa encontrando que la mayoria de las
especies de bacterias tenian la capacidad de sintetizar AHLs. Algunas de estas
rizobacterias se encontraron que tenian propiedades para poder promover el crecimiento
mediante la fijacién de nitrégeno atmosférico, solubilizacion de fosfato del sedimento,
ademas de produccion fitohormonas, como el 4cido indolacético. Ademas de estos
resultados, también se reporta la presencia de cantidades significativas de AHLs en

sedimento asociado a raices de las especies de arboles de mangle.

En un estudio anterior, Holguin (2002), menciona que las bacterias en
ecosistemas de manglar, pueden llegar a ser de gran importancia para el crecimiento y la
estabilidad de los ecosistemas de manglar, permitiendo la captacion de nutrientes y el

optimo crecimiento de las plantas.
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En ecosistemas de manglar se han aislado bacterias diazotroficas de los géneros
Azospirilum, Azotobacter, Rhizobium, Clostridium, Klebsiella, de sedimentos, rizosfera
y superficies de las raices de varias especies de mangle en la india. (Segueta y
Chaudhuri, 1991). Algunas bacterias diazotroficas se han aislado de la rizosfera de las
especies de mangle negro, blanco y rojo, en México (Holguin et al, 1992). Se reportan
las bacterias Vibrio campelli, Listonella anguillarum, V. aestuarinus y Phyllobacterium

sp. (Holguin y Bashan, 1996; Rojas et al, 2001; Holguin et al, no publicado).

Recientemente Flores-Mireles (2005), aislo una cepa de Vibrio 9B, la cual
aparte de demostrar la presencia de los gen nifH y nirK que codifican para una
dinitrogenasa y una nitrito reductasa con Cu, importantes en el proceso de

desnitrificacion, encontr6 que esta cepa presentaba una produccion de AHL.

Ademas del reporte anterior, se reportan los aislamientos en raices del mangle
negro, de algunas cepas de Vibrio, como Vibrio proteolyticus, con capacidad de
solubilizar fosfato (Vazquez et al, 2000); Vibrio campbellii, Listonella anguillarum (syn
Vibrio anguillarum) y Vibrio aestuarinus, las cuales tienen la capacidad de fijar
nitrogeno (Holguin et al, 1992). Sin embargo, estas cepas no se les hicieron un analisis
mas afondo acerca de la relacion de esas caracteristicas promotoras del crecimiento en

plantas, con la posible produccion de algin autoinductor.

El unico reporte donde utilizan a cepas de Vibrio para promover el crecimiento
vegetal es el presentado por Bashan y colaboradores (2000), donde reporta la
asociacion entre Vibrio aestuarinus (una bacteria fijadora de nitrogeno) y V.

proteolyticus (bacteria solubilizadora de fosfato), ambas aisladas de mangle negro,
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como inoculantes en Salicornia bigelovi (pasto asociado a ecosistemas de manglar),
incrementando la altura y el peso seco de las plantas, promoviendo el crecimiento al
incrementar el nitrogeno, proteinas, etc. A pesar de este reporte alentador, no se busco

involucrar la promocion de crecimiento por esta cepa, con plantulas de mangle.

Como se ha mencionado, aunque existen reportes acerca de la relacion entre la
regulacion de movilidad swarming por parte de las AHLs en bacterias patogenas, los
reportes en bacterias benéficas o con caracteristicas promotoras del crecimiento en
plantas, son escasos. En estos reportes, hasta la fecha, se busca relacionar el efecto in

vivo de esta movilidad en una determinada colonizacion en plantas.

Ademas, son nulos los reportes donde relacionan el desplazamiento swarming,
producido por cepas de Vibrio, con la produccion de AHL. No existen reportes acerca
de la relacion que presente la regulacion del desplazamiento swarming por la sintesis de

AHLs, en una cepa de aislada de la rizosfera del mangle.

1. JUSTIFICACION

El estudio de la movilidad swarming regulado por la molécula AHL en una
bacteria aislada de la rizosfera, aun no ha sido reportado, por lo tanto es importante una
contribucion al estudio de este tipo de desplazamiento tipico en patoégenos, del cual

poco se sabe su relacion con aspectos benéficos.
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IV. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

o Determinar si las moléculas sefal, tipo acilo homoserina lactonas (AHL),
producidas por la cepa de Vibrio LR6HC, estan involucradas en la movilidad swarming.
4.2. Objetivos particulares

o Identificar y aislar AHL producidas por Vibrio LR6HC

J Caracterizar el desplazamiento swarming en Vibrio LR6HC

o Alterar la sintesis de AHL producidas por Vibrio LR6HC generando una

cepa modificada (afectada) en la sintesis de AHL.

. Detectar presencia o ausencia de AHL utilizando TLC y HPLC con
ESMS.
J Comparar el desplazamiento swarming entre cepa silvestre y cepa

modificada de Vibrio LR6HC

V. HIPOTESIS

Debido a que se ha reportado en bacterias aisladas de la rizosfera la produccion
de molécula sefial AHL; y ademas que esta molécula tiene la capacidad de regular
diversos procesos fisiologicos en bacterias, suponemos que las AHLs producidas por la
cepa de Vibrio LR6HC, aislada de la rizosfera del mangle negro, estan involucradas en

el desplazamiento swarming.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1. DETECCION DE AHL
6.1.1. Pruebas presuntivas de produccion de AHL

Se realiz6 una prueba presuntiva de produccion de AHL a la cepa Vibrio LR6HC
aisladas de las raices del mangle utilizando 2 diferentes biosensores Chromobacterium
violaceum CV026, y Agrobacterium tumefasciens KYC5S5.

Se sembro la cepa de Vibrio en placas con medio marino 2216 dejando incubar
24 horas a 30°C. Después del tiempo se inoculo en 10 ml de medio LB al 2% de NaCl
incubando 8 a 9 horas a 130rpm y 30°C. Ademas, Chromobacterium violaceum CV026
se activo directamente en LB liquido suplementado con 100 ug/ml de kanamicina a
partir del congelado. En placas de medio marino 2216 modificado, se colocaron tanto la
cepa biosensora como la cepa de Vibrio en posicion de “T”, evitando un contacto entre
ellas. Ambas cepas se dejaron incubar de 12 a 24 h a 30°C, esperando obtener respuesta
después de las 12 h.

Utilizando la cepa biosensora, Agrobacterium tumefaciens KYCS55 (pJZ372)
(pJZ384) (pJZ410) (Zhu et al., 2003). La cepa biosensora se inoculd directamente a
partir de celulas preinducidas, dejando incubar durante 48 h. Se realizd la prueba
presuntiva en placas de medio minimo HGB (Holguin, et al., 1992), suplementado con
60 pg/ml de X-gal (5-Bromo-4-Cholor-3-Indolyl-B-D.galactopyranosida), la cual fue
disuelta en Dimetilsulfoxido. La colocacion de ambas cepas fue similar a la prueba con

el anterior biosensor, con las mismas condiciones.

6.1.2. Extraccion de AHLs
Se activo la cepa de Vibrio en placa de medio 2216 a las condiciones

anteriormente descritas. Se realiz6 un preindculo en 25 ml de medio marino 2216 a
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28°Cy 130 rpm de 8 a 12 h. Se tomd 1 ml del preinoculo y se realizé un indculo en 500
ml de medio HGB sin glucosa, suplementado con 0.15% de glicerol, incubandose a
28°C, 130 rpm durante 12, 24, 48 y 72 horas. Estos cultivos fueron centrifugados a
8000g por 15 minutos. Para separar las fases, donde fue desechado el pellet celular. Se
almacen¢ el sobrenadante a 4°C.

Se adicion6 un volumen de acetato de etilo acidificado (0.1 ml de 4cido acético
glacial/L) y se agit6 vigorosamente por 1 minuto. Se dejé en reposo hasta la separacion
de fases, donde se colect6 la fase superior que contenia el solvente. Se realizaron 2
extracciones al sobrenadante, con el mismo volumen de solvente. Las 3 fracciones
fueron combinadas y se agregaron 2 cucharadas de sulfato de sodio anhidro para
eliminar el agua de la fase conteniendo las AHLs. La fase se decantd y se almacend a
4°C. El extracto fue evaporado en un evaporador rotatorio Yamato RE200 (Yamato
Scientific America, Inc. Orangeburg, NY) manteniéndose en bafio Maria a 45°C. El
extracto se evaporo hasta un volumen aproximadamente de menos de 100 pl, donde se

colectaron en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Los extractos se almacenaron a -20°C.

6.1.3. Identificacion de AHLs por cromatografia en capa fina (TLC)

Los extractos de AHL (5ul) y los estandares sintéticos de AHL (4C-HSL, 6C-
HSL, 30,6C-HSL, 8C-HSL) se aplicaron en placas de cromatografia de fase reversa
(200-um layer thickness, Whatman). Las placas se corrieron con metanol-agua 60:40
por volumen, y posteriormente se dejo secar toda 12 a 16 h.

Despues de este tiempo, la placa fue revelada con una capa de agar junto a las
bacterias biosensoras C. violaceum CV026 o A. tumefaciens KYC55. En el revelado de
C. violaceum CV026, se deposité 25ml del cultivo bacteriano en agar LB semisolido

(1%), mezclando perfectamente, para después depositarlo en la placa de TLC seca. Para
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el revelado de A. tumefaciens KYCS55, se agregaron 100ul de células preinducidas en
100 ml de medio AT agar semisolido (1%) suplementado con X-gal(5-Bromo-4-Cholor-
3-Indolyl-B-D.galactopyranosida), mezclando bien ambos y al igual que el otro
biosensor, depositdndolo en la placa de TLC seca. Las placas con los cultivos se dejaron

incubar de 12 a 24h a 28°C.

6.1.4. Identificacion de AHL por espectrometria de masas

Para su posterior caracterizacion, los extractos almacenados de Vibrio fueron
evaporados y resuspendidos en 10 pl de acetonitrilo, utilizando solo 0.2 ul para el
analisis en GC/MS. El analisis de GC/MS se realizdo en un Hewlett-Packard modelo
5890 ajustado con un detector selectivo de masa modelo 5971A y una columna gruesa
de 6 m x 0.2 mm de 0.33 um de 5% PH ME siloxano (Hewlett-Packard). Todas las
fracciones fueron analizadas por fragmentacién y monitoreo de ion libre para las masas
143, 172 y 185. Comunmente, los fragmentos con masa 143 fueron los predominantes
en AHLs sin sustituciones, mientras que las 3-hidroxi-AHLs presentan picos
predominantes a una masa 173, y las moléculas 3-oxo-AHLs a 185. Posteriormente las
mismas fracciones fueron tratadas con 150 pl de MeCN y 50 pl de &cido formico al
1 % en agua y sometido al espectrémetro de masas de ionizacion por electroespray en
tandem (ESI MS/MS) como es descrito por Marketon et al. (2002). Los tiempos de
retencion para HPLC y GC/MS, asi como los patrones de fragmentacion de GC/MS y
ESI MS/MS, fueron comparados con aquellos para AHLS sintéticas, las cuales fueron

quimicamente sintetizadas como describié Eberhard y Schineller (2000).
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6.2. DETECCION DE MOVILIDAD SWARMING
6.2.1. Deteccidn de desplazamiento swarming en placa petri

Se inoculo la cepa de Vibrio en 25 ml de medio LB 2% NaCl a 28°C, 130rpm 8
0 9h hasta alcanzar una DOggo 0.8 0 0.9. Se puntearon 5 pul del inoculo en el centro de
placas de medio LB 2% NaCl semisoélido (0.7%) suplementado con 4cidos casamino
0.6%. Las placas fueron secadas en una estufa a 40°C para eliminar por completo la
presencia de humedad. Se incubo 30°C de 24 a 48 h.

Ademas, se realiz6 la misma metodologia anteriormente descrita, utilizando
diferentes medios de cultivo como medio marino 2216, medio HGB suplementado con
diferentes fuentes de carbono (glucosa, glicerol, manosa y acido malico), medio TCBS
y medio AT. En todos los medios de cultivos se manejo la misma condicion semisolida

de agar (0.7%) y la misma cantidad de acidos casamino (0.6%).

6.2.2. Microscopia electrénica de Barrido (SEM)

Se realizaron preparaciones para observar el desplazamiento de la bacteria en
condiciones Optimas de swarming. Para esto, se cortaron trozos de agar de
aproximadamente 1cm de placas con una movilidad de la colonia de 15 cm. Los trozos
fueron tomados de 3 diferentes lugares de crecimiento (centro, medio y periferia). Se
colocaron los trozos de agar en microplacas donde se fijaron con glutaraldehido al
2.5% en un buffer de PO4 (4%) y paraformaldehido (50 uM pH 6.8) por un periodo de
12 a 16 horas a una temperatura de 4°C. Después se lavo 3 veces con buffer de POy y se
le agrego tetradxido de osmio 2% 1 h. Se lavo con agua destilada hasta eliminar el
exceso de osmio, y se procedié a deshidratar las muestras en concentraciones seriadas
de alcohol al 30, 50, 70, 90 y 100% en tiempos de 5 minutos. Las muestras en alcohol al

100% se colocaron en una camara de secado a punto critico marca (DESK II) donde se
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elimino por completo el alcohol y se reemplazo por CO, gaseoso. Por ultimo las
muestras se metalizaron con paladium de oro (Samdri-PUT-3B), para poder observarlas

finamente en el microscopio electronico de Barrido (Hitachi S3000-N).

6.2.3. Microscopia electronica de Transmision (TEM)

Para las preparaciones en TEM, se realiz6 el mismo procedimiento de corte,
fijacion y deshidratacion mencionado en las muestras para SEM. Cuando las muestras
se encontraban en alcohol absoluto, se afiadid una cantidad de resina acrilica blanca, en
una proporcion 1:1 y se dejo por 24 horas a una temperatura de 4°C. Pasando este
tiempo, se descart6 la mezcla y es substituida por resina acrilica al 100%, tratando que
esta, cubra por completo el trozo de agar. Se dejo a las mismas condiciones de tiempo y
temperatura anteriores. Este ultimo paso se repite 3 veces para que la resina entre
gradualmente a la célula y desplace por completo al alcohol. Una vez pasado este
tiempo, se colocaron los trozos de agar en capsulas de gelatina con resina acrilica en una
estufa a una temperatura de 50 a 60°C hasta que solidifique la resina. Ya solidificada, se
cortaron las muestras en un microtomo marca...para obtener cortes semifinos (0.9 pm),
los cuales se tifieron con azul de toluidina 1%, para su observacion al microscopio
optico. Con la observacion de los cortes al microscopio 6ptico, se obtiene una precision
de donde se encuentran las zonas a observar con mayor detalle en TEM. Identificadas
las zonas, se prepararon cortes finales ultrafinos (0.5um) los cuales se depositaron en
celdillas de cobre (grids) de 400 mesh y se tifieron con un tratamiento con acido

cacodilico, para su observacion en microscopio electrénico de transmision.
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6.2.4. Efecto de las AHL sintéticas en el swarming de Vibrio LR6HC

Se inoculo la cepa de Vibrio LR6HC en el medio y condiciones optimas
anteriormente descritas. Antes de puntear la bacteria en placas semisolidas
anteriormente mencionadas, se colocaron 5ul de AHL de 4C-HSL, 6C-HSL, 30,6C-
HSL y 8C-HSL a diferentes concentraciones que iba desde 0.05mM a 5 mM. Se dejo
que evaporara el solvente y se punteo la bacteria y se dejo incubar. Se introdujo un
control, que fue solo el punteo del solvente (acetato de etilo) para descartar el efecto de

este en la movilidad.

6.3. Método de deteccion de biosurfactante-prueba de la gota de agua

El método de la gota de agua (Water Doplet Test), fue reportado por
Hildebrand, (1989) para detectar la produccién de moléculas que se comportan como
surfactantes. Se incubd la cepa a temperatura y medio optimo anteriormente descrito.
Después se tomaron 5 pl del indculo bacteriano y se transfirié a una gota con 50ul de
agua en una caja petri de plastico. Si el biosurfactante esta presente en el inoculo
bacteriano, la tension superficial de la gota puede reducirse, presentandose un colapso

de la gota de agua.

6.4. Extraccion de Biosurfactante

Se realiz6 una extracciéon de Biosurfactante, en base al método que reporta
Laycock, (1991). La cepa de Vibrio se inoculd en 200 ml de medio de cultivo y
temperatura O6ptimos, por un lapso de 30 h. Después se centrifugé a 20000g por 30
minutos para precipitar las células. Se obtuvo un sobrenadante el cual fue acidificado a

pH 2 con 2N HCL y almacenado a 2°C por 1 h.



39

Después del tiempo, se centrifugd a 20000g por 15 min y se recupero el pellet
con 60 ml de etanol al 95%. Esta mezcla fue filtrada al vacio, recuperandose el solvente
y extrayendo de nuevo con etanol al 95 %. El pellet fue descartado y las fracciones con
etanol fueron combinadas y evaporadas en un evaporador rotatorio hasta obtener una
fraccion de 3 a 5 ml. Se anadié una cantidad pequefia de carbon activado para eliminar

el color. La solucion fue filtrada y guardada a 4°C.

6.4.1. Formacion de Biopeliculas

Se inocul6 la cepa de Vibrio LR6HC en placas de LB 2% NaCl de 12 a 16 hr a
30°C. Después se tomaron colonias de células las cuales fueron resuspendidas en 5 ml
de medio LB 2% NaCl y ajustadas a una DOgyy de 0.3. Se tomo 3ul de la suspension
celular y se anadio a 300 ul de medio LB 2% NacCl en unos tubos de borosilacato de 35
ml. Los cultivos fueron incubados sin agitacion a 30°C de 32 a 48h. Las células no
adheridas fueron removidas con agua destilada cada 16 horas. Se afiadi6 glutaraldehido
2.5% en buffer de cacodilato de sodio para fija las células. Las biopeliculas fueron
tefiidas anadiendo 350ul de cristal violeta al 1%, seguido por un lavado con agua
destilada. Las células adheridas al colorante fueron solubilizadas en 400ul de dimethil
sulfoxido (DMSO) y cuantificados a ODs79. Todos los ensayos fueron realizados por

triplicado.

6.5. Alteracion en produccion de AHLs
6.5.1. Conjugacion

Se realizd una conjugacion entre las cepas Vibrio LR6HC y la bacteria
Escherichia coli S17(pDSK519:aiiA), la cual presenta un gen que sintetiza para la

enzima acil homoserina lactonasa. Para buscar una contraseleccion, en la busqueda de
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una colonia transconjugante, se generaron cepas resistentes de Vibrio al antibidtico
rifampicina. Se inocul6 esta bacteria en 25 ml de medio LB 2% NaCl a 28°C, 9 h.
Después se lavo en buffer de fosfatos 0.3M 3 veces y se centrifugd a 6000g por 5
minutos a 4°C para recuperar el boton celular y resuspenderlo en 5 ml de buffer de
MgSO4 1M. Se plaquearon 100 pl en placas de medio LB 2% NaCl suplementado con
100 ug/ml de rifampicina y se incubaron a 28°C por 24 horas.

Para la realizacion de la conjugacion, se creci6 la cepa de Vibrio en 10 ml de LB
2% NaCl suplementado con rifampicina a 28°C 130rpm por un tiempo de 9 horas. Por
su parte, se crecié Escherichia coli S17 en 10 ml de medio LB suplementado con 50
ug/ml de kanamicina a 37°C, 130 rpm por un tiempo de 16 horas.

Después del tiempo de incubacioén, ambas cepas fueron lavadas dos veces en
medio de cultivo optimo para eliminar la presencia de antibidticos y se ajustaron a
DOgoo de 1.0. Después se resuspendieron en Sml de MgSO4 10mM, 200ul de la cepa
receptora de Vibrio LR6HC y 200ul de la cepa donadora Escherichia coli S17. Se
mezcld bien y se puntearon 100ul en una placa de medio LB 2% NaCl y se distribuyo
por todo el contorno de la placa. Se dejo incubar a 30°C por 12 a 16 horas.
Posteriormente se tomo con una asa bacterioldgica todo el crecimiento que se obtuvo en
la placa y se coloco en 5 ml de MgSO4 10mM vy se procedid a vortexear vigorosamente.
Se ajustd a una DOgo de 0.5 y se realizaron una serie de diluciones y plaqueo con 100ul
de la mezcla en placas de seleccion (LB 2% NaCl con 100ul de rifampicina y 50ul de
kanamicina), incubandose a 30°C y 24 h.

Para determinar el nimero de células viables, se utilizaron placas con medio
optimo para Vibrio, pero sin antibidtico, como controles. Se calculd el porcentaje de
conjugacion en base a la siguiente formula: numero de células conjugadas por

ml/numero de células totales por ml.
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6.5.2. Extraccion de DNA plasmidico

Se realizaron extraccion de DNA plasmidico tanto para las cepas silvestres y
modificadas de Vibrio LR6HC ademas de E. coli S17.

De cultivos de una noche, a condiciones optimas de crecimiento y con los
respectivos antibioticos, se colocaron 3 ml en tubos eppendorfs de 1.5ml y fueron
centrifugados a 14000g por 10 minuto a 4°C, para eliminar por completo la presencia de
antibidtico y obtener un pelet considerable de células, el cual fue lavado con solucién I
fria (50mM glucosa, 25mM Tris-HCL pHS8.0, 10mM EDTA pHS.0). Se centrifug6 a
14000g por dos minutos a 4°C donde el sobrenadante fue removido y el pelet fue
resuspendido en 100ul de solucion I fria dejando incubar 10 minutos en hielo. Después
se afiadié 300ul de solucion II (0.2 N NaOH, 1%SDS) recién preparada y se mezcld 5
veces por inversion, dejando incubar 5 minuto a temperatura ambiente y 5 minutos en
hielo. La suspension se neutralizé con 150 ul de solucion III fria (3.0 M de acetato de
potasio pH 4.8), mezclando por inversiéon varias veces e incubado en hielo por 30
minutos. Después de este tiempo, la mezcla fue centrifugada a 14000g por 20 min a 4°C
y el sobrenadante recuperado (aproximadamente 350ul) fue trasferido a nuevos tubos
eppendorfs. Se agrego 1 ml de etanol absoluto a almacenado a -20°C y se mezclod por
inversion varias veces, dejando reposar de 12 a 16 h a -20°C. Se centrifugo a 14000g
por 20 min a 4°C y se descarto cuidadosamente el sobrenadante.. El pelet obtenido se
lavé dos veces con 1ml de etanol al 70% almacenado a -20°C, centrifugandolo a 14000g
por 5 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante y se colocaron secaron los tubos a
temperatura ambiente hasta que el etanol se evaporara por completo. Se resuspendiod
después en 50 ul de bufer TE pH 8.0 y se adicion6 2ug/ul de RNAsa A y se incubo a 37
C por 30 min. Para comprobar el estado del DNA plasmidico, se corrieron 5ul en un gel

de agarosa al 0.7% a 110 V durante 50 minutos.
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6.5.3. PCR del gen aiiA

Se amplifico el gen aiiA presente en el plasmido PDSKS519, usando el par de
oligonucleotidos forward 5°’-ATC GGA TCC ATG ACA GTA AAG AAG CTT TAT
TTC G-3°, y reverse 5’-GTC GAA TTC CTC AAC AAG ATA CTC CTA ATG ATG
T-3* de Bacillus anthracis (Dong et al., 2000). Las condiciones de PCR fueron las
siguientes: una temperatura inicial de 94°C por 3, 35 ciclos de 1’ a 92°C, 1’ a 55°C, I’
a 72°C y un ciclo de 10’ a 72°C en un termociclador Mastercycle gradient (Eppendorf
AG, Hamburgo, Alemania). Cada mezcla de reaccion de 20 pl incluyé 2 pl de 10X
Taq PCR Buffer, 1 pl de dimetil sulfoxido, 0.4 pl de deoxinucledsidos trifosfato 10
mM, 12 ul de cada primer 10 uM, 0.5 pl Taq polimerasa (Promega) y 3 ul de ADN
genomico de las cepas. Los productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al

0.7% a 110 V durante 50 minutos.

6.5.4. Curva de crecimiento de cepa silvestre y modificada de Vibrio LR6HC

Se realizaron preindculos en 10 ml en medio 10ml de medio LB 2% NaCl y se
incubaron ambas cepas a 28°C, 130rpm de 12 a 16hr. Se centrifugaron los preinoculos
a 8000g a 4°C y se lavaron tres veces con buffer de MgS0O4 1M y se a se ajustd a una
DOgyo de 0.5. Se inoculd 50 ul en 5 ml en medio 6ptimo. Se incubaron a las
condiciones Optimas y se midi6 cada hora por un lapso de 16 horas, donde se establezca

una fase estacionaria prolongada. Las curvas se realizaron por triplicado



43

6.6. EFECTO DE LA ANULACION EN PRODUCION DE AHL EN VIBRIO
LR6HC
6.6.1. Produccién de AHL en transconjugantes de Vibrio LR6HC

Para evaluar la produccion de AHL por parte de los transconjugantes, se
realizaron pruebas presuntivas utilizando los diferentes biosensores anteriormente
mencionados.

Ademas, se realizaron extracciones de AHL en las cepas modificadas, realizando
una posible deteccion en placas de TLC utilizando los mismos biosensores.

Para una comprobacion mas precisa acerca de la presencia de AHL producidas
por las cepas modificadas de Vibrio, se utilizo el espectrometro de masas para analizar

los extractos en busqueda de fracciones que correspondan a alguna posible AHL.

6.6.2. Deteccion de movilidad swarming en transconjugantes de Vibrio LR6HC
Para demostrar la capacidad de desplazamiento swarming que presentan los
transconjugantes de Vibrio LR6HC, se realizarén pruebas en placas semisolidas en
diferentes medios anteriormente mencionados. Ademads, se observd la morfologia
colonial y células de las bacterias utilizando microscopia electronica de barrido y de

transmision.

6.6.3. Deteccion y extraccion de biosurfactante en transconjugantes de Vibrio
LR6HC

Se realizd una deteccion de biosurfactante a los transconjugantes de Vibrio
LR6HC, en base a la prueba de la gota pendiente, anteriormente descrita. Ademas, se
realiz6 una extraccion de biosurfactante a estas bacterias, para determinar variaciones

entre cepa silvestre y transconjugante.
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6.6.4. Efecto en la movilidad swarming del extracto de cepa silvestre en
transconjugantes de Vibrio LR6HC

Se realiz6 un ensayo para determinar el efecto del extracto de la cepa silvestre en
los transconjugantes de Vibrio LR6HC. Los extractos con AHL se puntearon como
anteriormente se describio. Se inoculo la bacteria en el sitio de punteo y se inocul6 a las
condiciones anteriormente descritas. Se tom6 como control el solvente (acetato de etilo)

para eliminar efecto de este.
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VIl. RESULTADOS
7.1. Deteccion de AHL
7.1.1. Prueba presuntiva de produccion de AHL

Se realizaron pruebas presuntivas en placas para la deteccion de AHL en la cepa
de Vibrio LR6HC, bacteria que fue aislada de la rizosfera del mangle negro (Avicennia
germinans), utilizando las bacterias biosensoras C. violaceum CV026 y A. tumefaciens
(pJZ372) (pJZ384) (pJZ410).

La cepa de Vibrio LR6HC, indujo una fuerte coloracion tanto con la cepa C.
violaceum como con A. tumefaciens. Con C. violaceum, la presencia colorimétrica se
di6 a las 8 horas de incubacion, presentandose una linea tenue violeta que demuestra la
produccion de violaceina por parte de la bacteria biosensora, la cual fue incrementando
la intensidad conforme aumento el tiempo de incubacion, presentando una intensidad
total, a las 16 horas de incubacion. Esto demuestra que la cepa de Vibrio esta
produciendo AHL y que estas se van incrementando hasta alcanzar un determinado
quorum, en la cepa biosensora, a las 8 horas de incubacion (Figura 1 a).

En el caso de biosensor A. tumefaciens, se indujo la coloracion azul, que
demuestra la produccion de la enzima B-galactosidasa, la cual rompe el substrato
especifico X-gal que se coloca al medio HGB. Esta respuesta colorimétrica, se presento
inicialmente después de las 14 horas de incubacion, la cual fue avanzando muy
lentamente, presentando una mayor intensidad después de las 28 a 32 horas, tiempo en
el cual el substrato ya empieza a tornarse azul, por si solo. También a esta hora, la cepa
de Vibrio empieza a presentar una coloracion azul, la cual nos indica que esta bacteria

produce enzima B-galactosidasa (Figural b).
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Figura 1. Produccion de AHL en Vibrio LR6HC, a) C. violaceum CV026, b) A.
tumefaciens KYCS55 (pJZ372) (pJZ384) (pPJZ410).
7.1.2. Extraccion de AHL
Se obtuvieron extractos de AHL de la bacteria Vibrio LR6HC, utilizando el
solvente acetato de etilo. Se obtuvieron aproximadamente 100ul de un indculo
bacteriano de 400 ml. El extracto fue probado en los 2 diferentes biosensores
mencionados anteriormente, encontrandose en ambos, una respuesta colorimétrica que

indica la presencia de AHL (Figura 2).

Figura 2. Deteccion de AHL en extractos de Vibrio LR6HC utilizando
biosensores, a) C. violaceum CV026, b) A. tumefaciens KYC55 (pJZ372) (pJZ384)
(pPJZ410).
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7.1.3. Identificacion de AHLs por cromatografia en capa fina (TLC)

Los extractos de Vibrio LR6HC se corrieron en placas de silica gel, utilizando 2
diferentes biosensores para identificar la naturaleza de las moléculas sefial. En las placas
de TLC que fueron reveladas con C. violaceum, se encontrd una cantidad considerable
de molécula senal en las extracciones a las 12 y 24 h. El Rf del extracto comparado con
los Rf de los estandares sintéticos indico que la cepa de Vibrio, produjo principalmente
4C-HSL y 6C-HSL, con cantidades mas altas de 4C-HSL (Figura 3a).

Con las placas de TLC que fueron reveladas con A. tumefaciens, se identificaron
por lo menos 3 diferentes AHLs, comparando con los Rf de los estandares. Se observo
en los extractos, la presencia de una molécula con un Rf similar a la molécula de 8C-
HSL, no presente en el revelado con el anterior biosensor. Aparte de la molécula de 8C-
HSL, se presentaron 2 moléculas que pudieran corresponder, comparado con los Rf de
los estandares, a las moléculas 4C-HSL y 6C-HSL. Se ha reportado que A. tumefaciens
es sensible a moléculas sefial de cadena corta y con substituciones, por lo que la

presencia de la molécula de 8C-HSL es comprensible (Figura 3b).

a) b)

Figura 3. Cromatografia en capa fina (TLC) de extractos de AHLs de Vibrio
LR6HC, a) C. violaceum CV026, b) A. tumefaciens KYCS55 (pJZ372) (pJZ384)
(pPJZ410).
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7.1.4. Identificacién de AHL por espectrometria de masas

Se analizaron los extractos de Vibrio LR6HC utilizando un cromatografo de
gases con espectrometro de masas (GC/MS), detectando la presencia, en el extracto de
24 horas de crecimiento, de 4C-HSL, confirmando lo observado en la TLC. No hubo
una cuantificacion Las moléculas de 6C-HSL y 8C-HSL identificadas en TLC no fueron
detectadas en el espectrograma. Ademas de la molécula de 4C-HSL, se detectaron en
los extractos acido palmitico, acido estedrico y la presencia de DKPs, moléculas

inhibitorias del quérum sensing (Figura 4).

7.2. DETECCION DE MOVILIDAD SWARMING EN VIBRIO LR6HC
7.2.1. Deteccion de desplazamiento swarming en placa petri

Se detectd un desplazamiento tipo swarming en Vibrio LR6HC, en diferentes
placas de medio cultivo semisdlido (Figura 5). Se encontré que la proporcion de agar
(0.7%) y la presencia de los acidos casamino fue clave para el desplazamiento, pues son
condiciones que la bacteria necesita para realizar una avanzada. Se encontrd la
movilidad mas caracteristica a los patrones descritos para desplazamiento swarming
(Harshey, 1998), en las placas de LB 2% NaCl semisoélido (0.7%) suplementado con
acidos casamino 0.6%. Se observo que después de haber inoculado en el centro de la
colonia, la migracion presentd diferentes etapas en las avanzadas sobre la superficie de
la placa. Primero, se formo el establecimiento de una tipica colonia bacteriana, parecida
a las que crecen en placas de medios so6lidos. Después esta colonia, a las 8 horas de
incubacidén, empieza a presentar las primeras avanzadas, de una manera radial y
translucida. Esta avanzada gradual, a través de la placa, adquiere una forma
caracteristica en “oleadas”, como lo reportan S. liquefasciens. Se estim6, que la

avanzada fue de aproximadamente 1mm cada hora, encontrandose que después de las 5
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0 6 horas de desplazamiento inicial, este tiempo disminuy6 considerablemente, llegando

a ser de tan solo 0.1mm cada hora. Se encontr6 ademas, que el desplazamiento de la
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Figura 4. Caracterizacion de la molécula 4C-HSL obtenida del sobrenadante de
Vibrio LR6HC extraido en acetato de etilo

colonia bacteriana, fue de manera superficial, encontrandose la produccién de una

sustancia de consistencia mucoide, que a manera de pelicula cubria este desplazamiento

(Figura 5a). Con respecto al desplazamiento en los otros medios de cultivo, se

encontraron variaciones al tipo de desplazamiento mencionado anteriormente. Se

encontrd en placas semisélidas de medio marino 2216, un desplazamiento de apariencia

“estelar” con avanzadas no uniformes y la presencia de septos, que marca diferentes

avanzadas sobre la placa. Se encontrd que los tiempos de desplazamiento fueron mas
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cortos, llegado a ser de hasta 2mm por hora, en los primero tiempos de inoculacion. La
diferencia mas marcada fue que el desplazamiento de la colonia no fue
superficialmente, si no por dentro de la pelicula de agar, aproximadamente 0.5cm de la
superficie. Este tipo de desplazamiento no se ha reportado hasta la fecha para alguna
bacteria (Figura 5b). Se observo en el desplazamiento en placas de medio HGB
semisolido, suplementado con glicerol y glucosa, que las fuentes de carbono eran el
detonante para la avanzada. No se present6 avanzada de la colonia en placas de medio
HGB suplementado con glucosa 0.5% las colonias solo presentaron crecimiento en
volumen, pero sin presentar un rastro de movilidad, aunque las condiciones semisélidas
estaban presentes. Al contrario, en placas de medio HGB suplementado con glicerol
0.5%, se presentd una avanzada similar a la que presenta la colonia en medio LB 2%.
La bacteria mostré un desplazamiento en oleadas, presentando en apariciencia,
caracteristicas tipicas de la migracion swarming. Después de las 8 horas de inoculacion
y después de presentar una avanzada en oleadas, el desplazamiento de la colonia
adquirié una forma radicular, y el tiempo de avanzada disminuyd, de lmm a 0.5mm

por hora. Esta avanzada radicular ha sido reportada para las bacterias E.coli y Bacillus

(Matsuyama, 1988) (Figura 5c).
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Figura 5) Desplazamiento swarming observado en Vibrio LR6CH detectado en
diferentes medios semisolidos 0.7% agar, a) LB 2% NaCL, b) medio marino 2216, c)
HGB suplementado con glicerol 0.15% todos los medios presentan acidos casamino,
como fuente de energia.

7.2.2. Microscopia electronica de Barrido (SEM)

Se realizaron observaciones del desplazamiento swarming que presentaba la
cepa de Vibrio LR6HC en medio semisolido, utilizando el microscopio electronico de
barrido. Se observo como las avanzadas de la colonia, presentaban recubrimiento de una
pelicula, la cual no permitié observar con mayor nitidez la forma ni el arreglo de las
células (Figura 6a). Ademas, se observo perfectamente como se presentaban avanzadas
en una forma radicular, presentando ramificadas desde el centro de la colonia. Ademas,
se encontrd6 que también el centro de inoculacidon presentaba el recubrimiento de la
pelicula, diferenciandose grandemente con respecto al aspecto que presenta la colonia
crecida en medio so6lido (Figura 6b) y observada en SEM. Tanto las preparaciones del
medio como de la periferia de la avanzada, nos demostr6 la presencia de
desplazamientos en forma ramificada y recubierta de pelicula. Desgraciadamente no se
pudo observar la morfologia de las células en la avanzada, por el tipo de preparacion

observada. En preparaciones realizadas a colonias crecidas en medios so6lidos, no se

observa presencia de pelicula que cubriera las bacterias, pues estas se observaron y se
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encontré que presentaban una morfologia tipica de Vibrio, con forma bacilar y la

presencia de flagelos polares.
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Figura 6. Microscopia electronica de Barrido en colonias de Vibrio LR6HC,
donde se aprecia la morfologia que presenta las colonias creciendo en condicion a)
semisolida, b) solida. Se observan patrones que puede presentar una colonia en plena
migracion, mientras que la otra son células vegetativas.
7.2.3. Microscopia electronica de Transmision (TEM)

Se utilizé el TEM para realizar observaciones mas precisas y con mayor nitidez,
acerca del desplazamiento que presenta la cepa de Vibrio. Antes de realizar las
observaciones en TEM, se observaron en microscopio optico, cortes semifinos de la
muestra, para buscar un mejor area que nos permitiera una mejor observacion del
comportamiento del desplazamiento de la colonia (Figura 7). En estas preparaciones, se
observo el estado integro que guarda la colonia inicial de migracion, con una cantidad
de células considerable con arreglos muy marcados. A partir de esta colonia, se observa
como existe en la parte mas superficial, avanzadas ligeras sobre la capa de agar, con

células que presentan una forma mas alargada a las presentes en el centro. Se nota como

se hace mas pequeiia la pelicula de avanzada, hasta solo presentar en la parte mas distal,
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algunas células, que algunos autores llaman, “de reconocimiento del estrato” (Harshey,
1998).

Se observa ademads, por debajo de la capa de agar, grandes avanzadas que
invaden porciones considerables de agar, dando el aspecto de “estratos dérmicos”, por
las diferencias que presentan las agrupaciones de bacterias. Ademas de estas
agregaciones se detecta la presencia de sustancia de naturaleza mucopolisacarida
(Olivares, 2006, comunicacion personal), en forma de redes, en la parte media y mas
profunda de agar (Figura 7a). Se compararon las preparaciones anteriores con
preparaciones de colonias solidas, donde no solo se observd en la colonia, un
crecimiento en cantidad de células, que se presentaban apiladas, pero sin existir una
avanzada, ni una invasion al interior del agar (Figura 7b).

Se observaron en TEM, los cortes ultrafinos de las preparaciones anteriores para
determinar la morfologia que presenta las bacterias en migracion swarming (Figura 8).
Las células swarmer de Vibrio presentaban un alargamiento marcado, con un tamafio
que oscild entre 1.5 y 1.8 um de largo, ademas presentd una serie de flagelos laterales,
ademas del flagelo polar existente (Figura 8a). Se alcanzaron a observar asociaciones
entre estas células, entrelazando los flagelos laterales para formar apilamientos que
simulan un arreglo tipico de biofilms. Se observé en las células de la colonia sélida, un
aspecto normal de la bacteria, con un tamafio entre 0.7 y 0.8 um de largo, con la
presencia de tan solo un flagelo polar largo, utilizado como propulsor en el nado (Figura

8b).
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Figura 7. Preparaciones semifinas para TEM, observadas en microscopio optico 40X
donde se aprecia la morfologia que presenta las colonias creciendo en condicion a)
semisolida, b) solida. Se observa un patron de migracion por debajo de la capa de agar.

Figura 8. Observacion de morfologia de células de Vibrio LR6HC utilizando
microscopia electronica de Transmision en condicion a) semisolida, b) sélida. La barra
mide 0.6 um.

7.2.4. Efecto de las AHL sintéticas en el swarming de Vibrio LR6HC

Se observo un efecto sobre el desplazamiento de la cepa de Vibrio LR6HC, al
presentarse multiples migraciones con respecto al centro. En algunos casos, se perdio la
formacion de septos, muy marcados en la cepa silvestre (Figura 9). Los efectos mas

notorios fueron al usar 4C-HL y 6C-HL (Figuras 9a y 9b), en las cuales, el tiempo de

migracion, fue de casi 2 mm por hora, después de una etapa de consolidacion corta y
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alcanzado el borde de la placa, cercanas las 24 horas, en comparacion a la cepa silvestre,
que la alcanzo a las 28 horas. Se comprobo el efecto de las AHL al observarse en el
control con el solvente acetato de etilo, una apariencia normal de desplazamiento

swarming, anteriormente comentada.

Figura 9. Desplazamiento swarming por el efecto de AHLs sintéticas en Vibrio
LR6HC. a) 4C-HL, b) 6C-HL, c¢) 8C-HL, d) Extracto de AHLs de Vibrio LR6HC, ¢)
control con acetato de etilo, f) condicion de migracion normal.

7.3. ALTERACION EN PRODUCCION DE AHLS
7.3.1. Obtencion de transconjugantes

Para observar el efecto real de las AHLs en la cepa de Vibrio LR6HC, se realizo
una conjugacion con la cepa E.coli S17, la cual presentaba en un plasmido pDSK519, el
gen aiiA, aislado de Bacillus antraces, que codifica para una AH lactonasa. Esta
enzima tiene la capacidad de degradar las AHLs que produce la cepa de Vibrio,
produciendo un estado analogo a una mutacién, en las bacterias transconjugadas,

permitiendo evaluar el fenotipo de interés y determinar la participacién que guarda esta
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molécula en la regulacion de la misma. Se obtuvieron buena cantidad de bacterias
transconjugantes, que asimilaron exitosamente el plasmido, logrando crecer en medio
con kanamicina. Se obtuvo un porcentaje de conjugacion del 2.3%, obteniendo este dato

en base a los controles.

7.3.2. Extraccion de DNA plasmidico y PCR de gen aiiA

Se realizaron extraccion de DNA plasmidico tanto a las cepas silvestres y
modificada (-AHL) de Vibrio LR6HC como a la cepa donadora E. coli S17 pDSKS519,
obteniendo una cantidad de 50ul de DNAp de buena calidad para cada una de las cepas.

Se les realiz6 una PCR a los DNAp para verificar la presencia de los genes aiiA,
confirmdndose la presencia de estos genes al amplificar los fragmentos tanto en la cepa
de Vibrio LR6HCaiiA, como en E. coli S17 (Figura 10). Los fragmentos amplificados
fueron de aproximadamente de 900 pb, obteniendo este valor a través de comparacion
con la escalera de peso molecular. Como se esperaba, no se present6 amplificacion en el
DNAp de la cepa silvestre de Vibrio LR6HC, confirmando la ausencia de estos genes

(Figura 10).

7.3.3. Curvas de crecimiento

Se realizaron curvas de crecimiento para descartar algin efecto en la fisiologia
de las bacterias por la introduccion del vector en la cepa modificada y silvestre de
Vibrio. Se observo que no hubo una variacion drastica en su cinética de crecimiento en
un periodo de 16 horas (Figura 11). Esto demuestra que la introduccion del plasmido
pDSKS519aiiA no provoca efectos negativos en el crecimiento de la cepa no productora

de AHL, en comparacion con la cepa silvestre
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa del producto de amplificacion por PCR del
gen aiiA. M, marcador; 1 Vibrio LR6HcaiiA ; 2 S17 (pDSK519aiiA); 3 Vibrio LR6HC;
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Figura 11. Curva de crecimiento de Vibrio LR6HC y su transconjugante LR6HcaiiA.
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7.3.4. Efecto de la enzima AiiA en la produccion de AHLs
7.3.4.1. Prueba presuntiva de produccion de AHL en Vibrio LR6HCaiiA

Para demostrar la eficiencia de la enzima AHL lactonasa en la degradacion de
las AHL producidas por la misma cepa de Vibrio, se realizaron pruebas presuntivas con
los biosensores C. violaceum CV026 y A. tumefasciens KYC55 (Figura 12). Se observo
que en la cepa transconjugante de Vibrio LR6HCaiiA no indujo una respuesta positiva
al utilizar los biosensores, lo cual indica que la AH lactonasa codificada por el gen aiiA,

es eficiente en la degradacion de las diferentes AHLs producidas por Vibrio LR6HC.

Figura 12. Deteccion de AHL en placas en Vibrio LR6HC y LR6HcaiiA usando
los biosensensores a) C. violaceum CV026; b) A. tumefaciens KYCS55

7.3.4.2. Extraccion de AHLs e identificacion en cromatografia de capa fina (TLC)
Se realizaron extracciones de AHL a las cepas de Vibrio LR6HC y LR6HCaliiA a
las 24 horas de crecimiento. Se encontré que los extractos de la cepa LR6HCaliiA no
produjeron ninguna sefal en las placas utilizando ambos biosensores (Figura 13). Lo
anterior nos demuestra la eficiencia de la AH lactonasa, al degradar las AHLs

producidas por las cepa silvestre a un nivel no detectable por los biosensores.
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Figura 13. Cromatografia de capa fina de AHLs de Vibrio LR6HC y LR6HcaiiA
extraidas en acetato de etilo y observadas en los biosensores a) C. violaceum CV026 b)
A. tumefaciens KYCS5S5.

7.3.4.3. Deteccion de produccién de AHL por espectrometria de masas

Se analizaron los extractos de Vibrio LR6HCaiiA por espectrometria de masas,
el cual no detectd presencia de ningtn tipo de AHLs en comparacién a los extractos de
LR6HC, demostrando la 6ptima eficiencia de la enzima, al degradar completamente las

AHLs producidas por Vibrio LR6HC (Figura 14).

7.3.5. Efecto de la enzima AiiA en desplazamiento swarming
7.3.5.1. Desplazamiento swarming en Vibrio LR6HCaiiA

Se observo una incapacidad por parte de la colonia de Vibrio LR6HCaiiA para
presentar desplazamiento swarming, en placas semisolidas de 3 diferentes medios de
cultivo. El aspecto de la colonia no migrante, presentd similitud con el visto

anteriormente en las colonias que crecen en medio solido (Figura 15). Se observa un
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aumento en el volumen de la colonia, la cual crece formando un “domo”, pero no

existe-
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Figura 14. Caracterizacion del extracto del sobrenadante de la cepa transconjugante

Vibrio LR6HCaiiA extraida en acetato de etilo. Se observa la ausencia de AHL en el
extracto.

el indicio de que la bacteria pudiera presentar una avanzada. Este resultado nos puede
indicar que la ausencia de AHL dentro de la colonia bacteriana ya consolidada no

permite que las bacterias alcancen este fenotipo.
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Figura 15. Vibrio LR6HC y LR6HCaiiA creciendo en placa semisélida 0.7%,
donde se observa incapacidad de desplazamiento por la cepa transconjugante.

7.3.5.2. Microscopia electrénica de Barrido (SEM)

Se observo, que la morfologia que presentaban las células de Vibrio LR6HCaiiA
era muy similar ha la que presenta las células que crecen en medio sélido, explicado
anteriormente. Las bacterias carecen de una pelicula que los cubra, presentan un flagelo
polar, largo. No presentan patron determinado de arreglo, sin embargo mantuvieron

cierto acomodo unas con otras (Figura 16).

7.3.5.3. Microscopia electronica de transmision (TEM)
Se comprobd efectivamente que la morfologia de las células de Vibrio
LR6HCaiiA correspondia a una célula vegetativa, de tamafio normal, flagelo polar y sin

una cubierta que no permitiera observarla (Figura 17)
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Figura 16. Observacion en microscopia electronica de barrido de colonias de a) Vibrio
LR6HC y b) LR6HCaiiA en placas semisolidas.

Figura 17. Observacion en microscopia electronica de transmision, de células de
Vibrio LR6HC y LR6HCaiiA en placas semisolidos. Las barras miden 0.6 pm.

7.3.5.4. Deteccion de biosurfactante-prueba de la gota de agua

Se detectd la presencia de biosurfactante en cultivos de 8, 12 y 16 h de
incubacion en cepas de Vibrio LR6HC. Se observo que la gota de agua se expandio
sobre la placa de plastico al momento de anadirle el cultivo bacteriano. En contraste, no

se observo esta expansion de la gota en la cepa modificada de LR6HCaiiA, si no al
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agregarle una cantidad de biosurfactante extraido directamente de la cepa LRO6HC

(Figura 18).

Figura 18. Prueba de la gota pendiente en Vibrio LR6HC y LR6HCaliiA. Se
observa ademas el efecto del biosurfactante extraido de LR6HC en la cepa modificaca.

7.3.5.5. Deteccion de Biopeliculas formadas por Vibrio LR6HC

Se determind la capacidad de la cepa modificada Vibrio LR6HCaiiA, en la
formacion de biopeliculas, encontrandose una disminucion de mas del 50%. La bacteria
modificada presentd menor capacidad de adherirse a las tubos de borosilacato,
desprendiéndose a veces por completo, con los lavados. La cepa silvestre, mostr6 una
buena adherencia en estos tubos, presentando formacion de biopelicula desde las 16

horas de incubacion (Figura 19).

7.3.5.6. Extraccion de Biosurfactante en Vibrio LR6HC

Se realiz6 una extraccion de biosurfactante tanto a la cepa silvestre LRO6HC y la
modificada LR6HCaiiA. El biosurfactante recuperado fue cuantificado a ODsy,
presentando una mayor produccién en la cepa silvestre que en la cepa modificada, en la

cual la cantidad disminuy6 hasta en un 95% (Figura 20).
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Figura 19. Cuantificacion de formacion de biopeliculas en Vibrio LR6HC y
LR6HCaiiA. Se observa disminucion del 60% en cepa modificada.

7.3.5.7. Efecto del extracto de la cepa Vibrio LR6HC en la movilidad de
LR6HCaiiA

Se observo el efecto de las AHL presentes en el extracto de la cepa de Vibrio
LR6HC al devolverle la movilidad a la cepa LR6HCaiiA. El tipo de desplazamiento que
presenta es similar al que presenta la cepa silvestre en las primeras horas de
crecimiento, presentando solo un tiempo de migracion de 0.5mm por hora. Después, la
migracion ceso, solo presentando un tiempo de migracion de alrededor de 0.15mm por
hora. Se determind que la concentracion del extracto era clave, para que la migracion

continuara por mas tiempo (Figura 21).
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Figura 20. Cuantificacion de biosurfactante en Vibrio LR6HC y LR6HCailA. Se

observa disminucion de hasta un 90% en la cepa modificada.

Figura 21. Efecto de AHLs en cepa modificada de Vibrio LR6HCaiiA.
1) LR6HC; 2) LR6HCaiiA mas extracto de AHls; 3) LR6HCaiiA
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VIIIl. DISCUSION
8.1. Identificacion de AHLs

Las bacterias tienen que desarrollar mecanismos de regulacion de genes que
accionen la deteccion y respuesta en varias condiciones ambientales, incluyendo la
presencia de competidores y hospederos, ya sean plantas o animales. En varios casos, la
expresion de genes puede ser dependiente de que la bacteria alcance un tamafio de
poblacion especifica y por lo tanto en la habilidad de la bacteria a detectar la densidad
poblacional.

Ademas, el reconocimiento de la regulaciéon de genes mediante AHL es a
menudo un componente de muy complejas redes de traducciones de sefiales las cuales
sugieren que el QS no funciona independientemente, pero es controlada a si misma por
factores ambientales y/o fisioldgicos.

El sistema de regulacion por QS se caracterizd por primera vez en bacterias
como V. fischeri y V. harveyi. (Pearson et al, 1994). A partir de entonces se han descrito
un numero creciente de sistemas de regulacion por QS tanto en bacterias Gram-
negativas (Fuqua et al, 2001) y Gram positivas (Millar y Bassler et al, 2001), como en
benéficos (Gonzalez y Marketon, 2003) y patégenos de plantas y animales (Von
Bodman et al, 2003). La presencia de los sistemas de regulacion por QS en tal cantidad
y diversidad de organismos podria deberse a que se trata de un mecanismo que permite
a estos microorganismos coordinar su comportamiento para adaptarse a los cambios
continuos que se producen en el medio (Fuqua et al, 2001; Millar y Bassler et al, 2001,
Shiner et al, 2005).

El uso de biosensores para la deteccion de AHLs ha sido un instrumento para el
descubrimiento de nuevas bacterias Gram negativas aisladas de ambientes naturales que

utilizan el sistema QS para regular ciertos procesos fisioldgicos. Existen diferentes tipos
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de AHLs que varian en lo largo de la cadena acilo y tienen diferentes perfiles de
activacion por cada homologo de LuxR, incitando la construccion de reporteros
detallados, que responden a diferentes tipos de estructuras que presentan las AHLs.
Estos biosensores pueden usarse en una serie de experimentos para caracterizar las
sefiales de AHL involucradas en el QS en una variedad de organismos. Simples ensayos
de deteccion con asadas en forma de “T” o pruebas en diferentes medios condicionantes
pueden ser usados para determinar la produccion de moléculas autoinductoras
producidas por un determinado organismo. En este trabajo, la cepa silvestre de Vibrio
LR6HC, pudo ser capaz de inducir la deteccion de AHL en los biosensores
Chromobacterium violaceum CV026 y Agrobacterium tumefaciens KYCS55. Estos
biosensores, son especificos para un determinado tipo de molécula sefial. C. violaceum
CV026 es una cepa mutante que es incapaz de producir algin tipo de molécula sefal,
pero responde a la presencia de AHLs exogenas, siendo extremadamente sensible a
AHLs tanto de cadena corta como media (4C, 6C y 8C-HL). Esta cepa detecta en mayor
intensidad la presencia de la molécula 4C-HL pero no detecta moléculas sefial de
cadena larga o con alguna substitucion tipo Oxo (McClean et al, 1997). En tanto que A.
tumefaciens, detecta un amplio rango de AHLs (cadena corta, cadena larga, con
substituciones, etc). Los genes tra, lux y las, que codifican para un homologo de LuxR,
se unen con las AHLs exogenas, regulando asi la region promotora del gen lacZ, que
codifica la enzima P-galactosidasa. La accién degradadora de la enzima hacia un
substrato ocasiona la respuesta colorimétrica (Cha et al, 1998).

La extraccion de AHLs de sobrenadantes de cultivos bacterianos usando
solventes organicos como acetato de etilo o diclorometano pueden superar estos
problemas y son usados para concentrar cualquier molécula de AHL presente en

diversos grupos bacterianos (Cha et al, 1998).
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La técnica de TLC, junto a la deteccion de un bioreportero, provee una simple y
rapida técnica para determinar la mayor cantidad de diferentes AHLs producidas por
una variedad amplia de organismos (Shaw, 1997). La técnica también proporciona
informacion preliminar acerca de la naturaleza de estos compuestos presentes en los
extractos de los sobrenadantes de los cultivos bacterianos. Utilizando esta técnica, se
detectaron 2 diferentes tipos de AHLs (4C y 6C), producidos por la cepa LR6HC, con el
biosensor CV026. Este resultado contrasta con el presentado por Shaw y colaboradores
(1997), los cuales demostraron que CV026 es capaz de detectar en sobrenadantes de P.
aeruginosa la molécula de 8C. Sin embargo, la causa por la cual la molécula de 8C no
se detecto, indica que la concentracion de la molécula en el sobrenadante de LR6HC es
realmente bajo para la deteccion con este biosensor.

Utilizando el biosensor KYCS55, se detecto 3 diferentes moléculas, que
correspondian por su velocidad de migracion (Rf), a las moléculas de 4C, 6C y 8C, esto
comprobado con los estandares sintéticos. Estos resultados se comparan con los
presentados por Cha y colaboradores (1998), donde detectaron las mismas AHLs en P.
fluorescens o Xhantomonas oryzae, con ayuda de este biosensor.

Ademas, se observo la presencia de una concentracion elevada de molécula 4C-
HL, lo cual nos hace suponer que esta molécula esta siendo producida en grandes
cantidades, quizas regulando genes, en ese determinado tiempo de crecimiento.

Sin embargo, no puede asignarse la estructura de las moléculas sefial basandose
solamente en las propiedades cromatograficas.

No obstante, los extractos de la cepa LRO6HC analizados por GC/MS
confirmaron lo observado en la técnica de TLC, sobre la presencia de la molécula 4C-
HL en los sobrenadantes; mientras que la presencia de las moléculas 6C-HL y 8C-HL

no pudieron ser detectadas. Una posible causa pudiera ser que las muestras se analizaron
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directamente por GM/MS sin realizar antes una fragmentacion del extracto en base al
uso del HPLC, y por lo tanto, los compuestos que se encontraban en menores
concentraciones, como las AHLs faltantes, quizas fueron enmascaradas (Eberhard,
2007, comunicacion personal). La alta cantidad de molécula de 4C en los extractos,
observado en TLC, seria otra causa por la cual no permitiera la observacion de las otras
moléculas. Ademas se ha comprobado que la TLC es aproximadamente 100 veces mas
sensible que GM/MS, ya que mientras los biosensores detectan la intensidad de los
diferentes moléculas, a manera de color, con GM/MS cada molécula causa una sola
respuesta (Eberhard, 2007, comunicacion personal).

La molécula de 4C-HL anteriormente se habia reportado como la molécula sefial
regulandora de procesos fisiologicos en bacterias Gram negativas como P. aeruginosa
(Latifi et al, 1996; Winston et al, 1995), P. aureofaciens (Pierson et al, 1998), Serratia
liqguefaciens (Eberl et al, 1999), Aeromonas hydrophila (Swift et al, 1999) y V.
anguillarum (Milton et al, 2001). Por su parte, la molécula 6C-HL ha sido reportada en
S. liquefaciens (Eberl et al, 1999), P. aureofaciens (Pierson et al, 1998), C. violaceum
(McClean et al, 1997), Erwinia chrysantemi, Rhizobium leguminosarum (Brelles-
Marifio y Bedmar, 2001), Ralstonia solanacearum (Pierson et al, 1998) y V.
anguillarum (Milton et al, 2001). De igual forma la molécula de 8C-HL, se ha
reportado en algunos grupos como Rhizobium leguminosarum y Xhantomonas oryzae
(Cha et al, 1998), R. etli (Daniels, 2002), A. tumefaciens (Zhang et al, 1993; Fuqua y
Winans, 1994) y Burkholderia cepacia (Aguilar et al, 2003). Varias bacterias producen
solamente un solo tipo de moléculas AHLs detectables (McClean et al, 1997), mientras
que otras pueden producir hasta siete diferentes tipos de AHLs detectables en diferentes

ensayos (Pearson, et al, 1994).
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Por lo tanto, la deteccion de las moléculas AHL en Vibrio LR6HC nos permite inferir
que estos autoinductores se encuentran regulando algin proceso fisiologico primario o

secundario de la célula.

8.2. Deteccion de movilidad swarming

La movilidad swarming ha sido considerada para ser un fenomeno “social” que
permite a los grupos de bacterias moverse rapida y coordinadamente a través de
superficies solidas o semisoélidas (Daniels et al, 2006). Como se ha manejado en el
transcurso del presente trabajo, este fendmeno ha sido reportado para diferentes grupos
bacterianos, ya sea bacterias Gram negativas como Gram positivas (Harsey, 1998), de
manera in vitro.
La cepa de Vibrio LRO6HC, presenté una movilidad swarming en condicion semisoélida,
en 3 diferentes medios de cultivos, no importando la presencia de medios con alta
salinidad (medio marino 2216) o medios minimos (HGB) con glicerol como una tnica
de fuente de carbono. Sin embargo, un factor clave para realizar una migracion mas
rapida fue la presencia de una fuente de energia, con la adicion de los casaminodacidos,
como también lo reporta Givskov y colaboradores (1999), en la bacteria S. liquefaciens.

Estas observaciones fueron reportadas por Matsushita y colaboradores (2005),
donde reportan que los diferentes aspectos que pueden presentar las migraciones
swarming en situacion in vitro pueden obedecer a diferentes factores o condiciones,
como por ejemplo el tipo de fuente de carbono en el medio de cultivo, la cantidad de
oxigeno presente, una humedad relativa considerada y una determinada concentracion
de sales presente, etc.

En Proteus mirabilis, el patron de migracion que presenta las colonias

migrantes, adquieren una forma de ramificacion, con avanzadas en forma de dedos que
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avanzan hacia diferentes puntos en particular (Fraser y Hughes, 1999). Este mismo
patron es observado en la cepa LR6HC cuando presenta una crecimiento en medio de
cultivo 6ptimo (LB 2% NaCl). La posible accion del extracto de levadura en este medio
puede intervenir de una manera especial para que la cepa ocupe los hidrolizados de
caseina de la triptona y asi realizar esta avanzada (Harshey, 1994).

Una condicién no reportada es el que presentd la migracion en medio marino
2216 por parte de la cepa LR6HC, en la cual se presentan la formacion de septos dentro
de la placa petri, que hacen que la avanzada presente apariencia de “estrella”. Una
condicién algo similar seria la presencia de surcos de produccion de lipopolisacaridos,
que es reporada por Harsey y Matsuyama, (1998) en E. coli, en la cual las células
secretan estos compuestos para determinar una especie de delimitacion de espacio
colonizado, evitando un traslape entre colonias continuas.

En la bacteria Bacillus subtilis, Matsushita y colaboradores (2005) realizaron
experimentos donde observaron que la formacion de la colonia en migracién podia ser
un ejemplo de los patrones de formacion y movimiento en aspectos biologicos, de
manera in Situ.

La morfologia que presentan las células en condicién de migracion, pueden ser
de diferentes tipos (Belas et al, 1982), no obstante, la presencia de multiples flagelos
laterales y alargamiento de células, es comun en la mayoria de las células. Este aspecto
se observd también cuando se analizo por microscopia electronica en la cepa LR6HC, la
cual presenta un alargamiento considerable alcanzando un tamafio de 1.5 a 2um y una
cantidad de flagelos laterales que rodea esta célula, diferenciandose fuertemente del
aspecto de una células vegetativa. Esta tipo de apariencia lo comparte con V.
paraheamolyticus y V. alginolyticus, en los cuales el estado de hiperflagelidad y un

aumento de tamafo celular (1.5 a 2um como en la cepa LR6HC), esta presente (Belas y
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Colwell, 1982). En S. liquefaciens, Eberl y colaboradores, (1999) coinciden con estas
mismas caracteristicas, sobre el aspecto de la bacteria, llegando a presentarse hasta mas
de 100 flagelos laterales y un tamafio de la bacteria de 3um. En Aeromonas, por otra
parte, solo se encuentran algunos flagelos dispersos en el contorno de la célula, de los
cuales, siguen presentando los flagelos polares del nado, evitando con esto una perdida
de esta condicion (Gavin, 2003).

De esta manera, es necesario para estos aspectos el uso de moléculas
biosurfactantes que ayuden a que se romper una determinada tensién superficial.
Anteriormente se ha comentado el papel que ejerce la regulacion de las AHLs, en la
produccion de estas moléculas, que pueden ser de naturaleza glicolipidica, lipoproteica,
fosfolipidica, etc. (Ron y Rosenberg, 2001). En la cepa LR6HC, se observo la presencia
de una sustancia que rompia la tension superficial de gotas de agua, y se encontro, por
medio de un proceso de extraccion utilizando etanol, la posible molécula que se
comporte como biosurfactante, producido por esa cepa, el cual no pudo ser identificado
por HLPC, en la cual nos daria una aproximacion acerca de la naturaleza bioquimica de
la sustancia, para poder incluirla en alguna categoria como anteriormente se
mencionaron.

Las biopeliculas tienen una estructura muy compleja, en la que se pueden
distinguir canales por los que se intercambian oxigeno y otros sustratos con la fase
acuosa. Recientemente se reportd que los biosurfactantes tienen un papel importante en
la formacion de estos canales (Costerton et al, 1994). En la cepa LR6HC se detecto la
presencia de formacion de biopeliculas adheridas a tubos de borosilacato, las cuales
fueron extraidas con etanol y cuantificadas. Este resultado se compara con el reportado
por Davey y colaboradores (2003), donde reportan en P. aeruginosa células se

diferencian para formar microcolonias cubiertas por una matriz extracelular que
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eventualmente llegan a constituir una pelicula. Ademas reportan que los ramnolipidos
tienen un papel importante en la formacion de biopeliculas.

En base a lo observado, encontramos que la cepa Vibrio LR6HC presenta
desplazamiento =~ swarming, en donde la morfologia de la bacteria presenta
caracteristicas ya reportadas para esta condicion, como lo es el alargamiento de la célula
y la produccion de flagelos laterales. Ademas, la extraccion de una molécula con
caracteristicas parecidas a un biosurfactante y una formacion de biopeliculas nos
permiten pensar que el desplazamiento swarming puede estar relacionado con la

formacioén de biopeliculas.

8.3. Anulacion de la producciéon de AHLs

Un mecanismo que se presenta actualmente de una forma efectiva, y con el
mismo efecto de una mutacion de genes, es la interferencia de la molécula sefial por
destruccion o ruptura enzimatica del Al, utilizada en la comunicacién entre bacterias.
El aislamiento de bacterias con la capacidad de degradar estas moléculas y la posterior
purificacion del gen que codifica esta enzima, ha logrado caracterizar el gen ailA, que
en Bacillus sp 240B1 codifica una acil homoserina lactonasa (AiiA) (Dong et al,
2000,2001). La lactonasa es un tipo de metalohidrolasa, que conserva residuos de
histidina y aspartato en dos diferentes motivos de su secuencia y son caracteristicos de
enzimas asociadas a azufre. Estos residuos que son altamente conservados en la
secuencia de aminodacidos, son cruciales para la degradacion de las AHL.

La utilizacion de este gen, dentro de vectores de clonacion ha sido una
herramienta utilizada actualmente como un método de disminuir los factores de
virulencia regulados por la AHLs (Dong et al, 2000). En el presente trabajo, se utilizd

un plasmido pDSKS519 con el gen integro aiiA (cedido gentilmente por Y. Zhang,
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comunicacion personal). La utilizacion del plasmido pDSK519::aiiA, no ha sido hasta al
momento reportado. La frecuencia alta de conjugacion, arrojo una cantidad considerable
de transconjugantes, los cuales presentaban una estabilidad del plasmido hasta 30
generaciones, incluso sin la presencia de antibidticos. En Burkholderia cepacia,
Whopperer y colaboradores (2006), utilizaron el plasmido homoélogo pMLBAD para
clonar el mismo gen, encontrando una frecuencia de conjugacion alta y una estabilidad
de hasta 80 generaciones. Otros vectores de clonacion utilizados son pLAFR3 (Dong, et
al, 2000), pME6000 (Reimmaan et al, 2002) y pBHR1 (Ulrich, 2004). Estos trabajos
reportan una amplificacion (por PCR) del gen aiiA, dentro de un amplio rango de
hospederos, con un tamafio aproximado de 900 bp. La técnica de PCR, con DNA
plasmidico de Vibrio LR6HC nos arroj6 un tamafio similar, confirmando la presencia de
aiiA, como lo reporta originalmente Dong y colaboradores (2000).

Asi mismo, la transferencia del plasmido pDSK519::aiiA dentro cepas Vibrio
LR6HC produjo una cantidad considerables de cepas que presentaban una reduccion
dréastica de acumulaciéon de AHL, lo cual se comprob6é por TLC y GM/SM en la
ausencia de las moléculas 4C, 6C y 8C-HL, producidas en la cepa LRO6HC+aliA,
demostrando la accion degradadora de la lactonasa AiiA por moléculas sefial de cadena
corta y media. El efecto de esta enzima, reportado por Reimmann y colaboradores
(2002) en P. aeruginosa PAO1 se observd similarmente una efectiva degradacion
intercelular de las moléculas senal difusibles 4C-HL y 6-HL, reduciendo la
concentracion de sefial local a un nivel bajo para la deteccion de la cepa biosensora,
demostrando que la lactonasa AiiA presenta un amplio espectro de degradacion a
diferentes AHLs, ya que sus actividades relativas no varian de manera significativa en
AHLs con longitud y sustituciones variables. Dong y colaboradores (2000, 2001),

demostraron la expresion de aiiA en la bacteria patogena de plantas Erwinia carotovora,
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reduciendo la acumulacion del autoinductor 8C-HL y haciendo que la actividad
virulenta de la cepa disminuyera, atenuando la patogenicidad de la cepa.

Aparte, se encontro6 que las AHL pueden ser metabolizadas por Variovorax
paradoxus, el cual hidroliza el enlace amida de la molécula sefial de oxo-6C-HL y lo
utiliza como una fuente de energia y nitrogeno (Leadbetter y Greenberg, 2000). Efectos
de homologos de esta enzima degradadora de AHL se observaron en P. fluorescens
(Molina et al, 2003), E. coli (Lee et al, 2002) y Burkholderia thailandensis (Ulrich,
2004).

Como se comento anteriormente, la utilizacion de la lactonasa AiiA para anular
la produccion intercelular de AHLs, ha sido usada para determinar que genes son
regulados por este Al. La regulacion de genes de virulencia por la AHL y su relacion
con la migracion swarming, ha permitido que existan reportes donde utilizan la
degradacion enzimatica de Al para evitar la accion patégena de las bacterias
(Reimmann et al, 2002; Ulrico, 2004; Wopperer et al, 2006). Esta condicion se presenta
en la cepa LR6HCHaiiA, en la cual la anulacion intercelular de las AHLSs no permite que
las células presenten desplazamiento swarming, a pesar de que las condiciones
nutricionales y de superficies sean Optimas para la migracion. Reportes en B. cepacia
(Wopperer et al, 2006), B. thailandensis (Ulrich, 2004) y P. aureoginosa (Reimmann et
al, 2002), coinciden con este resultado, al relacionar la anulacion de AHLs con la falta
de desplazamiento swarming. Sin embargo, en los anteriores reportes, no se menciona la
morfologia que presentan las bacterias no migratorias, o si existe una diferencia en
tamafio o numero de flagelos por presentar esta anulacién. En el caso de LR6HC, se
observa tanto en SEM como en TEM las diferencias entre la morfologia de las cepa

silvestre y la cepa no migrante, en el tamafio de la célula y la presencia de flagelos.
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Se buscod una relacién entre el desplazamiento swarming y la produccion de
sustancias que actien como biosurfactantes, en las cepas no migrantes LROHCH+ailA,
realizando una prueba de deteccion y cuantificacion de biosurfactante. Se encontré que
la cepa no migrante no presentaba produccién de alguna sustancia que actuara como
biosurfactante, osea que rompiera la tension superficial, presentando diferencias con
respecto a la cepa silvestre. Esta condicion fue reportada por Wopperer y colaboradores
(2006) en B. cepacia donde se vio reducida en su totalidad la presencia de
biosurfactante, en cepas no migrantes, sugiriendo que la falta de este agente tenso
activo, era la razon de la falta de desplazamiento de la bacteria. Reimmann y
colaboradores (2002), reporta la incapacidad de produccion de ramnolipidos, a causa de
la degradacion de AHLs, y la falta de desplazamiento swarming. Este autor también
reporta una disminucion en la produccion de biopeliculas, bajo las mismas condiciones,
comentando que los ramnolipidos tienen una participacion clave en las etapas iniciales
de formacién de estas estructuras de proteccion y defensa en contra de hospederos. Se
encontré una disminucion en la capacidad de produccion de biopeliculas en cepas no
migrantes de LR6HC, llegando a observarse una disminucion de hasta el 80 %, entre
cepa silvestre y modificada, coincidiendo estos resultados con los reportados
anteriormente en P. aureoginosa.

La utilizacion de métodos, como la anulacion de AHL de forma intercelular en
la cepa de Vibrio LR6HC, es una herramienta 1til para determinar la relacion que
presenta el autoinductor con la movilidad swarming, al no presentarse un estado
migratorio en condiciones Optimas de nutricion y superficie, ademds, de no presentar
cambios morfoldgicos de tipicos de una colonia swarmer y una disminucion tanto en la
produccion de una sustancia que funciona como agente tenso activo, como en la

produccién de biopeliculas.
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IX. CONCLUSIONES
. La cepa de Vibrio LR6HC, produce 3 diferentes moléculas senal, como son N-
butanoyl, N-hexanoyl y N- octanoyl homoserina lactona, las cuales fueron detectadas

utilizando la técnica de TLC.

o Ademas, se comprobd la presencia de la molécula N-butanoyl homoserina
lactona por medio de espectrometria de masas, sin descartar la posibilidad de la

presencia de hexanoyl y N- octanoyl homoserina lactona en los extractos.

o La cepa silvestre LROHC presentd desplazamiento swarming, en condiciones
nutricionales y en superficies Optimas. Ademads, las observaciones por microscopia
electronica de las células swarmers mostraron una transformacion morfologica marcada
en comparacion con las células vegetativas, al presentarse un aumento del tamafio de la
célula, la presencia de multiples flagelos laterales y deteccion tanto de sustancias que

act@ian como factores tenso-activos y biopeliculas.

o La cepa silvestre LR6HC, presenta produccion de una sustancia con
caracteristicas de biosurfactante, utilizada para romper la tension superficial y facilitar

el desplazamiento en condicion in vitro.

o La introduccion del plasmido pDSKS519aiiA en la cepa de Vibrio LR6HC,
present6 una alta frecuencia de conjugacion por lo que la presencia de este gen aiiA fue

una buena opcion para anular el efecto de autoinductores.
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o La alteracion de la cepa silvestre con la lactonasa AiiA resultd ser una
herramienta eficiente para anular la produccion de las moléculas sefial AHLs, de una

manera intercelular.

o La anulacion de la produccion de AHLs producidas por la cepa de Vibrio
LR6HC, demuestran la participacion de los autoinductores en la regulacion de la
movilidad swarming, al no presentarse un estado de migracion en condicion semisélida
y la falta de produccion tanto de biopeliculas, como de una sustancia que actue como un

biosurfactante, en la ruptura de la tension superficial.
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