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Resumen

El estudio del QS es un campo muy estudiado desde su primera descripcién en V.
fischeri en los afios 70. Desde entonces se han conocido cada vez mas conceptos y
elementos relacionados con su funcionamiento. En este estudio vamos a comprobar
cdémo funciona un biosensor capaz de detectar AHL exédgenas mediante un gen de /uxR
sobreexpresado y reportar la deteccion mediante GFP en forma de fluorescencia. Al
mismo tiempo, vamos a comprobar cdmo reacciona el biosensor ante un inhibidor con
capacidad antagdnica como es el CA. Los experimentos realizados muestran que el
biosensor responde positivamente ante las AHL exdgenas y se produce una inhibicidn
en presencia de CA. Estas resultados pueden ser interesantes para la creacién de
nuevos biosensores para otros tipos de autoinductores de bacterias que son patégenas
para el ser humano.

Resumo

O estudo do QS é un campo moi estudado dende a sta primeira descricidon en V.
fischeri nos anos 70. Dende entdn cofiecéronse cada vez mdis conceptos e elementos
relacionados co seu funcionamento. Neste estudo imos comprobar como reacciona o
biosensor capaz de detectar AHL externas mediante un xen sobre expresado de /uxR e
reportar a sta deteccion mediante GFP en forma de fluorescencia. O mesmo tempo
comprobaremos como reacciona fronte a un inhibidor con capacidade antagénica
como é o CA. Os experimentos realizados mostran que o biosensor responde
positivamente ante as AHL externas e que se produce unha inhibicién en presencia do
CA. Estes resultados poden ser interesantes para a creacién de novos biosensores para
outros tipos de auto indutores de bacterias que poden ser patéxenas para o ser
humano.

Resume

QS studies are a field widely known since it’s first description in the 70s in V. fischeri.
Since then, more and more concepts and other elements related to its operation become
known. In this study we are going to test the operation of a biosensor capable of
detecting exogenous AHL using a luxR overexpressed gene that reports the information
with a GFP gene. At the same time, we are going to do the same test using an
antagonistic inhibitor, the CA. The results show that the biosensor operates with a
positive response in the presence of AHL and shows a inhibition with CA. These results
could be interesting to create new biosensors to detect other autoinducers existent in
pathological bateria.

Palabras clave: gquorum sensing, V. fischeri, acil-homoserina lactona, cinamaldehido,
biosensor



1. Introduccion.

1.1 Quorum sensing.

Antiguamente se creia que las bacterias se comportaban como individuos separados y
gue no establecian relaciones grupales como un ente multicelular. El descubrimiento
del Quorum sensing (QS) en Vibrio fischeri en los afios 70 (Eberhard, 1972) ha dado
lugar a una gran cantidad de investigaciones relacionadas con el tema, debido a las
posibilidades que conlleva el hecho de que las bacterias puedan emprender acciones
coordinadas, como migrar a ambientes mas propicios para el crecimiento, formar
biopeliculas o incluso protegerse en ambientes con condiciones adversas. Actualmente
la mayoria de los microorganismos conocidos capaces de utilizar QS estan asociados de
alguna forma a otros organismos de beneficiosa en forma de simbiosis o perjudicial en
forma de patdgenos como, por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli o
Streptococcus pneumoniae (Kievit, 2000, Jayaraman, 2008).

QS se pude definir como la comunicacién que tiene lugar entre bacterias en un
ambiente determinado. Dicha comunicacidn se produce mediante unas moléculas
denominadas autoinductores (Al), que son segregadas al medio en base a la densidad
celular. En el modelo actual de QS cuando los Al alcanzan una concentracion limite se
empiezan a acumular en el citoplasma bacteriano y comienza a iniciarse la activacién
de los genes implicados en las respuestas. Sin embargo, in vivo no es tan sencillo
conocer las interacciones debido a que entran en juego multiples factores distintos.
(Vila, 2016). QS permite a las bacterias alternar entre dos sistemas de expresion
genética: uno correspondiente a bajas densidades celulares, cuando el nimero de
individuos esta por debajo del umbral de densidad celular en el cual realizan sus
funciones individualmente; y otro correspondiente a altas densidades celulares,
cuando el numero de individuos supera el umbral tras el que comienzan a realizar
funciones para las que es necesario el QS (NG, 2009).

El organismo principal de estudio del proceso de QS son las bacterias Gram negativas
como E. Coli, aunque el organismo inicial en el que se ha estudiado este fendmeno es
Vibrio fischeri. Esta bacteria coloniza el drgano luminoso del calamar Euprymna
scolopes. El ambiente altamente propicio para el crecimiento en el interior de dicho
drgano permite a la bacteria alcanzar una gran densidad celular que permite la
acumulacién del Al N-3-oxohexanoil-homoserina lactona (AHL), que estimula el QS en
la poblacién bacteriana. En el interior del érgano luminoso las bacterias pueden
alcanzar densidades de aproximadamente 1000 células por mL, una cantidad muy
superior a la que se encuentra en el exterior siento ésta de solo unas 100 células por
mL (Fuqua, 1996).

1.2. Operdn lux.

El operdn lux de V. fischeri, implicado en el QS, esta conformado por los genes luxl,
luxD, luxA, luxB vy luxE; ademas de el gen luxR y la lux box. Los genes [uxA y luxB se
encargan de la sintesis de las subunidades de la luciferasa. Los genes luxC, luxD y luxE
se encargan de la sintesis del complejo reductasa de acidos grasos, enzima que recicla
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el sustrato aldehido de la luciferasa. El gen /uxR se encarga de la sintesis del receptor
de AHL del mismo nombre (NG, 2009). La /ux box es una regién localizada corriente
arriba del gen luxR, donde se encuentran las secuencias de union del receptor /uxR.
Cuando V. fischeri llega a una densidad celular critica se comienzan a acumular las
moléculas de Al en el interior de la pared celular y se unen a luxR, que sufre un cambio
conformacional que le permite unirse a la secuencia consenso de la lux box iniciando la
cascada de transcripciones de los genes del operén lux incluidos los que codifican la
sintesis de la luciferasa produciendo la bioluminiscencia caracteristica de E. scolopes
gue emplea para su supervivencia cerca del lecho marino al eliminar la formacion de
sombras en un proceso denominado contrailuminacién que evita ser detectado por sus
depredadores (NG, 2009).

Los componentes del operdn lux que presentan homologias han evolucionado de
forma independiente, sobre todo cuando estudiamos sus regiones conservadas. En el
caso de Luxl existen similitudes en la secuencia de aproximadamente un 35%, mientras
que para LuxR el valor es aun menor, sobre un 25%. Para poder realizar estos estudios
se han realizado busquedas de nuevas especies capaces de realizar el QS mediante la
produccién de Al empleando un biosensor similar al que usamos en este estudio con
ayuda de una cepa de E. Coli auxotréfica de Luxl para detectar Al especificos (Fuqua,
1996).

El proceso de QS en V. fischeri esta regulado por dos proteinas, luxl y luxR. (Schaefer,
1996), de las que existen multitud de homdlogos en otras especies. (Azimi, 2020) Asi,
muchas bacterias Gram negativas utilizan sistemas QS basados en biosensores
compuestos de un productor de Al, equivalente a luxl y de un receptor de Al,
equivalente a luxR, que regulan toda una serie de procesos bioldgicos de interés, como
la virulencia, formacién de biofilms, fluorescencia, etc. (Vila, 2016).

Low cell density Vibrio fischeri High cell density

T Pt

| Gene expression

\ Luciferase )

/

Light

Figura 1. Esquema de QS en V. fischeri. A una densidad celular baja la concentracién de AHL no sera
suficiente para activar el QS. Cuando la densidad celular es alta AHL se acumula, se une a LuxR y se
activa la cascada de transcipciones del operdn lux (Hadla, 2018).

1.3. Lux]



Luxl es una proteina que tiene funcion de sintasa para producir el Al necesario para la
comunicacion intercelular. Estudios realizados in vitro con extractos crudos celulares de
V. fischeri confirman que la sintesis se realiza con S-adenosilmetionina (SAM) y 3-
oxohexanoilcoenzima A (CoA) como sustratos dando lugar a la molécula de AHL.
(Fuqua, 1996; Schaefer, 1996). La reaccién de sintesis tiene lugar mediante una serie de
reacciones de acilacidn y lactonizacion entre SAM y el hexanoil-ACP. Una vez
sintetizado, el AHL difunde al exterior de la célula. (NG, 2009). A niveles basales de
densidad celular habra una concentracidn de Luxl presente en el medio similar a la
externa debido a la permeabilidad de la pared celular a los Al, que son expulsados al
exterior tanto por difusién pasiva como activa. A medida que aumente la densidad
celular la cantidad de Luxl ird aumentando en respuesta a la cantidad de AHL que se
acumula mediante un proceso de retroalimentacidn positiva en el que interviene LuxR.
(Jayaraman, 2008).

1.4. LuxR

LuxR regula la transcripcion de los genes en el operdn lux. En estado basal se encuentra
en estado monomérico. Tanto LuxR como sus homdlogos estan compuestos
generalmente por dos regiones. En la primera se encuentra el extremo carboxilo o C
que contiene una region de 19 aminoacidos con un motivo hélice-giro-hélice con una
secuencia altamente conservada cuya funcién es unirse a secuencias especificas
promotoras de ADN que se localizan en la lux box (Choi, 1991). En la segunda se
encuentra el extremo amino o N encargado de impedir la unién del extremo Cy el ADN
si no se encuentra un Al unido al receptor, lo que anula su capacidad inhibidora.
(Fuqua, 1996; Hanzelka, 1995).

Cuando la concentracién de AHL es baja, LuxR es altamente inestable y se degrada con
rapidez. (NG, 2009). Cuando la concentracidon de AHL es lo suficientemente elevada se
une al extremo N de este dimero y provoca un cambio conformacional en el que se
forma un multimero dejando expuesto el extremo C, una regién de unién a ADN
especifica de la secuencia consenso de la /ux box (Azimi, 2020; Jayaraman, 2008), lo
que permite que el complejo LuxR-AHL se una a la lux box. Esta secuencia se encuentra
corriente arriba del operon lux y la unién del complejo LuxR-AHL activa la transcripcion
de los genes lux. (NG, 2009). La unién de LuxR a la lux box no solo regula los genes lux
corriente abajo que codifican para la luciferasa sino que a su vez regulan la expresién
del gen Luxl, aumentando en gran medida la produccién de esta enzima en un proceso
de retroalimentacidn positiva. Al mismo tiempo, el crecimiento de la produccién de
Lux! y de AHL conlleva otro proceso de retroalimentacién negativa debido a que Ia
enzima LuxR activada regula negativamente la producciéon de mas LuxR. Todo este
proceso lleva a que la respuesta del QS no se mantenga durante grandes cantidades de
tiempo. (Jayaraman, 2008).

1.5. Autoinductores




Los Al son moléculas pequefias con alta capacidad de difusion que son producidas por
Luxl u homélogos como se ha mencionado anteriormente. Siguiendo el modelo
establecido en V. fischeri que emplea N-3-(oxohexanoyl)homoserina lactona, un tipo de
acil-homoserina lactona o AHL como sefial (Fuqua, 2001), dichas AHL estan
compuestas por un anillo homoserina lactona con cadenas aciles laterales. Han sido
estudiados durante mucho tiempo desde el descubrimiento de V. fischeri, con la
colonizacion del érgano luminoso de E. scolopes (Azimi, 2020), siendo éste el primer Al
descubierto y descrito. (Fuqua, 1996) Actian como el lenguaje que emplean las
bacterias para comunicarse entre ellas. (NG, 2009).

Previamente a la activacién del QS la concentracion de Al es directamente proporcional
a la densidad celular. Cuando la concentracién es demasiado baja no es posible
detectarlos. Al llegar a unos niveles de densidad celular lo suficientemente elevados las
bacterias pueden detectar dichas variaciones de la concentracién de Al como la sefial a
partir de las cual empezar a activar o reprimir genes. (Fuqua, 1996; Kievit, 2000). Una
vez iniciado el proceso QS es necesario continuar la produccién de Al por lo que entra
en accién un circuito de retroalimentacién positiva que aumenta la concentracion de Al
haciendo que las células pasen de un estado basal de baja densidad a uno de alta
densidad. (NG; Bassler, 2009)

Por regla general las moléculas de Al solo pueden unirse a su receptor especifico Cada
homodlogo de LuxR puede reconocer y unirse a una serie de Al, aumentando la
diversidad de relaciones entre especies bacterianas. (Azimi, 2020). El rasgo
caracteristico que diferencia las moléculas de AHL, el Al mas comun en las bacterias
Gram negativas, es la cadena acil. Dicha cadena puede variar en longitud desde los 4
hasta los 18 carbonos ademads de poder poseer una gran cantidad de grupos
sustitutivos, incluyendo insaturaciones. (Kievit, 2000) A pesar de que los receptores de
Al son extremadamente sensibles a sus Al especificos, puede haber ciertos Al que
provocan la formacién de complejos con receptores heterdlogos, aunque esto ocurre a
concentraciones muy superiores a las requeridas para su receptor habitual (Kievit,
2000; Jayaraman, 2008).

1.6. Biosensor en E.coli

La cepa que vamos a emplear en este estudio es una cepa Top10 de E. coli, un bacilo
Gram negativo que es utilizado ampliamente por su estatus de organismo modelo. Su
uso permite un crecimiento de cepas rapido y sencillo sin muchos requisitos.

Para medir la presencia de AHL en el medio, utilizaremos un biosensor especifico para
su deteccion. Los biosensores de QS son normalmente bacterias recombinantes que
contienen un gen codificante de un receptor de QS, acoplado a un gen reportero que
dara una sefial en presencia del Al o Als a los que responde el receptor. En este caso el
biosensor llevara el gen luxR en un plasmido de alto nimeor de copia, desde el que se
expresara de forma constitutiva, de modo que, en presencia de AHL, permitird la
sintesis de la proteina proteina fluorescente verde (GFP), que actuara como sefial
visual. (Vila, 2016; Ziegler, 1998).

1.7. GFP



La proteina fluorescente verde o green fluorescent protein en inglés, de ahi las siglas
que la nombran GFP, es una proteina de aprox. 238 aminodcidos de longitud que
absorbe luz entre 395-470 nm y emite luz verde entre 510-540 nm. Desde su
descubrimiento en Aqueorea victoria a principios de los 60, han sido localizados genes
que codifican la sintesis en varios organismos. Como la sintesis de GFP para producir
fluorescencia no es un proceso muy conservado, los métodos para la produccién de
esta proteina difieren entre organismos. (Chalfie, 1994; Zimmer, 2002).

El proceso bioldgico que conlleva su sintesis en A. victoria tiene lugar mediante la
oxidacién de la coelentrazina o luciferina, que actua como sustrato, mediante la accién
de la enzima luciferasa. Todo esto tiene lugar en un ambiente aerobio ya que el oxigeno
es el agente oxidante. La luciferasa une tres iones de calcio a la luciferina en este
proceso de oxidacién resultando en un complejo capaz de emitir luz azul tras lo que
recibe una transferencia energética convirtiéndola en GFP siendo capaz a partir de este
momento de emitir luz verde tras ser estimulada mediante luz azul. El croméforo esta
compuesto por una molécula de serina-tiroxina-glicina sintetizada mediante una
reaccién autocatalitica de oxidacidon como el proceso anteriormente mencionado para
la sintesis del resto de GFP. (Zimmer, 2002).

Estructuralmente GFP estd compuesta por once laminas B formando una especie de
barril rodeando un croméforo incluido en otra hélice a que recorre el interior,
protegido de la oxidacidn y ataques de otros iones. Esta estructura es fundamental
para el funcionamiento y estabilidad de GFP. Cuando se desnaturaliza la proteina
pierde toda su capacidad de producir fluorescencia. (Tsien, 1998)

GFP es usada como marcador o reportero gracias a su fluorescencia altamente estable,
a que no requiere de agentes externos para sintetizarse y que la unién de GFP a otras
proteinas no altera su funcién. Debido a estos factores, el uso de GFP como marcador
se ha extendido para el estudio de multiples procesos bioldgicos como el que trata este
trabajo. (Chalfie, 1994).

1.8. Inhibidor.

El inhibidor de QS empleado en este estudio es el trans-cinamaldehido, un aceite
esencial obtenido de la canela que se puede encontrar como saborizante en alimentos
o como fungicida. Estd compuesto por un anillo fenilo unido a una cola aldehido. Su
estructura es muy similar a la del Al que utilizamos para este estudio, lo que le confiere
una capacidad de inhibir el QS de nuestra cepa mediante la competicién o
antagonismo por el receptor LuxR. (Visvalingam, 2013)

Se conoce la capacidad de inhibir el crecimiento que posee el cinamaldehido en E. Coli.
Sin embargo, las concentraciones que vamos a utilizar no van a ser lo suficientemente
altas como para que se produzca una inhibicién del crecimiento significativa. (Qin,
2020; Yossa, 2011)

2. Objetivos.



1) Comprobacién y verificacion del funcionamiento de un proceso de deteccién de AHL
exdgenas por parte de un biosensor disefiado para realizar ese cometido. Para estudios
futuros a realizarse en el laboratorio AVS, es necesario poner a punto este biosensor,
para lo cual se tratard de repetir los experimentos realizados con el mismo en trabajos
anteriores (Vila, 2021)

En la primera parte del estudio se realizara la verificacion del proceso de deteccién
mediante una serie de experimentos en los que anadiremos AHL exdgenas a diferentes
concentraciones para establecer una concentracién minima a la que se produce la
estimulacién necesaria para producir GFP dando una respuesta bioluminiscente.

En la segunda parte realizaremos los mismos experimentos. Sin embargo, se realizaran
a una Unica concentracién de AHL, que serd la que ofrezca un rango de accién
adecuado para la visualizacién de la inhibicién producida por el cinamaldehido. Con
esa concentracion de AHL, establecida en los experimentos anteriores, iremos
afadiendo diferentes concentraciones de cinamaldehido, para observar el grado de
inhibicién obtenido.

2) Creacion de un biosensor con bajos niveles de produccién de LuxR. El biosensor
utilizado en 1) lleva el gen luxR en un plasmido con alto nimero de copia. En la tesis de
Celina Vila Sanjurjo se habia hipotetizado sobre las consecuencias de la presencia de
niveles muy altos de LuxR en este biosensor y se proponia reemplazarlo por un sistema
de copia Unica. El esquema de clonaje para hacer este constructo se presenta en este
trabajo.

3. Material y métodos.

3.1. Plasmido.

Como se ha dicho, el plasmido empleado denominado pSB1A3-Bba_T9002, posee un
alto numero de copias. El plasmido se halla en |la cepa Top10 de E.coli y esta compuesto
por un gen de resistencia a la ampicilina, un gen JuxR, una secuencia de union de LuxR
(correspondiente al promotor de /ux/) acoplada al gen que codifica GFP. (Vila, 2021)

3.2. Medios de cultivo.

El medio de cultivo empleado ha sido el medio Luria-Bertani o LB. Este es un medio
general que contiene lo necesario para hacer crecer cualquier cepa que necesitemos
de una forma rapida y sencilla. En el caso de las placas de medio en las que
realizaremos las primeras siembras es un medio LB (Miller) de Scharlau®© y en el caso
de los tubos de cultivo liquido posteriores emplearemos un medio LB (Lennox) de
Condalab©.

Tabla 1. Composicidn detallada de los medios de cultivo.
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Medio LB sdlido Medio LB liquido

NaCl 15 g/L NaCl 10 g/L

Triptona 5 g/L Triptona 10 g/L
Extracto levadura 10 g/L Extracto levadura 5 g/L

El medio LB sdlido utilizado se ha preparado siguiendo las indicaciones del fabricante.
(Atlas, 2010) Preparamos 500 mL de agua tipo Il en un matraz en el que disolveremos
17,5 g de medio en polvo. Agitamos hasta que se disuelva totalmente y lo llevamos al
autoclave donde lo someteremos a un programa de 1212C durante 30 min. En cuanto
se enfria echamos la ampicilina siguiendo una proporcién 1/1000 que emplearemos
cada vez que preparemos medio. Al terminar vertemos el contenido del matraz en las
placas en una campana de flujo y dejamos secar. Etiquetamos y llevamos a la cdmara
frigorifica para su conservacion.

El medio LB liquido se ha preparado siguiendo el mismo método que se ha empleado
para la fabricacion del medio sélido. (Atlas, 2010) Hemos pesado 25 g de medio en
polvo segln las indicaciones del fabricante y lo hemos disuelto en 1 L de agua tipo Il. Lo
pasamos por el autoclave con el mismo programa tras verter el medio en botellas. Una
vez enfriado sellamos las botellas y guardamos hasta su préoximo uso.

3.3. Antibiético.

Como el plasmido empleado para el estudio tiene un gen de resistencia a la ampicilina,
entonces emplearemos ampicilina para mantener una presion selectiva como se ha
comentado anteriormente en la descripcion del plasmido.

Para prepararla, partiremos de un stock de PamReac AppliChem®© del cual
realizaremos una dilucién 200 mg/mL que usaremos en la preparacién de placas y de
los cultivos liquidos en tubos estériles.

“Stock” concentrado de ampicilina: Partimos de ampicilina en polvo (Nguyen-Disteche,
1974) con una concentracidn base de 200 mg/mL. Para ello preparamos en un tubo
falcon estéril al que afadiremos 2g de ampicilina en polvo pesados anteriormente tras
lo que anadiremos 10 mL de agua tipo Il. Pasamos el tubo por un vortex hasta que se
haya disuelto correctamente la ampicilina. Tras esto filtramos todo el contenido
mediante una jeringa con un filtro de 0,2 nm de poro. El “stock” de antibidtico se
guardard a -209C para su correcta conservacidn hasta el siguiente uso.

3.4. Fluorescencia.

Para realizar el estudio de la fluorescencia de las bacterias tras el tratamiento con
lactonas y, posteriormente, con trans-cinamaldehido emplearemos un lector de placas
Synergy HTX de la casa Biotek©. Los datos de las lecturas de las placas seran extraidos
en archivos de Excel empleando el programa Genb5, el cual nos permite extraer a su vez
graficas de los datos producidos durante la lectura.
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3.5. Autoinductor

El autoinductor utilizado en este estudio es la AHL de la casa comercial Sigma-Aldrich©
(Fuqua, 2001). Se ha preparado una serie de disoluciones de concentracion 10* de las
gue partimos para realizar los estudios planeados. Hemos disuelto 20 uL del stock en
180 uL de agua ultrapura o tipo I. Repetimos las disoluciones en una serie de tubos
eppendorf estériles que hemos etiquetado y guardado a -202C para su conservaciéon
hasta el siguiente uso.

3.6. Inhibidor.

El inhibidor empleado en este estudio es el trans-cinamaldehido (Topa, 2020), un
competidor antagdnico de la AHL por el receptor de luxR.

Hemos disuelto 10 pL del stock 99% en 100 pL de etanol 100% en un tubo eppendorf
estéril para preparar el stock de trabajo inicial 1/10 y se ha guardado a -202C para su
conservacién hasta su proximo uso. El resto de las diluciones empleadas se han hecho
con etanol al 50%.

3.7. Preparacion del biosensor para los ensayos de QS

Empezamos realizando la primera siembra a partir de los gliceroles que tenemos
guardados en la nevera a -802C. Tras poner el asa al rojo vivo extraemos una pequeiia
muestra del glicerol congelado y la extendemos sobre una seccidn de una placa
preparada previamente. Continuamos las sucesivas siembras en la misma placa
siguiendo la técnica de siembra por agotamiento para asi asegurarnos de que las
colonias que crezcan estén los suficientemente individualizadas para poder
distinguirlas. Terminada la siembra llevamos la placa a una incubadora donde las
dejaremos a 379C entre 12-24 horas. Como las cepas empleadas son overnight no
requerirdn de mas tiempo para crecer.

Pasado el tiempo de incubacion sacamos la placa de la incubadora e inspeccionamos
las colonias que hayan crecido. Si estan lo suficientemente bien diferenciadas e
individualizadas podemos continuar con el procedimiento. De no estar podemos volver
a realizar la siembra a partir del glicerol o dejarlas crecer un tiempo mas.

Preparamos una serie de tubos estériles, 5-6, en los que vamos a preparar el medio LB
con antibidtico para poder realizar la siembra en medio liquido. Emplearemos como
siempre una concentracion de ampicilina 200 mg/mL siguiendo una dilucion 1/1000
por lo que afiadiremos a los tubos 5 mL de medio liquido y 5 uL de antibidtico.

Empezamos afiadiendo los 5 mL de medio con la ayuda de una pipeta siempre
manteniendo el fuego cerca para evitar contaminaciones. Posteriormente, anadimos
los 5 plL de antibiético de un eppendorf de los que hemos preparado antes echando el
liquido el tubo hacia al borde ya que si no tendriamos que introducir demasiado la
pipeta pudiendo llegar a contaminar tanto la pipeta como la punta.

Teniendo preparado el medio con ampicilina en los tubos, procedemos con la
extraccion de colonias de la placa. Calentamos el asa hasta tenerla al rojo vivo y, tras
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enfriarla, cogemos una colonia que esté bien diferenciada y la introducimos en el tubo
siguiendo el mismo método que con el antibidtico. Acercamos el liquido hasta la boca
del tubo y agitamos la punta del asa en la que estan las bacterias para que se diluyan
en el medio. Repetimos con todos los tubos y los dejamos en una gradilla dentro de la
incubadora sobre un orbitador agitando los tubos a 195 rpm durante otras 12-24
horas.

Pasado el tiempo necesario, comprobaremos que en los tubos haya crecimiento.
Reconoceremos el crecimiento si en el medio hay turbiedad. La turbiedad es un claro
indicador del crecimiento bacterianos al poder verse de primera mano la densidad
celular. Cuando veamos que la turbiedad es suficiente como para poder continuar,
realizaremos los preparativos para hacer un estudio de la fluorecencia de las cepas que
estamos utilizando.

3.8. Estudios de Fluorescencia

Para realizar un estudio de fluorescencia necesitamos anadir a los cultivos AHL ya que
las propias células no pueden sintetizarlos al carecer del gen Luxl que se lo permite. Al
afiadirlo nosotros de forma exdgena permitiremos que se inicien las reacciones de QS
activadas por una concentracién suficientemente alta permea las paredes celulares y
se une al LuxR que produce la célula, provocando un cambio conformacional que le
permite unirse al promotor de GFP, sintetizandolo y dando lugar a una seiial
bioluminiscente que detectara la maquina.

Cogemos los tubos de la incubadora y realizamos una diluciéon 1/1000 de los cultivos
siguiendo el mismo procedimiento que el dia anterior. Esta dilucién se emplea para
volver a someter las cepas a un crecimiento hasta la fase exponencial y no estacionario
como se encuentran tras estar tanto tiempo en la incubadora. Una vez preparados los
tubos con la dilucién 1/1000 del cultivo anterior lo dejamos en el orbitador otra vez
durante 3 horas, tiempo suficiente para que vuelvan a entrar en crecimiento
exponencial.

Pasadas las 3 horas cogemos los tubos para iniciar el procedimiento y realizar la lectura
de fluorescencia. Necesitamos ponerlos en un bafio de agua a 372C hasta el momento
en que afiadamos a la placa las alicuotas de cultivo que necesitemos para evitar que los
cultivos salgan de la fase exponencial de crecimiento. En el caso de que las células no
se pudieran mantener en dicha fase en el momento que las pongamos en la maquina
no creceran durante la lectura que es lo que buscamos.

Prepararemos una placa multipocillo en la que vamos a tratar los cultivos con AHL.
Tendremos listas diluciones seriadas de AHL desde 10 hasta 10 en una serie de
pocillos. La placa deberd estar en hielo debido a que las AHL necesitan conservarse a
baja temperatura para evitar su degradacién. Todas las diluciones seriadas seran
hechas con 20 pL de lactonas en 180 plL de agua ultrapura o tipo | empezando desde el
stock y continuando con las siguientes diluciones.

Cuando tengamos listas las AHL, afiadimos 10 plL de cada concentracion a los diferentes
pocillos que le correspondan. En este estudio vamos a dividir la placa en filas,
correspondiéndole a cada fila una concentracidn con el siguiente orden: Control-
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Control- 10%- 102- 103- 10* 10°. Los controles empleados son de alicuotas de cultivo
sin ningun tratamiento.

Afiadidas las AHL, procedemos a mover la placa a un termobloque preparado
previamente en el que mantendremos la placa a 372C durante el tiempo que afiadimos
las alicuotas de cultivo hasta el momento que vayamos a iniciar la lectura. Una vez
puesta la placa en el termobloque afiadimos en cada pocillo 200 uL de cultivo de cada
tubo hasta rellenar todos los que vayamos a utilizar.

Una vez afiadidas las alicuotas de cultivo llevamos la placa la maquina que realizard la
lectura e iniciamos la lectura con los siguientes parametros: incubacién a 372C, tiempo
total de lectura 4 horas, lecturas cada 20 min, orbitacion a alta velocidad durante 1 min
previo a cada lectura, medicién de absorbancia a 600 nm, excitacion a 540 nm y lectura
de emisién a 480 nm.

La lectura de absorbancia nos va a reportar en tiempo real el crecimiento de las
bacterias, cuanta mas absorbancia mas densidad celular nos vamos a encontrar.
Mientras que la lectura a 480 nm se corresponde a la medicidn de la fluorescencia de
la GFP producida tras ser excitada por la luz a 540 nm.

Pasado el tiempo de lectura extraemos los datos de la maquina y vemos que los
resultados se corresponden a lo esperado, habiendo una relacién directa entre el
crecimiento celular y el incremento de fluorescencia. Como no hemos podido
establecer en esta lectura la concentracién minima de AHL que estimula el QS celulary
por tanto el biosensor, realizamos otra medicidn en el lector cambiando las
concentraciones de AHL que empleamos, pasando del rango de 102-10° a 10°-10°.

Una vez establecida la concentracién minima de AHL necesaria, 108, para producir un
estimulo del QS de nuestra cepa pasamos a la segunda parte del estudio. Ahora
repetiremos el procedimiento empleando una Unica concentracion de AHL ademas de
afadir un inhibidor para medir su capacidad de reducir el QS. El inhibidor que vamos a
emplear es el cinamaldehido o CA, un compuesto con capacidad antagdnica de las AHL
gue compite por el lugar de unién en luxR.

Para comprobar sus efectos repetiremos el procedimiento anterior con algunos
cambios como hemos dicho anteriormente. Mantendremos la concentracidn minima
de AHL, en este caso 108 y emplearemos una serie de concentraciones de inhibidor
desde 1/100 hasta 1/3200.

Habiendo preparado una placa multipocillo vamos a realizar las diluciones de inhibidor
y la dilucién 108 de AHL que mantendremos refrigeradas en hielo como en la parte
anterior. Empezamos a partir de una preparacion de CA stock diluida al 10% en etanol o
EtOH al 100%. La primera dilucién que haremos sera la 1/100 realizando la dilucién en
EtOH al 50% por lo que afadiremos 180 pL de EtOH al 50% y 20 pL de CA para asi
obtener 200 pL de CA 1/100. Con 100 pL de esa dilucion los redisolvemos en 100 pL de
EtOH al 50% y repetimos hasta obtener la Ultima dilucién 1/3200 de CA. Una vez
preparadas las diluciones podremos empezar a mezclar los componentes en los
pocillos de la placa.
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Como hemos hecho anteriormente mantendremos los tubos de cultivo que hemos
preparado 3 horas antes en un bafio de agua a 372C y podremos poner la placa en el
termobloque para mantener una temperatura estable durante todo el proceso.

Vamos a volver a dividir la placa en filas, con cada fila asociada a un control o
concentracién de CA. En este caso se organizaran de la siguiente forma: Control
cultivo+ AHL- Control cultivo+ EtOH- CA 1/100- CA 1/200- CA 1/400- CA 1/800- CA
1/1600- CA 1/3200.

En el primer control vamos a afiadir a una alicuota de 200 uL de cultivo 10 plL de AHL
para tener una medicidén con la que comparar la reaccidn entre con y sin inhibidor. En
el segundo control vamos a afadir a los 200 L de cultivo 10 uL de EtOH al 50% para
medir la absorbancia de fondo y posteriormente tenerla en cuenta en los calculos. En
los demas pocillos de cada fila vamos a afadir en este orden 10 uL de CA de cada
concentracion correspondiente, 200 plL de cultivo de cada tubo y 10 pL de AHL a 10°8.
Se deben anadir en ese orden para que el inhibidor y las AHL no tengan ningun tipo de
interaccion extrafa.

Una vez mezclados todos los componentes procedemos a llevar la placa al lector. Como
en la parte anterior midiendo la fluorescencia solo con AHL debemos mantener la
temperatura estable en todo momento. Ya en el lector los pardmetros de lectura seran
los mismos.

Tratamiento de datos

Para realizar las graficas hemos obtenido FI/OD(600) dividiendo los datos de
fluorescencia Fl por la absorbancia ODggo. Hemos normalizado FI/OD(600) para una
mejor visualizacidén de los datos en base a la diferencia de las mediciones del controles.
Hemos calculado las diferencias respecto al valor mas elevado. Los valores obtenidos
los hemos sumado a cada uno de los datos correspondientes a su mismo tiempo de
medicidén que hemos obtenido tras calcular FI/OD(600) y lo hemos representado
mediante un grafico de lineas con marcadores.

4. Resultados

4.1. Estudio de fluorescencia

Durante la primera parte del estudio en la que medimos la interaccién de las AHL con
el biosensor que estamos estudiando hemos realizado dos medidas distintas a
diferentes rangos de dilucién respecto al stock.

En la primera medicidn en el rango de dilucién entre 10, 10, 103, 10*y 10 hemos
observado una clara relacién entre la concentracién creciente de AHL y una
fluorescencia creciente que se corresponde con nuestras hipétesis en las que el
biosensor necesitaba un aporte externo de AHL que se unieran a LuxR y éste al
promotor de GFP dando lugar a una respuesta bioluminiscente que fue medida en el
estudio de fluorescencia. Los datos extraidos del programa Gen5 muestran un
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incremento continuo durante el tiempo que ha durado la lectura, entre 180-220 min
generalmente, de los valores de absorbancia a 600 nm y de fluorescencia con
estimulacion a 540 nm y emisidn a 480 nm. Sin embargo, los valores obtenidos son
demasiado altos y no hemos podido localizar la concentracion minima que
necesitamos para conducir el procedimiento en la segunda parte.

Repetimos el procedimiento con concentraciones menores entre 10y 10° como
habiamos explicado anteriormente. En esta lectura se observa claramente que una
concentracion de 108 es el minimo necesario para estimular el QS del biosensor que
estamos empleando para el estudio. Estos datos concuerdan con las teorias de Vila en
2021 en las que cuanta mdas AHL afiadamos, mas rapido crecen las curvas de
FI/OD(600).

800
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FI/OD(600)
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200

100

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
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=== Control sin lactona 10'-5 10'-5 10-'7 ==@e=10-'8 ==@==10-'9

Grafica 1. Datos sin procesar de la relacion entre fluorescencia y absorbancia (FI/OD) frente al tiempo de
crecimiento en una réplica de las 6 realizadas de un tratamiento a diferentes diluciones de AHL a fin de
determinar la concentracién minima necesaria para estimular el QS. La disminucién de los valores
observados puede deberse a la utilizaciéon de un medio distinto respecto a Vila en 2021. Estamos usando
un medio LB y en su caso es un medio minimo M9.
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Grafica 2. Datos procesados de la relacion entre fluorescencia y absorbancia (FI/OD) frente al tiempo de
crecimiento en una réplica de las 6 realizadas de un tratamiento a diferentes diluciones de AHL a fin de

determinar la concentracién minima necesaria para estimular el QS. Los datos se han normalizado para

una mejor visualizacidn en base a las diferencias respecto al valor mas alto de la media de los controles.
Dichos valores se han sumado a los correspondientes a su mismo tiempo de medicidn.

En la segunda parte del estudio realizamos el mismo procedimiento anadiendo ademas
de las AHL a la concentracidn de trabajo correspondiente a una dilucion 102 del stock
original. Utilizamos diluciones decrecientes de CA, partiendo de diluciones 1/100 a
1/3200 del stock original para estudiar su efecto inhibitorio. En el primer experimento
conducido se observa claramente que a partir de una concentracién de 1/400 el
inhibidor no es capaz de mantener sus efectos inhibitorios mientras que en
concentraciones superiores reduce significativamente la fluorescencia medida por el
lector.

Terminada la lectura, al extraer los datos observamos que algunas concentraciones de
inhibidor eran demasiado bajas por lo que repetimos el procedimiento en un rango de
concentraciones mas altas pasando del rango de diluciones 1/100- 1/3200 a 1/50-
1/250.

Repetimos el procedimiento con un rango diferente de concentraciones de CA
(diluciones 1/50 a 1/250), para observar mejor el efecto del CA sobre el sistema de QS
del biosensor. Tras la lectura los datos muestran que la concentracién minima a la que
el inhibidor reduce significativamente el QS de este biosensor tras ser tratado con una
concentracion de AHL de 108 se encuentra entre 1/200 y 1/250. Sin embargo, se puede
ver que la curva de 1/200 y 1/250 estan intercambiadas. Segun las teorias de Vila,
2021; cuanta menos concentracion de inhibidor afiadamos la curva de FI/OD(600)
deberia crecer mas rapido por lo que el hecho de que las curvas estén intercambiadas
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es posible que se deba a algun tipo de fallo durante el procedimiento, por lo que seria
necesaria a futuro una nueva comprobacion.
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Graficas 2. Datos procesados de la relacién entre fluorescencia y absorbancia (FI/OD) frente al tiempo de
crecimiento en una de las réplicas de las 5 realizadas un tratamiento a diferentes concentraciones de CA.
Se observa que la concentracion minima a la que el CA pierde la capacidad inhibitoria se encuentra entre
1/150y 1/200. Los valores se han normalizado para una mejor visualizacién en base a las diferencias del
valor mas alto del control negativo sin AHL. Dichos valores se han sumado a los correspondientes a su
mismo tiempo de medicion.

4.2. Recreacion del plasmido

Por ultimo, hemos recreado un mapa aproximado de este plasmido mediante el
programa UGENE a partir de las partes individuales pSB1A3
(https://parts.igem.org/Part:pSB1A3) y BBa_T9002 (https://parts.igem.org/Part:BBa_T9002).
debido a la ausencia de informacidn sobre su creacidn en las bases de datos.

En el segmento vector pSB1A3 se encuentra el gen de resistencia a la ampicilina, la cual
afladimos para mantener una presion selectiva que impida que la bacteria pierda el
plasmido a lo largo de las generaciones como hemos indicado anteriormente.

En el segmento biosensor BBa_T9002 se encuentra un gen /uxR constitutivo, que
sobreexpresara la sintesis de LuxR produciéndola continuamente.
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pSB1A3 BBa_T9002
4096 bp

Figura 5. Mapa del plasmido obtenido mediante UGENE. Se ha recreado empleando las partes pSB1A3
(https://parts.igem.org/Part:pSB1A3) y BBa_T9002 (https://parts.igem.org/Part:BBa_T9002). En la parte
pSB1A3 se encuentra AmpR, un gen de resistencia a la ampicilina. En la parte BBa_T9002 se encuentran
luxR y GFP.

4.3. Clonaje en un vector de bajo nimero de copias

Tras la recreacioén del pldsmido en el programa y obtenida la secuencia aproximada,
procedemos a disefiar unos cebadores con los que realizar una PCR in silico mediante
la cual vamos a afiadir un lugar de restriccion BamHI.

>Reverse
5'-CGGGATCCGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGC-3’
>Forward
5'-CCGGATCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACC-3’

5. . GGATCC.. 3
3...CCTAGG...5

Figura 6. Cebadores obtenidos mediante el programa UGENE. En rojo esta marcada la secuencia de
restriccion de la enzima BamHI.
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PCR_BamHI e, BamHI
2288 bp BamHI

Figura 7. Mapa plasmidico resultado de la PCR. Se conservan los genes de /uxR y de GFP, mientras que se
ha perdido el gen de resistencia a la ampicilina. Se pueden observar los sitios de restriccién de BamHI
que han sido afiadidos por los cebadores de la figura 6.
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Status Finished
Time 0Oh 00m 00.067s

Products found: 1

Primers details:

Criteria Valid Values Forward Reverse
% GC 50-60 55.26 55.26
Tm (°C) 55-80 69.86 69.86
GC Clamp >=1GorCat3'end 3 2
Runs <=4 base runs 3 4
Self-dimers:

Delta G: -16 kcal/mole Base Pairs: 9

Hetero-dimers:

Delta G: -24 3 kcal/mole Base Pairs: 10
CGGGATCCGGATAACCGTATTACCGCCTTITGAGTGAGC

CCARAGAATCTGCAGTCCACCGTGAAAAGCCCTAGGCC

Figura 8. Informe extraido de UGENE tras la realizacion de la PCR in silico de pSB1A3-BBa_T9002 con los
cebadores de la figura 6.

Una vez afiadido el lugar de restriccién deseado queda pendiente a futuro realizar un
clonaje del plasmido obtenido que incluye el gen de luxR y de GFP en otro pldsmido
pLG339, un plasmido vector de bajo nimero de copias que nos va a servir para reducir
el nivel de expresién de luxR (Stoker, 1982).
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Figura 9. Mapa plasmidico de pLG339. Es un vector de bajo nimero de copias que emplearemos para
realizar el clonaje con el resultado de la PCR mostrada en la figura 7. Se puede observar que ambos
comparten sitios de restriccion para BamHI y que posee genes de resistencia a la kanamicina y la
tetraciclina. (Stoker, 1982).

5. Conclusidn.

El descubrimiento del QS durante los afios 70 inicié un gran campo de investigacién
gue continlda hasta nuestros dias con cada vez mas descubrimientos. Los resultados de
este estudio nos muestran que podemos crear biosensores que funcionan para la
deteccién de Al especificos que podemos usar para la deteccidn de especies capaces
de emplear el lenguaje tan complejo que supone en comunidades in vivo. Al mismo
tiempo podemos emplear esta investigacion para abrir camino en el descubrimiento de
nuevas vias para la eliminacién de bacterias patdgenas gracias a la presencia de
inhibidores para la busqueda de métodos con los que cortar esa comunicacién, hito
importante debido a la resistencia adquirida a los antibidticos por muchas de ellas.
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