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Resumen

En bacterias la transferencia horizontal de genes es mediada por elementos moviles
como plasmidos y transposones. El plasmido conjugativo pUM505 fue aislado de una
cepa clinica de Pseudomonas aeruginosa y confiere resistencia a cromato y mercu-
rio. La secuenciacion y el andlisis de la secuencia del plasmido pUM505 determiné
gue este replicdn contiene 138 regiones codificantes. pUM505 presenta dos regiones
bien definidas, la primera corresponde a una isla gendmica (IG) de ~31 kilobases (kb),
la cual posee los genes de resistencia a cromato y mercurio, y la segunda regién, de
~67 kb, corresponde a una isla genémica de patogenicidad (PAl). Esta isla, ademas
de contener los genes de replicacion del DNAYy de la transferencia conjugativa, posee
genes probablemente involucrados en virulencia como, virB4/virD4, y genes homolo-
gos a los de la PAI de P. aeruginosa PA14, una cepa altamente virulenta. Adicional-
mente, pUM505 posee genes probablemente involucrados en la tolerancia al estrés
oxidativo como umuD, umuC y pdi, asi como genes aun no identificados de resisten-
cia a antibiéticos. Con el proposito de establecer la participacion de los diversos ge-
nes de adaptacion que posee pUMS505, primeramente se realizo la construccion de un
banco de clonas y un banco de mutantes para la identificacion de genes de virulencia
y de resistencia a quinolonas, respectivamente. Ademas, se esta analizando la fun-
cionalidad de los genes de tolerancia a estrés oxidativo por clonacién y transferencia
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a cepas de P. aeruginosa sensibles a compuestos generadores de especies reacti-
vas de oxigeno. El proposito de este trabajo es dar una descripcion de las caracteristi-
cas genéticas del plasmido pUM505, asi como los avancesy el enfoque actual que se
emplea para el estudio de este plasmido, lo que permitird entender el papel de los ge-
nes de adaptacién que posee en la prevalencia y evolucién de las bacterias que lo
contienen.

Palabras clave: Pseudomonas, plasmidos, virulencia, quinolonas.

Abstract

In bacteria, horizontal gene transfer is mediated by mobile elements such as plasmids
and transposons. The conjugative pUM505 plasmid was isolated from a clinical strain
of Pseudomonas aeruginosa and confers resistance to chromate and mercury.
Sequencing and sequence analysis of pUM505 showed that this plasmid contains 138
coding regions. pUM505 presents two well-defined regions, the first one corresponds
to a genomic island (GI) of ~31 kilobases (kb), which possesses the chromate and
mercury resistance genes; the second region, of ~67 kb, corresponds to a genomic is-
land of pathogenicity (PAl). Thisisland, in addition to replication and conjugative trans-
fer genes, has genes probably involved in virulence, such as virB4/virD4 and genes
homologs to the PAI from P. aeruginosa PA14, a highly virulent strain. Additionally,
pUMS505 possesses genes probably involved in tolerance to oxidative stress like
umuD, umuC and pdi, as well as genes not yet identified for antibiotic resistance. With
the aim to determine the participation of the adaptative genes of pUM505, firstly were
constructed libraries of clones and mutants for virulence genes and quinolones resis-
tance genes, respectively. Furthermore, the functionality of tolerance genes to oxidati-
ve stress is being analyzed by their cloning and transfer to P. aeruginosa strains
sensitive to compounds which generate reactive oxygen species. The aim of this work
is to give a general description about the genetic characteristics of pUM505 plasmid,
as well as the advances and the current approaches employed for the study of this
plasmid, which will allow us to understand the role of adaptation genes on the preva-
lence and evolution of bacteria that possess it.

Key words: Pseudomonas, plasmids, virulence, quinolones.

Introduccidn

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa ampliamente distribuida
en el ambiente, incluyendo suelo y agua, asi como en asociacién con varios tipos de orga-
nismos vivos (Battle y col., 2008). P. aeruginosa tiene la capacidad de crecer en condiciones
aerobias y anaerobias y posee numerosos factores de virulencia que contribuyen a su pato-
génesis (Schurek y col., 2012). Adicionalmente, esta bacteria posee una resistencia intrin-
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seca a muchos antibiéticos debido a la barrera que representa la membrana externay ala
presencia de transportadores de expulsion de drogas de la membrana interna (Poole,
2011). Observaciones en modelos de infeccién indican que la virulencia de P. aeruginosa
varia de cepa a cepay que los genes que participan en la virulencia estan localizados en el
genoma central y por lo tanto estan presentes en todas las cepas. Sin embargo, los genes
accesorios de P. aeruginosa contenidos en plasmidos e islas genémicas pueden contribuir a
la heterogeneidad de la virulencia (Lee y col., 2006).

El plasmido conjugativo pUM505 fue aislado de una cepa clinica de P. aeruginosa de
un paciente hospitalizado, se determiné que es capaz de conferir resistencia a cromato y
mercurio (Cervantes y Ohtake, 1988). El mecanismo de resistencia a cromato conferido por
el gen chrA codificado en pUM505 fue el primer mecanismo descrito (Alvarez y col., 1999) y
es el mejor caracterizado en bacterias (Ramirez-Diaz y col., 2008). La secuenciacién y el
andlisis de los genes del plasmido pUM505 indicaron que éste es un replicon circular que po-

I:l Resistencia a compuestos toxicos
|:| Regulaciony Sefializacion Celular
- Regulador Transcripcional
I:' Transferenciade Plasmido
- Metabolismo de Proteinas

I:l Proteinas Hipotéticas
[] Metabolismo de ADN

I:l Respuesta a Estrés
- Elementos Mdviles

I:l Division Celular

\- Virulencia

Figura 1. Mapa genético del plasmido pUMS505 de P. aeruginosa. Las regiones codificantes se muestran por flechas o
puntas de flecha indicando la direccion de la transcripcion de los genes. La posible funcion de las proteinas se indica en co-
lores de acuerdo al recuadro de la derecha. Las dos principales regiones del plasmido se indican: 1) Isla de patogenicidad
PAI (barra roja), posee genes relacionados con transferencia conjugativa, replicacién, virulencia y tolerancia a estrés; 2)
Isla de resistencia a metales pesados IG (barra negra) que posee los genes que participan en la resistencia a cromato (Cr) y
mercurio (Hg®). Adaptado de Ramirez-Diaz y col., 2011.

Abril de 2015 Ciencia Nicolaita No. 64



Genes de adaptacion localizados en el plasmido pUM505...

see 123,322 pares de bases (pb) y que contiene 138 regiones codificantes (orf's) (Fig. 1).
Del total de los orf's de pUM505, 64 codifican proteinas con funcion desconocida (proteinas
hipotéticas, PH), 15 codifican a elementos méviles, 13 se relacionan con transferencia del
plasmido, 13 con resistencia a metales, 13 se relacionan con el metabolismo y 5 estan impli-
cados en laregulacién transcripcional, entre otros (Ramirez-Diaz y col., 2011). pUM505 pre-
senta dos regiones bien definidas, la primera region, de ~31 kilobases (kb), corresponde a
una isla gendmica (IG) que contiene determinantes de resistencia a cromato y mercurio
(Fig. 1). La segunda regién, de ~67 kb, corresponde a una isla genémica de patogenicidad
(PAI) (Fig. 1). Estas islas son segmentos de DNA que incluyen elementos moéviles y poseen
grupos de genes de virulencia que estan presentes en organismos patdgenos, pero ausen-
tes en bacterias benignas estrechamente emparentadas. Asi, pUM505 posee grupos de ge-
nes que confieren potencialmente diversas propiedades de adaptacion, pero que en
conjunto como parte de un plasmido representarian una ventaja evolutiva. Se ha descrito
gue las IGs pueden incrementar la versatilidad metabdlica, mejorar la adaptabilidad, promo-
ver la interaccion bacteria-hospedero e incrementar la virulencia (Klockgether y col., 2007).
El propésito de este trabajo es dar una descripcién general de los avances que se tienen res-
pecto a la caracterizacion de los genes de adaptacion identificados en pUM505, con el pro-
posito de entender como este plasmido puede contribuir en el desarrolloy en la evolucién de
P. aeruginosa en los distintos ambientes que habita.

Genes de adaptacion

1.1. Isla gendémica con genes de resistencia a metales

Como se menciond, los genes de pUM505 involucrados en la resistencia al ibn metali-
€0 mercurio y al oxianion cromato se localizan agrupados dentro de una IG que incluye los
orf's 59-94 (Fig. 1). Esta regién posee un contenido de G+C de 64%, mientras que el resto
del plasmido y el cromosoma tienen un contenido de G+C de 61% y 66%, respectivamente;
esta pequefia variacion sugiere que los genes presentes en laisla tienen un origen diferente.
Adicionalmente, esta regién contiene elementos cominmente relacionados con la transfe-
rencia genética como repetidos invertidos (IR), secuencias de insercion (IS) y genes de mo-
vilidad (por ejemplo, los que codifican a integrasas, resolvasas y transposasas)
(Ramirez-Diaz y col., 2011).

1.1.1. Determinantes de resistencia a cromato (Cr%)

La IG de pUM505 posee el gen chrA que confiere resistencia a cromato mediante un
mecanismo que ha sido descrito con gran detalle. chrAcodifica a la proteina ChrA, la cual lle-
va acabo la expulsién de los iones cromato utilizando el potencial electroquimico de lamem-
brana como fuente de energia (Alvarez y col., 1999). Mediante un analisis filogenético se
determind que la proteina ChrA de pUM505 forma parte de la superfamilia CHR, que esta
constituida por cientos de homadlogos (Diaz—Pérez y col., 2007). La superfamilia CHR esta
conformada por dos familias: la familia SCHR, con proteinas de un tamafio de ~200 aminoa-
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cidos (aa) y la familia LCHR, con un tamafio de ~400 aa (Diaz—Pérez y col., 2007). Diversas
proteinas homélogas a ChrA de ambas familias han sido caracterizadas y se ha demostrado
gue son capaces de conferir resistencia a cromato (Aguilar-Barajas y col., 2008;
Diaz-Magafia y col., 2009; Aguilar-Barajas y col., 2012).

El gen chrAde pUM505 se encuentra formando parte de un probable operén chrBAC,
el cual esté situado dentro de una posible regién de transposicidon que esta a su vez flan-
gueada por los genes tnpA, que codifica una transposasa/resolvasa, y thpR, que codifica
una resolvasalintegrasa (Fig. 2A) (Ramirez-Diaz y col., 2011). La presencia de operones
con arreglo génico similar se ha identificado en el plasmido pMOL28 de la bacteria
Gram-negativa Cupriavidus metallidurans (Juhnke y col., 2002), en un transposo6n de la bac-
teria aeroébica estricta Gram-negativa Ochrobactrum tritici (Branco y col., 2008) y en el me-
gaplasmido de la bacteria aerébica Gram-negativa Burkholderia xenovorans LB400
(Acosta-Navarrete y col., 2014). Se ha descrito que el gen chrC del plasmido pMOL28 de C.
metallidurans CH34 codifica a una proteina ChrC con funcién de superéxido dismutasa
(Juhnke y col., 2002). Sin embargo, el andlisis de la secuencia del gen chrC de pUM505
mostro que este codifica a una proteina quimérica de 86 aa, en donde el extremo amino
muestra similitud con ChrC mientras que el extremo caboxilo muestra similitud con una pro-

A)

IR

T (— ) —

ChrC ChrA ChrB TnpR TnpA
86 aa 416 aa 314aa 186 aa 988 aa

Bin MerE  MerD MerA MerF  MerP MerR TnpA

205 aa 79aa 122aa 549aa 82aa 92aa 115aa 111 2a
MerT

117 aa

Recombinasa MerR  MerT MerP TnpA
496aa 132aa 116aa 91 aaPH 997aa

70aa
Figura 2. Transposones de resistencia a cromato (A) y mercurio (B y C) del plasmido pUM505. Se muestran los deter-
minantes de resistencia a cromato (flechas amarillas) y mercurio (flechas azules). Con flechas rojas se indican los elemen-
tos méviles, en color naranja un gen que codifica a una proteina hipotética (PH), y con lineas verticales las secuencias
repetidas invertidas (IR). Los probables promotores (P) se sefialan con flechas delgadas y el tamafio en aa de las proteinas
codificadas son indicados.
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teina con funcién no conocida del transposén Tn5719 del plasmido pB4 de Pseudomonas,
esto indica que ChrC de pUM505 no es funcional. Se ha sugerido que chrB de pMOL28 codi-
fica un regulador transcripcional de la expresién del gen chrA (Juhnke y col., 2002). Esta hi-
potesis ha sido reforzada por la caracterizacion de la proteina ChrS, codificada por el gen
chrS (homélogo a chrB) de Bacillus subtilis 168, la cual forma parte de la familia de los regu-
ladores LrpCy cuya expresion disminuye la resistencia a cromato, probablemente por dismi-
nuir los niveles de expresion de los genes chr, la cual es incrementada en presencia del idn
(Aguilar-Barajas y col., 2013).

1.1.2. Determinantes de resistencia a mercurio

La IG del plasmido pUM505 contiene dos probables operones de resistencia a mercu-
rio (mer): un operén completo, constituido por los genes merRTPFADE (orf's 68 a 74) y un
operén incompleto, formado solamente por los genes merRTP (orfs 60 a 62) (Fig. 2, panel B
y C). Se ha descrito que los genes que codifican proteinas que confieren resistencia a mer-
curio (Hg?*) se encuentran localizados en cromosomas, plasmidos y transposones en una
gran diversidad de arreglos, a menudo con la duplicacién y distribucion de genes mer entre
varios replicones en una misma célula (Barkay y col., 2003).

El operén mer completo de pUM505 se encuentra formando parte de un probable ele-
mento de transposicion, flanqueado por los genes que codifican a la resolvasa Bin (orf 67) y
la transposasa TnpA (orf 75) (Fig. 2B). Adicionalmente, se identificaron secuencias repeti-
das invertidas caracteristicas del transposon Tn3 al final del gen tnpAy cerca del gen binR,
lo que sugiere que esta regidon es un remanente de un evento de transposicion (Rami-
rez-Diazy col., 2011). El andlisis de la secuencia mostré probables promotores rio arriba de
los genes merT y merR (Ramirez-Diaz y col., 2011), lo que sugiere que los genes mer for-
man parte de un operén funcional. El gen merP codifica a la proteina MerP que participaen la
unién inicial de Hg** y los genes merTFE codifican las proteinas de membrana MerT, MerF y
MerE, respectivamente, que participan en la captura de Hg?* (Barkay y col., 2003; Kiyono y
col., 2009). El gen merA codifica a MerA, la enzima reductasa de mercurio que cataliza la re-
duccién de Hg?* a Hg® volatil (Barkay y col., 2003). Finalmente, MerR y MerD estan involu-
crados en la regulacién de la expresion de los genes estructurales en respuesta a los iones
de mercurio.

Por otra parte, el operén mer incompleto de pUM505 (Fig. 2C) se localiza relativa-
mente cerca del operén mer completo y las proteinas RTP codificadas por estos genes tie-
nen 47, 46 y 49% de identidad con las proteinas codificadas por sus homélogos situados en
el operén completo (Ramirez-Diaz y col., 2011). Adicionalmente, este operdn esta flanquea-
do por genes que codifican a unatransposasa TnpA (orf 64) y una recombinasa (orf 59). Esto
indica que este operdn forma parte de un transposon, pero que debido a que carece de la re-
ductasa MerA, estos determinantes no son los responsables de la resistencia a mercurio.

El plasmido pUM505 confiere resistencia a mercurio cuando es transferido a la cepa
estandar P. aeruginosa PAOL, lo que ha sugerido que el operén merRTPFADE es funcional
y que éste es el responsable de laresistencia a mercurio, ya que posee el gen de lareducta-
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samerA que es esencial para dicho fenotipo. Sin embargo, la presencia de los genes de re-
sistencia a mercurio y cromato flanqueados por elementos moviles y localizados en la IG de
pUMS505 sugiere que éstos podrian haber sido adquiridos por transferencia horizontal y que
esta caracteristica es un factor selectivo para la prevalencia y distribucién del plasmido en
bacterias hospederas.

Con el propdsito de determinar si los probables transposones de mercurio y cromato
identificados tienen la capacidad de translocarse a otra molécula de DNA, en nuestro labora-
torio se transfirieron el plasmido pUM505 y el vector pUCP20 (que contiene un gen que con-
fiere resistencia a carbenicilina) a la cepa de P. aeruginosa PAOL y se seleccionaron
mutantes sensibles al antibidtico. Las mutantes presentaron resistencia aambos iones mer-
curio y cromato y esta resistencia pudo ser transferida a células de E. coli por medio de la
transformacion con DNA plasmidico de las mutantes, seleccionando transformantes por la
resistencia a cromato y/o mercurio (Reyes-Gallegos, 2013). Sugiriendo que la sensibilidad
al antibiético se debe a la translocacién de ambos transposones en el gen que codifica ala
resistencia al antibiético localizado en pUCP20. Sin embargo, el fenotipo de resistencia alos
iones no determina si la IG de resistencia fue transferida en su totalidad o si los genes de re-
sistencia a cromato y mercurio constituyen un transposon compuesto que fue transferido,
por lo que el andlisis esta aln en proceso.

Por lo tanto, sugerimos que la presencia de genes de resistencia a metales en
pUMS505 es un elemento importante para la prevalencia y distribucion de este plasmido en
huéspedes que habitan ambientes contaminados por cromato y mercurio.

1.2. Isla de patogenicidad

La PAI de pUM505 (Fig. 1) consiste de 78 orf's (1-51y 112-138) de los cuales 64 han
sido encontrados en las islas de patogenicidad PAPI-1y PAPI-2 de P. aeruginosa PA14, un
aislado clinico significativamente mas virulento que la cepa P. aeruginosa PAO1 (He y col.,
2004). La PAI de pUM505 contiene los genes de replicacion del DNA y de la transferencia
conjugativa, asi como 41 genes que codifican PH. Laisla posee el operdn pil compuesto por
genes que codifican a proteinas involucradas en la biogénesis de un pilus tipo 1V, estructura
esencial para la transferencia de plasmidos (Juhas y col., 2008) y que participa en la adhe-
sion de bacterias patdgenas a células epiteliales promoviendo la relacion patégeno—hospe-
dero (Hey col., 2004). Esta propiedad clasifica a pUM505 como un miembro de la familia de
plasmidos tipo Incl, que se han encontrado con mayor frecuencia en cepas de E. coli patége-
nas que en cepas comensales (Johnson y col., 2007).

Adicionalmente, la PAI posee genes homdlogos a los genes virB4/virD4 de la bacteria
de larizésfera de plantas Agrobacterium tumefaciens, que codifican a proteinas que forman
parte del sistema de secrecion tipo IVA (T4SS), el cual estad conformado por una docena de
proteinas y que se especializa en la transferencia de macromoléculas a través de la mem-
brana (Llosay col., 2009). Los genes virB4/virD4 de pUM505, a diferencia de sus homadlogos
de A. tumefaciens, no se encuentran formando parte del mismo operon, por el contrario,
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cada uno forma parte de un probable operdn cuyos miembros no han sido alin caracteriza-
dos (Rodriguez-Andrade, 2015). El sistema T4SS de A. tumefaciens media la transferencia
de genes oncogénicos a células vegetales, resultando en la formacion de tumores en las
plantas (Juhas y col., 2008). Los genes virB4/virD4 presentes en Bartonella bacilliformis,
bacteria endémica de algunos paises de América del Sur que produce invasion masiva de
eritrocitos y consecuentemente anemia hemolitica intravascular severa, codifican a protei-
nas implicadas en la translocacion de proteinas efectoras al interior de células epiteliales,
estableciendo la infeccién crénica al perturbar funciones celulares criticas (Llosa y col.,
2009).

La presencia de la isla de patogenicidad en pUM505 sugiere que los genes
virB4/virD4, y probablemente otros genes localizados en esta region, puede incrementar la
virulencia de P. aeruginosa. En concordancia con esta hip6tesis, resultados preliminares en
nuestro laboratorio, mediante ensayos de virulencia empleando el modelo de infeccidn en
hojas de lechuga, han mostrado que la cepa de P. aeruginosa PAO1 transformada con el
plasmido pUM505 es mas virulenta, que la cepa sin el plasmido. Por tal razon ha sido de inte-
rés de nuestro grupo de trabajo el identificar cuales son los genes de pUM505 que participan
en el incremento de la virulencia en P. aeruginosa. Para esto se ha construido un banco de
genes de pUM505 (Rodriguez-Andrade, 2015) y a las clonas obtenidas se les esté evaluan-
do el nivel de virulencia que son capaces de conferir.

1.3. Genes de reparacion de dafio al DNA y de resistencia a estrés oxidativo

Aledafio a la PAI de pUM505, se identificaron los genes umuD y umuC (orfs 55 y 56,
respectivamente) que forman parte de un probable operén (Fig. 3A). Se ha descrito que, en
conjunto, los genes umubD/umuC codifican a una DNA polimerasa tipo V propensa a error,
enzima implicada en la reparacién de dafios al DNA en la respuesta SOS en E. coli (Ferentz
y col., 2001). P. aeruginosa no contiene en su genoma genes umubD/umuC o genes homolo-
gos, lo cual se harelacionado con su significativa susceptibilidad y baja tasa de mutagénesis
ante la exposicion a luz ultravioleta (UV) en comparacion con E. coli, la cual es resistente a
luz UV debido a la induccién de un repertorio de sistemas de induccién que incluye a los ge-
nes umuD/umuC (Simonson y col., 1990). El gen umuD de pUM505 codifica a una proteina
de 143 aa que presenta 41% de identidad con la proteina umuD de E. coli.

El genumuC, por su parte, codifica a una proteina de solo 46 aa; sin embargo, las pro-
teinas UmuC con funcién reportada tienen un tamafio de ~400 aa, lo que sugiere que el gen
umuC de pUM505 codifica a una proteina truncada y por lo tanto no funcional. Rio arriba del
gen umuD se localiz6 una region operadora tipo caja SOS traslapada con el posible promo-
tor identificado para umuD (Fig.3A). En E. coli la caja SOS es reconocida por la proteina
LexA que regula negativamente la transcripcion de diversos genes (Fernandez de Henes-
trosay col., 2003), sugiriendo que los genes umuD y umuC de pUM505 podrian estar regula-
dos por el dafio al DNA. En B. subtilis, la expresion de genes que pertenecen al regulon
SOS, como recAy lexA que codifican a proteinas cruciales del sistema de reparacion, se in-
crementa posterior al dafio al DNA; adicionalmente, estos genes son inducidos a nivel trans-
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Figura 3. Arreglo estructural de operén umuDC (A) y del gen pdi (B) del plasmido pUM505. Las regiones codifican-
tes se muestran con flechas anchas, mostrando la direccién de la transcripcion. Se indican también los probables promoto-
res (P) con flechas delgadas, la caja SOS de umuDC (rectangulo blanco) y el tamafio de las proteinas codificadas en aa. En
la parte inferior de cada panel se muestra la comparacién de la secuencia de nucleétidos del probable promotor de los genes
umuDC y pdi con las secuencias consenso del promotor sigma 70, indicando las regiones -10 y -35 (recuadros azules), asi
como la regién espaciadora. Adicionalmente, se presenta traslapado con el promotor de umuDC la secuencia de la caja
SOS.

cripcional después de exposicion a H,O,, indicando que este agente, que produce dafio al
DNA, origina la activacién de proteinas de reparacion (Mostertz y col., 2004). Se ha demos-
trado que la transferencia del gen umuD a cepas de E. coli y P. aeruginosa confiere toleran-
cia a agentes que generan estrés como paraquat y mitomicina C, respectivamente y que la
expresion de este gen se induce por mitomicina C (Diaz-Magafia, Tesis doctoral en proce-
s0). Esto sugiere que el gen umuD de pUM505 codifica a un sistema de tolerancia a agentes
gue ocasionan dafio al DNA en P. aeruginosa.

pUMS505 también posee el gen pdi (orf 32) el cual posee un probable promotor sigma
70y que codifica a una disulfuro isomerasa (PDI) de 219 aa (Fig. 3 B), enzima que en otros
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organismos cataliza la formacién y ruptura de enlaces disulfuro entre residuos de cisteinaen
proteinas de secrecion. Durante la formacion de los enlaces disulfuro, los electrones son
transferidos hasta PDI y finalmente al oxigeno molecular, cuya reduccion puede resultar en
laformacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Haynesy col., 2004). Laforma reduci-
da (ditiol) de PDI cataliza la reduccion de residuos del tiol de un substrato particular, actuan-
do como isomerasa (Tian y col., 2008). Ademas, PDI presenta actividad de chaperona,
ayudando a las proteinas a adoptar un correcto plegamiento al catalizar el intercambio de
puentes disulfuro, sugiriendo que PDI esta relacionada con la proteccion de proteinas hacia
el dafio oxidativo (Missiakas y col., 1994). El gen pdi de pUM505 aument6 su expresion du-
rante la fase de crecimiento estacionario (Diaz-Magafia, Tesis doctoral en proceso). En bac-
terias Gram-negativas se ha descrito que en la fase estacionaria se acumulan compuestos
gue generan estrés oxidativo y se incrementa la expresion de genes de resistencia a varias
condiciones de estrés (estrés oxidativo, estrés osmotico y cambios de pH) (Navarro y col.,
2010). Adicionalmente, la transferencia del gen pdi a P. aeruginosa PAO1 increment6 de
manera moderada la resistencia a cromato, compuesto generador de estrés oxidativo
(Diaz-Magafia, Tesis doctoral en proceso). Estos datos indican que la presencia de siste-
mas funcionales de tolerancia a estrés en pUM505 pueden constituir una ventaja evolutiva
bajo condiciones ambientales hostiles, lo que representaria una ventaja para las bacterias
gue poseen este plasmido.

1.4. Resistencia a antibioticos

La transferencia del plasmido pUM505 a P. aeruginosa PAO1 confiere un nivel eleva-
do de resistencia a ciprofloxacina, en comparacién con la cepa sin plasmido (Fig. 4); sin em-
bargo, el andlisis in silico de la secuencia de nucle6tidos de pUM505 no mostré ningdn gen
reportado de resistencia para este antibiético. Ciprofloxacina, un antibiético del grupo de las
guinolonas, es una droga de amplio espectro que actlia sobre bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas inhibiendo a las topoisomerasas IV y Il (DNA girasa), enzimas que actlan
sobre la topologia del DNA enrollando y desenrollando la doble hélice durante la replicacion
y latranscripcién (Luzzaro, 2008). En P. aeruginosa se ha descrito que la resistenciaa quino-
lonas se debe principalmente a mutaciones en el gen que codifica ala DNA girasa (Cambau
y col., 1995). Con el proposito de identificar los genes responsables de la resistencia se
construy6 en nuestro laboratorio un banco de mutantes sensibles a ciprofloxacina (Cp®) ob-
tenidas por transposicién al azar. A la fecha se han seleccionado algunas mutantes Cp®
(Chavez-Jacobo, 2015) cuya caracterizacidn esta en proceso. Aunado a ésto, se realizé la
clonacién y transferencia del conjunto de orf's 35, 36 y 37 a E. coli J53-2, observando en en-
sayos preliminares que estos genes confieren resistencia a ciprofloxacina. El analisis in sili-
co de las proteinas codificadas por estos genes sugiere que pueden constituir un sistema
tripartita de transporte conformado por una proteina de membrana externa, una de membra-
nainternay una de espacio periplasmico, respectivamente, el cual podria participar en la re-
sistencia a quinolonas mediante la expulsion del antibiético del citosol hacia el espacio
extracelular (Rojas-Rojas, 2012).

Ciencia Nicolaita No. 64




Genes de adaptacion localizados en el plasmido pUM505...

e
H]
<

D.O. (590 nm)
o
8

o
&

o.w L T L) T Ll
0.0 0.2 04 06 0.8 10

Ciprofloxacina (pg/ml)

Figura 4. Susceptibilidad a ciprofloxacina de Pseudomonas aeruginosa PAO1 con el plasmido pUM505. Los cultivos
se crecieron en caldo nutritivo por 18 h a 37°C con agitacion constante. Posteriormente se midi6 la absorbencia a 590 nm.
P. aeruginosa PAO1 (O) y P. aeruginosa PAO1 (pUM505) (m). Se muestran las barras de error estandar de la media, n= 6.

Conclusién

El plasmido pUM505 es un plasmido conjugativo, capaz de ser transferido bajo cier-
tas condiciones a otras cepas de Pseudomonas, constituyendo un mecanismo para la trans-
ferencia horizontal de genes. La presencia de genes novedosos que pueden proveer a
cepas de Pseudomonas con una amplia variedad de propiedades para la adaptacién, como
resistencia a metales pesados, virulencia, sistemas de tolerancia a estrés y resistenciaa an-
tibiéticos, puede contribuir a la prevalencia de este plasmido en bacterias de ambiente clini-
co 0 ambiental y por lo tanto influir en la evolucién de las bacterias hospederas.
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