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Resumen

Las enfermedades infecciosas bacterianas que afectan a la
acuicultura constituyen un serio problema en todo el mundo y
causan enormes pérdidas econOmicas en el sector. Para su
prevencion se han usado durante muchos afios los antibidticos, lo
que ha provocado la aparicién de muchas resistencias y con ello,
que los tratamientos no sean efectivos. Se ha demostrado que un
gran numero de especies patdgenas bacterianas poseen sistemas
de comunicacion intercelular de tipo quorum sensing (QS)
mediados por moléculas sefal, con las que regulan distintas
funciones celulares, entre las que se encuentran la produccion de
factores de virulencia. Debido a ello, hoy en dia la alternativa méas
novedosa para tratar las enfermedades infecciosas en la acuicultura
es la interrupcién de los mecanismos QS de las bacterias
patdgenas. Entre las distintas estrategias que existen para interferir
los sistemas QS se encuentra la degradacion de las moléculas
sefial, lo que se conoce como quorum quenching (QQ).

En este estudio presentamos la seleccion y caracterizacion de
cepas con actividad QQ a partir de dos colecciones de 146 y 450
aislados marinos procedentes de criaderos de peces y moluscos de
Lugo y Granada. Las cepas de mayor actividad QQ han dado muy
buenos resultados en ensayos in vivo en moluscos y corales frente
a patégenos marinos cuyas moléculas sefial han sido
caracterizadas por primera vez y de forma paralela en este trabajo.

En esta tesis también se ha abordado la blusqueda de nuevas
enzimas de QQ en suelos salinos utilizando técnicas de ecologia
molecular. Asi, a partir de una libreria metagenémica de un suelo
salino constituida por 250.000 clones se ha identificado un Unico
clon con capacidad de degradar moléculas sefial. La caracterizacion
genéticay quimica de este clon ha permitido la identificacion de una
nueva clase de enzima QQ no relacionada con otros tipos de
enzimas descritos previamente. Esta enzima ha sido probada in vivo
frente a bacterias patdgenas tanto del sector de la acuicultura como
de la agricultura, y se han obtenido resultados muy prometedores.
Se reivindica asi la interferencia de la comunicacion intercelular
bacteriana como una estrategia eficaz para combatir las
enfermedades en la acuicultura.
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Summary

Bacterial infectious diseases affecting aquaculture are a serious
problem worldwide and cause enormous economic losses in the
sector. For their prevention, antibiotics have been used during many
years, which has resulted in the emergence of many resistances and
in treatments becoming ineffective. It has been demonstrated that a
large number of bacterial pathogenic species have quorum sensing
intercellular communication systems (QS) mediated by signal
molecules, with which they regulate different cellular functions,
among which are the production of virulence factors. Because of
this, today the most novel alternative to treat infectious diseases in
aguaculture is the interruption of the QS mechanisms of pathogenic
bacteria. Among the different strategies that exist to interfere with
QS systems are the degradation of signal molecules, known as
guorum quenching (QQ).

In this study we present the selection and characterization of
strains with QQ activity from two collections of 146 and 450 marine
isolates from Lugo and Granada fish and mollusk hatcheries. The
strains with higher QQ activity have shown very good results in vivo
on molluscs and corals against marine pathogens whose signhal
molecules have been characterized for the first time and in a parallel
manner in this work.

This thesis has also addressed the search for new QQ enzymes
in saline soils using molecular ecology techniques. Thus, a single
clone capable of degrading sighal molecules has been identified in a
metagenomic library of saline soil of 250,000 clones. The genetic
and chemical characterization of this clone has allowed the
identification of a new class of QQ enzyme unrelated to other types
of enzymes previously described. This enzyme has been tested in
vivo against pathogenic bacteria both of the aquaculture and
agriculture sectors, and very promising results have been obtained.
The interference of bacterial intercellular communication is thus
advocated as an effective strategy to combat diseases in
aguaculture.
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1. INTRODUCCION
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1.1. Sistemas de comunicacion intercelular de tipo quorum sensing

“Un grupo o asociacion de bacterias es mas fuerte que una bacteria
sola y por tanto, es capaz de superar obstaculos impensables para la
bacteria aislada”. En 1905, el pionero patélogo de plantas E. F. Smith se
arriesg6 al hacer esta afirmacién, ya que en esa época la mayoria de los
microbiologos consideraban que las bacterias eran organismos
unicelulares que vivian aislados unos de otros. Hoy en dia se sabe que
las células bacterianas estan continuamente interaccionando entre ellas y
que poseen mecanismos de comunicacién para llevar a cabo un
comportamiento social y coordinar muchas de sus funciones celulares
(Williams et al., 2007).

Existen distintos tipos de comunicacién entre las bacterias y entre
éstas y los organismos eucariotas. El primer mecanismo de
comunicacion intercelular descrito se conoce como quorum sensing (QS).
Este término fue acufiado por primera vez en 1994 (Fuqua et al., 1994),
aunque fue previamente descrito en 1970 (Nealson et al., 1970). El
mecanismo QS se puede definir como una modalidad de comunicacion
intercelular bacteriana en la que la expresion de ciertos genes depende
de los valores de densidad celular presentes en el medio, y estda mediada
por la difusidon de moléculas sefales o autoinductores. Este fenémeno se
basa en la acumulacion de moléculas sefal en el medio extracelular que,
al alcanzar un valor critico, controlan la expresién de numerosos genes
(Gonzalez y Keshavan, 2006; Jayaraman y Wood, 2008).

El primer organismo donde se describid esta forma de regulacion de
genes fue Aliivibrio fischeri, una bacteria marina luminiscente que vive en
simbiosis con varios hospedadores marinos como el calamar Eupryma
scolopes (Fig. 1). Curiosamente la bacteria se acumula por la noche en
los 6rganos visuales de este animal y cuando alcanza una poblacion
suficiente se activa el gen de la luciferasa que produce luz. El calamar
proporciona nutrientes a la bacteria y ésta a cambio genera luz que le
sirve al calamar para atraer presas o alejar depredadores.

Figura 1. Eupryma scolopes, organismo que vive en simbiosis con la
bacteria Aliivibrio fischeri. 35



Hoy en dia se ha descrito la existencia de sistemas de comunicacion
intercelular en numerosos microorganismos, muchos de ellos patégenos,
y también las funciones celulares que regulan. Un ejemplo lo
encontramos en el patdgeno oportunista Pseudomonas aeruginosa, en el
que la capacidad de formacién de biofilms sobre catéteres o implantes
médicos no tiene lugar hasta que la bacteria se encuentra en alta
concentracién, siendo el biofilm la causa de la resistencia de muchas
infecciones al tratamiento con antimicrobianos (Popat et al., 2012).

A nivel molecular los sistemas de quorum sensing se componen
generalmente de dos genes. Uno de ellos es el gen que codifica la
enzima sintasa, que sintetiza las moléculas senal, y el otro es un gen
regulador transcripcional, que actia como receptor de las moléculas y
regula la expresion de otros genes.

El organismo modelo de estudio ha sido A. fischeri, cuyos genes
sintasa y regulador transcripcional se denominan luxl y IluxR
respectivamente. La sintesis de los niveles basales de moléculas tiene
lugar a bajas densidades celulares, semejantes a las encontradas en el
agua de mar. La mayoria de estos autoinductores pasan a través de la
membrana celular mediante difusion, por lo que a medida que aumenta la
densidad celular, durante la asociacion de simbiosis con el hospedador,
se acumulan estas moléculas en el interior y alrededor de las células.
Cuando se alcanzan los niveles umbrales de autoinductores, el regulador
transcripcional LuxR se activa presumiblemente por unién con el
autoinductor y el complejo formado induce la expresion bidireccional del
operdn lux. La activacién simultanea a ambos lados del operdn permite
tanto un incremento rapido en los niveles de autoinductores por la
existencia de un sistema regulador feedback positivo, como la
generacion de luminiscencia (Fig. 2) (Fuqua et al., 2001).

u "
A UX —— e —— —— —p
luxR box luxl ¢ D A B E LUZ

Y dlc._.AHL .

LuxI

Lux R

Figura 2. Esquema del sistema quorum sensing en Aliivibrio fischeri.

36



1.1.1. Moléculas sefial o autoinductores

Existen distintos tipos de moléculas senal, como es el caso de las
DKPs (diketopiperazinas), las Al-2 (de tipo furanosil borato diéster), las
Al-1 (de tipo péptido, utilizadas por las bacterias Gram positivas) y las
PQS (de tipo quinolona) (Tabla 1). Sin embargo, las mas estudiadas
hasta el momento son del tipo N-acil homoserin lactonas (AHLs) ya que
son las mas abundantes en las bacterias Gram negativas, y dentro de
ellas, muchas bacterias patdgenas (Gonzalez y Keshavan, 2006).

Tabla 1. Ejemplos de tipos de moléculas sefial o autoinductores.

Autoinductor Estructura general Especies productoras
O R Numerosas bacterias Gram
AHL 0 .
n negativas
o H
HO\B,OH HO  OH

Al-2 0’ Yo HO m){wCHs  Vibrio harveyi, Salmonella

HO W) fuCHs ok 0 enterica

HO""

HN 0

Bradioxetina HN HaN Bradyrhizobium japonicum

Pseudomonas fluorescens
NH ’
DKPs mn P. alkaligenes
0
DSF W Xanhtomonas campestris
COOH
(o]

PQS | Pseudomonas aeruginosa

Las moléculas AHLs estan compuestas por un anillo lactdnico (parte
hidrofilica) y un &cido graso (parte hidrofébica) cuya cadena
hidrocarbonada puede variar entre 4 y 18 atomos de carbono. Estos
acidos pueden ser saturados o monoinsaturados. Ademas, algunos de
ellos presentan una sustitucion en el carbono 3 que puede ser un grupo
oxo o hidroxilo (Fig. 3). La naturaleza de la estructura de los acidos
grasos determina la especificidad para ser reconocido por el regulador
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transcripcional LuxR y condiciona su fluidez a través de la membrana
celular. De forma general, las AHLs con mas de 8 atomos de carbono en
la cadena hidrocarbonada necesitan bombas de flujo para entrar y salir
de la célula, mientras que las AHLs de menor numero de atomos de
carbono pueden pasar por libre difusiéon (Fuqua et al., 2001).

Las moléculas AHLs intervienen en los procesos de comunicacion
de bacterias de la misma especie. De hecho, la especificidad en la
interaccion AHL-LuxR es fundamental para que la bacteria pueda

distinguir los autoinductores producidos por células de su propia especie
de los sintetizados por otras.

D st

N\M/Q Cy-HSL L libre difusion
A/\/\.)KH/Q Cg-HSL
N\/\/\N/Q C,-HSL

/\/\/\DH\/'\JQ 3-0H-C,,-HSL

WM,/Q Ci-HSL

AAM/\M;/Q 3-ox0-C,-HSL

MAQ 3-0x0-C4.1-HSL
Wv=vvvv‘k4/Q Cyg.-HSL

— bombas de flujo

MN\M/\/\&A/Q Cys-HSL

Figura 3. Estructura quimica y tipo de transporte a través de la membrana
celular de algunas moléculas AHLs.

Por su parte, las moléculas de tipo furanosil borato diéster (Al-2) no
son especificas y por ello intervienen en la comunicacién entre especies
diferentes (Lowery et al., 2008). Se ha demostrado que estas moléculas
controlan la produccién de luz en Vibrio harveyi; la expresion de genes
de virulencia en Vibrio cholerae, Clostridium perfringens y Streptococcus
pyogenes; la adquisicion de hierro en Porphyromonas gingivalis; la
produccién de antibidticos en Photorhabdus luminescens; la motilidad en
Campylobacter jejuni y la formacion de biofilms en especies tan
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diferentes como Porphyromonas gingivalis y Streptococcus gordonii
(Xavier y Bassler, 2003).

1.1.2. Utilizacién de biosensores para determinar la produccion de
moléculas sefial

Para determinar si un microorganismo sintetiza moléculas sefial, y
por tanto si tiene sistemas de regulacion de genes dependientes de la
densidad celular, se utilizan microorganismos llamados biosensores. Son
bacterias mutantes incapaces de producir moléculas sefal pero que si
pueden detectar las producidas por otros microorganismos. En estas
bacterias el gen sintasa esta afectado mientras que el gen regulador
transcripcional esta intacto y lleva acoplado un sistema de deteccion por
lo que reconoce las moléculas sefal exdgenas y genera una sefial visible
como un color o bioluminiscencia.

Los biosensores clasicos mas utilizados para la deteccion de
moléculas AHLs son cepas mutantes de Agrobacterium tumefaciens y
Chromobacterium violaceum. La cepa biosensora A. tumefaciens NTL4
(pZLR4) tiene unido el gen lacZ a uno de los genes del operon tra
(traG::lacZ), que codifica la transferencia de plasmidos en esta bacteria.
Este operon es inducible por AHLSs, por lo que en presencia de moléculas
exégenas y el sustrato X-gal, la bacteria produce color azul. Esta cepa
detecta moléculas AHLs de cadena media y larga (Shaw et al., 1997).

Por su parte, las cepas CV026 y VIR07 de C. violaceum son
mutantes cvil” que han perdido la capacidad natural de producir un
pigmento purpura violaceo, que normalmente se sintetiza en respuesta a
AHLs. Cuando estas cepas estdan en contacto con un organismo
productor de dichas moléculas sefal se visualiza de forma rapida por el
color purpura natural que producen. Las AHLs que detecta CV026 son
C4-HSL, Ce-HSL y 3-O-C¢-HSL y las que detecta VIR07 son C1o-HSL y 3-
OH-C40-HSL (McClean et al., 1997; Morohoshi et al., 2008).

1.1.3. Funciones celulares que controlan los sistemas quorum
sensing

Los sistemas QS se han estudiado en numerosas especies
bacterianas y en muchas de ellas se han identificado las moléculas senal
AHLs que producen. Ademas, en algunas de estas bacterias se han
descrtio las funciones celulares que controla el sistema QS: motilidad,
produccion de antibidticos y exoenzimas, formaciéon de biofilms,
producciéon de exopolisacaridos, etc., siendo muchas de estas funciones
factores de virulencia (Tabla 2) (de Kievit e Iglewski, 2000; Quifiones et
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al., 2005). No obstante, aun hay un gran nimero de especies bacterianas
en las que no se conoce aun las funciones reguladas por los sistemas de
comunicacion interceluar tipo QS.

Tabla 2. Moléculas sefial AHLs y funciones celulares que regulan en
bacterias Gram negativas.

Bacteria Moléculas sefal Funcién regulada por QS

Agrobacterium . L

tumefaciens 3-0-Cg-HSL Conjugacion

Aliivibrio fischeri 3-0-Cs-HSL Bioluminiscencia

Halomonas C4-HSL, Ce-HSL, Desconocid

anticariensis Cg-HSL, C1-HSL esconocida

Pantoea stewartii 3-0-Cs-HSL Produqmon’dle
exopolisacaridos

Pectobacterium CoHSL, 3-0-Co-HSL, Produccién de exoenzimas

carotovorum 3-0-Cg-HSL

Pseud_omonas C,-HSL, 3-O-C,,-HSL Plrogmcci(’)n de exoenzimas y

aeruginosa biofilms

Pseudomonas Sintesis del antibiético

aureofaciens 3-0-Ce-HSL fenacina

Rhizot_)ium 3-OH-C,4.-HSL Nodule_acic?n, produccion de

leguminosarum bacteriocinas

Cg-HSL, 3-O-Cg-HSL,
3-OH-Cg-HSL, 3-O-C44-  Produccion de

HSL, C16-HSL, Cye:1- exopolisacaridos
HSL, C4g-HSL

Sinorhizobium meliloti

Tal y como se muestra en la Tabla 2 una bacteria puede producir
una o varias AHLs y distintas bacterias pueden producir la misma AHL.
Esta propiedad es muy interesante para poder interrumpir Ila
comunicacion celular, como se explicara mas adelante.

1.2. Mecanismos de interrupcion de los sistemas quorum sensing

Como ya se ha expuesto anteriormente, los sistemas quorum
sensing controlan numerosas e importantes funciones de los
microorganismos en la naturaleza. Debido a ello, muchos de los
organismos competidores, tanto procariotas como eucariotas, han
desarrollado diferentes estrategias con el fin de interferir o interrumpir los
sistemas de comunicacion celular quorum sensing (Taga y Bassler, 2003;
Defoirdt et al., 2008; Uroz et al., 2009). Se han descrito sistemas de
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interrupcion de QS en hongos, animales, plantas y bacterias (Dong et al.,
2000; Hentzer et al., 2002; Uroz et al., 2003; Uroz y Heinonsalo, 2008;
Kalia y Purohit, 2011). Entre las posibles estrategias de interferencia de
QS destacamos las que se describen en los siguientes apartados:

1.2.1. Interferencia con el receptor de las moléculas sefial

Algunos organismos producen compuestos de estructura similar a
las moléculas senal que interfieren en su deteccion por parte del
regulador transcripcional (LuxR). A estos compuestos se les denomina
“‘inhibidores de quorum sensing” (QSI). La primera molécula inhibidora
descrita fue una furanona halogenada producida por el alga marina
Delisea pulchra (Manefield et al., 1999), que protege a distintos
organismos de infecciones por vibrios (Givskov et al., 1996; Rasch et al.,
2004). Del mismo modo, la adicion de otro tipo de furanona protege al
alga roja Gracilaria corticata de la enfermedad de blanqueamiento
producida por Vibrio spp. (Tanwar et al., 2013). Sin embargo, la
concentracién necesaria de furanonas resulta téxica y su uso esta muy
limitado. Posteriormente se ha demostrado que ciertos extractos de
invertebrados marinos del Gran Arrecife de Coral (Skindersoe et al.,
2008) y cianobacterias halladas en aguas de Florida (Dobretsov et al.,
2009) contienen compuestos que inhiben también los sistemas QS.
Asimismo, se ha demostrado que el 24 % de una coleccion de productos
naturales procedentes de invertebrados marinos, plantas terrestres,
hongos y cianobacterias actian como antagonistas de los sistemas QS
sin inducir toxicidad (Dobretsov et al., 2011). Entre las bacterias, algunas
producen dipéptidos con estructura similar a las moléculas AHLs y
afectan la comunicacion celular (Holden et al., 1999).

1.2.2. Inhibicién de la sintesis de las moléculas sefial

Otra forma de bloquear o interferir el mecanismo QS es inhibiendo la
produccién de las moléculas senal. El uso de moléculas analogas a la S-
adenosil metionina (SAM), que es uno de los sustratos de la sintasa Luxl,
inhibe la sintesis de moléculas AHLs (Parsek et al., 1999).
Posteriormente se han descrito una serie de compuestos analogos a la
5’-metiltioadenosina nucleotidasa (MTAN), que es una enzima
involucrada en la sintesis de SAM. La utilizacion in vitro de uno de estos
compuestos ha provocado la inhibicién del sistema QS y la disminucion
de la produccién de biofilm en el patégeno Vibrio cholerae (Gutierrez y
Crowder, 2009).
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1.2.3. Inactivacion enzimatica de las moléculas sefial

Una tercera estrategia para interferir la comunicacién bacteriana es
la degradacion o inactivacion enzimatica de los autoinductores o
moléculas sefal, con lo cual se impide que éstas se puedan unir a la
proteina LuxR y la activen. Este tipo de mecanismo se conoce como
quorum quenching (QQ), aunque algunos autores utilizan este término
para referirse al conjunto de estrategias de interferencia de QS (Zhang,
2003). En este caso, la accion es a nivel extracelular y no intracelular,
como en el caso de los QSI (Bzdrenga et al., 2016).

Hasta la fecha se han identificado varios tipos de enzimas
degradadoras de moléculas sefnal de tipo AHLs segun su mecanismo de
accién, como las oxidasas, oxidorreductasas, lactonasas y acilasas.
Todas estas enzimas alteran la estructura de las AHLs de forma que
éstas ya no son reconocidas por el regulador transcripcional LuxR y no
pueden actuar como moléculas sefal.

Las lactonasas pueden pertenecer a dos familias, Ilas
metalohidrolasas de zinc (que incluyen a las fosfotriesterasas) y las a/f3-
hidrolasas (con un uUnico miembro, AidH) (Mei et al., 2010). Estas
enzimas actuan rompiendo del anillo lactonico de las AHLs, dando lugar
a una cadena N-acil homoserina. Las acilasas o amidasas hidrolizan
irreversiblemente el enlace amido y desdoblan la molécula en el
correspondiente acido graso y la homoserin lactona. Las
oxidorreductasas no degradan la molécula AHLs, sino que actuan
oxidando o reduciendo su cadena acil, modificando su estructura
quimica. En cuanto a las oxidasas, unicamente pueden oxidar la cadena
acil, pero no tienen capacidad de reducirla (Fig. 4) (Dong et al., 2007;
Uroz et al., 2009) (Dong et al., 2007).
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Figura 4. Tipos de inactivacidon enzimatica de una molécula AHL.
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A pesar de los distintos tipos de enzimas QQ descritos, las acilasas
y las lactonasas son las mas frecuentes. Las primeras tienen mas
especificidad de sustrato, segun la longitud de la cadena acil de la
molécula AHL (Sio et al., 2006). Sin embargo, las lactonasas tienen un
espectro de sustrato mas amplio (Park et al., 2003). La produccién de
lactonasas (Dong y Zhang, 2005; Uroz et al., 2008) y acilasas (Huang et
al., 2003; Park et al., 2005; Uroz et al., 2005) se ha identificado mediante
técnicas clasicas de cultivo en numerosas especies bacterianas
terrestres, como es el caso de Bacillus, Pseudomonas, Arthrobacter y
Variovorax (Leadbetter and Greenberg, 2000; Dong et al., 2002; Park et
al., 2003; Dong and Zhang, 2005; Chong et al., 2012). En el medio
marino, estos datos son escasos y se refieren principalmente a
Tenacibaculum discolor, asi como a otras bacterias marinas con
capacidad de degradar algunas AHLs, como Salinicola sp., Olleya sp.,
Maribacter sp., Shewanella sp. o la cianobacteria Anabaena sp.
(Morohoshi et al., 2008; Romero et al, 2008, 2010, 2011).
Recientemente, se han identificado diferentes especies bacterianas
marinas con actividad degradadora de AHLs, como Salinimonas sp.,
Muricauda sp., Thalassotalea sp., Colwellia sp. y Pseudoalteromonas sp.
(Tang et al., 2013).

Aunque la mayoria de enzimas de QQ conocidas hasta el momento
han sido descubiertas mediante técnicas clasicas de cultivo, en los
ultimos afios también se han identificado enzimas degradadoras de AHLs
mediante técnicas moleculares basadas en la construccion de librerias
gendmicas y metagenomicas de habitats terrestres y marinos o la
busqueda de genes QQ en genomas bacterianos. Es el caso de la
identificacion de las lactonasas QIcA, BpiB05 y BpiB07 y la
oxidorreductasa BpiB09 obtenida a partir del cribado de librerias
metagendmicas de suelos agricolas (Riaz et al., 2008; Schipper et al.,
2009; Bijtenhoorn et al., 2011); la identificacidon de las lactonasas QsdA y
QsdH en las librerias gendémicas de Rhodococcus erythropolis y
Pseudoalteromonas byunsanensis (Uroz et al., 2008; Huang et al., 2012)
o las acilasas HacA y HacB en el genoma de Pseudomonas syringae
(Shepherd y Lindow, 2009).

En los ultimos afos, la interferencia en la comunicacion de los
microorganismos patégenos y con ello la inhibicion de la expresién de los
genes de virulencia regulados por QS, se ha convertido en una estrategia
muy prometedora en la lucha contra las enfermedades que afectan a la
acuicultura (Defoirdt et al., 2004; Skindersoe et al., 2008; Bjarnsholt et al.,
2010; Natrah et al., 2011). Mientras que los compuestos antimicrobianos
originan la muerte celular del patdégeno, la utilizacion de estrategias de
QQ adopta una estrategia menos agresiva: atenuar la virulencia de las
bacterias patdgenas de forma que no puedan producir una enfermedad
sobre un huésped y que asi puedan ser eliminadas por las defensas de
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éste. Por tanto, al no interferir en el crecimiento del patdgeno, en
principio no se desarrollarian resistencias, lo que seria una ventaja de
estos tratamientos frente al uso de antibidticos. Actualmente existe un
numero considerable de patentes basadas en quorum quenching. De
entre ellas, la mayoria de las aplicaciones son relativas a compuestos
con estructuras similares a las moléculas autoinductoras de QS (QSI) y
sélo un bajo numero de ellas se basan en la degradacion enzimatica de
las AHLs (Romero et al., 2012).

1.3. Enfermedades infecciosas que afectan a la acuicultura

Segun definen la Junta Nacional Asesora de Cultivos Marinos del
Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente (Ley
Estatal 23/1984) y la Comision de la Union Europea (Reglamento
1421/2004), la acuicultura es la cria o cultivo de organismos acuaticos
(peces, moluscos, corales, algas, etc) con técnicas encaminadas a
aumentar, por encima de las capacidades naturales del medio, la
produccion de los organismos en cuestion (Fig. 5).

Figura 5. Ejemplos de organismos criados por acuicultura: algas,
moluscos, peces y corales.
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En las ultimas décadas, se ha duplicado el consumo anual per capita
de organismos acuaticos (20 kg/persona/afo) (Fig. 6). Esta gran
demanda de alimentos marinos ha potenciado el desarrollo de la
acuicultura, la cual ha experimentado un crecimiento exponencial en las
ultimas décadas y ya contribuye con un 50 % a la demanda humana de
estas proteinas (Fig. 6) (Bostock et al.,, 2010; FAO, 2016). Ademas, la
Organizacién de Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) vaticina que en el afilo 2030 mas de la mitad de los productos
marinos que se consuman procederan de la acuicultura. De hecho, se
considera a la acuicultura como la industria alimentaria de mayor
crecimiento anual a nivel global, con una media de un 9 % al afio desde
1970. Actualmente, se considera que la acuicultura es la Unica salida
para mantener los productos del mar en la dieta ante los problemas
existentes en la pesca extractiva. Teniendo en cuenta que el 70 % de los
caladeros internacionales estan en sobreexplotacién, y que el nivel de
capturas actual es practicamente el maximo, el consumo de estos
productos se tiene que fundamentar en la acuicultura, con las
expectativas que esto implica. Actualmente hay registradas 580 especies
marinas que se cultivan mediante acuicultura (FAO, 2016), suponiendo
su recolecta y venta un valor de 166.000 millones de euros. Esto permite
hacerse una idea de la gran relevancia actual y futura que tendra la
acuicultura, y la necesidad de investigar en soluciones mas innovadoras,
sostenibles y responsables para su explotacién.
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Figura 6. Consumo anual per capita de pescado y contribucién relativa de
la acuiculturay la pesca de captura al pescado para consumo humano.

Una de las dificultades con la que se enfrentan los criaderos
comerciales y la principal causa de la baja rentabilidad econémica de los
mismos son las enfermedades infecciosas que afectan a los organismos
acuaticos. Las comunidades bacterianas que viven de forma libre o
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asociadas a los criaderos de peces, moluscos y corales sufren
variaciones continuamente debido a factores ambientales. Las
condiciones o6ptimas en los criaderos (elevados valores de densidad,
temperatura, carga de materia organica y nutrientes inorganicos, etc.)
favorecen el crecimiento y proliferacion de bacterias y la acumulacion de
sus metabolitos (Elston, 1984; Brown y Tettelbach, 1988; Hall-Spencer et
al. 2007). Los factores de estrés, que incluyen variaciones en la calidad
del agua y contaminacion por exceso de restos organicos entre otros,
pueden facilitar el crecimiento selectivo de bacterias patdgenas,
superando el umbral critico para producir enfermedades infecciosas
(Tubiash y Otto, 1986).

Los agentes responsables de las mortalidades masivas en los
criaderos forman parte en muchas ocasiones de la microbiota normal
asociada a estos cultivos. Muchas de estas bacterias son oportunistas y
causan enfermedades cuando el organismo hospedador esta
inmunocomprometido o bajo condiciones de estrés. Son en su mayoria
pertenecientes a los géneros Vibrio, Aeromonas y Edwarsiella, entre
otros. Los dos ultimos afectan principalmente a peces, mientras que las
especies del género Vibrio afectan a la mayoria de organismos
acuaticos, causando vibriosis en peces y moluscos y enfermedades
como el blanqueamiento en corales (Fig. 7) (Toranzo y Barja, 1990;
Kushmaro et al.,, 2001; Austin y Zhang, 2006). Las vibriosis producen
Ulceras cutaneas, hemorragias e infecciones sistémicas, y constituyen
unas de las enfermedades mas comunes y problematicas en la
acuicultura. En cuanto al blanqueamiento, que es una enfermedad que
afecta a los arrecifes de corales de todo el mundo.

Figura 7. Enfermedades producidas por Vibrio spp. Vibriosis causada por Vibrio
anguillarum en lubinas (a). Blanqueamiento producido por Vibrio mediterranei en
corales (b).

Las enfermedades infecciosas que afectan a la acuicultura
constituyen un serio problema en todo el mundo y provocan grandes
pérdidas econdmicas en el sector (Paillard et al., 2004; Lafferty et al.,
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2015). Ademas, disminuyen la calidad y reducen la produccion de
alimentos en muchos paises en vias de desarrollo. Por esta razén se
debe indagar en los mecanismos por los que se pueden prevenir y/o
tratar las infecciones de los animales marinos. Solucionar este problema
tiene gran transcendencia econdémica y social pues no solo se evitarian
grandes pérdidas econdmicas del sector sino que ademas se obtendrian
alimentos de mayor calidad y seguridad sanitaria.

1.4. Blanqueamiento de los corales

Los arrecifes de corales son ecosistemas marinos que ocupan una
superficie de 300.000 km? por todo el mundo. Su importancia es debida a
numerosas razones, como la gran diversidad que albergan o la
prevencion de la erosion de las costas. Hasta la fecha, se ha perdido el
20 % de la superficie mundial de coral, un 24 % se encuentra bajo
inminente riesgo de colapsar y otro 26 % esta bajo una amenaza de
colapso a largo plazo (Wilkinson, 2008).

Actualmente, la principal causa de muerte de los corales es el
blanqueamiento o bleaching. Aunque algunas especies de coral
cultivadas mediante acuicultura (con fines cosméticos, decorativos o de
restauracion de atolones) pueden sufrir blanqueamiento, este fendmeno
afecta principalmente a los arrecifes de coral en mar abierto. El blanqueo
del coral es debido a la salida de las algas unicelulares fotosintéticas
(zooxantelas) que viven en simbiosis con el coral. Estas zooxantelas se
encuentran dentro del tejido del coral, proporcionandole sus nutrientes.
Cuando los simbiontes abandonan el coral, éste queda blanqueado,
vulnerable, y en ocasiones al borde de la muerte.

La causa del blanqueamiento de los corales es el aumento de la
temperatura del mar debido al calentamiento global (Bozec y Mumby,
2014), lo que hace proliferar las comunidades de bacterias patdgenas
oportunistas que se encuentran asociadas a los corales, como es el caso
de las especies del género Vibrio (Rosenberg et al., 2009). Actualmente,
el modelo de estudio es el blanqueamiento producido por Vibrio
mediterranei (anteriormente V. shiloi) sobre el coral Oculina patagonica
(Kushmaro et al., 2001; Rosenberg y Falkovitz, 2004). Otros ejemplos
bien estudiados son el blanqueo de Pocillopora damicornis por la accion
de V. coralliilyticus (Ben-Haim et al., 2003) o de Montipora capitata por V.
owensii (Ushijima et al., 2012).
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1.5. Inhibicibn de la comunicacion intercelular en bacterias
patbgenas marinas

Para tratar las enfermedades en acuicultura se han empleado
durante muchos afos los antibidticos, lo que ha provocado la aparicion
de numerosas resistencias y con ello, que los tratamientos no resulten
efectivos (Akinbowale et al., 2006; Smith, 2008). El uso de antibidticos es
mal aceptado por el consumidor y ademas cada vez esta mas restringido,
como es el caso de Noruega o Canada (Cabello et al., 2013). Otras
estrategias empleadas han sido la administracion de vacunas (Toranzo et
al., 2005), inmunoestimulantes (Labh y Shakya, 2014) y probioticos
(Verschuere et al., 2000), aunque solo han dado buenos resultados con
peces de gran tamafio, pero no en alevines ni en moluscos.

Sin embargo, la alternativa mas novedosa y prometedora sobre la
que se esta investigando en los ultimos afios para combatir las
enfermedades de los organismos acudticos es la interrupcion de los
mecanismos de comunicacion bacteriana quorum sensing (Defoirdt et al.,
2004, 2011; Natrah et al., 2011).

En muchas especies de estos géneros de bacterias patdégenas se ha
demostrado que la produccién de ciertos factores de virulencia, tales
como exoenzimas o biofilms, esta regulada por quorum sensing (Tabla 3)
(Croxatto et al., 2004; Rasch et al.,, 2004; Bruhn et al., 2005; Luppy y
Ruby, 2005; Nealson y Hastings, 2006; Higgins et al.,, 2007). Sin
embargo, aun se desconoce la existencia de estos sistemas y su papel
en muchos otros patégenos marinos, como es el caso de Vibrio
splendidus o V. tubiashii (Yang et al., 2011).

Hasta el momento, ya se han obtenido algunos resultados en
patdgenos de peces tras distintos ensayos de interrupcion de sistemas
QS. Se ha demostrado que cultivos enriquecidos de bacterias que
degradan moléculas AHL favorecen la supervivencia de las larvas de
rodaballo (Scophthalmus maximus) y de gambas (Macrobrachium
rosenbergii), protegiéndolas de infecciones por vibrios (Thinh et al., 2008;
Nahn et al., 2010). Del mismo modo, la aplicaciéon por via oral de
enzimas QQ purificadas a cultivos de carpas comunes (Cyprinus carpio)
y de langostinos (Penaeus indicus) disminuye la mortalidad por Vibrio
parahaemolyticus (Chen et al., 2010; Vinoj et al., 2014). Recientemente,
otro estudio ha demostrado que la administracion oral de una lactonasa
purificada (Cao et al., 2012) o de un cultivo de una cepa de Bacillus con
actividad QQ protege al pez cebra (Danio rerio) de la infeccién por
Aeromonas hydrophila (Chu et al., 2014).
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Tabla 3. Sistemas quorum sensing de bacterias patégenas del medio acuatico.

Bacteria patégena

‘ Moléculas sefal

Aeromonas hydrophila
Aeromonas salmonicida
Edwardsiella tarda
Hafnia alvei

Vibrio anguillarum
Vibrio alginolyticus
Vibrio harveyi

Vibrio ichthyoenteri
Vibrio mimicus

Vibrio parahaemolyticus
Vibrio sinaloensis

Vibrio salmonicida
Vibrio scophthalmi

Vibrio vulnificus

Yersinia ruckeri

C4-HSL, Ce-HSL

C4-HSL, Ce-HSL, 3-O-Cs-HSL,
Co-HSL

C4-HSL, Ce-HSL, 3-O-C4-HSL,
Cs-HSL, Al-2

3-0-Ce-HSL

3-0-C4o-HSL, Cg-HSL,
3-OH-C4-HSL, Al-2

Al-2
3-OH-C4-HSL, Al-2

AHLs, Al-2

Al-2

Al-2

C4-HSL

3-0-C6-HSL, Cs-HSL

3-OH-C4o-HSL, Al-2

C4-HSL, Ce-HSL,3-0-C4-HSL, Cg-HSL,
3-0-Cq4-HSL, Al-2

Ce-HSL, 3-O-Cs-HSL, 3-O-C;-HSL,
3-0-Cg-HSL, 3-O-Co-HSL, 3-0O-C4-HSL,
3-0-C4,-HSL

Fenotipos y factores de virulencia regulados por QS
Biofilm, enterotoxina, hemolisina, metaloproteasa,
pigmento, sideréforos

Enterotoxina, hemolisina, lipasa, pigmento, serina
proteasa, sideréforos

Hemolisina, proteina virulenta especifica de cepa

Fimbrias, sideroforos, resistencia a la acciéon bactericida
del suero

Biofilm, exopolisacarido, lipasa, metaloproteasa, serina y
glicina, pigmento melanina, sideroforos

Biofilm, motilidad, exopolisacarido, proteasa
Exopolisacarido, exotoxina T1, caseinasa, fosfolipasa,
gelatinasa, hemolisina, lipasa, luminiscencia, sideroforos,
sistema de secrecion tipo lll, quitinasa

Biofilm

Hemolisina, proteasa

Proteasa, sistema de secrecion tipo Ill

Biofilm

Luminiscencia

Biofilm

Exopolisacaridos, citolisina, hemolisina, metaloproteasa,
sideroforos, toxina RTX

Metaloproteasa, sideréforos

49



La interrupcion de los mecanismos de comunicacion bacteriana
quorum sensing ha demostrado ser mas efectiva y desarrollar menos
mecanismos de resistencia que los tratamientos antimicrobianos, ya que
aplican menos presion selectiva sobre los patdégenos y disminuyen las
infecciones bacterianas sin reducir su crecimiento, a diferencia de los
antibioticos (Bjarnsholt et al., 2010; Rasko y Sperandio, 2010). No
obstante, algunos autores han encontrado recientemente mecanismos de
resistencia contra compuestos QSI (Garcia-Contreras et al., 2013, 2016;
Kalia et al., 2014), como es el caso de maodificaciones en los
transportadores transmembrana de moléculas y/o en el regulador LuxR
(Maeda et al., 2012) o la aparicion de mutantes espontaneos que dejan
de regular su virulencia mediante moléculas senal, haciéndose por tanto
insensibles a la inhibicion de QS (Sandoz et al., 2007). A pesar de ello,
muchos autores defienden que esto no quiere decir que éstas puedan
extenderse, y ademas, esas resistencias seran mucho menores que las
producidas por compuestos antimicrobianos convencionales (Defoirdt et
al., 2010; Rémy et al.,, 2016). En cualquier caso, entre todas las
estrategias de interferencia de QS existentes, la que menos resistencias
podria producir es la degradacion enzimatica de las moléculas sefial
(QQ), ya que ésta tiene lugar a nivel extracelular y no en el interior de las
células (Bzdrenga et al., 2016). Ademas, los posibles mecanismos de
resistencia propuestos (aumento de la produccion de AHLs o aumento de
la afinidad de éstas por el receptor regulador transcripcional) pueden ser
contrarrestados con una mayor dosificacibn de las enzimas
degradadoras de AHLs o modificando éstas mediante ingeneria genética
(Garcia-Contreras et al., 2013; Bzdrenga et al., 2016).

1.6. Inhibicibn de la comunicaciéon intercelular bacteriana en
ambientes salinos

A pesar de que la interrupcion de los sistemas QS se ha descrito en
distintos ambientes marinos (Dobretsov et al., 2009; Romero et al., 2011;
Torres et al., 2013), poco se sabe sobre este fendmeno en los ambientes
salinos e hipersalinos.

Los habitats salinos e hipersalinos son ambientes extremos que se
caracterizan por presentar una elevada concentracién de sal asi como
valores limite de uno o varios parametros tales como la temperatura, el
pH, la radiacion solar, la concentracién de nutrientes, la presién de
oxigeno, la presencia de metales pesados y los compuestos tdxicos
(Rodriguez-Valera, 1988). Estos habitats estan repartidos por todo el
planeta y estan representados por lagos salados, minas de sal, salinas,
suelos salinos, etc. Algunos ejemplos en Espafa son Rambla Salada
(Murcia), Fuente de Piedra (Malaga), las salinas de Santa Pola (Alicante),
etc.
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La primera descripcion de sistemas de comunicacion intercelular QS
en bacterias aisladas de habitats hipersalinos la realizé nuestro grupo de
investigacion en 2005 (Llamas et al., 2005). Posteriormente, se identifico
la produccién de moléculas sefial AHLs en 43 especies de bacterias
pertenecientes a la familia Halomonadaceae aisladas de agua y suelos
salinos, asi como la presencia de los genes de QS hanl/hanR (Tahrioui
et al., 2013). También se ha descrito la sintesis de moléculas de tipo Al-2
en la bacteria halofila Halobacillus halophilus (Sewald et al., 2007) y la
produccion de moléculas DKPs en otras especies haldfilas, como
Haloterrigena hispanica (Tommonaro et al., 2012; 2015).

En lo referente a la inhibicion de la comunicacién QS en los
ambientes salinos, se ha realizado un estudio sobre moléculas QS| en
aguas hipersalinas de Oman y se ha encontrado que algunos aislados de
Marinobacter sp. producen moléculas con estructura similar a las DKPs
con capacidad de bloquear el mecanismo QS (Abed et al., 2013). Sin
embargo, hasta la fecha no se han realizado estudios de degradacién
enzimatica de AHLs (QQ) en ambientes hipersalinos. Por tanto, la
informacion que tenemos hoy en dia sobre la funcién de la comunicacion
intercelular bacteriana y su inhibicidon en los habitats extremos, y mas
concretamente en los ambientes hipersalinos, es aun muy escasa.

1.7. Otras aplicaciones de la inhibicion de la comunicacién
intercelular bacteriana

Ademas de la acuicultura, la inhibicion de la comunicacion tiene
muchas otras aplicaciones biotecnoldgicas en areas de gran importancia
econdmica. Una de ellas es la lucha contra el biofouling, donde los
biofims que se forman sobre la cubierta de los barcos o en las
instalaciones de tratamiento de aguas residuales estan controlados por
mecanismos quorum sensing (Dobretsov et al., 2011; Weerasekara et al.,
2016). Hoy en dia se estan utilizando nanoparticulas y soportes plasticos
tratados con enzimas QQ en los reactores de las plantas de tratamiento
de agua para hacer frente a estos fendmenos, y se estan obteniendo
muy buenos resultados (Yeon et al., 2009; Kim et al., 2011; Lade et al.,
2014; Singh et al., 2016). Estos tratamientos se presentan como una
alternativa en el proceso de limpieza de los sistemas de filtrado en las
plantas de aguas residuales o en el mantenimiento de los navios,
suponiendo una disminucion considerable en la frecuencia y en el gran
coste econdmico de dichos procesos (Schultz et al., 2011; Bzdrenga et
al., 2016).

Oftra importante aplicacién de la estrategia de quorum quenching es

en la agricultura, donde la mayoria de las principales bacterias
fitopatégenas regulan la produccion de sus factores de virulencia
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mediante los sistemas QS (Mole et al., 2007). Es el caso de
Pectobacterium carotovorum, P. atrosepticum, Erwinia amylovora o
Burkholderia glumae, que regulan la sintesis de exoenzimas y su
motilidad mediante dicho sistema de comunicacién intercelular (Smadja
et al., 2004; Devescovi et al., 2007; Chatterjee et al., 2010; Mansfield et
al., 2012; Pdllumaa et al., 2012). Actualmente, ya se aplican cepas con
actividad QQ directamente sobre los cultivos agrarios como una
alternativa a los tratamientos fitoquimicos para inhibir la virulencia de los
patdgenos sobre los productos agricolas (Molina et al., 2003; Uroz et al.,
2003; Cirou et al., 2007; Barbey et al., 2013; Helman y Chernin, 2015).

Otro campo de aplicaciéon es en medicina, donde un gran nimero de
importantes patdgenos humanos regulan su virulencia mediante QS. Por
ejemplo, en las bacterias oportunistas Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii o Burkholderia cepacia, la resistencia a los
antibioticos y la capacidad de formacion de biofilms sobre algunos
organos, catéteres e implantes médicos esta regulada por moléculas
senal (Eberl, 2006; Bhargava et al., 2010; Kiran et al., 2011; Barr et al.,
2015). También las bacterias patdgenas bucales Porphyromonas
gingivalis y Streptococcus mutans regulan la produccién de factores de
virulencia como la sintesis de bacteriocinas o la formacién de biofilms
mediante QS (Chung et al., 2001; Frias et al., 2001; Ploeg, 2005; He et
al., 2015; Kaur et al.,, 2015). Hoy en dia se estan ensayando distintas
formas farmacéuticas (como suspensiones de polvo para inhalacién,
geles, catéteres, membranas porosas o vendas de poliuretano) con
enzimas QQ inmobilizadas en su superficie 0o en nanoparticulas para
tratar las enfermedades producidas por estos patdégenos a través de la
inhibicién de sus sistemas QS (Ng et al.,, 2011; Chow et al., 2014;
Hraiech et al., 2014; Gupta et al., 2015; lvanova et al., 2015; Grover et
al., 2016).

Por ultimo, una aplicacion en la que recientemente se esta
investigando es la inhibicion de la comunicacion bacteriana QS en los
envases alimentarios. Se ha demostrado que un gran numero de
bacterias responsables del deterioro de los alimentos, algunas de las
cuales son patégenos humanos, poseen sistemas QS. Es el caso de
Campylobacter jejuni, Pectobacterium carotovorum, Salmonella enterica,
Acidovorax citrulli, Cronobacter sakazakii o Hafnia alvei (Xavier y Bassler,
2003; Bruhn et al., 2004; Péllumaa et al., 2012; Singh et al., 2016; Wang
et al., 2016). Por esta razdn, se estan realizando ensayos con envases
plasticos y de carton que llevan inmobilizadas sustancias que interfireren
los sistemas QS para evitar el deterioro de alimentos frescos (Naik y
Kowshik, 2014; Brandwein et al., 2016).
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2. OBJETIVOS
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2. Objetivos

Los objetivos de este trabajo forman parte de una de las lineas de
investigacion que desarrolla el grupo de investigacion BIO 188
“Exopolisacaridos microbianos” de la Universidad de Granada. Dicha
linea estudia la comunicacion celular y su interferencia en
microorganismos halofilos. En concreto, en esta tesis hemos investigado
bacterias de origen marino, consideradas haléfilas débiles poco estrictas
y que requieren para su crecimiento optimo alrededor del 3 % (p/v) de
sales.

La finalidad de este estudio es caracterizar nuevas enzimas de
quorum quenching mediante la seleccién tanto de bacterias marinas
como de genes con dicha actividad con el fin de poder utilizarlos in vivo
en los criaderos de peces y moluscos como una alternativa a los
tratamientos antibioticos que se usan hoy en dia. Por tanto, los objetivos
concretos perseguidos son los siguientes:

2.1. Seleccion y caracterizacion de bacterias marinas capaces de
interferir o inhibir los sistemas quorum sensing.

2.2. Busqueda de enzimas quorum quenching en ambientes salinos
mediante técnicas de ecologia molecular.
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2. Objectives

The objectives of this work belong to one of the research lines
developed by the research group BIO 188 "Microbial Exopolysaccharides”
of the University of Granada. This line studies cellular communication and
its interference in halophilic microorganisms. Specifically, in this thesis we
have investigated bacteria of marine origin, considered as weak
halophiles and that require for their optimum growth around 3 % (w/v) of
salts.

The aim of this study is to characterize new quorum quenching
enzymes by selecting both marine bacteria and genes with this activity in
order to be able to use them in vivo in fish and mollusc hatcheries as an
alternative to the antibiotic treatments that are used nowadays. Therefore,
the specific objectives pursued are the following:

2.1. Selection and characterization of marine bacteria capable of
interfering with or inhibiting quorum sensing systems.

2.2. Search for quorum quenching enzymes in saline
environments using molecular ecology techniques.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. Cepas bacterianas y su conservacién

Las cepas objeto de estudio de esta tesis tienen distinta procedencia
y se recogen en la siguiente tabla (Tabla 4).

Tabla 4. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo y sus caracteristicas.

Cepa

E. coli DH5a

E. coli S17 A pir
E. coli XL1-Blue

E. coli EPI300

. coli RP437
. coli RP9335
. coli Uu2871

. coli
L21(DE3)pLysS

wom m m m

Chromobacterium
violaceum CV026

C. violaceum
VIRO7

Agrobacterium
tumefaciens NTL4
(pZRL4)

Vibrio anguillarum
ATCC 19264"

V. metschnikovii
NCTC 8483"

V. nigripulchritudo
CIP 103195"

Caracteristicas

relA1, lacZAM15, supE44, thi-1

SmR, recA1, A pir, thi, pro

supE44, recA1, hsdR17, gyrA46,

thi, relA1, lac-F’

F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

(StrR) @80dlacZAM15 AlacX74
thiE1, xylA5, rpsL136(StrR)

E. coli RP437AcheA

E. coli RP437AcheW

Cm", decm ompT hsdS gal
MDE3)

Km"® | cvil::mini-Tn5, AHL

Km", cvil, AHL

GmR, traG::lacz, AHL

Patdgeno de peces y moluscos

Patdgeno de moluscos y
humanos

Patdgeno de moluscos

Referencia

Woodcock et al., 1989

Miller and Mekalanos,
1988

Bullock et al., 1987

Epicentre

Parkinson, 1978
Parkinson, 1978
Parkinson, 1978

Promega

McClean et al.1997

Morohoshi et al. 2007

Shaw et al. 1997

Skerman et al., 1980

Skerman et al. 1980

Goarant et al., 2006
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Tabla 4 continuacién. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo y sus

caracteristicas.

Cepa

V. mediterranei
VibC-Oc-97

V. owensii
VibC-Oc-106

V. coralliilyticus
VibC-Oc-193

V. neptunius
PP-145.98

V. tubiashii
CECT 631"

Agrobacterium
fabrum C58

Pectobacterium
carotovorum
CECT 225"

Halomonas
anticariensis
FP35'

Tenacibaculum
discolor 20-J

Coleccion de
61 cepas

Coleccioén de
36 cepas

Coleccioén de
27 cepas

Coleccion de
15 cepas

Coleccion de
7 cepas

Coleccioén de 450
cepas

Caracteristicas

Patégeno de corales

Patégeno de corales y moluscos

Patégeno de corales

Patégeno de moluscos

Patdgeno de peces y moluscos

Patdgeno de plantas

Patdgeno de plantas

Aislada de un suelo salino

Aislada de agua de mar en un

criadero de peces

Aisladas de Venerupis

decussata en un criadero de

moluscos de Lugo

Aisladas de V. philippinarum en
un criadero de moluscos de Lugo

Aisladas de V. corrugata en un
criadero de moluscos de Lugo

Aisladas de Ensis siliqua en un
criadero de moluscos de Lugo

Aisladas de Solen marginatus en
un criadero de moluscos de Lugo

Aisladas de agua de mar en un
criadero de peces y moluscos

de Granada

Referencia

Rubio-Portillo et al., 2004

Rubio-Portillo et al., 2004

Rubio-Portillo et al., 2004

Prado et al., 2009

Hada et al., 1984

Lassalle et al., 2011

Hauben et al., 1998

Martinez-Canovas et al.,
2004

Romero et al., 2010

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Las condiciones de cultivo fueron las siguientes. Escherichia coli,
Chromobacterium violaceum CV026, C. violaceum VIRQ7, Agrobacterium
tumefaciens NTL4 (pZLR4), A. fabrum C58, Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum CECT 225" y Pseudomonas aeruginosa PAO1 se
cultivaron en medio LB (Difco) y se incubaron a 28°C con una agitacién
de 100 rpm, o a 37°C en algunos casos para E. coli. Los aislados
marinos y las cepas de Vibrio se cultivaron en medio CM (Difco) y se
incubaron a 25°C con una agitacion de 100 rpm. Halomonas anticariensis
FP35' se cultivd en medio MY (Quesada et al., 1993) y se incubé a 32°C
con una agitacion de 100 rpm.

La conservacion de las cepas a corto plazo se realizé por
resiembras en medio solido y a 4°C. A largo plazo, se hizo por
congelacion a -80°C de cultivos liquidos conteniendo 20 % glicerol (v/v).

3.2. Plasmidos y fosmidos

Los plasmidos y fésmidos utilizados en este trabajo como vectores
para la clonacion y expresion de distintos genes fueron los siguientes
(Tabla 5).

Tabla 5. Plasmidos y fésmidos utilizados en este trabajo y sus caracteristicas.

Vector Caracteristicas Referencia

ApR, vector de clonacion de
productos de PCR

Amplio rango de hospedadores,
pMEG010 derivado de pVS1, bajo numero Heeb et al., 2000
de copias, Tc"

pGEM-T Promega

pUC18 ApR, oriColE1, MCS Vieira and Messing, 1987

ApR, vector de clonacion para

pMAL-c2TEV > : New England Biolabs
expresion de proteinas

pME6863 TR, pMEG6010::aiiA (lactonasa) Dong et al., 2000

pMIR102 TcR, pMEG010:attM (lactonasa) Zhang et al., 2002

pCC1FOS cm®, oriv, trfA, Epicentre
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3.3. Suelos, aguas y sedimentos salinos

Las muestras de suelos, aguas y sedimentos acuosos salinos
empleados en esta tesis se recogen en la Tabla 6, asi como su salinidad
y pH (Oueriaghli et al., 2013). Estas muestras se utilizaron para la
busqueda de genes de quorum quenching mediante PCR, y la muestra
S1C se empled para la construccion de una libreria metagenodmica.

Tabla 6. Muestras de suelos, aguas y sedimentos salinos usados en este trabajo.

Muestra Tipo de muestra S;:'?F;?Va)ld
1L Suelo 14,8 6.6
Julio Salina de . )
Larache. 2L Agua 7,8 8,0
2010 Marruecos
3L Suelo 2,1 7,6
1S Sedimento 39 73
Julio Salina de acuoso
5010 Souk Larbda. 9g Sedimento 16 7,5
Marruecos acuoso
3S Agua 3,5 8,3
Finca la S1C Suelo 1,8 8,3
Salina.
Salada. Sedimento
Murcia S4C acuoso 22 8,0
Trasvase
Noviembre  Tajo-Segura. Sedimento
2007 Rambla S3C 2,9 8,3
acuoso
Salada.
Murcia
Surgencia. s7C Sedimento 15 1 79
Rambla acuoso ’ ’
Salada. Sedimento
Murcia. S8C acuoso 151 7.2

3.4. Medios de cultivo

A continuacion, se detalla la composicién de los medios de cultivo
utilizados en este trabajo tanto para el cultivo de cepas bacterianas como
para la elaboracion de pruebas fenotipicas. Cuando fue necesario, el pH
de los medios se ajustd a 7,0 £ 0,2 con NaOH 1M y la esterilizacion se
llevd a cabo en autoclave a una temperatura de 112°C y 0,5 atmdsferas
de presion durante 30 minutos. Para la preparacién de los medios de
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cultivo solidos se utilizd agar a una concentracion del 1,5 % (p/v),
excepto para los medios de movilidad en los que se empled agar entre el
0,3yel0,5% (p/v).

Medio MY (Quesada et al., 1993). Medio utilizado para cultivar
Halomonas anticariensis FP35'. La composicién que se detalla a
continuacion esta referida a un 7,5 % (p/v) de sales.

Glucosa anhidra...........ceeeeeiiiiiiiiii e, 10¢g
Proteosa peptona..........ccceveevviiiii i, 59
Extracto de malta...........cccooooeiiiii e, 39
Extracto de levadura.........cccccciiieiiiiiiiien, 39
Solucion de sales Subow®...............ccccceeevveeeeeee. 250 ml
Agua destilada csp..........cocveiiiiiiiiiviiiieeeeeeee. 1.000 Ml

aSales Subow (Rodriguez-Valera et al., 1981). Stock de sales con
una concentracion del 30 % (p/v). Su composicion es la siguiente:

NaCl.....oooiiiiiii . 205,20
MGCl BHL0. . 36 g
MgSO4 7TH0. ... D20
CaCI2-2HZO ........................................................... 0,8 g
NaHCO;. ..o, 0,20
NaBr.......coiiiicieee.. 0,6 @
FeCl3-6H20 0,5 % (P/V). e eiiiiiieieieee e 0,6 ml
Agua destilada csp.........ccccceeiiiiiiiiiiiieeee. 1.000 m

Medio caldo marino (CM). Medio deshidratado (Difco) empleado
para cultivar las bacterias marinas.

Medio agar marino (AM). Medio deshidratado (Difco) empleado
para cultivar las bacterias marinas.

Agua de mar (SFSW). Agua de mar filtrada y esterilizada utilizada
para los ensayos in vivo en acuarios.

Medio agua de mar con extracto de levadura (SFSWYE). Medio
utilizado cultivar las bacterias marinas. Su composicion es SFSW
adicionada de 0,01 % (p/v) de extracto de levadura.

Medio tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa (TCBS) (Lotz et al., 1983).

Medio selectivo deshidratado (Difco) empleado para el aislamiento de
Vibrio spp.
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Medio Luria-Bertani (LB). Medio deshidratado (Difco) empleado
habitualmente para el crecimiento de numerosas cepas.

Medio AB (Chilton et al., 1974). Medio utilizado para cultivar
Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4) en la detecciéon de moléculas
AHLs. Se le adicioné X-gal (80 ug/ml) una vez esterilizado.

Manitol........coiiii e 2.0
Tampon fosfato 20X2..............coevveeecieeeceeeeeeeeeee.. 50 ml
Solucién de sales 20X°............cccccceeeveviieeeecneneee. 50 M
AT 159
Agua destilada csp..............ccciciieeeee.. 1,000 M

*K,HPO, 60 g; NaH,PO, 20 g; agua destilada csp 1.000 ml.

®NH,CI 20 g; CaCl,-2H,0 0,2 g; MgSO,7H,0 6 g; KClI 3 g;
FeSO, 7H,0 0,05 g; agua destilada csp 1.000 ml.

Medio MGM. Medio empleado para -cultivar Agrobacterium
tumefaciens NTL4 (pZLR4) para la deteccién de AHLs mediante TLC. Se
le adicioné X-gal (80 pg/ml) una vez esterilizado.

NAZHPO . ..o 1149
KH2PO4 ........................................................................ Sg
NaCl.. e 0,D°Q
Glutamato......ccoov oo 19
Manitol........cooiii . 100
Biotina. ..o . 1 NQ
CaCly2H 0. e 27,8 MQ
MGSO4 TH0. . 246 mg
AT e 159
Agua destilada csp......ccccoeviiiiiiiiiiiiiciieeeeeeeee... 1,000 ml

Los medios descritos a continuacion se emplearon para la
evaluacion de distintos fenotipos tras los ensayos de quorum quenching.

Medio LB almidén (Mourey y Kilbertus, 1976). Medio empleado
para evaluar la actividad proteolitica de Pectobacterium carotovorum. Se
prepar6 afadiendo al medio LB un 1 % (p/v) de almidon y 1,5 % (p/v) de
agar. Para el revelado se vertio lugol en la placa.

Medio AM almidon (Mourey y Kilbertus 1976). Medio empleado
para evaluar la actividad proteolitica de Vibrio spp. Se preparé afiadiendo
al medio AM un 1% (p/v) de almidén. Para el revelado se vertio lugol en
la placa.
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Medio LB caseina (Barrow y Feltham, 1993). Medio empleado para
evaluar la actividad proteolitica de P. carotovorum. Se realizd preparando
el medio LB con la mitad de cantidad de agua necesaria (500 ml) y 1,5 %
(p/v) de agar. Una vez esterilizado el medio, se le ainadié 500 ml de leche
desnatada.

Medio AM caseina (Barrow y Feltham 1993). Medio empleado para
evaluar la actividad proteolitica de Vibrio spp. Se realizé6 como el medio
anterior pero con AM como base.

Medio LB Tween 20 (Mourey y Kilbertus, 1976). Medio empleado
para evaluar la actividad lipolitica de P carotovorum. Se prepard
anadiendo al medio LB un 1 % (v/v) de Tween 20 (derivado del
polioxietilén sorbitan) y 1,5 % (p/v) de agar.

Medio AM Tween 20 (Mourey y Kilbertus 1976). Medio empleado
para evaluar la actividad lipolitica de Vibrio spp. Se preparé afadiendo al
medio AM un 1 % (v/v) de Tween 20 (derivado del polioxietilén sorbitan).

Medio LB Tween 80 (Mourey y Kilbertus 1976). Medio empleado
para evaluar la actividad lipolitica de P. carotovorum. Se prepard
afadiendo al medio LB un 1 % (v/v) de Tween 80 (derivado del
polioxietilén sorbitan) y 1,5 % (p/v) de agar.

Medio AM Tween 80 (Mourey y Kilbertus 1976). Medio empleado
para evaluar la actividad lipolitica de Vibrio spp. Se preparé anadiendo al
medio AM un 1 % (v/v) de Tween 80 (derivado del polioxietilén sorbitan).

Medio AM quitina (Wu et al., 2009). Medio empleado para evaluar
la actividad quitinolitica de Vibrio spp. Se preparé afiadiendo al medio AM
un 1 % (p/v) de quitina soluble. La quitina insoluble (Sigma) fue
previamente solubilizada en HCI 10N y precipitada con etanol 100 % (p/v)
frio.

Medio pectina (Teather y Wood, 1982). Medio empleado para
detectar la actividad pectinolitica de P. carotovorum.

NANO . ..o 29
K2HPO4 ........................................................................ 1 g
MgSO47H20 ............................................................. 0,5 g
KL e 0,5¢g
FESO4 THO ..o 0,19
SACAMOSA. ...ceii ittt 3049
ZNSO ittt 10 mg
CUSO it 10 mg
PeCtina.......oeeeeieee e 1049
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Medio fosfatasa alcalina (PVK) (Pikovskaya, 1948). Medio
empleado para detectar la produccion de la enzima fosfatasa alcalina en
P. carotovorum. Se prepar6 afnadiendo 1 ml de fosfato de fenolftaleina
0,01 % (p/v) (Merck) al medio LB tras autoclavarlo.

Medio DNAsa (Jeffries et al., 1957). Medio deshidratado (Cultimed)
empleado para medir la produccion de la enzima DNAsa de Vibrio spp. y
de P. carotovorum. Para la lectura se vertido HCI 1N sobre la placa.

Medio CM gelatina (Pickett et al., 1991). Medio empleado para
evaluar la hidrdlisis de la gelatina de Vibrio spp. Se preparé anadiendo 15
g/l de gelatina al medio CM.

Medio agar sangre (Vera y Power, 1980). Medio comercial (Beckton
Dickinson) utilizado para evaluar la actividad hemolitica en Vibrio spp.

Medio cromoazurol sulfonato (O-CAS) (Pérez-Miranda et al.,
2007) . Medio empleado para el evaluar la producciéon de sideréforos en
Vibrio spp.

Cromoazurol sulfonato...........cccoeeveiiiiieiiiieeeeeeeeee, 0,6g
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio......................... 0,3¢g
PIPES. ..o 0,39
FeCl36H0 10 MM e 10 ml
AGAIOSA.....cuiiiiiiie et 9g
Agua destilada CSP.....ccccceois 1.000 ml

Medio triptona (Parkinson, 1976). Medio empleado para evaluar la
motilidad tipo swarming de los mutantes de quimiotaxis de Escherichia
coli.

TrPLONA. ..o e 10g
NACH .. 59
o - 49
Agua destilada CSP.........uuuumeemmiiiiiiiiiiiiieiieee e 1.000 ml

3.5. Antimicrobianos

Las soluciones de antimicrobianos (Sigma) se prepararon en agua
bidestilada, excepto la rifampicina y la tetraciclina que se preparon en
metanol. Dichas soluciones se esterilizaron por filtraciéon a través de un
filtro de 0,22 ym y se almacenaron a -20°C repartidas en alicuotas.
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Cuando fue necesario, se afiadieron a los medios de cultivo los
antimicrobianos a las siguientes concentraciones finales: gentamicina
(Gm) 50 pg/ml, kanamicina (Km) 50 pg/ml, cloranfenicol (Cm) 12,5
pg/ml, ampicilina (Amp) 100 pg/ml, streptomicina (Sm) 100 pg/ml,
tetraciclina (Tc) 10 ug/ml y rifampicina (Rif) 50 pg/mil.

3.6. Moléculas AHLs

Las moléculas AHLs sintéticas adicionadas a los medios fueron las
siguientes (Sigma): N-butanoil-DL-homoserin lactona (C4;-HSL), N-
hexanoil-DL-homoserin lactona (Cs-HSL), N-3-oxohexanoil-DL-homoserin
lactona (3-O-Cg-HSL), N-octanoil-DL-homoserin lactona (Cg-HSL), N-3-
oxooctanoil-DL-homoserin  lactona  (3-O-Cg-HSL), = N-decanoil-DL-
homoserin lactona (C4o-HSL), N-3-hidroxidecanoil-DL-homoserin lactona
(3-OH-C4,-HSL), N-dodecanoil-DL-homoserin lactona (C4,-HSL), N-3-
oxododecanoil-DL-homoserin lactona (3-O-C4,-HSL) y N-tetradecanoil-
DL-homoserin lactona (C44;-HSL). Las soluciones stock de cada
compuesto se disolvieron en metanol 70 % (v/v) y se prepararon a 10
mM. Posteriormente se utilizaron a una concentracion final de 10 uM o 25
MM,

Las moléculas sintéticas utilizadas para los analisis por HPLC/MS
fueron, ademas de todas las anteriores, las siguientes: N-3-oxodecanoil-
DL-homoserin lactona  (3-O-Co-HSL), N-3-hidroxidodecanoil-DL-
homoserin lactona (3-OH-C;>-HSL), N-3-oxotridecanoil-DL-homoserin
lactona (3-O-C43-HSL) y N-hexadecanoil-DL-homoserin lactona (Cys-
HSL).

3.7. Otras soluciones
a) X-gal

La solucién de 5-bromo-4-cloro-3-indol-3-D-galactopirandsido (X-gal)
(Sigma) se preparo a una concentracion final de 20 mg/ml utilizando N,N-
dimetilformamida (Panreac) como disolvente, y se conservo a -20°C.
b) Buffer PBS

La solucién de tampén fosfato (PBS) se empled para el ensayo de

localizacién celular de la enzimas quorum quenching. Se preparé de la
siguiente forma y se ajust6 el pH a 6,5.
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NazHPO4 ..................................................................... 0,7 g
KH2P04 ....................................................................... 0,2 g
Agua bidestilada CSp........cceevveiiiiii 1.000 ml

c) Buffer TE

La solucién Tris-EDTA (TE) se utilizé para resuspender el ADN. Su
composicion final fue 1 mM EDTA y 10 mM Tris-Cl pH 7,5.

d) Buffer CLB

La solucion de lisis celular (CLB) se utilizd para el ensayo de
expresion y purificacion de proteinas. Su composicion final fue 20 mM
Tris-HCI, 50 mM NaCly 1 mM EDTA y se ajusté el pH a 7,5.

e) Buffer RE

La solucion tampdn de reaccion (RE) se utilizd en el ensayo de
expresion y purificacion de proteinas. Su composicion fue 200 mM de
NazHPO4 a pH 6,5

f) Buffer TBE

La solucién tampdn Tris-Borato-EDTA (TBE) para la electroforesis
en geles de agarosa se prepar6 diluida (TBE 1X) a partir de una solucién
concentrada TBE 10X cuya composicion fue Tris 0,89 M, acido bdrico
0,89 My EDTA 20 mM pH 8.

g) Soluciones de extraccién de ADN genémico

En extraccion de ADN gendémico (Martin-Platero et al., 2007) se
utilizaron tres soluciones. La solucién 1 se compuso de 5 g de sacarosa,
1,25 ml de Tris-HCI 1 M pH 8 y agua bidestilada csp 50 ml. La
composicion de la solucion 2 fue 5 ml de Tris-HCI 1 M pH8, 10 ml de
EDTA 0,5 M, 20 uyl de NaCl 5M, 1 ml de SDS 10 % (p/v) y agua
bidestilada csp 50 ml. La solucidn 3 estaba compuesta por acetato sddico
3 M pH 5.
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3.8. Técnicas para el estudio de la actividad quorum quenching

3.8.1. Ensayo de difusion en placa para la deteccién de moléculas
AHLs

a) Deteccion en cultivos

Para detectar la produccion de AHLs, se utilizaron cultivos al inicio
de la fase estacionaria de las cepas a ensayar. Se afadieron 100 ul de
cultivo a un pocillo de 6 mm hecho con una pipeta Pasteur estéril en
placas de LB y AB X-gal sobre las que previamente se habia vertido una
sobrecapa del biosensor correspondiente diluido 1:10 en LB agar 0,7 %
(p/v). Las placas de LB se usaron en el caso de los biosensores
Chromobacterium violaceum CV026 y C. violaceum VIR07, y las placas
de AB X-gal se usaron para Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZRL4).
La incubacién de estas placas se realizé a 28°C durante 24 h para que se
desarrollara el color correspondiente. En todos los experimentos se
incluyeron como controles positivos las bacterias productoras de AHLs
Vibrio anguillarum ATCC 19264, V.metschnikovii NCTC 8483" y V.
nigripulchritudo CIP 1031957 (Milton et al.,, 1997; Sakai et al., 2007;
Garcia-Aljaro et al., 2012) y un control negativo consistente en medio
CM.

b) Deteccién en extractos de cultivos

En cuanto a la deteccién de moléculas sefial AHLs de origen natural
en los extractos de los cultivos, se procedié de la misma manera. Para
ello, se extrajeron las AHLs con disolventes organicos a partir de 5 ml de
cultivo de las bacterias a ensayar al inicio de la fase estacionaria
(Marketon y Gonzalez, 2002; Llamas et al., 2005). Se realizaron dos
extracciones sucesivas con diclorometano y las fases se separaron por
centrifugacion a 4.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se recogio la fase
organica y se evaporé en un rotavapor ConcentratorPlus (Eppendorf). El
extracto se resuspendio en 20 pl de metanol al 70 % (v/v) y se dispuso
sobre discos de celulosa estériles colocados en placas de LB o AB X-gal
en las que previamente se habia vertido una sobrecapa del biosensor
correspondiente como se ha explicado anteriormente. A continuacion, se
incubaron las placas 28°C durante 24 h.

3.8.2. Ensayo de la actividad quorum quenching

a) Ensayo de difusién en placa microtiter

Para el ensayo de la actividad quorum quenching frente a AHLs de
origen sintético se empled la siguiente metodologia (Fig. 8) (Torres et al.,
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2016). Se preparon cultivos de las cepas a ensayar en placas microtiter
de 96 pocillos. Tras 24 h de incubacion, se anadieron las AHLs (10 uM) a
los cultivos y se volvio a incubar 24 h a 25°C. A continuacion, se
transfirieron 10-20 pl de sobrenadante de cada pocillo a placas microtiter
de 96 pocillos con 100 yl de LB agar 1,5 % (p/v) por pocillo.
Posteriormente, se anadieron 60 ul por pocillo de un cultivo del biosensor
adecuado diluido 1:5 en LB agar 1,5 % (p/v) y se incubaron 24 h a 28°C
para que se desarrollase el color correspondiente. En todos los casos se
utilizé medio fresco LB suplementado con AHLs como control negativo.

-—sh
*° sopl
/
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24h

_e5¥ el /4 T N
&= 2h 2h o T
W 26°C W 25°C \ Nf"/ 28°C
‘ 100 rpm A 100 rpm ‘ \

cultivo de adicion de LB agar + biosensor
cepas 10 UM AHLs

Figura 8. Ensayo de difusién en placa microtiter de la actividad quorum
guenching.

b) Ensayo de difusidén en placa Petri

La actividad quorum quenching frente a AHLs de origen sintético se
ensayo mediante un método de difusion en placa (Fig. 9). Para ello se
afiadieron AHLs (10 uM) a 500 pl de un cultivo de 24 h de las cepas a
ensayar. Tras 24 h de incubacion a 25°C y 100 rpm, se centrifugaron los
cultivos durante 3 minutos a 10.000 rpm y las AHLs remanentes se
detectaron en 100 ul del sobrenadante, que se depositaron en un pocillo
tal y como se ha descrito previamente. La incubacion de las placas se
realizé a 28°C durante 24 h. En todos los experimentos se incluyd un
control positivo de actividad QQ, la cepa Tenacibaculum discolor 20-J
(Romero et al., 2010), y un control negativo consistente en medio CM
adicionado de la misma concentracion de moléculas sefal.

24h 24h . /\
— ~1 _ Sy
100l e % 2ah @
25°C 25°C sobrenadante (5,00 ) — S&&—
cultive de 100 rpm 100 rpm ~—~ 28°C
adicinn de .

cepas LB agar + hiosensor @
N—

10uM AHLs —

Figura 9. Ensayo de difusién en placa Petri de la actividad quorum
guenching.
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En el caso de las AHLs de origen natural se realiz6 un ensayo
similar al anterior pero con algunas diferencias. Las cepas seleccionadas
con actividad QQ frente a AHLs sintéticas se cultivaron en 5 ml de CM y
se incubaron a 25°C y 100 rpm. Tras 24 h, a los cultivos se les afiadio 5
Ml de extracto de AHLs obtenido como ya se ha descrito anteriormente
(Marketon y Gonzalez, 2002; Llamas et al., 2005). Se volvieron a incubar
en agitacion, a 25°C. A las 24 h, se extrajeron con diclorometano las
AHLs remanentes en los cultivos (Marketon y Gonzalez, 2002; Llamas et
al., 2005) y se depositaron sobre discos de celulosa estériles para su
deteccién en un ensayo de difusidon en placa Petri con el biosensor
adecuado.

3.8.3. Andlisis de moléculas AHLs mediante TLC
a) Analisis de la produccién de AHLs

Para el analisis por cromatografia en capa fina (TLC) de los
extractos de AHLs obtenidos tal y como se ha descrito previamente, se
depositaron 20 pl de extracto en placas de TLC de 20 x 20 cm (Partisil
KC18 Whatman) utilizando metanol 60 % (v/v) como fase mouvil.
Posteriormente, las placas se dejaron secar al aire libre. El revelado de
las placas se realiz6é cubriendo las mismas con 25 ml de un cultivo de 6 h
de A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) en medio MGM mezclado con un
volumen igual de medio fresco, 25 ml de agar al 1,5 % (p/v) y 300 pl de
una soluciéon de 20 mg/ml de X-gal. A continuacién, se incubaron las
placas a 28°C. Como patrones se utilizaron las moléculas Cs-HSL, Cg-
HSL y Cq>-HSL. Tras el revelado, las AHLs sin sustituciones o con
sustituciones hidroxi- aparecieron como manchas circulares y bien
definidas, mientras que las AHLs de tipo oxo- tuvieron aspecto de gota o
“lagrima“ (Steindler y Venturi, 2007).

b) Andlisis de las AHLs remanentes

La confirmaciéon por TLC de la actividad degradadora de AHLs
sintéticas se llevd a cabo tal y como se ha explicado anteriormente, pero
en este caso se utilizaron 10 ul del sobrenadante de las reacciones de
degradacion realizadas en medio de cultivo adicionado con AHLs. Para la
confirmaciéon de la degradacion de las AHLs naturales producidas por
otras bacterias se procedi6 como se ha explicado previamente,
analizandose 20 pl de extracto.
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3.8.4. Analisis de moléculas AHLs mediante HPLC/MS y HPLC/HRMS

a) Determinacion de la estructura y cuantificacion de la produccion
de moléculas AHLs

La determinacion de la estructura y la cuantificacion de las AHLs
producidas por Vibrio spp. en los extractos obtenidos previamente se
realizé mediante comatografia liquida de alta eficacia y espectrometria
de masas de alta resolucion (HPLC/HRMS). Los extractos procedentes
de 1 | de cultivo se resuspendieron en acetonitriio y se purificaron
mediante extraccion de fase sélida (SPE) (Espada et al., 2011). Para ello,
1 ml de cada extracto purificado se paso a través de un cartucho Oasis
HLB previamente equilibrado con acetonitrilo 50 % (v/v). Las condiciones
de elucién fueron las descritas por Romero y colaboradores (2011). A
continuacion, una alicuota de 10 ul de la fraccidn eluida se analizaron por
HPLC/HRMS (Balado et al., 2015; Osorio et al., 2015) en una columna
Scharlau KromaPhase Cig column (150 mm x 4.6 mm, 5 ym de tamafio
de particula) mediante monitorizacion selectiva de iones (selected ion
monitoring, SIM) en un cromatoégrafo Accela LC acoplado a un
espectrometro de masas LTQ Orbitrap (Thermo Scientific). Para el
procesamiento de datos se utilizé el software Xcalibur (version 2.2).

La exactitud y precisién de los datos se calcularon a partir de la
desviacion estandar relativa de las réplicas (<15 %). La cuantificacion
relativa de las AHLs se llevdé a cabo por comparacion con una curva de
calibracién construida por abundancia de iones moleculares obtenidos a
partir de AHLs sintéticas estandar (Milton et al., 2001).

b) Confirmacién de la actividad quorum quenching de moléculas
AHLs

La confirmacién de la actividad QQ de AHLs se realizé mediante
cromatografia liquida de alta eficacia y espectrometria de masas
(HPLC/MS). Para ello, se afiadieron moléculas AHLs (25 uM) a 500 pl de
cultivo de las bacterias a ensayar (Romero et al., 2011). Tras 24 h de
incubacién a 25°C y 100 rpm se centrifugaron los cultivos y se extrajeron
las AHLs remanentes con diclorometano. Se evaporaron mediante flujo
de nitrégeno a 50°C. El extracto seco se resuspendié en 400 pl de
acetonitrilo y se conservo a -20°C hasta su cuantificacién. Como control
se utilizé medio fresco adicionado de AHLs a la misma concentracion, e
incubado y procesado del mismo modo.

El analisis se llevd a cabo con un cromatégrafo HPLC 1100 (Agilent)
equipado con una precolumna C8 (2,1 x 12,5 mm, 5 um de tamano de
particula) y una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (2,1 g 150 mm, 5 ym
de tamafo de particula) que se mantuvo a 45°C. La fase movil utilizada
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fue acido férmico 0,1 % (v/v) en agua y acido férmico 0,1 % (v/v) en
acetonitrilo (Ortori et al., 2007; Romero et al., 2011). Los experimentos de
espectrometria de masas (MS) se realizaron en un detector ESI-MS
(Waters Synapt) y en un equipo cuadripolar triple APl 4000 (Applied
Biosystem) equipado con una fuente Turbolon utilizada en modo
electrospray de iones positivos y monitorizacion de multiples reacciones
(MRM). Las sefiales MRM se utilizaron para obtener informacién de
cuantificacion relativa mediante la comparacion con una curva de
calibracion construida por abundancia de iones moleculares obtenidos a
partir de AHLs sintéticas estandar (Milton et al., 2001).

3.8.5. Determinacion de actividad ezimética tipo acilasa o lactonasa

Para determinar si la capacidad degradadora de AHLs de las cepas
seleccionadas era debida a una enzima acilasa o lactonasa, se
afiadieron las AHLs (10 uM) a cultivos de 1 ml de cada bacteria y tras 24
h de incubacion a 25°C y 100 rpm se centrifugaron a 10.000 rpm durante
3 minutos. El sobrenadante se separd en dos alicuotas de 500 ul. A una
se le extrajeron las AHLs con diclorometano como se ha explicado
anteriormente, y la otra se acidific6 con HCI hasta pH 2 y se incubé a
25°C y 100 rpm durante 24 h antes de proceder a su extraccion con
diclorometano. De esta forma se facilité la posible recuperacion de la
estructura de la molécula AHL, en caso de que se tratase de una enzima
lactonasa (Yates et al., 2002).

3.8.6. Localizacion de la actividad quorum quenching

La localizacion celular de la actividad enzimatica, se determind a
partir de 15 ml de un cultivo de 24 h de la bacteria QQ seleccionada, que
seguidamente se centrifugé a 10.000 rpm durante 5 minutos para separar
el sobrenadante (SB) y el extracto celular crudo (CCE). El sobrenadante
se filtré a través de un filiro de membrana de 0,22 uM y se guardé a 4°C
hasta su uso. El pellet se lavé con 15 ml de buffer PBS, se centrifugd y
se suspendié en 5 ml del mismo buffer. Posteriormente se llevé a cabo
una sonicacion intermitente en un bafio de hielo (35 kHz de frecuencia) y
luego se centrifugd a 10.000 rpm a 4°C durante 30 min. El extracto
celular crudo obtenido se filtr6 a través de una membrana de 0,22 yM y
se guardd a 4°C.

La concentracion de proteinas del sobrenadante y del extracto
celular crudo se determind por el método de Bradford (Bradford, 1976)
utilizando albumina como estandar. La degradacion de AHLs de ambas
fracciones fue determinada frente a todas las AHLs en un ensayo de
difusion en placa.
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3.8.7. Ensayo de antagonismo

A partir de cultivos en CM o LB (DOggo 0,7) y con la ayuda de un
hisopo estéril, se preparé una sobrecapa de cada patégeno en medio
s6lido AM o LB en placa Petri. A continuacion, se realizaron pocillos de 6
mm de diametro en las placas con ayuda de una pipeta Pasteur estéril.
Se anadieron alicuotas de 100 pl de cultivo (DOg 2,0) de las cepas
degradadoras de AHLs en cada pocillo. Tras 24 h de incubacion a 25°C o
a 28°C, se midieron las zonas de inhibicion del crecimiento alrededor de
los pocillos.

3.8.8. Cocultivos in vitro entre cepas QQ y bacterias patégenas

Se realizaron distintas mezclas de cultivos en medio SFSWYE entre
las cepas patégenas de Vibrio productoras de AHLs y las bacterias con
actividad quorum quenching. Para ello, un cultivo de 24 h de cada una de
las cepas de Vibrio se anadi6 a un cultivo de 24 h de la cepa
degradadora de AHLs y la mezcla se incubd a 25°C y 100 rpm durante 24
h. Se ensayaron distintas ratios entre cada Vibrio spp. y la cepa QQ: 10*
ufc/ml de Vibrio sp. con 10*y 10° ufc/ml de la cepa QQ; 10° ufc/ml de
Vibrio sp. con 10*y 10° ufc/ml de la cepa QQ; 107 ufc/ml de Vibrio sp. con
10%, 10* y 10° ufc/ml de la cepa QQ; 10? ufc/ml de la cepa QQ con 107,
10* y 10° ufc/ml de Vibrio sp. Para cada condicion, la misma
concentracién (ufc/ml) de la cepa de Vibrio sp. fue afiadida al medio
SFSWYE como control negativo. Tras 24 h de incubacion a 25°C, se
analizaron las AHLs remanentes de los cocultivos como se ha descrito
previamente y se analizd el efecto en la produccién de factores de
virulencia. En todos los casos se determind la concentracién de Vibrio sp.
y la cepa QQ para evaluar si se habia mantenido la ratio predeterminada
durante el ensayo de cocultivo. Para ello, se hicieron diluciones seriadas
en medio SFSWYE, se sembraron en medio TCBS y AM y se incubaron
a 25°C durante 24 h.

3.8.9. Caracterizacion y ensayos in vitro de la enzima de quorum
quenching purificada

La actividad degradadora de AHLs de la proteina de QQ purificada
(véase apartado 3.9.9 y 3.9.11) se ensay0 en la solucion tampén RE con
16 pg/ml de proteina y 25 uyM de las AHLs sintéticas mediante un ensayo
en placa Petri como se ha descrtio anteriormente. Para identificar el tipo
de enzima QQ y su mecanismo de accién, los productos de las
reacciones de degradacién se analizaron mediante el ensayo de
acidificacion y por HPLC/MS siguiendo la metodologia previamente
descrita.
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Una vez confirmada la degradacion de AHLs con la enzima de QQ
purificada, se ensayod la actividad de ésta frente a cultivos de especies
patdgenas de Vibrio productoras de AHLs. Para ello, se anadieron 16
pg/ml de proteina a 500 pl de cultivos (DOegyo 0,5) de Vibrio spp. Tras
incubar las reacciones 24 h a 25°C, las AHLs remanentes se detectaron
en un ensayo en placa Petri con los biosensores adecuados como se ha
descrito anteriormente.

Para evaluar el efecto de la degradacion de AHLs sobre algunos de
los factores de virulencia y fenotipos regulados por el mecanismo QS en
las cepas de Vibrio sp. ensayadas se utilizaron diferentes medios (véase
apartado 3.4).

3.8.10. Evaluacion fenotipica tras la pérdida de AHLs

Para evaluar el efecto de la degradacion de AHLs sobre algunos de
los factores de virulencia y fenotipos regulados por el mecanismo QS en
Vibrio spp. y en Pectobacterium carotovorum CECT 225" se emplearon
diferentes medios (véase apartado 3.4) (Fig. 10). Se utilizaron alicuotas
de 20 pl de los cultivos o cocultivos (DOggy 2,0) y se ensayé la actividad
hemolitica, proteolitica, DNAsa, amilasa, pectinasa y gelatinasa, la
produccion de fosfatasa alcalina y biofilm y la motilidad tipo swimming y
tipo swarming en los medios solidos descritos previamente. En estas
pruebas, el resultado se obtuvo midiendo tras 7 dias de incubacion a
25°C los halos alrededor de la zona donde se habia colocado la gota de
cultivo, excepto para los ensayos de motilidad, en los que se midi6 la
migracion de las células desde el sitio del indculo. La cuantificacion de la
formacion de biofilm se realizd mediante un ensayo con cristal violeta
(O’Toole and Kolter, 1998).

= S
= = - ~— 28°C e
| . | 24h LB agar + biosensor
cepa QQ Vibrio sp. ) @ o 0
105 ufc/ml 102 ufc/ml cocultivo e S
——

pruebas fenotipicas

Figura 10. Deteccion de AHLs remanentes y realizacién de pruebas
fenotipicas tras la realizacion de ensayos de cocultivo in vitro.



3.8.11. Ensayos in vivo entre cepas QQ y bacterias patégenas
a) Ensayos con la almeja babosa Venerupis corrugata

Para evaluar la actividad QQ in vivo de las cepas seleccionadas
frente a dos especies de Vibrio patdégenas de moluscos y productoras de
AHLs se sigui6 el protocolo descrito por Prado et al., (2005). Para ello, se
utilizaron larvas de 10-12 dias (~180 pm) de almeja babosa (Venerupis
corrugata), que fueron suministradas por el Centro de Cultivos Marifios
de Ribadeo (Lugo). Los ensayos se llevaron a cabo en placas de cultivo
celular de 6 pocillos, con 10 ml de SFSW por pocillo y una densidad final
media de 11 larvas/ml. Las condiciones de cultivo fueron 20°C y ciclos de
luz de 12 h/dia.

Para la inoculacion de las larvas, se ajusto el cultivo de las cepas
QQ a concentraciones entre 10* y 10° ufc/ml. En cuanto a los cultivos de
las bacterias patégenas de Vibrio, se preparararon a una concentracion
entre 10* y 10° ufc/ml. Los inéculos se prepararon en SFSW, partiendo
de cultivos frescos en placa de cada una de las cepas a estudiar.

En el ensayo se inocularon en primer lugar las cepas QQ. Al cabo de
2 horas se afiadieron las larvas de almeja babosa, y tres horas mas tarde
se incorporaron las bacterias patdgenas a los pocillos correspondientes.
Se incluyeron en el ensayo pocillos sin adicion bacteriana (controles
negativos) y otros inoculados individualmente con cada una de las cepas
(controles positivos). Ademas, los pocillos inoculados con las cepas QQ
sirvieron para comprobar su inocuidad para las larvas. Las placas se
incubaron a 25°C y a 100 rpm. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Al cabo de 48 horas se examinaron las larvas mediante microscopia
optica (20X, 40X y 100X) (Fig. 12). El numero de larvas muertas en cada
pocillo se determind por observacion del cese de la movilidad de las
mismas y por el agrupamiento de bacterias en los bordes de las larvas.

Figura 11. Larvas de Venerupis corrugata vivas (a) y muertas (b)
observadas al microscopio éptico.
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b) Ensayos con el coral Oculina patagonica

Para determinar la actividad QQ sobre una especie de Vibrio
patdgena de coral, se realizaron ensayos in vivo con el coral
escleroactinio Oculina patagonica. Para ello, se prepararon 12 acuarios
con SFSW a 24°C, oxigenacion continua y ciclos de luz de 12 h/dia. En
cada uno de ellos se colocaron dos fragmentos de 3 cm? del Oculina
patagonica, que habian sido extraidos previamente en la isla de Tabarca
(Alicante). En este caso, para inocular los corales se utilizaron las
condiciones 6ptimas puestas a punto en los cocultivos in vitro. Tres de
los acuarios fueron inoculados con 10° ufc/ml de la cepa QQ, otros tres
acuarios con 10? ufc/ml de Vibrio sp., otros tres fueron inoculados con 10°
ufc/ml de la cepa QQ junto con 107 ufc/ml de Vibrio sp. y los otros tres
acuarios no se inocularon y fueron utilizados como control. La cepa QQ
se inocul6 en todos los casos 24 h antes que la cepa de Vibrio sp. (Fig.
11).

.
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Figura 12. Esquema de la inoculacion de corales en el ensayo in vivo con
una cepa con actividad quorum quenching y Vibrio sp.

Para realizar un recuento diario del niumero de vibrios en el agua de
los acuarios y en el tejido del coral se realizaron diluciones seriadas y se
sembraron en medio TCBS.
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Tras diez dias de ensayo, se estimo la extension de la superficie de
coral blanqueada utilizando el software de analisis de imagenes Image-J
(Rasband, 2012). Para medir los niveles de clorofila a tras 5 y diez dias
de ensayo, 10 ml de tejido homogeneizado del coral se centrifugaron 10
minutos a 5.000 rpm y a 4°C. El pigmento del pellet de algas se extrajo
en ausencia de luz con 10 ml de acetona 90 % (v/v) a 4°C durante 24 h,
seguidamente se centrifugé 10 minutos a 13.000 rpm y se midié la
absorbancia a 750, 664, 647 y 630 nm (Jeffrey y Humphrey, 1975).

3.9. Técnicas moleculares
3.9.1. Extraccién de ADN y determinacion de su concentracion
a) Extraccion de ADN gendmico

La extraccion del ADN de las cepas bacterianas se llevo a cabo por
el método descrito por Marmur (1961) con las modificaciones de la
técnica descrita por Martin-Platero et al., (2007).

Brevemente, se centrifugd 1 ml de un cultivo de 24 horas, se
resuspendieron las células con 100 pl de la solucion 1 adicionada con 0,1
g de lisozima y 0,5 pl de una solucion de ARNasa (40 ug/ml) y se incubd
a 37°C durante 30 minutos. A continuacion, se anadié 600 ul de la
solucion de lisis 2 y se mezcld por inversion suave, dejando a
continuacion la mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Seguidamente se afiadieron 0,5 ul de proteinasa K (20 mg/ml) para
eliminar las proteinas que interfieren en la extraccién de ADN y la mezcla
se dejo de nuevo 10 minutos a temperatura ambiente. La inactivacién
enzimatica se llevé a cabo incubando la mezcla a 80°C vy las proteinas
se precipitaron mediante la adicion de 200 ul de solucién 3.
Seguidamente se enfrié en hielo durante 10 minutos y se centrifugd a
14.000 rpm durante 5 minutos a 4°C.

El sobrenadante se transfiri6 a un tubo que contenia 600 pl de
isopropanol y el ADN precipitado se recogi6é por centrifugacion y se lavo
dos veces con etanol al 70 % (v/v), previamente enfriado a -20°C; a
continuacion, se centrifugé durante 5 minutos a 14.000 rpm a
temperatura ambiente. EI ADN se dejo secar ligeramente a temperatura
ambiente y finalmente se disolvié en agua bidestilada.

Para la secuenciacién de genomas completos, el ADN gendmico de

las cepas implicadas se extrajo usando los kits MasterPure Complete
DNA Purification (Epicentre) o Xtrem DNA Extraction (Xtrem Biotech).
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b) Extraccion de ADN plasmidico y fosmidico

Para la extraccién de ADN plasmidico se utilizd el kit GenElute
Plasmid Miniprep (Sigma) y para la extraccion de ADN fosmidico se uso
el kit Midiprep Purification (Qiagen). En ambos casos se siguio el
protocolo facilitado por los fabricantes. Las muestras se almacenaron a
-20°C.

c) Determinacion de la concentracion de ADN

La concentracion de ADN se determiné utilizando wun
espectrofotometro Nanodrop, adoptando las recomendaciones del
manual de Sambrook y Russell (2001). La concentracién de ADN de la
muestra se expresd respecto al valor estandar de DO. 1,0 para
soluciones con 50 ug de ADN de cadena doble. La pureza de la muestra
viene dada por la relacion DO,/DO.gy de forma que un valor de esta
relacién por debajo de 1,8 es indicativo de contaminacién por proteinas,
exopolisacaridos y/o fenol.

3.9.2. Reaccion de amplificacién de ADN en cadena

La reacciéon de amplificaciéon de ADN (PCR, del inglés Polymerase
Chain Reaction) se utilizé6 con diferentes fines, como la obtencién de
fragmentos de ADN para su posterior clonaje y la deteccion de clones
positivos con el inserto de interés. Se siguid el protocolo de Saiki et al.,
(1988) utilizando la enzima ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Taq)
(Lawyer et al., 1989). La reaccion de ADN contuvieron 0,5-1 ug de ADN,
1X tampén con MgCI, (Bioline), 0,2 mM dNTPs (Sigma), 20 pmol de
primers, 5 U Taq ADN polimerasa (Bioline) y csp 50 ul H,O bidestilada.
Las secuencias y funcion de los primers utilizados se recogen en la
Tabla 7, encontrandose subrayados los sitios de restriccion de las
enzimas de digestion.

Los parametros de la reaccion de PCR se eligieron en funcién del
tamafo de los fragmentos de ADN a amplificar, temperatura de
hibridacion de los primers y tiempo de elongacion. En general, tras una
desnaturalizacion previa a 95°C durante 5 minutos, se aplicaron 30 ciclos
constituidos por 3 etapas: 30 segundos de desnaturalizacion a 95°C, 30
segundos de hibridacién de los primers a 55-65°C y 60 segundos de
extension a 72°C por cada 1 kb del inserto a amplificar. A continuacion,
se llevo a cabo un ciclo final de extension a 72°C durante 10 minutos.

Los fragmentos de ADN amplificados se purificaron mediante el kit

lllustra GFX PCR and Gel Band Purification (GE Healthcare) siguiendo
las instrucciones del fabricante.
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Tabla 7. Primers utilizados en este trabajo y su funcion.

Primer Secuencia 5’-3’ Funcion Referencia
16F_B27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Identificacion taxondmica Lane, 1991
16R_B1488 CGGTTACCTTGTTAGGACTTCACC Identificacion taxondmica Lane, 1991
T7 TAATACGACTCACTATAGGG Secuenciacién de productos de PCR clonados en pGEM-T Promega
SP6 GATTTAGGTGACACTATAG Secuenciacién de productos de PCR clonados en pGEM-T Promega
ORF29Ncol  CATTTCAGCAAAACCATGGAGGTGA Clonacién de ORF29 en pME6010 Este trabajo
ORF29Sacl TCAAAACGAGCTCACGGTGCAAT Clonacién de ORF29 en pME6010 Este trabajo
hqgiABamHI GGATCCATGAGTGAAATCAGCTTGGCG Expresion y purificacion de HgiA en pMAL-C2TEV Este trabajo
hgiAHindlll AAGCTTTTACGATCCTTCGGGTAAAGAAC Expresion y purificacion de HgiA en pMAL-C2TEV Este trabajo
hqgiA F ATGAGTGAAATCACGTTGGC Amplificacion de hgiA Este trabajo
hgia R CTTTACCCGAAGGATCGTAA Amplificacion de hgiA Este trabajo
aiA F ATGAAGAAAATGAACCATGGA Amplificacion de aiiA Este trabajo
ailAR CTATACAAGCAGTCCAAAAGCC Amplificacién de aiiA Este trabajo
attM F GACGCAATGAAACAGAGCCG Amplificacion de attM Carlier et al., 2003
attM R AAGAGCGACCTGAACGAAGC Amplificaciéon de attM Carlier et al., 2003
phzD R ATGAGCGGCATTCCCGAAATCAC Amplificaciéon de phzD Este trabajo
phzD F TCATTCCAGCACCTCGTCGGTG Amplificaciéon de phzD Este trabajo
pvdQ F TGGTCGGATCTGTTGAAGAAAGA Amplificacion de pvdQ Este trabajo
pvdQ R AAGGTAACGGCCTTAGCCAC Amplificacion de pvdQ Este trabajo
pvdQEcoRI ATGAATTCTGGTCGGATCTGTTGAAGAAAGA Clonacion de pvdQ en pUC18 Este trabajo
pvdQSall ATCAGCTGAAGGTAACGGCCTTAGCCAC Clonacion de pvdQ en pUC18 Este trabajo
pvdQSacl GCGGAGCTCGTGAACATACCAAAGAAACG  Clonacion de pvdQ en pMEG010 Este trabajo
pvdQ2EcoRI GCGGAATTCCTAATTTTCCTCTGACG Clonacioén de pvdQ en pME6010 Este trabajo
pvdQ int CATACTCTCAATCAAGGG Verificacion de direccion de pvdQ Este trabajo
lacz RC GCTTCATCAGGATATCC Verificacion de direccion de pvdQ Este trabajo
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3.9.3. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Las reacciones de PCR, los plasmidos y los fragmentos de ADN
originados por digestion con enzimas de restriccion se analizaron
mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa (Ecogen)
tefidos previamente con RedSafe (Labotaq). Los fragmentos menores de
500 pb se separaron en geles de agarosa al 2 % (p/v) disueltos en TBE
1X y los fragmentos mayores en geles al 0,7 % (p/v). Por cada 5 pl de
muestra a analizar, se anadido 1 yl de tampén de carga 5X (Bioline) y la
mezcla se deposité en un pocillo del gel sumergido en una cubeta con el
tampdén TBE 1X. La separacion se realizé por electroforesis horizontal a
un voltaje de 5-10 V/cm. EI ADN se visualizé tras la exposicion del gel a
la luz ultravioleta (254 nm) en un transiluminador Universal Hood
(Biorad). Las imagenes se recogieron con una camara digital acoplada al
transiluminador empleando el programa Gel Doc 2000 (Quantity One,
Biorad).

Los marcadores de peso molecular que se utilizaron como referencia
del tamano y concentracion de ADN fueron el Hyperladder | y IV (Bioline)
y el marcador MHindlll originado por la digestién del ADN del fago A con
la enzima de restriccion Hindlll.

3.9.4. Recuperaciéon de ADN de geles de agarosa

Una vez separados los fragmentos de ADN mediante electroforesis
en gel de agarosa, las bandas elegidas se cortaron con la ayuda de un
bisturi. EI ADN se recuperé de la agarosa y se concentré utilizando el kit
lllustra GFX PCR and Gel Band Purification (GE Healthcare).

3.9.5. Digestién de ADN con enzimas de restriccion

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccion se realizaron en
las condiciones O6ptimas fijadas por el fabricante para cada enzima
(Promega, New England, Fermentas).

3.9.6. Reaccién de ligacién de ADN

Para las reacciones de ligacion, los fragmentos de ADN se
mezclaron con el correspondiente vector previamente linearizado en
relaciones molares vector/inserto variables segun el tamafo del
fragmento a clonar. La reaccibn se llevd a cabo segun las
recomendaciones del fabricante de la enzima T4 ligasa (Promega) en un
volumen final de 10 pl.
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Para la ligacion de productos de PCR el vector de eleccion fue
pGEM-T, componente del kit pGEM-T Vector System (Promega), asi
como los plasmidos pME6010 (Heeb et al., 2000) y pUC18 (Vieira y
Messing, 1982). Para la expresion y purificacion de proteinas se utilizo el
plasmido pMAL-c2TEV del kit Protein Fusion and Purification System
(New England). Para la mutacién de los sistemas QS se utilizaron los
plasmidos pME6863 (Dong et al., 2000) y pMIR102 (Zhang et al., 2002).
En cuanto al vector empleado en la construccion de la libreria
metagendmica fue el fosmido pCC1FOS, componente del kit
CopyControl Fosmid Library Production (Epicentre).

3.9.7. Trasformacion de células

a) Preparacion de células electrocompetentes y transformacién por
electroporacién

La preparacion de células electrocompetentes de Escherichia coli
S17 A pir y XL1 Blue, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
CECT 225" y Agrobacterium fabrum C58 se realizé siguiendo el método
de Hanahan (1983). En cuanto a la preparacion de células
electrocompetentes de Vibrio spp., se realizé de la misma forma que las
anteriores, pero en vez de lavar las células con agua, se lavaron con una
solucion de sacarosa 300 mM.

La transformacion de las células competentes con ADN plasmidico
se llevd a cabo mediante el método de electroporacion descrito en el
Manual de Sambrook y Russell (2001) utilizando un electroporador
Micropulser (Biorad). Seguidamente, se anadieron 750 uyl de medio
liquido LB (o CM en el caso de Vibrio spp.) a la cubeta de electroporacion
para recuperar las células y se incubaron a 37°C (o0 a 25°C en el caso de
Vibrio spp.) durante 60-90 minutos en agitaciéon para permitir la
replicacion y posterior expresiéon de los genes del plasmido introducido.
Las células que habian adquirido el plasmido se seleccionaron
sembrando alicuotas de la suspension celular en placas de LB sélido o
AM suplementado con los antimicrobianos adecuados o bien mediante la
seleccion de colonias blancas en medio LB sdlido suplementado con
antibidticos, IPTG y X-gal. Las placas se incubaron a 25°C o 37°C
durante 16 horas.

b) Preparacion de células competentes con CacCl, y transformacion
por choque térmico

La preparacion de células competentes de E. coli DH5a con CaCl,
para su posterior transformacion se realizé6 siguiendo el protocolo
descrito en el Manual de Sambrook y Russell (2001).
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La transformacion de las células competentes con ADN
plasmidico se llevd a cabo mediante choque térmico tal y como se
describe en el manual de Sambrook y Russell (2001). Las células que
habian adquirido el plasmido se seleccionaron en placas de LB
suplementado con los antimicrobianos adecuados, IPTG y X-gal.

3.9.8. Conjugacion

La transferencia de construcciones plasmidicas se realizd6 en
algunos casos mediante conjugacién biparental (Herrero et al., 1990).
Como bacteria donadora se utlizé E. coli S17 A pir, portadora de los
distintos plasmidos, y como cepa receptora se emplearon cepas
mutantes espontaneas a la rifampicina de Vibrio spp. Se centrifugaron los
cultivos del donador y receptor al inicio de la fase logaritmica y los
sedimentos se lavaron dos veces con el fin de eliminar sales y
antibidticos de los medios de cultivo. A continuacion, se resuspendieron
las células en el medio adecuado y se mezclaron en una ratio
donador:receptor 1:3 y se depositaron en un filtro de 0,22 yM estéril
dispuesto sobre el medio de conjugacién. Las placas se incubaron
durante 24 h a la temperatura adecuada, y el filtro se resuspendi6 en 800
Ml del medio indicado. Las células que habian adquirido el plasmido por
conjugacion se seleccionaron sembrando alicuotas de la suspension
celular en placas de medio solido suplementado con los antimicrobianos
adecuados.

3.9.9. Construccion de una libreria metagendmica y busqueda de
genes con actividad quorum quenching

a) Construccion de la libreria metagen6mica

La muestra de suelo utilizada para la construccion de la libreria
metagendmica fue tomada en noviembre de 2007 en Finca la Salina
(Rambla Salada, Murcia) (38°07'34.44" N, 1°07'11.13" W) (muestra S1C,
Tabla 6) y fue estudiada previamente por nuestro grupo de investigacion.
Este suelo, considerado como salino, presentd las siguientes
propiedades fisicoquimicas: alta salinidad (11,8 g/l), bajo contenido en
oxigeno (13 mg/l) y un pH alto (8,3) (Oueriaghli et al., 2013).

El ADN total de 10 g de suelo se habia extraido previamente usando
el kit PowerMax Soil DNA Isolation (Mobio) siguiendo las instrucciones
del fabricante (Oueriaghli et al., 2013). Para generar ADN compatible con
la construccion de la libreria metagendmica, el ADN se fragmentd
pipeteando varias veces y se separaron los distintos fragmentos
mediante un gradiente de sacarosa. Para ello, se depositaron 100 ug de
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ADN metagendmico fragmentado en tubos de 17 ml en los que habia un
gradiente de sacarosa del 5 al 40 % (p/v). Mediante centrifugacion a
28.000 rpm a 10°C durante 20 h con una ultracentrifuga L-80 XP Optima
(Beckman Coulter) asociada a un rotor SW28.1-Ti de tipo swinging
(Beckman Coulter) se fueron separando los fragmentos segun su tamano
molecular (Fig. 13).
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Figura 13. Separaciéon de ADN en un gradiente de sacarosa mediante
ultracentrifugacion con un rotor de tipo swinging.

Tras la ultracentrifugacién se perforaron los tubos por la parte
inferior y se recogieron fracciones de 200 yl cada una (Fig.14). Durante
24 h se precipité el ADN en cada una de ellas con NaCl 5 M y etanol frio.
Posteriormente, se lavaron dos veces con etanol 70 % (v/v) y se
resuspendieron en 20 pl de agua bidestilada estéril. El tamafio del ADN
de cada una de las fracciones se estimé en un gel de agarosa 0,8 % (p/v)
comparando con el marcador MHindlll. Las fracciones de interés (~40 kb)
se juntaron y se usaron en la etapa siguiente.
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Tubo de gradiente de
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ultracentrifugacion  de
ADN

Recogida de
fracciones

Figura 14. Perforacion del tubo y recogida de fracciones de la muestra de
ADN tras la ultracentrifugacion

Para la construccion de la libreria metagendmica se usé el kit
CopyControl Fosmid Library Production (Epicentre) con algunas
modificaciones en el protocolo del fabricante. Los fragmentos de ADN de
40 kb recuperados tras la ultracentrifugacion fueron reparados en sus
extremos para generar ADN fosforilado con extremos romos, ligados en
el fosmido pCC1FOS (Epicentre) y empaquetados en fagos A utilizando
los extractos MaxPlaxTM (Epicentre). A continuacién, E. coli EPI300 T1R
fue infectado con los bacteriofagos empaquetados y se incub6 1 h a 37°C
(Fig. 15). Para determinar el tamano y la diversidad de los insertos de
ADN, se extrajeron y purificaron los fosmidos de diversos clones
individuales y se llevd a cabo una digestion con la enzima EcoRI. Los
patrones de restriccion de los distintos insertos se evaluaron en un gel de
agarosa 0,8 % (p/v) comparando con el marcador A/Hindlll.
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ADN'y
repararlo
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Figura 15. Esquema de la construccion de la libreria metagendémica.
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b) Busqueda de genes QQ de la libreria metagendmica y seleccién
de los clones

La libreria metagendmica se diluyé en un volumen de 500 ml de LB
adicionado de Cm para obtener una concentracion final de 250 clones
por ml. Se distribuyeron 200 ul de esta suspension por pocillo en placas
microtiter de 96 pocillos (~50 clones por pocillo) y se incubaron 24 h a
37°C. Tras este tiempo, 100 ul del cultivo de fdsmidos de cada pocillo se
transfirieron a placas microtiter nuevas con medio LB fresco y otros 100
Ml del cultivo de féosmidos se transfirieron a placas microtiter con medio
LB adicionado de Cg-HSL (25 pM) y se incubaron a 28°C durante 24 h
(Fig. 16). A continuacion, se detectaron las AHLs remanentes mediante
un ensayo en microtiter (Torres et al., 2016b). Para ello, placas microtiter
de 96 pocillos con 100 ul de LB agar 1,5 % (p/v) por pocillo fueron
inoculadas con 10 pl de sobrenadante de cada cultivo de fésmidos (con o
sin Cg-HSL). A continuacién, se anadieron 60 pl por pocillo de C.
violaceum CV026 y se incubaron 24 h a 28°C para que se desarrollase el
color purpura. En todos los casos se utilizd medio fresco LB
suplementado con Cg-HSL como control negativo (Fig. 16).
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Figura 16. Ensayo en placa microtiter de la actividad quorum sensing y
guorum quenching de los clones de la libreria metagenémica.

Los fosmidos de los clones seleccionados en los pocillos positivos
se purificaron utilizando el kit Midi Prep Purification (Qiagen) y se
transfirieron a E. coli S17 A pir por electroporacion para futuros analisis.

Para determinar la actividad degradadora de AHLs de los clones
seleccionados, se afiadieron AHLs sintéticas (C4-HSL, Cs-HSL, 3-O-Ce-
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HSL, Cg-HSL, 3-O-Cs-HSL, C4,-HSL, 3-OH-C4o-HSL, C4,-HSL, 3-O-Cy,-
HSL y C44-HSL) a 500 pl de un cultivo de E. coli S17 A pir transformado
con el fésmido y se incubaron a 28°C y a 100 rpm durante 24 h. Como
control negativo, se utilizdé medio LB suplementado con la misma
concentracion de moléculas AHLs y se incubé en las mismas
condiciones. Las AHLs remanentes en cada cultivo tras 24 h de
incubacion se detectaron mediante un ensayo de difusion en placa Petri
con los biosensores A. tumefaciens NTL4 (pZLR4), C. violaceum CV026
y C. violaceum VIRO07 tal y como se ha descrito previamente.

c¢) ldentificacién del gen con actividad quorum quenching en el clon
seleccionado

La identificacién del gen responsable de la actividad degradadora de
AHLs en el clon positivo se realiz6 mediante distintos clonajes.
Previamente, se extrajo su fésmido y se realizd la secuenciacion en una
plataforma 454 GS Junior (Roche). A continuacién, se amplificaron y
ligaron en pGEM-T fragmentos de ~5 kb del inserto para determinar que
fragmento conferia a E. coli S17 A pir la actividad QQ. Seguidamente, se
clonaron los distintos ORFs presentes en el fragmento seleccionado y se
ensayo la actividad QQ frente a todas las AHLs disponibles.

d) Evaluacion de la actividad del gen quorum quenching in vivo

La habilidad del gen de QQ seleccionado en la libreria
metagendmica de interferir funciones celulares reguladas por QS se
analizé mediante su expresién en varios sistemas heterdlogos. Se evalud
el efecto de la degradacion de AHLs sobre algunos de los fenotipos
regulados por QS en el patégeno de plantas Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum CECT 225" (véase apartado 3.4) y se analizé la
capacidad de dicho gen de interferir la patogenicidad in vivo en un
ensayo con patatas (Solanum tuberosum) similar al descrito por Smadja
et al., (2004). Para ello, 20 ul de cultivos (DOgq 2,0) de la cepa silvestre y
las cepas con el plasmido vacio o expresando el gen de QQ se
inocularon sobre rodajas de patata previamente esterilizadas en
superficie durante 15 minutos con lejia 10 % (v/v). Las patatas se
incubaron 48 h a 28°C dentro de placas Petri con papel mojado para
mantener la hidratacion. Como control negativo se inoculé6 medio LB
sobre rodajas de patata. Los sintomas y las zonas de maceracion se
observaron visualmente tras dos dias de incubacion.

También se ensayo la capacidad del gen de QQ de interferir in vivo
el sistema QS de otra bacteria patégena de plantas, Agrobacterium
fabrum C58. Para ello se realizé un ensayo con lechugas (Latuca sativa)
siguiendo una modificacion del protocolo de Felix et al., (2014). Se
inocularon plantas de ~8 cm con cultivos de la cepa silvestre de A.
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fabrum asi como de la cepa expresando el plasmido vacio y con el gen
de QQ. Como control negativo se utiliz6 medio LB sin inocular. Los
cultivos (DOggo 2,0) y el medio LB se inocularon en la tierra (1 ml) y en el
tallo de la planta (50 ul) a través de una incision realizada con un bisturi
estéril. Las plantas se mantuvieron en un invernadero a 25°C y fueron
regadas cada tres dias con agua estéril. Los sintomas se observaron tras
25 dias

3.9.10. Secuenciacion, tratamiento y analisis de las secuencias
a) Productos de PCR

La secuenciacion de los productos de PCR se llevé a cabo en el
Servicio de Secuenciacion Automatica del Instituto de Parasitologia y
Biomedicina Lopez-Neyra (Granada) utilizando un secuenciador 373
Stretch de Applied Biosystems. Para ello, se empled el método Big Dye
Terminators (Perkin Elmer), que utiliza en la reaccion de extensién la
enzima ADN polimerasa AmpliTaqg y emplea dideoxinucledtidos
marcados con croméforos fluorescentes.

Los cromatogramas de las secuencias fueron comprobados
visualmente para corregir los posibles errores con el programa Chromas
2.33. Seguidamente, estas secuencias se compararon con las
disponibles en las bases de datos EMBL y GenBank mediante el
programa BLAST (Altschul et al., 1990) disponible en el servidor de
internet del NCBI, y el programa EzTaxon Server 2.1 (Kim et al., 2012).

b) Genomas completos

Para la secuenciacion de genomas completos, se prepararon
librerias de ADN gendmico usando los kits Template Preparation y P6
DNA Polymerase Binding (Pacific Biosciences). A continuacion, las
librerias se secuenciaron mediante la tecnologia Single Molecule Real-
Time (SMRT) en una plataforma PacBio RSII (Pacific Biosciences) en la
Universidad de Kuala Lumpur (Malasia) y las secuencias obtenidas
fueron analizadas y ensambladas usando el software Hierarchical
Genome-Assembly Process (HGAP). A continuacién, los genomas fueron
anotados utilizando la herramienta Prokka (Seemann, 2014).

c) Fésmidos
La secuenciacion de fésmidos se llevd a cabo mediante
pirosecuenciacion en un secuenciador 454 GS Junior (Roche). EI ADN

se disolvié en buffer TE y fue nebulizado para generar fragmentos de 450
pb. Tras la ligaciéon de los adaptadores, se llevdo a cabo una PCR de
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emulsion usando el kit emPCR ampilification Lib-L (Roche) siguiendo los
criterios de calidad recomendados por el fabricante. El ensamblaje de las
secuencias obtenidas por pirosecuenciacion se llevo a cabo utilizando el
programa Newbler v2.5 (Roche). Se obtuvo un solo contig de 50.457 pb
que correspondié a 8.139 pb del fésmido pCC1FOS y 42.318 pb del
inserto de ADN metagendmico.

La prediccion de los ORFs de dicho inserto fue llevada a cabo con
las aplicaciones RAST y GeneMark (Besemer y Borodovsky, 2005;
Overbeek et al., 2014). A continuacion, el analisis de las secuencias de
nucleétidos y aminoacidos de cada ORF se realizé con el programa
BLAST (Altschul et al., 1997) y su contenido de G+C se calculo utilizando
la herramienta GC-Profile (Gao y Zhang, 2006).

En cuanto a las proteinas codificadas por cada ORF, sus secuencias
fueron comparadas con las disponibles en la base de datos BLASTX
(Altschul et al., 1997). Por otro lado, los alineamientos multiples de
secuencias y los arboles filogenéticos se construyeron utilizando la
herramienta Seaview (Gouy et al., 2010) y Clustal O (Sievers y Higgins,
2014). Los analisis de Maximum likelihood (ML) se llevaron a cabo con
1000 réplicas. Los arboles filogenéticos se construyeron con PhyML
usando el modelo LG, usando las opciones NNI (del inglés nearest-
neighbor interchange) y BioNJ.

3.9.11. Expresion y purificacion de proteinas

Para la expresion y purificacion de proteinas, los productos de PCR
se ligaron en el plasmido de expresion pMAL-c2X (New England), en el
que el sitio de division del factor Xa ha sido sustituido por un sitio para
una proteasa TEV (del inglés tobacco etch virus). A continuacién, la
construccion resultante se transformo6 en E. coli BL21(DE3)pLysS. Esta
construccion se incubd a 37°C hasta que se alcanzé una DOgg 0,5 y se
le anadié IPTG 1 mM para inducir la produccién de la proteina. Tras
incubarla a 37°C durante 6 h, se centrifugé el cultivo a 10.000 rpm
durante 20 minutos. Las células se resuspendieron en buffer CLB y se
sonicaron durante 10 minutos. La fraccion soluble se clarificd por
centrifugacion a 10.000 rpm durante 20 minutos. EIl sobrenadante se
pasd por columnas de cromatografia de afinidad MBPTrap HP (GE
Healthcare), que se lavaron con CLB hasta que el nivel de proteina en el
lavado fue imperceptible. A continuacion, la proteina recombinante de la
columna fue eluida con CLB suplementada con maltosa 10 mM. La
fraccion eluida se digerio durante 24 h a 4°C en el mismo buffer con 1
mg de la proteasa recombinante TEV por cada 25 mg de proteina (Parks
et al., 1994) (Fig. 17). Las muestras digeridas se cargaron en columnas
de cromatografia por intercambio i6bnico DEAE Sephacel (GE Healthcare)
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y la proteina fue eluida con un gradiente lineal de NaCl de 100 a 500
mM. Las fracciones eluidas se juntaron y su concentracion en proteina se
determiné por el método de Bradford (Bradford, 1976). La pureza de la
proteina se estimo por un gel SDS-PAGE 12 % (p/v). Los tamarios de las
proteinas se examinaron con los marcadores de proteinas Page Ruler y
Spectra Multicolor (Thermo Scientific).
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Figura 17. Esquema de la expresion y purificacion de proteinas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Seleccién y caracterizacion de bacterias marinas capaces de
interferir o inhibir los sistemas quorum sensing
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4.1.1. Resumen

Una nueva alternativa para resolver el problema de las
enfermedades infecciosas en la acuicultura es la interrupcion de los
mecanismos quorum sensing de las bacterias patégenas. Para
abordar esta estrategia hemos estudiado una colecciéon de 146
aislados bacterianos procedentes de un criadero de moluscos Lugo
y otra coleccion de 450 aislados procedentes de un criadero de
peces y moluscos de Granada.

Se han seleccionado en total 22 cepas con unha elevada
capacidad degradadora de AHLs tanto sintéticas como producidas
por otros microorganismos. Se han identificado taxonémicamente y
se ha analizado el tipo de enzimas quorum quenching que poseen.

Ademas, tres de estas cepas se han utilizado en ensayos in vivo
en la almeja babosa Venerupis corrugata y en el coral escleractinio
Oculina patagonica, donde han disminuido su mortalidad frente a
infecciones por especies patdégenas de Vibrio, por lo que estas
cepas podrian utlizarse como herramientas futuras para el
tratamiento de enfermedades en el sector de la acuicultura.
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4.1.1. Summary

A new alternative to fight infectious diseases in aquaculture is
the interruption of the quorum-sensing systems of pathogenic
bacteria. In order to approach this strategy, we have studied a
collection of 146 bacterial isolates from a mollusc hatchery in Lugo
and another collection of 450 isolates isolated from a fish and
mollusc farm in Granada.

A total of 22 strains with a high capacity for degrading AHLs
molecules, both synthetic and produced by other microorganisms,
have been selected. They have been taxonomically identified and it
has been analyzed the type of quorum quenching enzymes they
pOSSess.

In addition, three of these strains have been used in vivo in the
pullet carpet shell Venerupis corrugata and in the scleractinian coral
Oculina patagonica, where they have decreased mortality against
infections produced by pathogenic species of Vibrio. Therefore,
these strains could be used as future tools for the treatment of
diseases in the aquaculture sector.
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4.1.2. Resultados

4.1.2.1. Seleccion de bacterias con actividad quorum quenching en
un criadero de moluscos de Lugo

a) Ensayo de la actividad degradadora de AHLs

Las 146 cepas marinas estudiadas en este trabajo fueron aisladas
en el criadero de moluscos Centro de Cultivos Marinos de Ribadeo
(Lugo), donde el agua de mar que circula por las instalaciones proviene
del mar Cantabrico, con un valor medio anual de salinidad de 33-36 g/l y
de temperatura 12-20°C (43°32'24,9”N, 7°02°15,92” W). En total, una
coleccion de 15 cepas se aislaron de tanques con cultivos de larvas de
longueirén (Ensis siliqua), 7 cepas se aislaron de cultivos de larvas de
longueirdn vello o navaja (Solen marginatus), 61 cepas se obtuvieron de
cultivos de larvas de almeja fina (Venerupis decussatus), 36 cepas se
aislaron de tanques con larvas de almeja japonesa (V. philippinarum) y
27 cepas se obtuvieron de cultivos de larvas de almeja babosa (V.
corrugata).

Para evaluar la actividad degradadora de cada una de las cepas
realizamos un primer ensayo frente a las moléculas de cadena acil media
y larga Cs-HSL y C40-HSL. Tras 24 h de incubacién con cada una de las
moléculas, detectamos las AHLs remanentes en un ensayo de difusion
en placa usando los biosensores Chromobacterium violaceum CV026 y
C. violaceum VIRO07. De las 146 cepas ensayadas, seleccionamos 35 por
no activar a los biosensores empleados, indicando que habian
degradado las moléculas Cg-HSL y C1o-HSL.

El segundo ensayo se realizO a las 35 cepas seleccionadas
utilizando cinco tipos de moléculas sefial AHLs sintéticas con cadena acil
de longitud variable y sustituciones quimicas (C4-HSL, Ce-HSL, Cg-HSL,
C10-HSL, C12-HSL, 3-O-C12-HSL y 3-OH-C10-HSL). Tras 24 h de
incubacion con cada AHL, detectamos las moléculas remanentes con los
biosensores C. violaceum CV026, C. violaceum VIR07 y A. tumefaciens
NTL4 (pZRL4) (Fig. 18). La no aparicion de un color purpura en el caso
de C. violaceum CV026 y C. violaceum VIR0O7 o azul en el caso de A.
tumefaciens NTL4 (pZRL4) indicé que no habia AHLs y éstas podrian
haber sido degradadas. Como control positivo se emple6 Tenacibaculum
discolor 20-J y como control negativo, el medio CM adicionado de AHLs.

Tras estos ensayos, seleccionamos 10 cepas del total de 146 cepas
iniciales debido a su capacidad de degradar una gran variedad de
moléculas AHLs. Estos experimentos se realizaron por triplicado,
obteniéndose siempre los mismos resultados. Las cepas con mayor
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actividad fueron PP2-67, PP2-459, PP2-644 y PP2-663 (Fig. 23), por lo
que fueron seleccionadas para los siguientes ensayos (Tabla 8).

Figura 18. Ensayo de difusidon en placa Petri de la actividad degradora de
AHLs de cepas marinas aisladas de un criadero de Lugo. Deteccion de
AHLs con los biosensores Chromobacterium violaceum CV026 (a),
Chromobacterium violaceum VIR07 (b) y Agrobacterium tumefaciens NTL4
(pZRL4) (c).

De forma paralela, llevamos a cabo otro ensayo de difusion en placa
Petri para determinar la produccion de moléculas AHLs por parte de las
10 cepas seleccionadas como degradadoras de AHLs. Solo la cepa PP2-
663 sintetizd moléculas detectables por los tres biosensores empleados.
Para confirmar la naturaleza de las AHLs producidas por esta cepa,
analizamos los extractos de 5 ml de cultivo mediante un ensayo de
difusion en placa Petri y TLC con una sobrecapa del biosensor A.
tumefaciens NTL4 (pZLR4) (Fig. 19). Pudimos observar dos manchas
con movilidades similares a los patrones Cg-HSL y C4,-HSL. Este analisis
confirmé que la cepa PP2-663, ademas de degradar AHLs, tiene un
sistema QS dependiente de AHLs.

cM CcM PP2-663 PP2-663 CcM PP2-663
+ Cg-HSL +Cg-HSL +Cg-HSL  + Cg-HSL
+Cy-HSL 4 Co-HSL

Figura 19. Evaluacién de la produccion y degradacion de AHLs de la cepa
PP2-663. Ensayo de difusion en placa Petri (a) y en TLC (b) usando el biosensor
Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZRL4).
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Para identificar taxondmicamente las cepas seleccionadas por su
capacidad degradadora de AHLs, se compararon las secuencias del gen
ARNr 16S con las secuencias depositadas en las bases de datos
utilizando los programas BLAST y EzTaxon-e. Las cepas mostraron
homologia con especies de los géneros Alteromonas (7 cepas),
Thalassotalea (1 cepa), Muricauda (1 cepa) y Paracoccus (1 cepa) (Tabla
8), pertenecientes a las familias Alteromonadaceae, Colwelliaceae,
Flavobacteriaceae y Rhodobacteraceae.

Como puede observarse en la Tabla 8, la cepa PP2-459,
perteneciente al género Thalassotalea (anteriormente denominado
Thalassomonas) y la cepa PP2-663, perteneciente al género Paracoccus,
podrian ser nuevas especies debido al bajo nivel de homologia que
presentan con las especies mas relacionadas filogenéticamente.
Actualmente se esta llevando a cabo la identificacion de ambas cepas,
pero de momento, unicamente la secuencia parcial de la cepa PP2-459
se encuentra depositada en la base de datos EMBL bajo el numero de
acceso LN898116.

En cuanto a su origen, las cepas PP2-67, PP2-93 y PP2-404,
proceden de tanques con Ensis siliqua; las cepas PP2-73, PP2- 489 y
PP2-490 corresponden con cultivos de Solen marginatus; las cepas PP2-
459 y PP2-664 proceden de tanques con Venerupis decussata y las
cepas PP2-663 y PP2-678 vienen de tanques con V. philippinarium.
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Tabla 8. Actividad QQ frente AHLs sintéticas de las cepas seleccionadas en el criadero de Lugo e identificacién taxonémica.

Identificacién taxonémica

Cepa  CgHSL CegHSL  CgHSL  CipHSL  Cyp-HSL  3-O-Cyp-HSL  3-OH-Cyo-HSL 7 0t el el
PP2-67 + ++ ++ ++ ++ + + Alteromonas marina 99,71 %
PP2-459 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ Thalassotalea agariperfornas 96,59 %
PP2-644 + ++ ++ ++ ++ + + Alteromonas stellipolaris 99,29 %
PP2-663 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ Paracoccus homiensis 97,42 %
PP2-73 - ++ + ++ ++ - - Alteromonas stellipolaris 99,92 %
PP2-93 - ++ + ++ ++ - - Alteromonas macleodii 99, 63 %
PP2-404 - ++ + ++ ++ - - Alteromonas marina 99, 84 %
PP2-489 - ++ + ++ ++ - - Alteromonas stellipolaris 99,92 %
PP2-490 - ++ + ++ ++ - - Alteromonas marina 99,78 %
PP2-678 - ++ + ++ ++ - - Muricauda ruestringensis 99,33 %

++: degradacion total, +: degradacion parcial, -: no degradacion
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b) Confirmacion de la actividad degradadora de AHLs mediante
HPLC/MS

Para confirmar la capacidad de degradar moléculas AHLs de las 4
cepas seleccionadas (PP2-67, PP2-459, PP2-644 y PP2-663) y descartar
que la inactivacién de los biosensores fuese debida a una molécula QSI
0 a un antagonista de los mismos, realizamos ensayos cuantitativos de
HPLC/MS.

Las cepas ensayadas redujeron de forma significativa la
concentracién de las moléculas AHLs ensayadas, mostrando mas de un
60 % de actividad en todos los casos. La degradacion fue superior frente
a Cg-HSL y C4o-HSL en todas las cepas (Fig. 20). Los ensayos se
repetieron tres veces, obteniendo siempre los mismos valores,
confirmandose asi una actividad degradadora de AHLs o quorum
quenching por parte de las cepas seleccionadas. La eficiencia de la
degradacion se analizé mediante un andlisis de varianza (ANOVA)
(P<0.05) (McHugh, 2011). Los distintos grupos de significancia obtenidos
tras un test post-hoc de Student-Newman-Keuls se representan en la
Figura 20 con letras.
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Figura 20. Cuantificacion mediante HPLC de las AHLs remanentes tras los
ensayos de QQ con las cepas seleccionadas del criadero de Lugo.
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Tras estos ensayos, seleccionamos las cepas PP2-459 y PP2-663
para los siguientes ensayos in vitro e in vivo frente a patégenos debido a
que mostraron la mayor capacidad degradadora de las cepas analizadas.
Como puede verse en la Figura 20, la cepa PP2-459 presenté una
actividad de degradacion de las moléculas AHLs ensayadas del 100 %
en todas las replicas realizadas. Respecto a la cepa PP2-663, su
actividad QQ es superior al 95 % en todas los ensayos, y los niveles tan
bajos de AHLs remanentes que se detectan por HPLC (Fig. 20) podrian
ser debidos a su propia produccion de moléculas AHLs (Fig. 19). Estos
analisis se repitieron por triplicado y se obtuvieron siempre resultados
significativamente similares.

c) Estudio de la actividad QQ frente a extractos de AHLs de origen
natural

Para evaluar si las cepas PP2-459 y PP2-663 poseian potencial
para ser aplicadas in vivo en siguientes ensayos, evaluamos en primer
lugar su capacidad para eliminar in vitro AHLs producidas por otros
microorganismos. Para ello, determinamos la actividad QQ de las cepas
PP2-459 y PP2-663 frente a los extractos de AHLs de Halomonas
anticariensis FP35', una bacteria haléfila moderada no patégena que
produce C4-HSL, Cgs-HSL, Cg-HSL y Cq,-HSL; frente al patégeno de
peces y moluscos V. anguillarum ATCC 19264", que produce
principalmente 3-O-C4,-HSL y C4-HSL; y frente a los patégenos de
moluscos bivalvos V. tubiashii CECT 631" y V. neptunius PP-145.98, que
producen AHLs detectables por el biosensor A. tumefaciens NTL4
(pZRL4) pero cuya estructura quimica aun no se ha descrito (Hada et al.,
1984; Prado et al., 2005; Mohamad et al., 2015). Las AHLs remanentes
se detectaron primero en un ensayo en difusion en placa y
posteriormente se analizaron por TLC. Para el revelado, utilizamos C.
violaceum CV026 y A. tumefaciens NTL4 (pZLR4). En ningun caso se
detectaron moléculas AHLs remanentes ni de H. anticariensis FP35" ni
de las especies patégenas V. anguillarum ATCC 19264, V. tubiashii
CECT 631" y V. neptunius PP-145.98, por lo que podemos decir que la
actividad de PP2-459 y PP2-663 frente a los extractos de estas bacterias
fue del 100 %. En la Figura 21 se muestran los resultados de la actividad
QQ de la cepa PP2-459 frente a los extractos de AHLs de H.
anticariensis FP35" y V. anguillarum ATCC 19264 "
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Figura 21. Analisis por TLC de la actividad degradadora de PP2-459 frente a
los extractos de AHLs de Halomonas anticariensis FP35" y de Vibrio
anguillarum ATCC 19264". Deteccion de AHLs con el biosensor Agrobacterium
tumefaciens NTL4 (pZRL4).

d) Localizacién de la actividad quorum quenching de las cepas PP2-
459 y PP2-663

Para determinar la localizacion celular de la enzima QQ, se obtuvo el
sobrenadante (SB) y el extracto celular crudo (CCE) de cultivos de las
cepas PP2-459 y PP2-663. Seguidamente, éstos se utilizaron para
realizar ensayos de degradacion de las moléculas Cgs-HSL, Cg-HSL, Cyo-
HSL, C4>-HSL, 3-O-C4,-HSL y 3-OH-C4,-HSL. Tras 24 h de incubacion se
detectaron las AHLs remanentes en un ensayo de difusion en placa Petri,
en el que se encontré que la actividad QQ de ambas cepas se encuentra
en el extracto celular crudo y no en el sobrenadante. En la Figura 22 se
muestra el ensayo de degradacién del sobrenadante y del extracto
celular crudo de la cepa PP2-459.

R,

c \ CCEPP2459
. \ +CpHSL

SB PP2-459
+Cg-HSL

' _SB PP2-459
"+ Cp-HSL

Figura 22. Ensayo de la actividad QQ del sobrenadante y extracto celular
crudo de la cepa PP2-459. Deteccion de AHLs con los biosensores
Chromobacterium violaceum CV026 y Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZRL4).
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e) ldentificacion del tipo de actividad quorum quenching de las
cepas PP2-459y PP2-663

Para determinar si la actividad quorum quenching de las cepas PP2-
459 y PP2-663 era debida a una enzima lactonasa, acidificamos los
sobrenadantes de los cultivos con Cg-HSL y Cy-HSL (Fig. 23) y
cuantificamos las AHLs presentes de nuevo mediante HPLC. Esta
acidificacion permite la reestructuracion o cierre del anillo lacténico de la
AHL en el caso de que éste se haya abierto previamente debido a la
accién de una enzima lactonasa. En ningun caso se recuperaron los
niveles iniciales de AHLs de forma significativa frente al control (Fig. 23),
indicando que su degradacion previa habia sido debida a un tipo de
enzima QQ diferente a una lactonasa, como podria ser una acilasa o un
oxidorreductasa.
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Figura 23. Cuantificacion mediante HPLC de AHLs tras la acidificacion de
las reacciones de quorum quenching con las cepas PP2-459 y PP2-663.

f) Cocultivos in vitro entre las cepas PP2-459 y PP2-663 y Vibrio spp.
patbgenos

Antes de llevar a cabo ensayos de cocultivo con las cepas PP2-459
y PP2-663, evaluamos si éstas interferian en el crecimiento de 3 cepas
de las especies patégenas Vibrio anguillarum ATCC 192647, V. tubiashii
CECT 631" y V. neptunius PP-145.98. Como controles negativos se
usaron los medios CM y SFSWYE. Nuestros resultados indicaron que las
cepas PP2-459 y PP2-663 no producen ningun efecto negativo sobre el
crecimiento de las cepas de Vibrio ensayadas (Fig. 24).
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Figura 24. Ensayo de antagonismo de las cepas PP2-459 y PP2-663 sobre
cepas patégenas de Vibrio spp.

A continuacion, se realizaron cocultivos in vitro con el fin de poner a
punto las condiciones Optimas para llevar a cabo futuros ensayos in vivo.
Para ello, se llevaron a cabo ensayos de cocultivos de las cepas PP2-
459 y PP2-663 y cada una de las especies patdégenas de Vibrio en medio
SFSWYE distintas concentraciones o ratios: 10* ufc/ml de Vibrio sp. con
10* y 10° ufc/ml de las cepas PP2-459 y PP2-663, 10° ufc/ml de Vibrio
sp. con 10* y 10° ufc/ml de las cepas PP2-459 y PP2-663, y por ultimo,
10* ufc/ml de las cepas PP2-459 o PP2-663 con 10° ufc/ml de Vibrio sp.
Tras 24 h de incubacion, se detectaron las AHLs remanentes en los
cocultivos mediante un ensayo de difusiéon en placa con el biosensor A.
tumefaciens NTL4 (pZRL4). El mejor resultado de degradacion de AHLs
se obtuvo cuando 10* ufc/ml de un cultivo de Vibrio sp. se afiadié a un
cultivo de 10° ufc/ml de las cepas PP2-459 o PP2-663, ya que hubo una
degradacion total de las AHLs de Vibrio sp. en estas condiciones. Esta
ratio se mantuvo a lo largo de la incubacién de 24 h, como pudo
confirmarse mediante el recuento en medio TCBS (donde Vibrio sp.
produce colonias amarillas) y en medio AM (donde Vibrio sp. produce
colonias lisas y las cepas PQQ-459 y PP2-663 producen colonias
transparentes con forma de huso).

g) Ensayos in vivo con la almeja babosa Venerupis corrugata

Para evaluar la actividad in vivo de las cepas degradadoras de AHLs
PP2-459 y PP2-663, se realizaron unos ensayos preliminares con larvas
de almeja babosa Venerupis corrugata. Los ensayos se realizaron con
las bacterias patégenas de moluscos bivalvos Vibrio tubiashii CECT 6317
y V. neptunius PP-145.98.

En la Figura 25 se muestran los porcentajes de mortalidades
larvarias registradas a las 48 horas para cada uno de los tratamientos.
Estan representados los valores medios de las tres réplicas para cada
una de las combinaciones. La mortalidad media registrada en los
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controles negativos (sin inocular) fue de 5,5 %, mientras en los pocillos
inoculados con las cepas PP2-459 y PP2-663 fue del 46 yv 59 %
respectivamente, lo que confirma la inocuidad de estas bacterias para las
larvas. Por su parte, los dos patégenos causaron mortalidades del 100
%, segun lo esperado.

La unica combinacién que se tradujo en una reduccién significativa
de la mortalidad larvaria fue la de la cepa PP2-663 con el patégeno V.
tubiashii CECT 631", ya que redujo un 86 % la muerte de las larvas. Sin
embargo, los resultados de esta misma cepa QQ con V. neptunius PP-
145.98 no resultaron satisfactorios, ya que disminuyeron la mortalidad de
las larvas pero no significativamente, lo que sin duda se debe a que las
concentraciones de ambas cepas estaban mas préximas, con sélo un
orden de magnitud de diferencia frente a los mas de dos de la
combinacion efectiva (10* ufc/ml de Vibrio sp. con 10° ufc/ml de cepa
QQ). Esto puede explicar igualmente los resultados obtenidos con la
cepa PP2-459 con ambos patdégenos, ya que en este caso la cepa QQ
estaba en el mismo orden de magnitud (V. tubiashii CECT 6317) o incluso
por debajo del patégeno (V. neptunius PP-145.98).
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Figura 25. Porcentajes de mortalidad larvaria registrados a las 48 horas
en los ensayos in vivo.

Los resultados obtenidos apuntan a la necesidad de favorecer la
proliferacion de las cepas QQ en los acuarios o tanques antes de la
incorporacién de los patdgenos, ya que para que compitan eficazmente
parece necesaria una diferencia minima de 2 érdenes de magnitud a
favor de las cepas QQ. Actualmente se estan disefiando nuevos ensayos
que seran abordados en funcion de la estacionalidad de las larvas.
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4.1.2.2. Seleccién de bacterias con actividad quorum quenching en
un criadero de peces y moluscos de Granada

a) Ensayo de la actividad degradadora de AHLs

Con el fin de seleccionar nuevas bacterias con actividad quorum
quenching y asi ampliar nuestra coleccién, elegimos un nuevo criadero
situado al sureste de Espafia. En este caso, la busqueda de bacterias
con capacidad de degradar AHLs se realizé a partir de una coleccién de
450 aislados bacterianos procedentes del criadero de peces y moluscos
Azucarera Guadalfeo de Salobrefia (Granada). El agua de mar de sus
instalaciones proviene directamente del mar Mediterraneo con una
salinidad media anual de 36-39 g/l y temperatura 16-25°C (36°44'43,6”N,
3°36’01,9”W).

Para la seleccion de bacterias con actividad QQ se llevo a cabo un
ensayo inicial en placas microtiter de 96 pocillos en presencia de
moléculas AHLs de origen sintético con cadena acil de distinto numero
de carbonos: C¢g-HSL y Cy-HSL. Tras 24 h de incubacién, las AHLs
remanentes en el medio se detectaron usando los biosensores C.
violaceum CV026 y C. violaceum VIRO07 (Fig. 26). Como control positivo
se empleé Tenacibaculum discolor 20-J y como control negativo, medio
CM adicionado de AHLs. De las 450 cepas ensayadas, 112 no activaron
a los dos biosensores, indicando que habian degradado ambas Cg-HSL y
C1-HSL. Estos ensayos se llevaron a cabo por triplicado, obteniendo
siempre los mismos resultados. Todos los experimentos se llevaron a
cabo a pH 7 para prevenir la lactonolisis expontanea de las AHLs (que
ocurre a pH basico) y por tanto la no activacién de los biosensores,
dando lugar a resultados positivos falsos.
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Figura 26. Ensayo en placas microtiter de la actividad degradadora de AHLs
de las cepas marinas aisladas de un criadero de Granada. Deteccién de AHLs
con los biosensores Chromobacterium violaceum CV026 (a) y Chromobacterium
violaceum VIRO07 (b).
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A las 112 cepas seleccionadas se les realiz6 un segundo ensayo
frente a las moléculas C4,-HSL, Cs-HSL, Cs-HSL, C4,-HSL, C1,-HSL, C1s-
HSL, 3-0O-C4,-HSL y 3-OH-C,o-HSL. Tras 24 h de incubacion, las AHLs
remanentes en el medio se detectaron en un ensayo de difusién en placa
Petri usando los biosensores C. violaceum CV026, C. violaceum VIR07 y
A. tumefaciens NTL4 (pZRL4) (Fig. 27).
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Figura 27. Ensayo de difusién en placa Petri de la actividad degradadora
de AHLs de cepas marinas aisladas de un criadero de Granada. Deteccion
con los biosensores Chromobacterium violaceum CV026, Chromobacterium
violaceum VIR07 y Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZRL4).

El resultado del screening fue la seleccibn de 12 cepas con
capacidad de degradar un amplio rango de moléculas AHLs. Como se
muestra en la Tabla 9, las 12 cepas degradan las AHLs de cadena media
y larga con distintas sustituciones oxo- e hidroxi-. Sin embargo, ninguna
de ellas degrada C,-HSL.

De forma paralela, llevamos a cabo un ensayo de difusiéon en placa
Petri para determinar la produccion de moléculas AHLs por parte de las
12 cepas seleccionadas. Ninguna de ellas sintetizd moléculas
detectables por los biosensores empleados.

Para identificar taxondmicamente las 12 cepas degradadoras de
AHLs seleccionadas, se amplificé y clon6 su gen ribosomal 16S rRNA en
el plasmido pGEM-T. Segun la comparacién de las secuencias con las
bases de datos de GenBank y EMBL usando las herramientas BLAST y
EzTaxon-e, todas las cepas seleccionadas pertenecian a los géneros
Alteromonas (5 cepas) y Pseudoalteromonas (7 cepas), de las familias
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Alteromonadaceae y Pseudolteromonadaceae (Tabla 9). Las secuencias
de estas cepas se encuentran depositadas en la base de datos EMBL
bajo los numeros de acceso KT730052-KT730063.

En cuanto a su origen, todas las cepas seleccionadas proceden del
agua de mar saliente de las instalaciones de tanques del criadero
mencionado.

Las tres cepas con mayor actividad QQ (PQQ-37, PQQ-42 y PQQ-
44) frente a las AHLs ensayadas tuvieron una alta homologia con
Alteromonas stellipolaris (Tabla 9), sin embargo, mostraron diferencias
morfolégicas. La cepa PQQ-42 produce colonias mucosas en medio
sélido y un cremiento homogéneo en medio liquido. Por el contrario, las
cepas PQQ-37 y PQQ-44 forman colonias secas y rugosas en medio
sélido y en medio liquido tienen un crecimiento en forma de “miga de
pan”, formando grumos que precipitan (Fig. 28). Por ello, para los
siguientes ensayos, seleccionamos las cepas PQQ-42 y PQQ-44.

Figura 28. Distinta morfologia de las cepas PQQ-42 y PQQ-44 de
Alteromonas stellipolaris en medio sélido y liquido.
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Tabla 9. Actividad QQ frente AHLs sintéticas de las cepas seleccionadas en el criadero de Granada e identificacién taxonomica.

Identificacion taxonémica
C,-HSL  CgHSL CgHSL Cip-HSL Cy;»-HSL  Cys-HSL 3-O-C;,-HSL  3-OH-C9-HSL

y % de identidad

PQQ-1 - ++ + ++ ++ ++ T+ - Pseudoalteromonas
paragorgicola 99,78 %

PQQ-5 - ++ + ++ + ++ T+ - Pseudoalteromonas
tetraodonis 99,70 %

PQQ-8 _ T+ + T+ ++ ++ T+ - Alteromonas stellipolaris
99,59 %

PQQ-18 - ++ + ++ ++ ++ ++ - Pseudoalteromonas
carrageenovora 99,70 %

PQQ-20 - ++ ++ ++ ++ ++ ++ - Pseudoalteromonas
atlantica 99,44 %

PQQ-31 R ++ + T+ + T+ T+ . Pseudoalteromonas
tetraodonis 100 %

PQQ-33 - T+ ++ T+ ++ T+ T+ - Alteromonas genovensis
99,60 %

PQQ-37 - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ Alteromonas stellipolaris
99,70 %

PQQ-39 - T+ + T+ ++ T+ T+ - Pseudoalteromonas
tetraodonis 99,48 %

PQQ-42 - T+ ++ T+ ++ T+ T+ T+ Alteromonas stellipolaris
99,70 %

PQQ-44 - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ Alteromonas stellipolaris
99,70 %

PQQ-84 - ++ + ++ ++ ++ ++ - Pseudoalteromonas

distincta 99,70 %
++: degradacion total, +: degradacion parcial, -: no degradacion
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b) Confirmacion de la actividad degradadora de AHLs mediante
HPLC/MS

Para determinar si las cepas PQQ-42 y PQQ-44 producian un
compuesto inhibidor o antagonista de las moléculas AHLs o si por el
contrario las estaban degradando enzimaticamente, se realizé un ensayo
similar a los descritos previamente utilizando las moléculas Ce-HSL y Co-
HSL y tras 24 h de incubacion las AHLs remanentes se cuantificaron
mediante HPLC/MS(Romero et al., 2011). Los resultados indicaron que
las dos cepas seleccionadas eran capaces de reducir significativamente
los niveles de ambas AHLs ensayadas, confirmandose por tanto su
actividad enzimatica degradadora. Esta capacidad fue mayor frente a
C10-HSL que frente a Cs-HSL (Fig. 29).
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Figura 29. Confirmaciéon mediante HPLC de la actividad degradadora de
AHLs de las cepas seleccionadas en un criadero de Granada.

Tras los analisis de HPLC/MS, donde observamos que las cepas
PQQ-42 y PQQ-44 tenian una actividad QQ de mas del 70 % en todas
las réplicas realizadas, realizamos un ensayo para evaluar la actividad de
ambas cepas a distintos tiempos de incubacién con las AHLs. Para ello,
se realizd un ensayo de difusion en placa Petri con los distintos
biosensores y se cuantificaron las AHLs remanentes tras 15, 24 y 48 h
por comparacion con el diametro del halo del pocillo control (consistente
en medio adicionado de moléculas senal). Como puede observarse, en
ambas cepas las AHLs de cadena larga y sin substituciones (C1o-HSL,
C42-HSL, C44-HSL) se degradan mejor y mas rapidamente (en menos de
15 h) (Fig. 30).
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Figura 30. Actividad degradadora de AHLs en las cepas PQQ-42 (a) y PQQ-
44 (b) a las 15, 24 y 48 h de incubacién mediante un ensayo de difusién en
placa Petri.

c) Estudio de la actividad QQ frente a extractos de AHLs de origen
natural

Con el fin de determinar si las cepas PQQ-42 y PQQ-44 podrian ser
utilizadas en el futuro para interrumpir los sistemas QS de bacterias
patdgenas in vivo, ensayamos in vitro su capacidad de degradar AHLs de
origen natural. Para ello, seleccionamos tres cepas patdégenas de peces
y moluscos cuyas AHLs han sido descritas: Vibrio anguillarum ATCC
19264, V. nigripulchritudo CIP 103195" y V. metschnikovii NCTC 8483,
asi como tres cepas patégenas pertenecientes a distintas especies del
género Vibrio aisladas del coral Oculina patagonica y de agua de mar: V.
coralliilyticus VibC-Oc-193, V. owensii VibC-Oc-106 y V. mediterranei
VibC-Oc-097 cuyas AHLs han sido descritas por primera vez en esta
tesis.

Las especies V. coralliilyticus VibC-Oc-193, V. owensii VibC-Oc-106
y V. mediterranei VibC-Oc-097 fueron seleccionadas para estos
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experimentos por su gran virulencia en corales y su mayor produccion de
moléculas AHLs respecto a ofras cepas estudiadas. A partir de una
coleccion de 34 cepas de la familia Vibrionaceae aisladas de los corales
Oculina patagonica y Cladocora caespitosa sanos y enfermos, asi como
de agua de mar, se analizoé la produccion de moléculas sefial AHLs. Para
ello, se partioé de cultivos en caldo marino de cada una de las cepas. Se
les realiz6 una extraccion de AHLs y seguidamente un ensayo de
difusién en placa Petri utilizando para el revelado los biosensores C.
violaceum CV026 y A. tumefaciens NTL4 (pZRL4).

A continuacién, los extractos de los cultivos de las cepas
seleccionadas (V. coralliilyticus VibC-Oc-193, V. mediterranei VibC-Oc-
097 y V. owensii VibC-Oc-106) se analizaron cualitativamente por
cromatografia en capa fina (TLC) usando el biosensor A. tumefaciens
NTL4 (pZLR4). Los perfiles de moléculas AHLs de las cepas ensayadas
fueron diferentes entre si, detectandose al menos dos compuestos en
cada cepa (Fig. 31). En muchos casos, las moléculas migraron en forma
de ‘“lagrima”, indicando que probablemente fuesen AHLs con
sustituciones de tipo oxo. V. mediterranei VibC-Oc-097 fue la cepa que
mostré una mayor diversidad de AHLs producidas, ya que en este
ensayo por TLC se detectaron cuatro compuestos en total.

V. coralliilyticus
VibC-Oc-193

V. mediterranei
VibC-0c-097

V. owensii
VibC-0Oc-106

@ -CeHsL
£ -CgHSL
- ‘W B CoHsL

Figura 31. Andlisis por TLC de las moléculas sefial producidas por las
cepas patogenas de Vibrio spp. Deteccion de AHLs con el biosensor
Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZRL4).
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Con el fin de caracterizar quimicamente las moléculas sefal
producidas por V. mediterranei VibC-Oc-097, V. owensii VibC-Oc-106 y
V. coralliilyticus VibC-Oc-193 se identificaron y cuantificaron las AHLs en
los extractos obtenidos a partir de grandes volumenes de cultivo en fase
estacionaria de cada cepa. Para ello, los extractos se purificaron
mediante SPE para después ser analizados mediante HPLC/HRMS
(SIM) utilizando distintas AHLs como estandares (Tabla 10).

Tabla 10. Cuantificacién mediante HPLC/HRMS de las AHLs de las tres
cepas de Vibrio spp. seleccionadas.

Concentracion (nmol/l)

V. mediterranei V. owensii V. coralliilyticus
VibC-Oc-097 VibC-Oc-106 VibC-Oc-193
C4-HSL 4,00 - 3,30
Ce-HSL 1,33 0,08 -
Cg-HSL 0,15 0,11 -
Cy2-HSL 0,67 4,12 -
Ce-HSL 0,64 0,14 0,34
3-0-C4p-HSL - 0,03 -
3-0-C4-HSL 0,02 - -
3-0-C43-HSL 1,76 - -
3-OH-C4-HSL 0,36 0,25 0,69
3-OH-C4,-HSL 8,08 2,77 0,12

Una vez caracterizadas las moléculas AHLs V. mediterranei VibC-
Oc-097, V. owensii VibC-Oc-106 y V. corallilyticus VibC-Oc_193,
ensayamos in vitro la actividad quorum quenching de las cepas PQQ-42
y PQQ-44 frente a los extractos de estos patégenos y los patégenos de
peces y moluscos V. anguillarum ATCC 19264", V. nigripulchritudo CIP
103195 y V. metschnikovii NCTC 8483".

En primer lugar, se obtuvieron los extractos AHLs de las seis
especies patdgenas de Vibrio y a continuacion se anadieron a cultivos de
las cepas PQQ-42 y PQQ-44 (DOgpo 0,5) y se incubaron 24 h. La
deteccién de AHLs remanentes se llevo a cabo mediante un ensayo de
difusibn en placa con los biosensores C. violaceum CV026 y A.
tumefaciens NTL4 (pZRL4). Se confirmé que las cepas PQQ-42 y PQQ-
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44 tenian actividad QQ frente a todos los extractos de AHLs de las cepas
patégenas ensayadas (Fig. 32).

Figura 32. Degradacion in vitro de extractos de moléculas AHLs de cepas
patégenas de Vibrio spp. por parte de las cepas PQQ-42 y PQQ-44.
Deteccion de AHLs con el biosensor Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZRL4)

d) Localizacién de la actividad quorum quenching de las cepas
PQQ-42 y PQQ-44

Para determinar la localizacion celular de la enzima QQ, se obtuvo el
sobrenadante (SB) y el extracto celular crudo (CCE) de cultivos de las
cepas PQQ-42 y PQQ-44 y en cada caso se ajusto la concentracion de
proteina a 35 pg/ml. Seguidamente, se utilizé el sobrenadante y el
extracto celular crudo para realizar ensayos de degradacién de las
moléculas Ce-HSL, Cg-HSL, C10-HSL, C12-HSL, 3-O-C12-HSL y 3-OH-C10-
HSL. Tras 24 h de incubacién se detectaron las AHLs remanentes en un
ensayo de difusidon en placa Petri, en el que se encontré que la actividad
QQ de ambas cepas se encuentra en el extracto celular crudo y no en el
sobrenadante. En la Figura 33 se muestran los resultados de la actividad
QQ de la cepa PQQ-42.
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Figura 33. Ensayo de la actividad quorum quenching del sobrenadante y
extracto celular crudo de la cepa PQQ-42. Deteccion de AHLs con los
biosensores Chromobacterium violaceum CV026, Chromobacterium violaceum
VIRO7 y Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZRL4).

e) Ildentificacion del tipo de actividad quorum quenching de las
cepas PQQ-42 y PQQ-44

Para determinar si la actividad QQ de PQQ-42 y PQQ-44 era debida
a una enzima de tipo lactonasa, se llevé a cabo una acidificacion de los
cultivos de ambas cepas tras la incubaciéon durante 24 h con cada una de
las distintas AHLs (Cs-HSL, Cg-HSL, C40-HSL, C4,-HSL, 3-O-C4>-HSL y 3-
OH-C4,-HSL). Esta acidificacion permite la reestructuracion y cierre del
anillo lacténico en el caso de que éste se haya abierto previamente por
una enzima lactonasa(Yates et al.,, 2002). Tras una nueva incubacion
durante 24 h, en ninguno de los casos la recuperacion de la
concentracion inicial de AHLs fue significativa respecto al control,
consistente en caldo marino adicionado con AHLs. Esto indica que la
actividad degradadora de AHLs de las cepas PQQ-42 y PQQ-44 se debe
a una enzima diferente a una lactonasa. En la Figura 34 se muestran los
resultados de la actividad QQ de la cepa PQQ-42.
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Figura 34. Determinacion de AHLs remanentes en las reacciones de
guorum quenching de la cepa PQQ-42 con y sin acidificacién. Deteccion
de AHLs con los biosensores Chromobacterium violaceum CV026,
Chromobacterium violaceum VIRO7 y Agrobacterium tumefaciens NTL4
(pZRL4).

Una vez descartada una enzima de tipo lactonasa, se llevé a cabo
una aproximacién molecular para poder identificar el tipo de enzima
responsable de la actividad QQ de las cepas PQQ-42 y PQQ-44. Para
ello, se llevé a cabo la secuenciacion del genoma completo de ambas
cepas mediante Single Molecule Real-Time (SMRT) en una plataforma
PacBio RSII (Pacific Biosciences). Ambos genomas son circulares, de
4,7 Mpb, y estdan depositados en GenBank bajo los numeros de
BioProject PRIJNA319005 y PRJNA319007. Tras la anotacién de las
secuencias ensambladas con la herramienta Prokka (Seemann, 2014),
se identific6 en ambas cepas el gen pvdQ, que codifica una enzima QQ
de tipo acilasa.

La estructura tridimensional de esta enzima se predijo mediante el
software Protein Homology/analogY Recognition Engine 2.0 (Phyre2) y
se compard con la estructura de la enzima PvdQ de Pseudomonas
aeruginosa (Fig. 35).
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Figura 35. Estructura tridimensional de la enzima PvdQ. Representacion de la
enzima de las cepas PQQ-42 (a) y PQQ-44 (b) y Pseudomonas aeruginosa (c).

Actualmente se estan llevando a cabo ensayos de ligacion del gen
pvdQ en los plasmidos de alto y bajo numero de copias pUC18 y
pME6010 para confirmar que es el responsable de la actividad
degradadora de AHLs.

Debido a que en las cepas PQQ-42 y PQQ-44 se identificd el mismo
tipo de enzima QQ, se selecciond la cepa PQQ-42 para los siguientes
estudios, ya que como se ha mostrado anteriormente (Fig. 28), ésta tenia
un crecimiento mas homogeéneo y no producia grumos ni precipitados.

De forma paralela, tras la anotacién y el analisis de los genomas se
obtuvo informacion de otras caracteristicas interesantes en las dos
cepas. Como previamente se habia identificado segun la clonacion y
secuenciacion de su gen ribosomal 16S, ambas tienen homologia del
100 % con Alteromonas stellipolaris LMG 21856". Sin embargo, la
comparacion de los genomas con las herramientas de software RAST y
OrthoVenn mostré que aunque las dos cepas comparten 3.732 clusteres
de genes, hay 8 clusteres diferentes en cada una de ellas (Fig. 36) en los
que la mayoria de genes codifican proteinas hipotéticas, transposasas y
ATPasas.
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Figura 36. Comparacion de los genomas de las cepas PQQ-42 y PQQ-44.
Empleo de las herramientas OrthoVenn (a) y RAST (b). 126



Sorprendentemente, uno de los 8 clusteres diferentes de la cepa
PQQ-42 codifica la sintesis de un peptido no ribosomal (PNR). Esto fue
confirmado mediante la ayuda del software antiSMASH (Weber et al.,
2015). Este cluster esta constituido por distintos genes de regulacién
génica, biosintesis y transporte de un PNR (Fig. 37, Tabla 11).
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Figura 37. ORFs del cluster de sintesis de un péptido no ribosomal
encontrado en el genoma de la cepa PQQ-42.

Este cluster tiene una disposicion muy peculiar y tiene muy baja
homologia con clusteres de sintesis de péptidos no ribosomales
encontrados en otras bacterias, siendo sus valores de homologia mas
altos 30 % con el cluster PNR de Teredinibacter turnerae y 14 % con
Pseudoalteromonas elyakovii. Utilizando de nuevo el programa
antiSMASH se ha realizado una prediccion de la posible estructura
quimica del compuesto PNR sintetizado por este cluster (Fig. 38).

Chiral

Figura 38. Prediccion de la estructura del péptido no ribosomal
producido por el cluster encontrado en el genoma de la cepa PQQ-42.
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Tabla 11. Identificacién de la funcién hipotética de los ORFs del cltster de
sintesis de PNR de la cepa PQQ-42.

ORF Funcién hipotética Funcién

1 Galactosidasa Desconocida

2 Tetratricopéptido Desconocida

3 Acetilhidrolasa Desconocida

4 Proteina transmembrana de transporte Transporte PNR

5 Dihidropicolinato sintasa Desconocida

6 Proteina hipotética Desconocida
Region de unién a ATP/proteina ATPasa/ histidina e

7 ; Regulacion génica
quinasa

8 Proteina receptora de regulacion génica Regulacion génica

9 Proteina hipotética Desconocida

10 Proteina hipotética Desconocida

11 Sistema de transporte de peptidos ciclicos Transporte PNR

12 Proteina SyrP Biosintesis PNR

13 Péptido no ribosomal sintasa Biosintesis PNR

14 Péptido no ribosomal sintasa Biosintesis PNR

15 CgA_Iigasa Qe acidos graso de cadena larga/ Biosintesis PNR
péptido no ribosomal sintasa

16 Proteina hipotética Desconocida

17 Regulador transcripcional CadC Regulacion génica

18 Proteina hipotética Biosintesis PNR

19 Prott_—:ﬂi’na de membrana de bomba de flujo Transporte PNR
multifarmaco

20 Proteina de resistencia a acriflavina Transporte PNR

21 Tioesterasa Biosintesis PNR

22 Vulnibactina sintasa/fosfopanteteinil transferasa Biosintesis PNR

23 Proteina hipotética Desconocida

24 Proteina hipotética Desconocida

25 Transposasa ISXo8 Desconocida

26 Proteina de unién a ADN de cadena simple Desconocida

27 Transporte de galactosa dependiente de sodio Desconocida

28 Galactoquinasa Desconocida

29 Galactosa-1-fosfato uridililtransferasa Desconocida

30 Galactosa mutarotasa Desconocida

31 Operon represor de la galactosa/familia GalR-Lacl  Regulacion génica

32 Proteina hipotética Desconocida

Para identificar el PNR sintetizado por este cluster de PQQ-42 se
esta llevando a cabo la mutacion de los genes de dicho cluster que
codifican las sintasas del PNR (ORF13 y ORF14) (Fig. 37, Tabla 11). De
forma paralela, se van a llevar a cabo ensayos de RT-PCR para evaluar
la expresion de los genes de dicho cluster.
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f) Cocultivos in vitro entre la cepa PQQ-42 y Vibrio spp. patégenos

Antes de llevar a cabo ensayos de cocultivo con la cepa PQQ-42,
evaluamos si ésta interferia en el crecimiento de 6 cepas de las especies
patégenas Vibrio anguillarum ATCC 19264, V. nigripulchritudo CIP
103195, V. metschnikovii NCTC 8483", V. mediterranei VibC-Oc-097, V.
owensii VibC-Oc-106 y V. corallilyticus VibC-Oc-193 mediante un ensayo
de antagonismo. Como controles negativos se usaron los medios CM y
SFSWYE. Nuestros resultados indicaron que PQQ-42 no produce ningun
efecto negativo sobre el crecimiento de las cepas de Vibrio ensayadas
(Fig. 39).

Figura 39. Ensayo de antagonismo de la cepa PQQ-42 sobre las cepas
patégenas de Vibrio spp.

A continuacion, se realizaron cocultivos in vitro con el fin de poner a
punto las condiciones 6ptimas para llevar a cabo futuros ensayos in vivo.
Para ello, se llevaron a cabo ensayos de cocultivos de la cepa PQQ-42 y
cada una de las especies patdgenas de Vibrio en medio SFSWYE en
seis ratios o concentraciones distintas: 10? ufc/ml de Vibrio sp. con 103,
10* y 10° ufc/ml de la cepa PQQ-42 y 10? ufc/ml de la cepa PQQ-42 con
10°, 10* y 10° ufc/ml de Vibrio sp. Tras 24 h de incubacion, se detectaron
las AHLs remanentes en los cocultivos mediante un ensayo de difusion
en placa con el biosensor A. tumefaciens NTL4 (pZRL4). EI mejor
resultado de degradacién de AHLs se obtuvo cuando 10% ufc/ml de un
cultivo de Vibrio sp. se afiadié a un cultivo de 10° ufc/ml de la cepa PQQ-
42, ya que hubo una degradacion total de las AHLs de Vibrio sp. en estas
condiciones. Esta ratio se mantuvo a lo largo de la incubacion de 24 h,
como pudo confirmarse mediante el recuento en medio TCBS (donde
Vibrio sp. produce colonias amarillas) y en medio AM (donde Vibrio sp.
produce colonias lisas y PQQ-42 produce colonias convexas y mucosas)
(Fig. 40).
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Figura 40. Morfologia de colonias de Vibrio sp. en medio TCBSy AM y de
la cepa PQQ-42 en medio AM.

Los cocultivos en este ratio también se utilizaron para evaluar el
efecto de la degradacién de AHLs sobre algunos factores de virulencia
producidos por las cepas patdgenas de los vibrios. La realizacion de mas
de una decena de pruebas fenotipicas (véase apartado 3.4) mostré que
algunos fenotipos de las especies de Vibrio ensayadas se vieron
afectados bajo nuestras condiciones de ensayo. Por tanto, en el caso de
los Vibrio spp. patégenos de corales cuyas AHLs han sido descritas por
primera vez en esta tesis, podria establecerse una correlaciéon entre las
moléculas AHLs y la produccion de distintos factores de virulencia . La
Tabla 12 recoge los resultados de los fenotipos analizados en los
distintos cocultivos y su comparacion con el cultivo puro de cada uno de
las especies de Vibrio. Entre ellos, como es el caso de la actividad
proteasa y la motilidad tipo swimming en V. mediterranei VibC-Oc-097,
que se vieron disminuidos en nuestras condiciones de ensayo (Fig. 41).
Los ensayos fenotipicos se repitieron tres veces obteniéndose los
mismos resultados.

- caseina

V. mediterranei

V. mediterranei

PQQ-42 +
V. mediterranei =

PQQ-42+
V. mediterranei

7

Figura 41. Disminucion de algunos fenotipos en Vibrio mediterranei VibC-
Oc-097 tras el cocultivo con la cepa PQQ-42. Deteccion de AHLs con el
biosensor Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZRL4).
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Tabla 12. Fenotipos de Vibrio spp. en cultivo puro y tras el cocultivo con la cepa PQQ-42.

V. anguillarum V. metschnikovi V. nigripulchtritutdo | V. mediterranei V. owensii V. coralliilyticus
Fenotipo cultivo cultivo cultivo cultivo cultivo cultivo
RIS RN
- ++ - ++ - ++ - ++ - ++ -

AHLs ++

Motilidad ++ + ++ + ++ + ++ + ++ + ++ +
Hemolisis ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Proteasa ++ ++ ++ + - - ++ + ++ + ++ +
Amilasa + ++ + - - - - - - + _ +
DNAsa ++ ++ + ++ + ++ + ++ ++ + - -
Quitinasa ++ + + - + + + - - - + -
Gelatinasa ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Lipasa (Tween 20) ++ ++ + ++ + ++ + ++ ++ ++ ++ ++
Lipasa (Tween 80) + ++ ++ + + ++ ++ + ++ ++ ++ ++

Sider6foros - - - - - - - - - - - _

Biofilm ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

++: mucha actividad, +: poca actividad, -: no actividad
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g) Ensayos in vivo con el coral Oculina patagonica

Los ensayos in vivo con A. stellipolaris PQQ-42 se realizaron en
colonias del coral escleroactinio Oculina patagonica, en el que la bacteria
patdgena V. mediterranei es responsable de la enfermedad del
blanqueamiento (Kushmaro et al., 2001). Se prepararon acuarios con
SFSW y fragmentos de O. patagonica, a los que se sometié a distintos
tratamientos siguiendo la ratio adecuada seleccionada previamente: tres
acuarios con 10° ufc/ml de la cepa PQQ-42, tres acuarios con 10% ufc/ml
de V. mediterranei VibC-Oc-097, otros tres con 10° ufc/ml de PQQ-42
junto con 102 ufc/ml de V. mediterranei VibC-Oc-097 y tres acuarios mas
sin inocular (control). Tras diez dias, los corales tratados con PQQ-42 y
V. mediterranei VibC-Oc-097 mostraron un menor dafo del tejido o
blanqueamiento que aquellos corales infectados solo con V. mediterranei
VibC-Oc-097 (Fig. 42). Este resultado se ve reflejado en los niveles de
clorofila a detectados en el tejido del coral, ya que este parametro esta
relacionado con el estado de la comunidad de zooxantelas del coral y por
tanto, con su blanqueamiento (Fig. 43). Estos ensayos se realizaron por
triplicado y siempre se obtuvieron los mismos resultados. Esto indica que
la adicion de la cepa PQQ-42 reduce la patogenicidad de V. mediterranei
VibC-Oc-097 sobre el coral O. patagonica, disminuyendo su nivel de
blanqueamiento (29,25 + 14,63 %) en comparacion con los corales
tratados solo con V. mediterranei VibC-Oc-097 (77,53 + 13,22 %).

control PQQ-42

Vibrio mediterranei PQQ-42+V. mediterranei

Figura 42. Fragmentos del coral Oculina patagonica con distinta extensiéon de
blanqueamiento tras 10 dias de tratamiento.
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Ademas, los niveles de clorofila a y el estado de blanqueamiento son
similares en los corales control y en aquellos tratados sdélo con A.
stellipolaris PQQ-42, lo que indica que esta bacteria no es virulenta ni
produce ningun dafio o alteracion sobre O. patagonica (Fig. 43). La
varianza entre los valores de los distintos tratamientos se analizé
mediante ANOVA (P<0.05), para posteriormente, establecer los grupos
de significancia mediante el test de Student-Newman-Keuls, que se
representan con letras (Fig. 43).
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Figura 43. Niveles de clorofila a en el coral Oculina patagonicas alos 5y
10 dias de inoculacién con los distintos tratamientos.

Para verificar que la disminucion del blanqueamiento y de los niveles
de clorofila a en los corales era debida a la actividad QQ de la cepa
PQQ-42 y que no habia sido debida a una disminucion del nimero de
vibrios, se realizaron recuentos diarios del agua de los acuarios y del
tejido del coral en el medio selectivo TCBS. Puede verse en la siguiente
figura que no hay diferencias significativas en los niveles de vibrios en los
corales infectados con V. mediterranei VibC-Oc-097 respecto a los
corales infectados con PQQ-42 junto con V. mediterranei VibC-Oc-097 ni
alos 5 ni alos 10 dias de tratamiento (Fig. 44).
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Figura 44. Recuentos de Vibrio mediterranei VibC-Oc-097 en el tejido del
coral Oculina patagonica a los 5y 10 dias de inoculaciéon con los distintos
tratamientos.

Del mismo modo que en el tejido de los corales, los niveles de
concentracién de vibrios en el agua de los acuarios se mantuvieron
significativamente iguales independientemente del tratamiento realizado
(Fig. 45). Estos resultados demuestran, por tanto, que la cepa PQQ-42
no produce ningun efecto inhibitorio sobre el crecimiento de V.
mediterranei VibC-Oc-097, como ya se habia comprobado anteriormente
(Fig. 39). Las diferencias de blanqueamiento y clorofila a entre los
distintos corales no son debidas a una disminucion en el crecimiento de
la bacteria patdégena, sino a una interferencia mediante QQ de la
regulacion de la produccion de sus factores de virulencia.
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Figura 45. Recuentos de Vibrio mediterranei VibC-Oc-097 en el agua de
los acuarios con Oculina patagonica con los distintos tratamientos.

134



4.1.3. Discusion

Uno de los principales problemas que afectan a la acuicultura son
las enfermedades infecciosas bacterianas, que causan pérdidas
econdmicas de billones de euros en el sector y pueden llegar a arruinar
hasta el 50 % del producto de los criaderos (Paillard et al., 2004; Lafferty
et al., 2015). Para su prevencion y tratamiento se han utilizado durante
mucho tiempo los antibidticos, lo que ha provocado una pérdida de
eficacia de los mismos asi como la aparicién de numerosas resistencias,
por lo que cada vez esta mas restringido su uso (Akinbowale et al., 2006;
Smith, 2008). Las enfermedades en los criaderos afectan principalmente
a las larvas de moluscos, debido a su vulnerabilidad por su pequefio
tamano. Pero las enfermedades infecciosas perjudican también a los
arrecifes de coral, siendo la mas importante la enfermedad conocida
como bleaching, en la que las infecciones por Vibrio spp., junto con el
aumento de la temperatura del mar producen el blanqueamiento y la
pérdida de tejido en los corales (Hoegh-Guldberg, 1999).

Por estas razones, en los ultimos afios se ha mostrado un enorme
interés en estudiar los mecanismos por los que se pueden prevenir y/o
tratar las infecciones de los animales marinos al menor coste econémico
y sin riesgo sanitario. No sélo se reducirian las pérdidas econdmicas del
sector de la acuicultura sino que se obtendrian productos marinos de
mayor calidad y seguridad. Ademas, en el caso de los arrecifes de coral,
se reducirian las zonas afectadas por el blanqueamiento, disminuyendo
asi los problemas asociados que conlleva la muerte de los corales, como
la pérdida de biodiversidad de sus ecosistemas o un aumento de la
erosion en la costa.

Por esta razén se estan investigando nuevas estrategias para
combatir las enfermedades infecciosas que afectan a la acuicultura y a
los organismos relacionados con ella. Algunas de estas estrategias se
basan en la eliminacién de los patégenos responsables (Nakai y Park,
2002; Vinoj et al., 2014), mientras que otras se centran en la inhibicion de
su crecimiento mas que en su muerte (Defoirdt et al., 2006, 2007). Una
nueva estrategia para resolver el problema de las enfermedades
infecciosas es la interrupcion de la comunicacion intercelular bacteriana,
llamada quorum sensing, que regula la expresion de factores de
virulencia en muchos patégenos acuaticos (Dong et al., 2000, 2007;
Bjarnsholt et al., 2010; Natrah et al., 2011)

En el caso de las bacterias patdgenas que regulan su virulencia
mediante los sistemas QS, como es el caso de numerosas especies de
Vibrio, la interferencia de sus moléculas sefal mediante quorum
quenching representa una buena y novedosa alternativa para controlar
su patogenicidad (Defoirdt et al., 2004). A diferencia de los tratamientos
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antibioticos, que reducen el numero de bacterias patogenas, el
mecanismo quorum quenching no deberia producir resistencias ya que
no impone una alta presion selectiva sobre la bacteria patdgena
(Bjarnsholt et al.,, 2010; Rasko y Sperandio, 2010). Aunque se han
descrito mecanismos de resistencia contra compuestos QS| (Garcia-
Contreras et al., 2013, 2016; Kalia et al., 2014) y la aparicion de mutantes
espontaneos que dejan de regular su virulencia mediante moléculas
sefial, haciéndose insensibles a la inhibicion de QS (Sandoz et al., 2007),
muchos autores defienden que esto no quiere decir que éstas puedan
extenderse, y ademas, esas resistencias seran mucho menores que las
producidas por compuestos antimicrobianos convencionales (Defoirdt et
al., 2010; Rémy et al., 2016).

Actualmente, distintos estudios han demostrado la potencial
aplicacion de la interrupcién de la comunicacion intercelular bacteriana
para el tratamiento de las enfermedades bacterianas en la acuicultura
(Tinh et al., 2008; Nhan et al., 2010; Chu et al., 2014; Romero et al.,
2014; Vingj et al., 2014) y se han descrito numerosas patentes referidas
a sus aplicaciones (Romero et al., 2012).

Siguiendo esta nueva alternativa de quorum quenching, hemos
estudiado dos colecciones de aislados bacterianos procedentes de
criaderos de Lugo y Granada. El cribado se ha realizado sobre bacterias
marinas para falicitar posteriormente su posible aplicacion en la
acuicultura.

En el caso del primer criadero, situado en Lugo, hemos seleccionado
cuatro cepas basandonos en su actividad QQ frente a cinco AHLs
sintéticas, como se demostré en los ensayos en pocillos de difusion en
placa, el cual es un método eficaz para el aislamiento de bacterias
degradadoras de moléculas sefial AHLs (Romero et al.,, 2011). El
porcentaje de cepas encontradas en este trabajo con actividad QQ sobre
Ce-HSL y C4o-HSL fue 6,84 %, mientras que el porcentaje de aislados
con elevada actividad QQ sobre un amplio rango de AHLs fue 2,71 %.
Estos datos son similares a los encontrado en otros estudios en
ambientes acuaticos, en los que se ha encontrado que la frecuencia de
bacterias degradadoras de AHLs es mas elevada en medios marinos que
terrestres (Dong y Zhang, 2005; Romero et al., 2008, 2010).

Debido a que los sistemas QS se pueden interrumpir mediante
degradacion enzimatica de las moléculas sefial (Yates et al., 2002; Dong
et al., 2007) o mediante moléculas con estructura similar a ellas
(Manefield et al., 2002), realizamos ensayos mediante HPLC/MS para un
mejor entendimiento del mecanismo de inhibicion de QS responsable en
las 4 cepas seleccionadas. Estas mostraron una elevada capacidad de
degradar enzimaticamente las moléculas AHLs ensayadas, siendo su
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actividad QQ mas efectiva frente a las moléculas de cadena acil larga y
mediana que frente a las AHLs de cadena corta. Este resultado
concuerda con otros estudios llevados a cabo en los que se ha
demostrado que es mas comun que los aislados marinos presenten
mayor capacidad para degradar AHLs de cadena acil larga que corta
(Romero et al.,, 2011). No obstante, las cepas PP2-459 y PP2-663
mostraron una actividad QQ practicamente del 100 % en todos los
ensayos.

En cuanto al tipo de enzima QQ producida por estas cepas, se
realizaron distintos ensayos. Es sabido que el anillo lactonico de las
AHLs es inestable en condiciones alcalinas y/o en temperaturas
superiores a 37°C, lo que llevaria a una lactonolisis de la molécula AHL
(Yates et al.,, 2002). Debido a que en nuestros ensayos no hubo una
recuperacion significativa de los niveles de AHLs tras la acidificacion de
las muestras, podemos decir que la actividad enzimatica QQ de las
cepas seleccionadas no es debido a una lactonasa, sino a una enzima de
otro tipo.

Se ha demostrado que las bacterias con actividad QQ son ubicuas
tanto en procariotas como en eucariotas y actuan degradando las
moléculas AHLs, influyendo en las actividades reguladas por QS. Estas
bacterias podrian sintetizar sus enzimas QQ como una estrategia de
defensa frente a sus competidores (Dong y Zhang, 2005).

Debido a que nuestro objetivo era interferir los sistemas QS en
patdgenos marinos, ensayamos la actividad QQ frente a extractos de la
bacteria patégena de acuicultura Vibrio anguillarum ATCC 19264, que
produce 3-O-C4,-HSL y C40-HSL como sefiales mayoritarias (Milton et al.,
1997; 2001) y frente a Halomonas anticariensis FP35", una bacteria
haléfila moderada que produce un amplio rango de moléculas AHLs
como C4-HSL, Ce-HSL, Cg-HSL y Cy,-HSL (Llamas et al., 2005). En
ambos casos, la degradacion de AHLs fue completa, indicado que
ademas de las AHLs sintéticas probadas anteriormente, se degradan
también las AHLs sintetizadas por otras bacterias, incluyendo bacterias
no relacionadas filogenéticamente.

Las cepas con mayor actividad QQ, PP2-459 y PP2-663, fueron
utilizadas en ensayos in vivo con la almeja babosa Venerupis corrugata
frente a dos patégenos importantes de este bivalvo: V. tubiashii CECT
6317 y V. neptunius PP-145.98 (Hada et al., 1984; Prado et al., 2005). La
almeja babosa es la especie marisquera, entre los bivalvos del infralitoral,
de mayor produccion en Galicia. En estos ensayos in vivo, la adicion de
cepa PP2-663 produjo una disminucion del 86 % de la mortalidad larvaria
producida por V. tubiashii CECT 631'. Sin embargo, los ensayos con la
cepa PP2-459 no resultaron satisfactorios, lo que sin duda se debe a que
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las concentraciones de la cepa QQ y de patégeno estaban muy préximas
(un orden o menos de magnitud de diferencia frente a los mas de dos de
la combinacion efectiva).

En lo que concierne a las cepas bacterianas seleccionadas del
criadero de Lugo, todas ellas pertenecen a géneros tipicamente marinos.
El género predominante es Alteromonas, en donde la actividad QQ ya se
habia descrito previamente (Romero et al., 2011). En los genomas de
algunas especies de Alteromonas se han identificado secuencias que
podrian codificar para enzimas acilasas. En cuanto a las cepas de mayor
actividad quorum quenching, PP2-459 (Thalassotalea sp.) y PP2-663
(Paracoccus sp.) presentaron un nivel de homologia bajo con otros
miembros de su género (96,65 % y 97,42 % respectivamente), por lo que
podrian tratarse de nuevas especies. Ni en el género Thalassotalea ni
en Paracoccus se habian descrito previamente enzimas QQ. Sin
embargo, posteriormente se han encontrado otros aislados marinos del
mismo género con accion degradadora de AHLs (Tang et al., 2013).

Siguiendo este enfoque prometedor, y con el objetivo de ampliar
nuestra coleccién de cepas QQ, realizamos otra busqueda de bacterias
con actividad QQ a partir de una coleccion de 450 aislados de un
criadero de peces y moluscos de Granada. Se han seleccionado 12
cepas con capacidad degradadora de un amplio rango de moléculas
sefal AHLs sintéticas. Al igual que las bacterias seleccionadas en el
criadero de Lugo, todas ellas crecen entre 2,5y 3 % (p/v) de NaCl, asi
que se clasifican como bacterias marinas (Kushner y Kamekura, 1988).
Las 12 bacterias seleccionadas pertenecen a los géneros Alteromonas y
Pseudoalteromonas, comunmente encontrados en ambientes marinos y
en los que se habia descrito previamente una actividad QQ (Romero et
al., 2011; Huang et al., 2012; Torres et al., 2013). El porcentaje de
aislados encontrados en este trabajo con actividad QQ sobre Cgs-HSL vy
C10-HSL fue 24,88 %, mientras que el porcentaje de aislados con una
elevada actividad QQ frente a numerosas AHLs fue 2,66 %. Estos datos
son similares a los encontrados en el estudio previo realizado en el
criadero de Lugo (Torres et al., 2013) y ademas concuerdan con otros
estudios en los que se ha demostrado que las bacterias degradadoras de
AHLs son mas frecuentes en los ambientes marinos que en los terrestres
(Dong y Zhang, 2005; Romero et al., 2011; 2012). Ademas, las cepas
aisladas en este trabajo mostraron actividad QQ elevada para las
moléculas AHLs de cadena acil media y larga, pero no fueron efectivas
frente a las AHLs de cadena corta (C4,-HSL), una caracteristica comun
entre los aislados marinos (Romero et al., 2011; Torres et al., 2013),
donde ademas la mayoria de bacterias patogenas producten AHLs de
cadena acil media y larga (Buchholtz et al., 2006; Garcia-Aljaro et al.,
2012).
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Como procedimiento para la busqueda de bacterias con actividad
QQ, algunos autores han utilizado medios enriquecidos con moléculas
AHLs como sola fuente de carbono y nitrégeno (Leadbetter y Greenberg,
2000; Park et al., 2005). En nuestro caso, hemos realizado dos ensayos
secuenciales consecutivos para seleccionar las 12 cepas con actividad
degradadora de AHLs. El primer ensayo se llevd a cabo en placas
microtiter en presencia de AHLs de cadena acil media o larga (Ce-HSL o
C40-HSL). Como segundo cribado, hemos realizado un ensayo frente a
un rango mas amplio frente a moléculas AHLs de cadena acil de distinta
longitud y hemos seleccionado 12 cepas con una actividad QQ elevada.

Debido a que nuestros esfuerzos iban dirigidos a la interrupciéon de
los sistemas QS en bacterias patdégenas de acuicultura, las cepas PQQ-
42 y PQQ-44 fueron elegidas para los siguientes ensayos por mostrar la
mejor actividad degradadora entre las 12 cepas seleccionadas. Ambas
cepas degradaron eficientemente AHLs de cadena acil media y larga,
con y sin sustituciones de tipo oxo e hidroxi, aunque las AHLs de cadena
larga fueron degradadas mas rapidamente. Ademas, las cepas PQQ-42 y
PQQ-44 también degradaron los extractos de AHLs de importantes
bacterias patdégenas relacionadas con la acuicultura, como Vibrio
anguillarum ATCC 19264", V. nigripulchritudo CIP 1031957, V.
metschnikovii NCTC 8483, V. mediterranei VibC-Oc-097, V. owensii
VibC-Oc-106 y V. coralliilyticus VibC-Oc-193, considerados grandes
amenazas tanto para los criaderos comerciales como para los arrecifes
de coral, debido a la frecuencia de las infecciones, su amplia distribucién
geografica y el elevado niumero de especies afectadas (Toranzo y Barja,
1990; Milton et al., 1997; Kushmaro et al., 2001; Rosenberg y Falkovitz,
2004; Goarant et al.,, 2006; Sakai et al.,, 2007; Lagana et al., 2011;
Goulden et al.,, 2012; Ushijima et al., 2012). En tres de las especies
patégenas de Vibrio utilizadas (V. mediterranei VibC-Oc-097, V. owensii
VibC-Oc-106 y V. corallilyticus VibC-Oc-193), no se habian descrito
hasta la fecha las AHLs producidas. En esta tesis, y de forma paralela a
la busqueda de bacterias con actividad QQ, se han caracterizado y
cuantificado las moléculas sintetizadas por cada cepa. Aunque los
analisis por TLC y HPLC/HRMS mostraron una alta diversidad de AHLs
producidas por las cepas ensayadas, en ambos casos las moléculas
predominantes fueron principalmente las de cadena acil larga, como en
la mayoria de miembros de la familia Vibrionaceae (Buchholtz et al.,
2006; Garcia-Aljaro et al., 2012) .

En todos los casos anteriores, la degradacion de AHLs de las seis
especies de Vibrio fue completa, indicando que las cepas PQQ-42 y
PQQ-44 son capaces de inactivar las moléculas AHLs naturales
sintetizadas por bacterias patdgenas. Ademas, fueron capaces, incluso,
de degradar las AHLs producidas por bacterias patégenas no marinas,
como los fitopatégenos Erwinia amylovora, Pseudomonas carotovorum y
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Pseudomonas atrosepticum (Smadja et al., 2004; Venturi et al., 2004,
Pdllumaa et al., 2012). Esta capacidad degradadora de AHLs naturales
se confirmé en los siguientes ensayos de cocultivo in vitro, en los que las
cepas QQ fueron afiadidas en una mayor concentraciéon a cultivos de
vibrios patégenos (ratio 10°10? ufc/ml), degradando sus AHLs
complemente.

Para determinar si la enzima QQ de las cepas PQQ-42 y PQQ-44 se
trataba de una lactonasa, llevamos a cabo un ensayo de acidificacién
tras la incubacion de las muestras con AHLs. No hubo una recuperacién
significativa de las moléculas AHLs ensayadas, lo que sugiere que la
actividad degradadora observada en ambas cepas no es debida a una
lactona, sino que se debe a la accion de otro tipo de enzima, como
podria ser una acilasa o una oxidorreductasa. Al igual que en el estudio
con bacterias aisladas del criadero de Lugo, los resultados indican que la
actividad QQ no es debida a una lactonasa, y podria deberse a una
enzima de otro tipo, como una acilasa. Para indenticar la enzima
responsable de la actividad QQ, llevamos a cabo la secuenciacién de los
genomas de las cepas PQQ-42 y PQQ-44. En ellos se identifico el gen
pvdQ, que codifica una enzima QQ de tipo acilasa con afinidad por las
moléculas AHLs de cadena media o larga, lo que concuerda con los
resultados obtenidos anteriormente para las cepas PQQ-42 y PQQ-44
(Sio et al., 2006; Bokhove et al., 2010). De momento no se ha ensayado
la actividad de la enzima purificada PvdQ de PQQ-42 y PQQ-44, pero
estudios previos han puesto de manifiesto que la adicion de PvdQ
disminuye in vivo los sintomas producidos por la bacteria patégena
Pseudomonas aeruginosa (Papaioannou et al., 2009).

De forma paralela, se identificé en el genoma de la cepa PQQ-42 un
cluster de sintesis de un PNR con homologia con los cluster PNR de
Teredinibacter turnerae y Pseudoalteromonas elyakovii (Yang et al.,
2009; Nagel et al.,, 2012). Dicho PNR podria codificar para algun
metabolito secundario, caracteristica muy comun entre las bacterias
marinas, que han demostrado ser fuente de un gran numero de
compuestos bioactivos (Nikapitiya, 2012; Yu et al., 2013). Los PNR son
una clase de péptidos usualmente producidos como metabolitos
secundarios, son una familia muy diversa de productos naturales con un
rango de actividades biolégicas y farmacologicas extremadamente
amplio. Pueden funcionar como surfactantes, sideréforos, pigmentos,
antibioticos, citostaticos o inmunosupresores, y por eso en la actualidad
el objetivo de numerosas investigaciones es identificar microorganimos
que posean genes de sintesis de PNR. En los ultimos afios, se han
identificado dichos genes en numerosas especies marinas y se estan
aislando en ellas estos tipos de compuestos. Recientemente, en
Alteromonas macleodii se ha descrito la presencia de un cluster que
codifica un PNR con actividad antibacteriana y antitumoral que esta

140



rodeado de transposasas que lo hacen maévil, como en el caso de PQQ-
42 (Mizuno et al., 2013). Nuestra hipotesis es que este PNR no es un
compuesto antimicrobiano sino algun otro metabolito secundario, debido
a que en nuestros ensayos de antagonismo frente a Vibrio spp. no
detectamos ninguna actividad de antibiosis. En todo caso, la presencia
de este cluster en el genoma de la cepa PQQ-42 no implica su expresion
o funcién, pero incrementa la posibilidad de identificar microorganismos
que puedan producir estos compuestos PNR (Al-Amoudi et al., 2016). La
capacidad de sintetizar un PNR junto con su actividad QQ convierten a la
cepa PQQ-42 en una herramienta biotecnolégica muy valiosa.

Respecto a la localizacion celular de la actividad degradadora de
PQQ-42 y PQQ-44, ensayamos la actividad QQ en el sobrenadante y en
el extracto celular crudo de las dos cepas frente a un amplio rango de
AHLs. En todos los casos, no hubo actividad degradadora de AHLs en el
sobrenadante de los cultivos, por lo que resultados indicaron que la
actividad QQ en estas cepas esta en las células, como es el caso de la
mayoria de enzimas de QQ descritas hasta el momento (Uroz et al.,
2005; Romero et al., 2014).

En este estudio hemos elegido la cepa PQQ-42 para los siguientes
ensayos por su crecimiento homogéneo. Tras verificar que esta cepa no
tiene ningun efecto de antagonismo sobre Vibrio spp., hemos realizado
ensayos de cocultivo in vitro y hemos demostrado que la degradacion de
AHLs por parte de la cepa PQQ-42 tiene un efecto sobre los factores de
virulencia producidos por Vibrio spp., como la disminuciéon de la
produccién de quitinasa y proteasa y la reduccién de la motilidad tipo
swimming. Sin embargo, fenotipos como la formacién de biofilm, la
produccion de sideroforos y las actividades lipasa y gelatinasa no se
vieron afectadas. De forma similar a estos resultados, otros autores han
descrito la atenuacion de factores de virulencia, como la hemdlisis y la
produccion de proteasa y biofilm, tras el cocultivo con una bacteria
degradadora de AHLs (Chu et al., 2014). En este trabajo hemos
demostrado que la degradacién de las AHLs en Vibrio spp. afecta a la
expresion de algunos de sus fenotipos y por tanto, la posible virulencia
de estos vibrios sobre los organismos marinos. Para verificar que la
disminucién de algunos factores de virulencia es debida a una
interferencia del mecanismo QS, también se realizaron cocultivos entre
Vibrio spp. y cepas de E. coli que expresan lactonasas (E. coli::pME6863
y E. coli::pMIR102) (Dong et al., 2000; Zhang et al., 2002). Ademas, se
estan mutando los sistemas QS de estos Vibrio spp. mediante
transformacién con los plasmidos pMEG6863 y pMIR102. En todos los
casos, la degradacion de las AHLs tuvo el mismo efecto en la expresion
de los fenotipos de Vibrio spp. Proximamente se realizaran ensayos in
vivo para determinar la implicacién del mecanismo QS en la virulencia de
las mismas
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Basandonos en los resultados de los cocultivos in vitro, realizamos
ensayos in vivo y demostramos que la adicion de la cepa PQQ-42
disminuye hasta un 50 % el blanqueamiento producido por V.
mediterranei VibC-Oc-097 sobre el coral Oculina patagonica sin disminuir
el niumero de vibrios. Este descubrimiento es de gran interés para la
acuicultura y para la ecologia, ya que entre el gran nimero de animales y
plantas acuaticas susceptibles a las vibriosis, los corales representan un
grupo muy sensible a estas enfermedades.

Hasta la fecha se han realizado diversos estudios sobre la
interferencia del sistema QS en infecciones por vibrios en acuicultura de
peces, como rodaballos (Scophthalmus maximus) (Tinh et al., 2008), en
gambas (Macrobrachium rosenbergii) (Nhan et al, 2010), o en
langostinos (Vinoj et al., 2014), obteniéndose muy buenos resultados.
Recientemente, se ha demostrado que la administracién oral de Bacillus
sp. QSI protege a peces cebra (Danio rerio) de infecciones por
Aeromonas hydrophila (Chu et al., 2014). Sin embargo, hasta el
momento no se habian llevado a cabo ensayos de QQ sobre moluscos
bivalvos ni sobre corales, por lo que nuestro estudio supone una primera
aportacion en la lucha contra sus enfermedades.

El uso de microorganismos o extractos con capacidad de degradar
moléculas AHLs es una estrategia de control de enfermedades
infecciosas en acuicultura que estd adquiriendo cada vez mas
importancia. Una ventaja de esta estrategia es la opcion de incorporar
estas bacterias o extractos con actividad QQ directamente sobre el
suministro de agua de las instalaciones o encapsularlos e incorporarlos
junto a los piensos (Grandclément et al., 2015). Otra ventaja del
mecanismo QQ es que se permite una degradacion de un amplio rango
de moléculas AHLs, lo que permitira la interrupcidon de un alto numero de
sistemas QS de bacterias patdgenas, mientras que la inhibicién por QSI
es mas especifica para cada especie.

Segun nuestros resultados, las cepas PP2-459, PP2-663, PQQ-42 y
PQQ-44 tienen numerosas aplicaciones biotecnoldgicas y son buenas
candidatas a ser utilizadas in vivo para atenuar la produccion de factores
de virulencia en bacterias patdégenas en la acuicultura. De hecho, la
adicion in vivo de estas cepas reduce significativamente la mortalidad en
larvas de almeja y corales, asi como probablemente en otras especies de
la acuicultura afectadas por especies patégenas de Vibrio. Estas
propiedades hacen a estas cepas una herramienta factible, econémica y
respetuosa con el medio ambiente para combatir las enfermedades
infecciosas por Vibrio y otros patégenos cuya virulencia esté regulada por
QS.
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4.2. Busqueda de enzimas quorum quenching en ambientes salinos
mediante técnicas de ecologia molecular
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4.2.1. Resumen

En las ultimas décadas, los sistemas quorum sensing y quorum
quenching se han descrito en muchas bacterias provenientes de
distintos ambientes acuaticos y terrestres. Sin embargo, son muy
escasos los estudios de QS y su inhibicion en bacterias
extremoéfilas, y especialmente en microorganismos haléfilos.

En 2005 se describié por primera vez la existencia de moléculas
QS en bacterias haléfilas aisladas fundamentalmente de suelos
salinos y se demostr6 que la capacidad de producir AHLs era
comun en la familia Halomonadaceae. Sin embargo, apenas existe
informacién disponible sobre el mecanismo de QQ en habitats
salinos.

Este estudio representa la primera identificacion de genes de
QQ en una libreria metagendmica creada a partir de una muestra de
suelo salino. Para aumentar la probabilidad de encontrar genes de
QQ, hemos utilizado una estrategia de pool de clones, lo que nos ha
permitido realizar de una forma mas répida el ensayo de 250.000
clones. Asi, se ha identificado un Unico clon con capacidad de
degradar AHLs, demostrando asi que la presencia de genes QQ en
los ambientes salinos son poco frecuentes. La caracterizacion
genéticay quimica de este clon ha permitido la identificacién de una
nueva clase de enzima degradadora de AHLs no relacionada con
otros tipos de enzimas descritos previamente.
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4.2.1. Summary

In the last decades, quorum sensing and quorum quenching
systems have been described in many bacteria from different
aguatic and terrestrial environments. However, QS studies and their
inhibition in extremophilic bacteria, and especially in halophilic
microorganisms, are very scarce.

In 2005, the existence of QS molecules was first described in
halophilic bacteria isolated from saline soils and the ability to
produce AHLs was shown to be common in the Halomonadaceae
family. However, there is hardly any information available on the
mechanism of QQ in saline habitats.

This study represents the first identification of QQ genes in a
metagenomic library created from a saline soil sample. To increase
the probability of finding QQ genes, we have used a clone pooling
strategy, which has enabled us to perform a faster assay of 250,000
clones. A single clone with the capacity to degrade AHLs has been
identified, thus demonstrating that the presence of QQ genes in
saline environments is rare. The genetic and chemical
characterization of this clone has allowed the identification of a new
class of AHL-degrading enzyme unrelated to other types of enzymes
previously described.
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4.2.2. Resultados

4.2.2.1. Busqueda de genes de quorum quenching en ambientes
salinos mediante PCR

Para abordar este enfoque, se utlizaron distintas muestras de ADN
provenientes de suelos, aguas y sedimentos salinos de Rambla Salada
(Murcia), Fuente de Piedra (Malaga), Larache (Marruecos) y Souk Larbaa
(Marruecos) (véase el apartado 3.3). Se llevaron a cabo amplificaciones
por PCR con primers para las enzimas de quorum quenching PvdQ
(acilasa), AttM (lactonasa) y AiiA (lactonasa) (véase el apartado 3.9.2).
Sin embargo, en ninguno de los suelos o0 aguas salinas analizadas se ha
obtenido, hasta el momento y en las condiciones ensayadas,
amplificacién con los pares de primers utilizados.

4.2.2.2. ldentificacién de genes de quorum quenching mediante una
aproximacion metagenémica

a) Busqueda de genes de produccién y degradacion de AHLs en una
libreria metagen6mica

La busqueda de nuevos genes de quorum quenching en ambientes
salinos se realizd a partir de la construccion y el cribado de una libreria
metagenomica de un suelo salino localizado en Finca la Salina (Rambla
Salada, Murcia) (muestra S1C, Tabla 6). La libreria estuvo constituida
por 250.000 clones, cuyos fésmidos contenian insertos de ~40 kb, tal y
como se comprobd por restriccion enzimatica de distintos clones elegidos
al azar.

El cribado de la libreria se llevd a cabo en placas microtiter de 96
pocillos, donde se realizé un calculo aproximado para obtener un numero
tedrico de 50 clones por pocillo (~4.800 clones en cada placa microtiter).
Usando esta estrategia, se abordd un ensayo de la capacidad de
producir o de degradar moléculas AHLs utilizando el biosensor
Chromobacterium violaceum CV026. Tras dos dias de incubacion sin
adicion de AHLs, ninguno de los pocillos de las 52 microtiters activé al
biosensor. Por el contrario, tras dos dias de incubacién en presencia de
la molécula Cs-HSL, uno de los pocillos no activd al biosensor, lo que
indicé una posible actividad QQ. Para identificar el clon o los clones
involucrados, se realizaron diluciones seriadas del contenido del pocillo
positivo para obtener colonias individuales. El posterior ensayo de la
actividad QQ de estos aislados permitio la identificacion de 17 clones de
Escherichia coli con habilidad para degradar Ce-HSL. Los analisis de
restriccion mostraron que todos los clones poseian un fésmido con un
inserto de ~42 kb con un mismo patron de restriccion.
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Este fésmido, que fue nombrado f10/17.1H, fue purificado y
transferido a E. coli S17 A pir para llevar a cabo ensayos adicionales de
degradacion de AHLs sintéticas. Mediante ensayos de difusién en placa
con los biosensores Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZRL4), C.
violaceum CV026 y C. violaceum VIRQ7 se analizaron las AHLs
remanentes de cultivos de dicho clon adicionados de las distintas
moléculas sintéticas. Estos ensayos revelaron que el fésmido f10/17.1H
conferia a E. coli la capacidad de degradar un amplio rango de moléculas
AHLs sintéticas de distinto nimero de carbonos y sustituciones quimicas:
C4-HSL, Cs-HSL, 3-O-Ce-HSL, Cg-HSL, 3-O-Cs-HSL, C1o-HSL, 3-OH-C1o-
HSL, C4,-HSL, 3-O-C4,-HSL y C44,-HSL (Fig. 46).

CV026 CV026 « NTL4
@ . ‘//
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b + 3-0-C.-HSL

b+CoHSL

_a+3-0-Ci-HSL
a+ Cg-HSL
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74 \ % \\\ 15“‘;
c+CoHSL. it =
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b + 3-0-Co-HSL

b+ C,o-HSL

a+Cy-HSL a+ 3-0-Cg-HSL
a+C-HSL

NTL4 NTL4 TL4
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& ¥ 7
b+3-OH-CocHSL b+ C,-HSL b*""‘m&\s" Q
b+ C,,-HSL

a+ 3-OH-C;-HSL a+C,-HSL a+3-0-C,-HSL a+Cy-HSL

Figura 46. Determinacién de la actividad quorum quenching conferida por el
fosmido f10/17.1H. Deteccidon con los biosensores Chromobacterium violaceum
CV026, Chromobacterium violaceum VIR07 y Agrobacterium tumefaciens NTL4
(pZRL4) de las AHLs adicionadas a Escherichia coli S17 A pir:f10/17.1H (a),
Escherichia coli S17 A pir (b) y al medio LB (c).

Para identificar si el fenotipo observado era debido a una
degradacion de las AHLs o a una inhibicion de su deteccién, se
analizaron las moléculas remanentes mediante ensayos de TLC y HPLC.
En estos ensayos se utilizaron las moléculas de cadena acil media y
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larga C¢-HSL y C4-HSL. Los resultados revelaron que la actividad del
fésmido f10/17.1H se correspondia con una degradacion de las AHLs y
no con una inhibicion de los biosensores empleados (Fig. 47). Los
analisis por HPLC/MS confirmaron que E. coli S17 A pir con el fésmido
f10/17.1H degradé totalmente las AHLs adicionadas en comparacién con
el control E. coli S17 A pir, que no mostré actividad alguna (P<0.0001).
Ademas, se pudo observar una eficacia significativamente superior en la
degradacion en presencia de C;,-HSL (Fig. 47, P<0.0001). Los distintos
grupos de significancia obtenidos tras un test post-hoc de Student-
Newman-Keuls se representan con letras.
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LB+ CyrHSL $17+CizHSL  10/17.1H + CyrHSL

Figura 47. Confirmacion de la actividad quorum quenching del fésmido
f10/17.1H. Analisis mediante TLC con el biosensor Agrobacterium tumefaciens
NTL4 (pZRL4) (a) y cuantificacion mediante HPLC (b) de las AHLs remanentes
tras el cultivo con Escherichia coli S17 A pir::f10/17.1H y Escherichia coli S17 A

pir.
b) Andlisis in silico de la secuencia de ADN del fésmido f10/17.1H

El andlisis in silico del inserto de 42.318 pb de ADN ambiental del
fésmido f10/17.1H reveld 46 marcos abiertos de lectura (ORFs) en
ambas direcciones (Fig. 48). Esta secuencia esta depositada en

GenBank con el numero de BioProject PRINA326320. El analisis del
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contenido de guanina y citosina del inserto con el software GC-Profile
puso de manifiesto un contenido total de G+C de 45,6 moles %, con tres
segmentos diferenciados: (1-8.963 pb: 49 %, 8.926-21.987 pb: 37,67 % y
21.958-42.318 pb: 49,13 %) (Fig. 48). Aparte de las variaciones del
porcentaje de G+C, un analisis detallado de la secuencia reveld que el
uso de codones de la mayoria de aminoacidos detectados estaba
igualmente distribuido entre sus distintas formas.

La comparacién de las secuencias de proteinas de estos ORFs con
las secuencias disponibles en la base de datos GenBank revelé que 31
de los 46 ORFs mostraron una alta homologia con las proteinas de la
clase Deltaproteobacteria, y entre ellos, 25 ORFs estaban relacionados
con proteinas de bacterias reductoras de sulfato (Tabla 13). Los géneros
mas representados relacionados con la clase Deltaproteobacteria fueron
Desulfobacula (5 ORFs), Desulfatibacillum (3 ORFs), Desulfobacterium
(4 ORFs), Desulfosarcina (2 ORFs), Desulfomonile (2 ORFs),
Desulforegula (2 ORFs) y Desulfocapsa (2 ORFs). Las otras proteinas
identificadas en el fosmido tuvieron homologia con proteinas de las
clases Gammaproteobacteria (5 ORFs), Betaproteobacteria (2 ORFs),
Alfaproteobacteria (1 ORF) y Clostridia (1 ORF) y del filo Bacteroidetes (2
OREFs) (Fig. 48).

G+C49% G+C 37.67%
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G+C49.13%
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hqiA
| Alfaprotecbacteria O Betaproteobacteria 0O Dettaproteobacteria
B Clostridia B Gammaproteobacteria 1 Relacionados con quimiotaxis
W Bacteroidetes [0 pesconocido 1kb ——

Figura 48. Distribucion de ORFs en el inserto del fésmido f10/17.1H.
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Tabla 13. Homologia de las proteinas codificadas por los ORFs del fosmido f10/17.1H.

f10/17.1H

Proteinas o proteinas hipotéticas y bacterias de mayor homologia

m Funcién hipotética Especie bacteriana Filo/clase

o rdoIo®©® © No o b w N=

—_
(o]

N =
o ©

21
22
23

416
326

2072
737
311

533
1730

1199

359
419
680
743
371

1541
422
524
416

512

398
2216
482
428
353

Proteina hipotética

Tiorredoxina

Sensor histidina quinasa de sistema
regulador de dos componentes
Proteina hipotética

Proteina de union a ATP de un
transportador ABC de niquel
Proteina de quimiotaxis CheW
Regulador transcripcional tipo Fis
Proteina de quimiotaxis aceptora de
metilos

Proteina hipotética

Proteina de motilidad tipo gliding
Receptor CheY

Proteina hipotética

Regulador transcripcional tipo Fis
Proteina de quimiotaxis CheA
Regulador transcripcional tipo Fis
Receptor CheY

Proteina de quimiotaxis histidina quinasa
Quimiorreceptor CheD glutamina
desaminasa

Histidina quinasa

Proteina de quimiotaxis CheA
Proteina de quimiotaxis CheD
Proteina de quimotaxis CheY
Proteina hipotética

Deltaproteobacterium sp.
Deltaproteobacterium sp.

Desulfobacula toluolica
Uliginosibacterium gangwonense
Enterobacter lignolyticus

Desulfatibacillum alkenivorans
Desulfobacter postgatei

Desulfobacula toluolica

Desulfovibrio alaskensis
Desulfosarcina sp.

Desulfocapsa sulfexigens
Desulfosarcina sp.
Desulfonatronospira thiodismutans
Desulfonauticus sp.

Pseudomonas fuscovaginae
Desulfocapsa sulfexigens
Lawsonia intracellularis

Desulfobacula toluolica

Desulforegula conservatrix
Desulfobacula toluolica
Desulforegula conservatrix
Desulfobacterium sp. no cultivado
Desulfobacterium autotrophicum

Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria

Deltaproteobacteria

Betaproteobacteria

Gammaproteobacteria

Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria

Deltaproteobacteria

Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria

Gammaproteobacteria

Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria

Deltaproteobacteria

Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
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Tabla 13. Homologia de las proteinas codificadas por los ORFs del fosmido f10/17.1H.

| f10/17.1H |

Proteinas o proteinas hipotéticas y bacterias de mayor homologia

“ Funcion hipotética Especie bacteriana Filo/clase

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

1046

824
1046
1184
1232

725
1271

839
428
1019

785

275
647
347
1124
761
506
866
245
1127
302
845
989

Regulador de respuesta de quimiotaxis

glutamato metilesterasa
Metiltransferasa de tipo CheR
L-treonina-3-deshidrogenasa
Ligasa 2-amino-3-cetobutirato coA
Transportador antiporte de Na*“/H*
Isocorismatasa

Ferredoxina 4Fe-4S
Ciclohidrolasa GTP

Proteina hipotética
Aciltransferasa de fosfolipidos
Proteina hipotética de membrana
Proteina hipotética

Proteinas de unién a grupo hemo
Proteina hipotética

ATPasa no caracterizada
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Desconocida

Receptor de sideréforos TonB
Proteina hipotética

Desconocida

Serina proteasa de tipo subtilisina

Desulfobacterium sp. no cultivado

Desulfatibacillum alkenivorans
Desulfomonile tiedjei
Clostridium termitidis
Thioflavicoccus mobilis
Hyphomonas jannaschiana
Desulfomonile tiedjei
Pandoraea sp.
Deltaproteobacterium sp.
Desulfatibacillum alkenivorans
Deltaproteobacterium sp.
Polaribacter sp.

Methylomonas methanica
Deltaproteobacterium sp.
Bacteria no cultivada
Pseudoalteromonas luteoviolacea
Bacteria no cultivada
Thermodesulfobium narugense
Sin identificar

Sin identificar

Desulfobacula sp.
Desulfobacterium sp. no cultivado
Ignavibacterium album

Deltaproteobacteria

Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Clostridia
Gammaproteobacteria
Alfaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Betaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Bacteroidetes
Gammaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Sin identificar
Gammaproteobacteria
Sin identificar
Deltaproteobacteria
Sin identificar

Sin identificar
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Bacteroidetes
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Las identificaciones taxondmicas y homologias mostradas en la
Tabla 13 se comprobaron mediante el analisis filogenético de proteinas
representativas de cada género mediante maximum likelihood. En la
Figura 49 se muestra un ejemplo, en el que se representa la homologia
del ORF6 con proteinas CheW de otros géneros. Asi se confirmaron los
resultados obtenidos en el analisis por el programa BLAST, mostrando
que el inserto del fésmido seleccionado provenia de una
Deltaproteobacteria. Sin embargo, varios ORFs (4, 5, 15, 27, 28, 29, 31,
35, 36, 38, 39, 40, 42, 43, 46) relacionados con otros grupos
taxondmicos, como Clostridia, Bacteroidetes, Alfa-, Beta- o
Gammaproteobacteria, estaban insertados en distintas localizaciones
entre los ORFs relacionados con Deltaproteobacteria, o que sugiere que
podrian haber sido adquiridos por transferencia horizontal.

02 . CheW (Escherichia coli(EFU55846.1)

e

"
8 <( e CheW ( Yersinia pestis)(CAL20312.1)

CheW (Proteus pennen)(EEG85833.1)

CheW (Burkholderia pseudomallei)(CAH37318.1)

CheW (Spirochaeta thermophila)(WP_013312935.1)

ORF6

CheW (Desulfobacter vibrioformis)(WP_035238498.1)
—— CheW (Desulfospira joergensenii)(WP_022663943.1)

- CheW (Desulfobacula toluolica)(WP_014956604.1)
CheW (Desulfatibacillum aliphaticivorans)(WP_028313465.1)

CheW (Desulfacillum alkenivorans)(WP_015947119.1)

CheW (Desulfosarcina sp.)(WP_027352917.1)

CheW (Clostridium straminisolvens)(WP_054846980.1)
100
CheW (Clostridium celiulovorans)(WP_010075518.1)
CheW (A yxobacter dehalog )(WP_012633703.1)
*{— CheW (Paraburkholderia kururiensis)(WP_017775014.1)
CheW (Thal vindans)(WP_044842059.1)
CheW (She I ficans)(WP_011497719.1)

CheW (Pseudomonas pseudoalcaligenes)(CDR91815.1)

CheW (Pelobacter seleniigenes)(WP_029917335.1)

CheW (Geobacter metallireducens)(WP_004512479.1)

Figura 49. Andlisis filogenético del ORF6 del fosmido f10/17.1H
157



En términos de funcién, un analisis detallado de la secuencia del
fésmido reveld la presencia de un cluster de ORFs homodlogos a genes
que codifican proteinas de sistemas de quimotaxis. Concretamente, del
ORF6 al ORF25, hay representados un total de 13 genes relacionados
con quimotaxis y motilidad, como los homoélogos de CheA (histidina
quinasa), CheD (qumiorreceptor), CheR (metiltransferasa), CheW
(quimiorreceptor) y CheY (quimiorreceptor). La funcionalidad de estos
genes se analiz6 utilizando E. coli RP437 y dos mutantes de quimiotaxis
(AcheA y AcheW) que han perdido la motilidad tipo swarming. Tras la
transformacion de estos mutantes con el fosmido f10/17.1H, no se
observé una restauracién o complementacién significativa del fenotipo de
swarming en comparacion con la cepa silvestre RP437. El analisis de la
secuencia del fésmido seleccionado también mostré6 5 ORFs que
codificaban proteinas homodlogas a una L-treonina-3-deshidrogenasa
(ORF26), una ligasa 2-amino-3-cetobutirato coA (ORF27), una
isocorismatasa (ORF29), una ciclohidrolasa GTP (ORF31) y una
aciltransferasa de fosfolipidos (ORF33). Aparte de estos ORFs y aquellos
que codifican proteinas hipotéticas, ningun ORF presenté homologia con
enzimas conocidas degradadoras de AHLs, como lactonasas (AttM, AiiA,
QIcA, QsdA) o acilasas (QuiP, PvdQ) (Tabla 13, Fig. 50).

c) Demostracion de la actividad degradadora de AHLs del ORF29

Basandonos en la homologia de las secuencias de los distintos
ORFs (Tabla 13) y en la reaccion enzimatica prevista para las proteinas
codificadas por los ORF26, ORF27, ORF29, ORF31 y ORF33,
seleccionamos el ORF29, que codificaba una isocorismatasa (237 aa),
para determinar su implicacién en la degradacién de AHLs.

El ORF29 fue amplificado mediante PCR y ligado en el plasmido
pGEM-T. Posteriormente se transfirid al plasmido de bajo numero de
copias pME6010. Los ensayos de degradacion frente a AHLs sintéticas
realizados con las construcciones plasmidicas en pGEM-T o pMEG6010
revelaron que el ORF29 (denominado hgiA por hypersaline guorum-
guenching isochorismatase) confiere a E. coli la habilidad de degradar
todas las AHLs ensayadas.

d) Andlisis y purificacién de la proteina HqiA

Tras un anadlisis exhaustivo de la secuencia de aminoacidos de
HqiA, se puso de manifiesto que esta proteina no tenia homologia con
las enzimas lactonasas y acilasas conocidas hasta la fecha. De hecho,
tal y como se observa en el arbol filogenético (Fig. 50), HqiA es muy
distante filogenéticamente de las lactonasas AiiA, AttM, QIcA o QsdA y
no esta relacionada con las enzimas acilasas descritas PvdQ y QuiP
(datos no mostrados).
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05
AhIK (Klebsiella pneumoniae)(AAQ47340.1)

AttM (Agrobacterium fabrum)(Q7D3U0.3)
493[ AttM (Agrobacterium tumefaciens)(WP_038496768)
AttM (Agrobacterium sp.)(WP_003517310)

g1 AiiA (Bacillus cereus)(WP_000216607)
[rAiiA (Bacillus thuringiensis)(\WP_000216585 )
I | Aii (Bacillus cereus)(WP_046954672)

5] AiiB (Uncultured Bacillus sp.)(CAD44268)

QIcA (Uncultured Acidobacteria)(ABV58973
QsdA (Rhodacoccus erythropolis)(AAT06802)
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Figura 50. Anédlisis filogenético y agrupacion de HqiA en el cluster de las enzimas cisteina hidrolasas con otras proteinas
hipotéticas (HYPO), isocorismatasas (ISO) y N-carbamoilsarcosina amidasas (NCAR).
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Ademas, se confirmd que la secuencia de la proteina HgiA esta mas
relacionada con Hyphomonas que con otros géneros de la clase
Deltaproteobacteria, aunque se pueden encontrar algunos homoélogos en
el genoma de algunas especies de Desulfobacterium, Desulfosarcina y
Desulfocapsa. Este analisis filogenético también puso de manifiesto que
HqiA se agrupa en el cluster de las enzimas cisteina hidrolasas
(CSHasas) junto con otras a/B-hidrolasas, y mas especialmente con las
enzimas isocorismatasas y las N-carbamoilsarcosina amidasas.

Para expresar y purificar la proteina HqiA para su posterior
caracterizacion, se llevé a cabo la amplificacion de hqgiA mediante
primers especificos y su posterior ligacion en el plasmido de expresion
pMAL-c2X, en el que el sitio de division del factor Xa ha sido sustituido
por la proteasa TEV (del inglés tobacco etch virus). La transformacién de
la ligacion de hqiA en pMAL-c2TEV en Escherichia coli BL21(DE3)pLysS
y su induccién con IPTG 1mM, generé la proteina de fusiéon a maltosa
(MBP) denominada MBP-HqiA. Posteriormente, ésta fue tratada con la
proteasa TEV y purificada para dar lugar a la proteina HqgiA, que tuvo un
peso molecular de 26 kD (Fig. 51).
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Figura 51. Expresién y purificacion de HqiA. Electroforesis de proteinas de la
expresion de MBP-HgqiA (a), carriles 2 y 3: extractos sin inducir e inducidos de E.
coli con el vector vacio y carriles 4 y 5: extractos sin inducir e inducidos de E.
coli::pMAL-c2TEV-hqiA. Tratamiento de MBP-HqiA (b), carril 7: extractos crudos,
carril 8: extractos solubles, carriles 9 y 11: fraccién de cromatografia de afinidad y
carril 12: proteina tratada con la proteasa TEV. Purificacion de HqiA por
cromatografia de intercambio idnico (c), carril 14: muestra eluida.

La actividad degradadora de AHLs de HqiA se confirmé frente a
todas las AHLs utilizando el extracto crudo de E. coli con el plasmido
PMAL-c2TEV-hqiA. Por el contrario, no hubo degradacion de las
moléculas con los extractos de E. coli con el vector vacio pMAL-c2TEV
(datos no mostrados). Ademas, se realizaron ensayos con la enzima
purificada HqiA (16 pg/ml) frente a todas las AHLs sintéticas disponibles
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asi como en ensayos in vivo mediante su adicion a cultivos de 500 pl
(DOgoo 0,5) de las bacterias patégenas en acuicultura productoras de
AHLs Vibrio mediterranei VibC-Oc-97 y V. owensii VibC-Oc-106. En
ambos casos, HqiA produjo una degradacion total de las AHLs (Fig. 52).

HqgiA HgiA
+ V. mediterranei + V. owensii
VibC-0c-097 VibC-Oc-106

Figura 52. Determinacion de la actividad degradadora de la enzima
purificada HgiA. Actividad sobre sobre AHLs sintéticas (a) y sobre cultivos de
Vibrio mediterranei VibC-Oc-097 (b) y Vibrio owensii VibC-Oc-106 (c) Deteccion
de AHLs con el biosensor Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZRL4).

Para identificar el tipo de actividad enzimatica de la proteina HqiA,
se analizo el producto de la reaccién entre la proteina purificada y Cy,-
HSL tras 4 h de incubacién mediante HPLC/MS y un ensayo de
acidifcacion (Yates et al., 2002). Ademas, tras la acidificacion del
sobrenadante con HCI y posterior neutralizacién del pH, se realizdé un
ensayo para detectar las AHLs remanentes con el biosensor A.
tumefaciens NTL4 (pZRL4). Hubo una recuperacion completa de los
niveles iniciales de C4,-HSL, por lo que podria decirse que la actividad
QQ es debida a una enzima de tipo lactonasa (datos no mostrados). En
cuanto al analisis por HPLC/MS, se observé que en las muestras, tras el
ensayo de degradacién aparece un pico mayoritaria correspondiente a
una masa molecular de ~300, lo que corresponde con la forma abierta de
C42-HSL, la dodecanoil-homoserina C1>-HS (C1,-HSL=283; C4,-HS, 283 +
H,0=300) (Fig. 53). Estos resultados indican que la isocorismatasa HgiA
tiene actividad lactonasa.
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Figura 53. Deteccion por HPLC/MS del producto Cy,-HS tras el ensayo de
degradacién de la proteina purificada HqiA con la molécula C,,-HSL.

La estructura tridimensional de la proteina HqiA se predijo mediante
el software Phyre2 y se compard con la estructura de otras lactonasas
descritas (Fig. 54). Como puede observarse, la estructura de HqiA es
muy diferente a la de las otras lactonasas AiiA, AiiB, AttM, AhlK, QIcA,
QsdA y AidH. La isocorismatasa corresponde a una gran familia de
enzimas relacionada con las cisteina hidrolasas (CSHasas), capaces de
hidrolizar enlaces éster y éter, y cuyo centro catalitico activo posee los
dominios conservados D, K y C (acido aspartico, lisina y cisteina),
presentes también en HqiA (Fig. 54).
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Lactonasa AiiA Lactonasa AiiB Lactonasa AttM
Bacillus thurigiensis Agrobacteriumtumefaciens ~ Agrobacteriumtumefaciens

N
Lactonasa AhlK Lactonasa QIcA Lactonasa QsdA
Klebsiella pneumoniae homologia con Acidobacteriumsp.  Rhodococcus erythropolis

g

Lactonasa AidH

Lactonasa HgiA
Ochrobactrum sp. homologia con Hyphomonas sp. con centro activo

Figura 54. Estructura tridimensional de diferentes enzimas quorum
quenching de tipo lactonasa.

e) Efecto de la actividad quorum quenching de hqiA frente a la
virulencia de bacterias patdogenas

Como hemos visto en el capitulo anterior, Vibrio coralliilyticus VibC-
Oc-193 es un importante patégeno de corales en el que existe una
correlacion entre la produccion de AHLs y la regulacién de distintos
fenotipos. Para evaluar el impacto de la expresion de hgiA en esta cepa
especie de Vibrio, se introdujo mediante conjugacién el plasmido
pMEG010::hgiA en dicha bacteria. Nuestros resultados demostraron que
la concentraciéon de AHLs en el cultivo disminuyd considerablemente en
comparacion con el control realizado con el plasmido vacio y la cepa
silvestre. No se encontraron AHLs en V. coralliilyticus (pPMEG6010::hqiA)
en la deteccion con el biosensor Agrobacterium tumefaciens NTL4
(pZLR4), mientras que en los controles si se detectaron.
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Para evaluar el impacto de hqgiA en las funciones reguladas por QS
en este patdbgeno marino, se realizaron ensayos fenotipicos (véase
apartado 3.4) a los cultivos de V. coralliilyticus (pME6010::hqiA), V.
coralliilyticus (pME6010) y a la cepa silvestre. Los resultados indicaron
que la expresion de hqgiA en V. coralliilyticus disminuye la motilidad tipo
swimming e inhibe la produccion de la enzima quitinasa bajo nuestras
condiciones de ensayo (Fig. 55).

/‘ NTL4 quitina swimming

Figura 55. Influencia de la expresién de hqiA en algunos fenotipos de Vibrio
coraliilyticus VibC-Oc-193. Deteccion de AHLs con el biosensor Agrobacterium
tumefaciens NTL4 (pZRL4) en Vibrio coraliilyticus (pME6010::hqiA) (a), Vibrio
coraliilyticus expresando el vector vacio pMEG010 (b) y la cepa salvaje.

De forma similar se evalud el efecto de hgiA en bacterias patégenas
de plantas. En Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum CECT
225" la virulencia esta relacionada con enzimas de maceracion de tipo
proteasas y pectinasas, motilidad de tipo swarming y swimming, etc.,
hallandose estos factores de virulencia regulados por QS.

Con el fin de determinar el efecto de la expresion de hgiA en la
regulacion de los factores de virulencia de esta bacteria, se introdujo por
electroporacion el plasmido pME6010::hqgiA en la misma. Se observo que
la concentracién de AHLs en el cultivo disminuyo significativamente en
comparacion con el control realizado con el plasmido vacio y la cepa
silvestre. No se encontraron AHLs en P. carotovorum (pMEG6010::hqiA)
en el ensayo de difusidon en placa con los biosensores C. violaceum
CV026 y A. tumefaciens NTL4 (pZLR4), pero en los controles si se
detectaron. La actividad QQ de la expresién del gen hqgiA en P.
carotovorum se evalu6 a continuacion en un ensayo en tubérculos de
patatas. El ensayo puso de manifiesto que P. carotovorum
(PME6010::hqiA) no fue capaz de causar sintomas de podredumbre,
mientras que la cepa silvestre y el control con el plasmido vacio
pME6010 causaron una maceracion importante (Fig. 56).
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Para confirmar que la expresiéon de hqgiA no influia sobre el
crecimiento de P. carotovorum, se realizé una curva de crecimiento de P.
carotovorum (pME6010::hqgiA) y P. carotovorum (pME6010). Los
resultados indicaron que no hubo diferencias entre el crecimiento de
ambos cultivos.

/’””P. carotovoru
(PME6010::hqiA)

Figura 56. Influencia de hqgiA sobre la virulencia de Pectobacerium
carotovorum CECT 225' sobre patatas. Rodajas de patatas inoculadas con
Pectobacerium carotovorum (pME6010::hqiA), Pectobacterium carotovorum
(PME6010), la cepa silvestre y medio LB.

La evaluacion del impacto de hgiA en las funciones reguladas por
QS en este patdgeno de plantas se realizaron mediante distintos medios
(véase apartado 3.4) para evaluar los fenotipos de los cultivos de P.
carotovorum (pME6010::hgiA), P. carotovorum (pMEG6010) y a la cepa
silvestre. Los resultados mostraron que la expresion de hqgiA en P.
carotovorum inhibe la produccién de las enzimas proteasa, pectinasa,
fosfatasa alcalina y DNasa bajo nuestras condiciones de ensayo.
Ademas, las motilidades de tipo swarming y swimming también se vieron
afectadas (Fig. 57).
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Figura 57. Influencia de la expresion de hqgiA en algunos fenotipos de
Pectobacterium carotovorum CECT 225'. Deteccion de AHLs con los
biosensores Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZRL4) y Chromobacterium
violaceum CV026 en Pectobacterium carotovorum (pME6010::hqiA) (a),
Pectobacterium carotovorum expresando el vector vacio pMEG6010 (b) y la cepa
salvaje (c).

También se evalud el impacto de hqiA sobre Agrobacterium fabrum
C58(Piper et al., 1999; Llamas et al., 2005; M Torres et al., 2016), otra
bacteria patégena de plantas productora de AHLs. En esta bacteria, el
sistema QS regula la produccion de factores de virulencia y la formacién
de tumores en distintos tipos de plantas (de Cleene, 1979). Actualmente
estamos llevando a cabo ensayos sobre plantas de lechuga (Lactuca
sativa) con A. fabrum (pME6010::hqiA), A. fabrum (pME6010) y la cepa
silvestre. Los resultados obtenidos en los primeros ensayos realizados
son similares al caso de P. carotovorum, donde se produjo una reduccién
de la virulencia respecto a la cepa silvestre. Aunque en ningun caso han
aparecido tumores en las lechugas inoculadas con A. fabrum
(PME6010::hqiA), las plantas han sufrido un menor deterioro respecto a
los controles (Fig. 58). Sin embargo, en este caso, los resultados son
preliminares y aun no se han realizado las repeticiones necesarias para
poder confirmarlos.
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Figura 58. Influencia de la expresién de hqgiA sobre la virulencia de
Agrobacterium fabrum C58 sobre plantas de lechuga. Parte aérea y raices de
lechugas inoculadas con Agrobacterium fabrum (pME6010::hqiA), Agrobacterium
fabrum expresando el vector vacio pME6010, la cepa silvestre y medio LB.
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4.2.3. Discusion

En las ultimas décadas, los sistemas QS y QQ se han descrito en
muchas bacterias procedentes de distintos ambientes acuaticos y
terrestres (Williams et al., 2007; Grandclément et al., 2015). Sin embargo,
son muy escasos los estudios de QS y su inhibicion en bacterias
extremdfilas, y especialmente en microorganismos haldfilos (Farah et al.,
2005; Montgomery et al., 2013). De hecho, es muy limitada la
informacion relacionada con las moléculas intercambiadas en estos
microorganimos adaptados a habitats extremos caracterizados por una
elevada salinidad, niveles bajos de oxigeno y a veces alta alcalinidad
(Rodriguez-Valera, 1988). La primera descripcién de la existencia de
moléculas QS en un ambiente hipersalino fue realizada por Llamas et al.
(2005). Se demostro que la capacidad de producir AHLs era comun entre
diversas cepas productoras de exopolisacaridos de Halomonas, uno de
los géneros mas abundantes en estos ambientes (Llamas et al., 2005).
Ademas, ésta era una caracteristica comun presente en otras 43
especies de la familia Halomonadaceae que también produjeron
moléculas AHLs (Tahrioui et al.,, 2013). Estos resultados nos hicieron
pensar que la comunicacion QS era un rasgo extendido en este tipo de
bacterias y que podria tener algun papel importante en la colonizacion y
supervivencia en los ambientes salinos. Por otra parte, hasta la fecha no
se han descrito bacterias haldfilas con capacidad para degradar AHLs
enzimaticamente. Por ello, en un estudio paralelo a esta tesis, hemos
evaluado la actividad QQ de 21 bacterias haléfilas de la familia
Halomonadaceae que son abundantes en suelos hipersalinos y que
producen AHLs (Llamas et al., 2005; Martinez-Checa et al., 2013;
Tahrioui et al., 2013). Para ello, se llevé a cabo un ensayo de difusion en
agar utilizando los biosensores A. tumefaciens NTL4 (pZRL4) y C.
violaceum CV026. Sin embargo, ninguna de las cepas ensayadas inhibio
la activacion de los biosensores. Podria darse el caso de que alguna de
ellas produjera enzimas QQ, pero que no pudieran detectarse mediante
el ensayo de difusion en placa Petri debido a sus propias AHLs (Llamas
et al., 2005; Tahrioui et al., 2013).

Por tanto, los estudios sobre QS y QQ en ambientes hipersalinos
son limitados y hasta muy recientemente, la mayoria de nuestro
conocimiento se basaba unicamente en estrategias dependientes de
cultivo, ignorando asi una gran parte de la diversidad microbiana de un
ambiente y el gran potencial funcional de las comunidades bacterianas
que pueblan un habitat complejo y extremo (Williamson et al., 2005;
Nichols, 2007).

Consecuentemente a lo expuesto, decidimos completar nuestro

estudio con técnicas de ecologia molecular (amplificacion de genes de
QQ por PCR y construccion y busqueda de genes en una libreria
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metagendmica ambiental) para comprobar si lograbamos detectar mas
enzimas con actividad QQ. En lo relativo a la libreria metagendmica,
decidimos realizarla a partir de un suelo salino descartando el hacerla a
partir de las muestras de agua de mar tomadas en los criaderos, pues en
este campo estan trabajando otros autores y ya existen datos al respecto
(Romero et al.,, 2012). Ademas, el suelo salino elegido pertenece a
Rambla Salada, un habitat perfectamente caracterizado por nuestro
grupo y donde se han realizado humerosos estudios de ecologia clasica
y molecular (Luque et al., 2012; Martinez-Checa et al., 2013; Oueriaghli
et al., 2013)

Ademas de la busqueda de potenciales enzimas quorum quenching
en metagenomas y en librerias metagendmicas, las estrategias de
amplificacion por PCR también dan una idea de los genes QQ de
bacterias cultivables y no cultivables que puede haber en una muestra.
En nuestro caso, utilizando pares de primers disefiados en esta tesis o
descritos por otros autores, hemos intentado identificar diversas enzimas
QQ en muestras de suelo, agua y sedimentos salinos de Espafa y
Marruecos. Sin embargo, bajo nuestras condiciones de ensayo no hemos
amplificado enzimas QQ en ninguna de las muestras.

Debido a que la amplificacion de genes de QQ mediante PCR no di6
resultado, ni tampoco la busqueda previa de actividad degradadora de
AHLs en bacterias haldfilas cultivables, se planteé la pregunta de si
podrian exisitir en los ambientes salinos otras enzimas de quorum
quenching de microorganimos no cultivables diferentes a las lactonasas y
acilasas descritas hasta el momento.

Las aproximaciones mediante metagendmica basadas en
secuenciacion shotgun o en librerias de fosmidos dan una informacion
muy diferente a la encontrada mediante las técnicas clasicas de cultivo.
De hecho, estas estrategias revelaron una frecuencia mas baja pero una
diversidad mas elevada de bacterias productoras o degradadoras de
AHLs (Rusch et al.,, 2007; Riaz et al., 2008; Romero, et al., 2012).
Teniendo en cuenta s6lo homodlogos de genes de QQ en diversos
metagenomas acuaticos y terrestres, Romero et al. (2012) mostré que la
frecuencia varié de 0,05 a 0,4 homélogos por Mbp. Sin embargo, los
genes de QS y QQ conservan bajos niveles de homologia entre ellos, por
lo que muchos homdlogos identificados in silico no son funcionales y
otros muchos no llegan a ser identificados. En este contexto, el uso de
librerias de fésmidos puede ser una buena alternativa que permite
ensayar la actividad degradadora o productora de AHLs en diversos
clones. Mediante esta metodologia se han identificado nuevos tipos de
genes de QS y QQ (Riaz et al., 2008; Schipper et al., 2009; Bijtenhoorn
et al., 2011; Nasuno et al.,, 2012; Tanniéres et al., 2013), pero la
frecuencia sigue siendo muy baja. De hecho, estudios recientes han
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mostrado que la obtencién de homoélogos positivos varia entre 4,82 x 10™
y 3,3 x 10”° por Mpb (Riaz et al., 2008; Nasuno et al., 2012).

En nuestro estudio, en la libreria metagenémica generada a partir de
un suelo salino se obtuvo un Unico clon tras el ensayo de 250.000 clones,
lo que corresponde a una frecuencia estimada de 1 x 10™ clones por
Mbp. Tal y como se habia demostrado en el capitulo anterior, la
frecuencia de bacterias degradadoras de AHLs es mas elevada en
medios marinos que terrestres. Por el contrario, no se detecté ningun gen
relacionado con la produccion de moléculas QS. Debido a que
previamente se habian aislado bacterias productoras de AHLs en el
mismo sitio de muestreo (Llamas et al., 2005; Tahrioui et al., 2013), no se
puede ignorar un posible problema de expresién parcial e insuficiente de
algunos genes en E. coli, como ya se ha descrito en algunas librerias
metagenomicas (Uchiyama y Miyazaki, 2009).

El cribado de la libreria metagendmica y su posterior analisis in silico
permitié identificar un unico gen (hqiA) en el fésmido f10/17.1H capaz de
conferir a E. coli la capacidad de degradar AHLs. La caracterizacion
quimica mediante HPLC/MS de la actividad enzimatica codificada en el
gen hgiA pone de manifiesto una actividad de tipo lactonasa. La actividad
de HqiA se caracteriza por degradar un amplio rango de moléculas AHLs
con y sin sustituciones de tipo oxo- e hidroxi-, mostrando una mayor
actividad sobre las moléculas AHLs de cadena acil larga. Hasta la fecha
se han descrito varios tipos de lactonasas, tales como AiiA, AiiB, AidH,
AttM, AhIK, QsdA y QIcA. La mayoria de estas enzimas han sido
identificadas mediante estrategias dependientes de cultivo. La unica
enzima lactonasa de tipo AiiA obtenida tras el cribado de una libreria de
fésmidos fue QICA, y fue propuesta como un nuevo tipo de enzima
lactonasa segun los analisis filogenéticos (Riaz et al., 2008). Todas estas
enzimas pueden agruparse en dos grupos bien diferenciados: i) las
metalohidrolasas de zinc que abarcan las enzimas de tipo AiiA, AiiB,
AttM, AhlK, QsdA, QIcA vy las fosfotriesterasas vy ii) las a/p-hidrolasas con
un Unico miembro caracterizado (AidH). Estos tipos de enzimas
presentan motivos funcionales conservados como HXDH-H-D en AiiA,
AiiB, AidH, AttM, AhlK y QIcA, G-VL-HEH para QsdA o G-S-GG en AidH
que permiten su identificacion in silico (Dong et al., 2002; Carlier et al.,
2003; Riaz et al., 2008; Uroz et al., 2008; Mei et al., 2010). Sin embargo,
HqiA no contiene los motivos estructurales tipicamente encontrados en
otras lactonasas como AiiA, AttM, AhlK, QIcA, QsdA o AidH, lo que
sugiere que representa una nueva familia de lactonasas no relacionada
con las metalohidrolasas de zinc. Un andlisis in silico ha revelado que
HqiA tiene una alta homologia con otras enzimas a/B-hidrolasas, aunque
no con las relacionadas con AidH. De hecho, HgiA tiene homologia con
las enzimas del grupo de CSHasas, en el que miembros han mostrado la
capacidad de romper enlaces éter, éster o amido. La homologia mas alta
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de HqgiA fue obtenida con enzimas de tipo isocorismatasas y N-
carbamoilsarcosina amidasas. A las enzimas isocorismatasas se le han
asignado diversas funciones bioldgicas, pero nunca relacionadas con la
degradacion de moléculas AHLs. Por ejemplo, HgiA muestra una
homologia elevada con PhzD, que se ha descrito como una
isocorismatasa involucrada en la sintesis de fenazina en Pseudomonas
aeruginosa (Parsons et al., 2003). Hasta la fecha se han caracterizado
tres enzimas acilasas en P. aeruginosa, pero aun no se ha identificado
ninguna lactonasa. Por ello, se evalué la actividad degradadora de AHLs
de la isocorismatasa PhzD, aunque dicho gen no degradé las moléculas
ensayadas en nuestras condiciones de ensayo. Quizas la caracterizacién
funcional de esta enzima isocorismatasa PhzD expandiria esta lista con
una nueva lactonasa, y ademas se comprenderia mejor la regulacion del
sistema QS de P. aeruginosa. Otra de las funciones descritas de las
enzimas isocorismatasas es su participacién en la ruta de sintesis de
sideréforos en Escherichia coli y en Vibrio vulnificus, al igual que la
enzima acilasa PvdQ (Rusnak et al., 1990; Litwin et al., 1996; Yeterian et
al., 2010)

Respecto al origen taxondmico del inserto de ADN ambiental
clonado en el féosmido f10/17.1H, los analisis in silico (busqueda
mediante BLAST vy analisis filogenéticos) revelaron que las secuencias
de 31 de los 46 ORFs mostraron una alta homologia con
Deltaproteobacteria, sugiriendo que el inserto de ADN podria pertenecer
a este grupo bacteriano. Ademas, 25 de esos 31 ORFs mostraron
homologia con bacterias reductoras de sulfato, un grupo de
microorganimos ubicuo en los ambientes hipersalinos, donde el sulfato
es un compuesto inorganico abundante (Ollivier et al., 1994; Foti et al.,
2007). Curiosamente, en los estudios previos de nuestro grupo sobre la
diversidad procariota en Rambla Salada mediante técnicas de ecologia
molecular (Oueriaghli et al., 2013) no se detectaron géneros de bacterias
reductoras de sulfato. Por otra parte, una gran proporcién de los ORFs
con homologia con Deltaproteobacteria (13 ORFs) presenté homologia
con sistemas de quimiotaxis y motilidad. Probablemente, este tipo de
genes proporcionan una ventaja competitiva para la colonizacion
bacteriana de suelos hipersalinos. Genes similares de quimiotaxis se
observan también en las secuencias de genomas de Desulfobacula
toluolica o Desulfatibacillum alkenivorans, pero la organizacién de genes
es diferente. De hecho, en el inserto ambiental clonado en el fésmido
f10/17.1H, muchos de los genes che estan dispuestos unos al lado de
otros, mientras que en los genomas disponibles de Desulfobacula o
Desulfatibacillum aparecen fisicamente separados y organizados en
clusters mas pequefios. Sin embargo, este tipo de organizacion de genes
che en clusters mas grandes se ha encontrado en otros taxa bacterianos,
como Sinorhizobium, Rhizobium o Azospirillum (Sourjik et al., 2000;
Scharf et al.,, 2016). En Sinorhizobium meliloti, la quimiotaxis esta
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regulada por un sistema QS, sin embargo, en nuestro caso no se ha
encontrado esa relacion (Hoang et al., 2008). Ademas, debido a que los
ensayos de complementacion de los mutantes cheA y cheW con el
fosmido f10/17.1H no restauraron el fenotipo de E. coli, no se pudo
verificar la funcionalidad de los genes homodlogos che del inserto del
fésmido. Estos resultados pueden deberse a la expresion parcial e
insuficiente en E. coli o a una homologia insuficiente de estos genes.

Ademas de los ORFs pertenecientes a Deltaproteobacteria, el
analisis filogenético puso de manifiesto que al menos 11 ORFs se
correspondian con otros grupos (Alfa-, Beta-, Gammaproteobacteria,
Clostridia y Bacteroidetes) y estaban insertados entre los ORFs de
Deltaproteobacteria. Esta organizacion de genes, junto con el cambio
notable en el contenido en G+C y la ausencia de elementos moviles,
sugiere una transferencia horizontal de genes (HGT). Este es un
mecanismo universal empleado por las bacterias para adquirir nuevas
funciones que les permitan adaptarse a habitats con distintas presiones
selectivas. La presencia de eventos de HGT ya se ha descrito
previamente en otros suelos hipersalinos (Parnell et al., 2010), lo que
sugiere que también ha podido ocurrir en el suelo de Rambla Salada. La
funcionalidad de estos 11 genes no se ha ensayado aun, pero la
presencia de dichos genes heredados por HGT sugiere que deben
conceder una ventaja selectiva. Curiosamente, el ORF29 (hgiA) que
codifica una enzima lactonasa es el unico en el fésmido asignado a la
clase Alfaproteobacteria, y tiene una elevada homologia con genes de
isocorismatasas encontrados en genomas de especies bacterianas
pertenecientes al género Hyphomonas. Aunque se habia descrito con
anterioridad la degradacion de algunas moléculas AHLs en Hyphomonas
sp. (Romero et al., 2011), aun no se ha descrito el tipo de enzima QQ
implicada, aunque los resultados de acidificacion obtenidos revelan una
actividad distinta a una lactonasa. De forma similar a lo ocurrido en
nuestro trabajo, un analisis in silico en el genoma de Desulfatibacillum
alkenivorans AK-01 (una bacteria reductora de sulfato) revel6 la
presencia de un gen anotado de tipo aiiA, con una elevada homologia
con miembros de la clase Firmicutes. La identificacion de otro posible
caso de HGT de un gen de una lactonasa sugiere que la transferencia
horizontal de genes ocurre regularmente entre los miembros de la clase
Deltaproteobacteria y otros taxa y que distintos genes de QQ pueden
intercambiarse para obtener alguna ventaja evolutiva. De hecho,
recientemente, se ha descrito la presencia de enzimas QQ como
desintoxicadoras de moléculas senal exdgenas (Bar-Rogovsky et al.,
2013)

Aunque el papel fisioldgico real de las enzimas degradadoras de

AHLs aun permanece indeterminado (Grandclément et al., 2015), éstas
representan una alternativa prometedora al uso de productos quimicos y
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antibiéticos para el tratamiento de enfermedades reguladas por QS, por
ejemplo en acuicultura y en agricultura. Nuestros ensayos de QQ
muestran que la expresiéon del gen hgiA y la enzima HgiA no sélo
degradaron un amplio rango de AHLs, sino que también interfirieron la
produccion de AHLs en el patégeno de corales Vibrio coralliilyticus VibC-
0Oc-193, en el que se introdujo el gen hqiA por conjugacién. Ademas, se
demostré que dos de sus fenotipos y posibles factores de virulencia, la
produccién de enzima quitinasa y la motilidad tipo swimming, se inhibian
completamente. Aunque aun no se ha confirmado que estas funciones
sean factores de virulencia en V. coralliilyticus VibC-Oc-193, la motilidad
y la actividad quitinolitica si son factores de virulencia en otras
numerosas especies de Vibrio (Frederiksen et al., 2013; Sun et al., 2015;
Yang y Defoirdt, 2015). La actividad QQ de hqiA también se verifico en
las bacterias fitopatdgenas productoras de AHLs Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum CECT 225" y Agrobacterium fabrum
C58 (Fuqua y Winans, 1994; Piper et al., 1999). En el caso de P.
carotovorum subsp. carotovorum también se demostré que la expresion
de hqgiA influia distintos fenotipos regulados por QS, como enzimas de
maceracion o la motilidad, que se inhibian o perturbaban, confirmando
asi resultados previos de otros estudios (Pirhonen et al., 1993; Carlier et
al., 2003; Smadja et al., 2004; Cui y Harling, 2005; Uroz et al., 2008;
Chatterjee et al., 2010).

También se evaludé la actividad de la enzima purificada HgiA
mediante su adicién a cultivos puros de los patégenos marinos V.
mediterranei VibC-Oc-97 y V. owensii VibC-Oc-106. Aunque los
resultados de interrupcion de la patogenicidad gracias a la expresion de
hgiA o a la adicién de HgiA son similares a los obtenidos en otros
estudios con otras enzimas lactonasas como AiiA, AttM, AidH, QIcA o
QsdA, se abren nuevas perspectivas en términos de diversidad de
enzimas (Dong et al., 2000; Carlier et al.,, 2003; Uroz et al., 2008).
Ademas, el uso conjunto de enzimas degradadoras de AHLs diferentes
puede ser una buena estrategia para combatir de forma efectiva a las
bacterias patégenas.

Aunque se han descrito enzimas QQ de tipo lactonasa en otros
microorganismos extremofilos, como en las arqueas termdfilas e
hipertermdfilas  Geobacillus kaustophilus, Sulfolobus islandticus, S.
acidocaldarius, S. solfataricus y Vulcanisaeta moutnovskia (Hiblot et al.,
2012, 2015; Xue et al., 2013; Bzdrenga et al., 2014) y en Deinococcus
radiodurans, una bacteria muy resistente a la radiacion (Koch et al.,
2014), este trabajo es la primera descripcién de una enzima degradadora
de AHLs en un ambiente hipersalino, probablemente perteneciente a una
bacteria haldfila. La caracterizacién genética y quimica de este clon ha
permitido la identificacién de una nueva clase de enzimas degradadoras
de AHLs (hqiA) no relacionadas con otros tipos de enzimas descritos
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previamente. Futuros ensayos son necesarios para demostrar su funcion
biolégica y para determinar si las AHLs son su sustrato real o no.
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5. CONCLUSIONES
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Conclusiones

1. El ambiente marino es una fuente abundante de
microorganismos con actividad quorum quenching. De los 596
aislados procedentes de criaderos de peces y moluscos de Lugo y
Granada, 22 cepas, en su mayoria pertenecientes a las familias
Alteromonadaceae y Pseudoalteromonadaceae, presentan una
elevada capacidad para degradar tanto moléculas AHLs sintéticas
como las producidas por bacterias. Las cepas PP2-663 y PQQ-42 se
han ensayado en experimentos in vivo con moluscos y corales y
han interferido la virulencia de patégenos controlada por AHLSs, por
lo que podrian utilizarse en el futuro en el sector de la acuicultura.
En este trabajo se describen por primera vez las moléculas AHLs
producidas por tres de estos patdbgenos y su correlacion con
posibles factores de virulencia.

2. En los suelos salinos, la presencia de enzimas quorum
quenching es poco frecuente. La construccién de una libreria
metagendmica de un suelo salino de Rambla Salada y el andlisis de
250.000 clones han permitido la identificacion de un Unico clon con
actividad quorum quenching. La caracterizacion de dicho clon ha
permitido la identificacion de una nueva familia de enzimas
degradadoras de AHLs no relacionadas con las enzimas descritas
previamente. La enzima identificada se ha ensayado in vivo frente a
bacterias patdégenas de los sectores de la acuicultura y de la
agricultura, y debido a su elevada actividad quorum quenching
posee numerosas potenciales aplicaciones biotecnolégicas.
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Conclusions

1. The marine environment is an abundant source of
microorganisms with quorum quenching activity. Of the 596 isolates
studied, 22 strains have shown a high capacity to degrade both
synthetic AHL-type signal molecules and natural AHLs produced by
pathogenic bacteria, whose molecules and correlated phenotypes
have been described for the first time in this work. In the screenings
carried out in the hatcheries in Lugo and Granada (Spain), most of
the selected strains belong to the families Alteromonadaceae and
Pseudoalteromonadaceae. Strains PP2-663 and PQQ-42 have been
tested in vivo with mollusks and corals and have interfered with the
AHL-controlled virulence of marine pathogenic bacteria. Therefore,
these strains could be used in the future in the aquaculture sector.

2. In saline soils, the presence of quorum quenching enzymes is
rare. The construction and the testing of 250,000 clones of a
metagenomic library of a saline soil sample taken in Rambla Salada
(Spain) have allowed the identification of a single clone with quorum
quenching activity. However, the characterization of this clone has
allowed the identification of a new family of AHL-degrading enzymes
not related to previously described enzymes. The enzyme identified
has been tested in vivo against pathogenic bacteria of the
aquaculture and agriculture sectors, and due to its high quorum
guenching activity it has numerous potential biotechnological
applications.
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