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NUESTRA CIENCIA

Informa: José Berenguer

Los nichos termdfilos albergan microorganismos con una plasticidad génica extraordinaria, consecuencia de un intenso flujo horizontal de
material genético entre poblaciones. En las bacterias, estos intercambios de informacion génica pueden ocurrir, ademas de por los mecanismos
clasicos que aparecen en todos los libros de Microbiologia (conjugacion, transformacion y transduccion), por estrategias alternativas de mas
reciente descripcion tales como nanotubos, agentes de transferencia génica (GTA) o vesiculas de membrana, que protegen DNA durante la
transferencia. Recientemente, hemos identificado en Thermus thermophilus, una bacteria termdfila de origen antiguo empleada como modelo
de laboratorio, un nuevo sistema de transferencia al que hemos denominado “Transjugacion” por compartir propiedades de la conjugacion
y la transformacion clasicas (Alba Blesa y cols. PLoeS Genet. 2017 Mar 10;13(3):61006669. doi: 10.1371/journal.pgen.1006669.). Como
en la conjugacion, este sistema permite la transferencia de grandes fragmentos de DNA por contacto entre una célula donadora y una célula
receptora. Sin embargo, el mecanismo de transferencia presenta grandes diferencias con la conjugacion clasica, tales como el no requerir
de un sistema de transferencia derivado de los sistemas de secrecion tipo 4, el no disponer de un sistema de reconocimiento de un ori-
gen de transferencia especifico, sino iniciar la transferencia de forma simultanea desde multiples sitios en el genoma, y el de ser bidireccional,
de forma que ambas bacterias en el proceso son a la vez donadoras y aceptoras de DNA. Mas aun, la transjugacion depende de la actividad de
la maquinaria de competencia natural de la bacteria que actia como receptora, de manera que el mecanismo implica una transferencia en
dos pasos (push-pull) llevados a cabo en ambas direcciones por maquinarias independientes. En el articulo mencionado de Plos Genetics,
se identifica ademas una translocasa de DNA codificada en un nuevo tipo de elemento conjugativo e integrativo (ICEth1), como componente
fundamental del mecanismo de donacion del DNA. La transferencia de este ICEth1 a otra cepa de T. thermophilus originalmente carente de
él confiere a la receptora la capacidad para actuar de donador en transjugacion.

El andlisis de este nuevo proceso de transferencia horizontal, que muestra tasas de eficiencia mayores que las de transformacion, sugiere que
es la transjugacion el motor principal de intercambio génico en las poblaciones de Thermus, corroborando el dinamismo en transferencias
laterales de DNA en ambientes termdfilos.

Blesa A, Baquedano I, Quintans NG, Mata CP, Caston JR, Berenguer J. PLoS Genet. 2017 Mar 10;13(3):61006669. doi: 10.1371/journal.pgen.1006669. eCollection
2017. The transjugation machinery of Thermus thermophilus: Identification of TdtA, an ATPase involved in DNA donation.
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Informa: Patricia Bernal

Los sistemas bacterianos de secrecion de tipo VI (T6SS) son herramientas moleculares disefiadas para inyectar efectores/toxinas en el interior
de células dianas. Estas nano-maquinas juegan un papel extremadamente importante en la competicion entre bacterias. Las cepas bacte-
rianas que expresan de forma activa este sistema de secrecion presentan grandes ventajas con respecto al resto de organismos presentes
en ambientes polimicrobianos. En este trabajo hemos analizado el genoma del agente de biocontrol Pseudomonas putida KT2440 donde
hemos identificado tres T6SSs (K1-, K2- y K3-T6SS). Ademas, este estudio ha revelado la presencia de diez pares de efectores/proteinas de
inmunidad asociados al T6SS, incluyendo nucleasas putativas y colicinas. El andlisis de los T6SSs de P, putida nos ha permitido demostrar que
K1-T6SS es un potente dispositivo antibacteriano que secreta al menos una toxina denominada Tke2. Cabe destacar que P, putida es capaz
de erradicar una amplia gama de bacterias usando el K1-T6SS y entre las que se incluyen importantes fitopatdgenos, demostrando que el
T6SS es fundamental en la lucha contra competidores en P, putida. Igualmente, esta propiedad se advierte en experimentos in planta donde
observamos que la necrosis producida en las hojas de Nicotiana benthamiana por el patdgeno Xanthomas campestris se reduce drasticamente
durante la coinfeccion con P, putiday dicha proteccion depende de la actividad del T6SS. Aqui desvelamos un nuevo mecanismo para el control

bioldgico de plantas que debe considerarse para la seleccion de futuros agentes de biocontrol con la capacidad de manipular la composicion
microbiana de |a rizosfera y la filosfera.

Patricia Bernal, Luke P. Allsopp, Alain Filloux and Maria A. Llamas (2017). The Pseudomonas putida T6SS is a plant warden against phytopathogens. The ISME journal
11: 972-987, DOI: 10.1038/ismej.2016.169, PMID: 28045455.
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X. campestris P. putida KT2440 P. putida AT6SS
En la figura se muestra un ensayo de competicion in planta
entre la cepa de biocontrol P, putida KT2440 y el fitopatogeno
X. campestris. | a seccion (a) muestra hojas de N. benthamiana
tras 24 h (panel superior) y 5 dias (panel inferior) después de ser
infiltradas con X. campestris expresando un plasmido (pRL662-gfp)

que codifica una proteina de fluorescencia verde (gfp), con la cepa

P. putida- X. campestris P. putida AT6SS- X. campestris silvestre P. putida KT2440 (WT), o con su triple mutante isogénico
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La seccion (b) muestras hojas de N. benthamiana 24 h (panel
p <0.001 superior) y 5 dias (panel inferior) después de ser co-infiltradas con X.
campestris (pRL662-gfp) y la cepa indicada de P putida. En el panel
superior de las secciones (@) y (b), las hojas fueron visualizadas con
microscopia de fluorescencia usando un estéreo-microscopio modelo
Leica M205FA.
Las dreas necroticas resultantes de la infeccion con X. campestris
aparecen marcadas. Las zonas necroticas de color marron intenso
se extienden a una gran porcion de la hoja (panel superior), mientras
que esta zona estd mucho mas restringida cuando el patogeno se
inocula junto con la cepa de biocontrol que expresa el T6SS (panel
izquierdo).
La seccion (c) muestra la cuantificacion de las unidades formadoras
de colonias (UFC) de X. campestris (pRL662-gfp) recuperadas de las
hojas de N. benthamiana después de 24 h de co-infiltracion con la
cepa indicada de P, putida.
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ANALISIS DEL DNA GENOMICO Y DETERMINACION DE SU MECANISMO DE EMPAQUETAMIENTO DE TRES NUEVOS
BACTERIOFAGOS VIRULENTOS DE SALMONELLA

Informa: Montserrat Llagostera

Salmonellano tifoidea es el principal patdgeno asociado a las enfermedades transmitidas por los alimentos en todo el mundo. La extension de las
resistencias a los antibidticos ha afectado negativamente a la salud humana y ha alentado la busqueda de agentes antimicrobianos alternativos.
Los avances desarrollados en terapia con bacteriéfagos destacan su uso en el control de un amplio espectro de patdgenos transmitidos por
los alimentos. Hoy en dia, el uso de bacteriéfagos como antibacterianos obliga a la secuenciacion de todo su genoma para asegurar que esta
libre de los genes que codifican factores de virulencia conocidos de bacterias y alérgenos potenciales. Por otra parte, la secuenciacion ayuda
a entender el ciclo de multiplicacion de bacteridfagos a nivel molecular, y también otros rasgos hiologicos importantes.

En este sentido, un grupo de investigadores de la UAB ha secuenciado y ha analizado el genoma de tres nuevos bacteri6fagos virulentos
especificos de Salmonella que han demostrado un gran efecto en terapia fagica oral y en el biocontrol de Salmonella en diversas matrices
alimentarias, refrendado por diversas publicaciones previas.

La investigacion ha sido publicada en el mes de abril en la revista Frontiers in Microbiology con el titulo “Genomics of three new bacteriophages
useful in the biocontrol of Salmonella” y ha sido realizada por el Grupo de Microbiologia Molecular del Departamento de Genética y Microbiologia
de la UAB, coordinado por la Dra. Montserrat Llagostera.

En este nuevo trabajo, se ha realizado la secuenciacion asi como diversos andlisis moleculares de los genomas de tres bacteriofagos (UAB_
Phi20, UAB_Phi78, y UAB_Phi87) capaces de infectar una amplia gama de cepas de Salmonella. Los analisis in silico de las secuencias de
los genomas no han evidenciado la presencia de genes asociados con la virulencia y resistencia a los antibidticos conocidos y a potenciales
alérgenos alimentarios. Tras los estudios filogenéticos, el genoma del bacteriéfago UAB_Phi20 de 41,81 kilobases (kb) mostré una alta homo-
logia con el genoma del bacteriéfago P22 y otros bacteriofagos del género tipo P22 de la familia Podoviridae, incluyendo ST64T y ST104. En
el genoma del fago UAB_Phi78 de 44,11 kb se identificaron repeticiones terminales directas de 179 pb, caracteristica exhibida por fagos del
género tipo SPG de la familia Podoviridae. Ademas, este fago mostré una similitud con los bacteriéfagos K1-5, K1E, y K1F, los cuales infectan

a Escherichia coli. Por Ultimo, el genoma del bacteriéfago

UAB_Phi87 de 87,67 kb presento repeticiones directas
terminales de 608 pb, y similitud con los bacteriéfagos
del género tipo Felix 01 de Salmonella'y con el fago
wV8 de E. coli. Ademas, un andlisis filogenético de las
subunidades mayores de las terminasas de los tres fagos
confirmo sus estrategias de empaquetamiento agrupan-
dolos en sus correspondientes géneros tipo.

Todos los datos obtenidos contribuyen a una mejor
comprension de la biologia de estos fagos, y eviden-
cia la necesidad de este tipo de aproximaciones para el
desarrollo y el uso de un cctel eficiente con aplicacio-
nes comerciales en la terapia de bacteriéfagos contra
Salmonella.

Bardina G, Colom J, Spricigo DA, Otero J, Sanchez-Osuna M,
Cortés P, Llagostera M. Genomics of three new bacteriophages
useful in the biocontrol of Salmonella. Frontiers in Microbiology
(2016). 7: 545.

Mapa circular del genoma del bacteriéfago UAB_Phi87.
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MICROENCAPSULACION CON ALGINATO: UNA ESTRATEGIA DE MEJORA DE LA TERAPIA CON FAGOS

Informa: Montserrat Llagostera

Los bacteridfagos son prometedores agentes terapéuticos que pueden aplicarse en las diferentes etapas de la produccion alimentaria. En este
sentido, pueden ser administrados de forma oral a los animales de granja para protegerlos contra diferentes patdgenos intestinales, como
Salmonella. Sin embargo, el bajo pH del estémago, y el efecto de la bilis y las enzimas del tracto intestinal limitan su eficacia en terapia fagica.
Estrategias como la encapsulacion han demostrado ser Utiles en la proteccion de los bacteridfagos contra estos efectos adversos y en el aumento
de su efectividad en terapia fagica oral. Como continuacion de anteriores trabajos relacionados con la encapsulacion de bacteriofagos, el grupo
de Microbiologia Molecular del Departamento de Genética y Microbiologia de la UAB, dirigido por la Dra. Montserrat Llagostera, en colaboracion
con el grupo Supramolecular Nanochemistry and Materials del ICN2, dirigido por el profesor ICREA Daniel Maspoch, ha desarrollado un método
de microencapsulacion de bacteriéfagos con alginato/CaCO0, que ha mostrado una gran eficacia en pollos de engorde comerciales, infectados
experimentalmente con Salmonella. Este trabajo ha sido publicado recientemente en la revista Scientific Reports, del grupo Nature. El trabajo
publicado demuestra la utilidad de un meétodo de encapsulacion con matrices de alginato/CaCO, adecuado para encapsular bacteriofagos con
diferentes morfologias y con eficacias de encapsulacion de alrededor de un 100%. Aunque el alginato ha sido utilizado anteriormente como
material para encapsular bacteriéfagos, esta es la primera vez que se han aplicado bacteriofagos encapsulados en alginato/CaC0, en terapia
fagicaoral. De esta forma, un coctel de tres bacteriofagos encapsulados en alginato/CaCO, se administro de forma oral a pollos de engorde
comerciales infectados con Salmonellay en condiciones parecidas a las de una granja. La encapsulacion evitd la destruccion de los bacte-
riofagos por el jugo gastrico y permitio una mayor retencion intestinal de los bacteriofagos. También se demostrd la liberacion de los fagos de
las capsulas cuando éstas eran incubadas en fluido intestinal simulado. El tamafio de las capsulas (125-150 pm) es inferior al descrito hasta
ahora en la bibliografia y su pequefio tamafio permite su uso en terapia oral y en otras aplicaciones en terapia con fagos.

Los resultados obtenidos permiten concluir que un coctel formado por tres bacteriofagos liticos encapsulados con alginato/CaC0,, muestra una
eficacia mayor y mas duradera que un coctel de los mismos fagos no encapsulados como terapia oral en pollos de engorde contra Salmonella,
uno de los patogenos alimentarios mas comunes a nivel mundial.

Colom J, Cano-Sarabia M*, Otero J, Arifiez-Soriano J, Cortés P*, Maspoch D, Llagostera M. 2017. Microgncapsulation with alginate/CaCO,: A strategy for improved
phage therapy. Scientific Reports 7:41441 | DOI: 10.1038/srep41441.

Imégenes de microscopia dptica de las microcapsulas de alginato/CaCO, conteniendo los bacteriofagos encapsulados.
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