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RESUMEN 

Los biofilms son comunidades de bacterias fisiológicamente adaptadas a subsistir 

ante condiciones adversas. Representan un problema pues crecen sobre 

instrumental médico e infraestructuras, donde causan deterioro y suponen pérdidas 

económicas. Los modelos experimentales de biofilms permiten caracterizar 

cambios fenotípicos y expresión/represión de genes durante su desarrollo y son por 

lo tanto necesarios para evaluar el efecto de potenciales inhibidores. En este estudio, 

se monitoreó la actividad de seis promotores (del gen LasR y de los operones CdrA, 

Flg, Fim, Pel y PaQa) en función al tiempo (3, 24 y 48 horas) en cultivos de 

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM en dos modos de crecimiento: modo 

biofilm (en un modelo de biofilm, cultivos estáticos en placa Petri de poliestireno) 

y un modo planctónico (en cultivos en agitación), utilizando sistemas reporteros de 

plásmidos con fusiones promotor-gen reportero fluorescente. Los plásmidos 

diseñados exhibieron estabilidad, señal fluorescente medible, y no afectaron el 

crecimiento celular. Dos promotores, Flg y Fim, evidenciaron actividad 

marcadamente diferencial entre ambos modos de crecimiento, mientras que PaQa 

y Pel muestran ligeras diferencias a las 3 horas. Así, dos de los sistemas reporteros 

evaluados aparecen como herramientas útiles para el cribado de estímulos 

potencialmente inhibidores del desarrollo de los biofilms. 

PALABRAS CLAVE 

Biofilm, Pseudomonas aeruginosa, Plásmidos reporteros, GFP, promotor. 

 



ABSTRACT 

Biofilms are communities of bacteria that are physiologically adapted to survive 

under adverse conditions. Biofilms represent a problem because they grow on 

medical instruments and on infrastructures where they cause deterioration and 

entail economic losses. Experimental models of biofilms allow us to characterize 

both phenotypic changes and expression/repression of genes during their 

development and are, therefore, necessary to evaluate the effect of potential 

inhibitors. In this study, the activity of six promoters (of the LasR gene and the 

CdrA, Flg, Fim, Pel, and PaQa operons) was monitored as a function of time (3, 

24, and 48 hours) in cultures of Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM in two 

growth modes: biofilm mode (in a biofilm model, static cultures in a polystyrene 

Petri dish) and a planktonic mode (in shaken cultures), using plasmid reporter 

systems with promoter-fluorescent reporter gene fusions. The designed plasmids 

exhibited stability and measurable fluorescent signal and did not affect cell growth. 

Two promoters, Flg and Fim, evidenced markedly differential activity between 

these two modes; meanwhile, PaQa and Pel show slight differences at 3 hours. 

Thus, two of the reporter systems evaluated appear as useful tools for the screening 

of potentially inhibitory stimuli for the development of biofilms. 

KEYWORDS 

Biofilm, Pseudomonas aeruginosa, Reporter Plasmids, GFP, Promoter. 
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I. INTRODUCCION 

 

Los biofilms son una forma de vida bacteriana cuya presencia representa un serio 

problema para las actividades humanas [1]. La corrosión inducida por 

microorganismos (MIC) es perjudicial para muchas industrias, incluyendo la 

marina, los sistemas de agua, los ductos de gas y petróleo, ya que se estima que 

entre el 20 y 30 % de todo deterioro por corrosión es inducido por 

microorganismos [2], con un costo directo estimado entre 30 y 50 mil millones de 

dólares por año [3]. Además, se estima que los grandes barcos aumentan en más 

del 35-50% su consumo de combustible debido a que el biofilm sobre sus corazas 

aumenta su coeficiente de arrastre con el agua [4]. A las pérdidas directas, se suma 

el alto costo del tratamiento superficies que se corroen o deben ser tratadas 

periódicamente para prevenir el crecimiento de biofilm, por ejemplo, con biocidas 

suponen un riesgo para la salud y el ambiente [5]. En el área de salud, los biofilms 

son fuente de infecciones al desarrollarse en implantes e instrumentos médicos. 

Los biofilms agravan los riesgos médicos debido a su alta resistencia a los 

antibióticos, desinfectantes y capacidad de evitar la vigilancia del  sistema inmune 

[6]. Un ejemplo de esto son los biofilms de Pseudomonas aeruginosa, 

responsables de la infección crónica pulmonar en pacientes con fibrosis quística 

[7].  

Mucho de lo que se conoce respecto a la formación, estructura, desarrollo y 

mecanismos moleculares subyacentes de los biofilms provienen de ensayos en 

modelos de biofilm, ya sean in vitro o in vivo [8]. Estos modelos han puesto al 

descubierto los factores que activan las respuestas que conducen a la formación 

de biofilm [9], [10], así como las intrincadas y complejas vías de señalización que 
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involucra su formación (regulación a nivel de proteínas o de expresión de genes) 

[11]. La gran cantidad de información obtenida ha permitido idear estrategias (ya 

sea como estímulos químicos o físicos) para evitar o mitigar la formación de los 

biofilms. Algunas de estas estrategias  apuntan a la interrupción de las vías de 

señalización, como la interrupción de las vías activadas por el quorum sensing 

[12]. La activación/desactivación de dichas vías puede ser monitoreada por 

diversos métodos, siendo la utilización de genes reporteros una herramienta 

sencilla y de gran utilidad al ser capaces de dar información de actividad de 

promotores o expresión de proteínas.  

  



3 
 

II. MARCO TEORICO 

 

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS BIOFILMS 

 

Los biofilms se definen como una ‘asociación de microorganismos embebidos en 

una matriz autoproducida de sustancias poliméricas extracelulares (Extracelular 

Polimeric Substances, EPS)’ [13]. Constituyen un estilo de vida alternativo al 

‘planctónico’ en el cual las células del microorganismo se encuentran nadando en 

el fluido que los contiene. De hecho, estimaciones recientes sugieren que los 

biofilms constituyen el estilo de vida predominante de las bacterias y arqueas en 

el planeta [14]. Los biofilms se forman sobre diferentes sustratos tales como rocas, 

sedimento, tejido vivo y objetos creados por el hombre [15]. En los entornos 

naturales, los biofilm participan en los ciclos biogeoquímicos en agua, suelo, 

sedimentos y subsuperficie [16]. Los biofilms también crecen en superficies 

mucosas del hombre, donde cumplen un papel importante en la salud [17]. 

La formación de los biofilms lleva a la aparición de propiedades emergentes, esto 

es, características de la comunidad bacteriana que no pueden ser predichas a partir 

de bacterias individuales. Algunas de estas propiedades son: una tasa de 

intercambio genético alta, gradientes internos que permiten una diversidad de 

hábitats y mayor tolerancia a los antibióticos [18]. Las sustancias poliméricas 

estructurales (EPS), están constituidas por polisacáridos, lípidos, proteínas y ADN 

extracelular (extracelular DNA, eDNA), contribuyen a las nuevas propiedades, y 

mantienen su integridad [18]. 
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Las características y propiedades de los biofilms han sido ampliamente estudiados 

en Pseudomonas aeruginosa. Este ha sido adoptado como modelo gracias a su 

facilidad de cultivo, versatilidad metabólica y rápidas respuestas ante estímulos 

[19]. Además, es responsable de infecciones causante de muertes por ser un 

oportunista en pacientes con sistemas inmunitarios debilitados, así como 

afectados con fibrosis quística [20].  

 

2.2 Pseudomonas aeruginosa 

 

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gran-negativa con forma de bacilo (rod-

shaped) que posee motilidad gracias a un único flagelo polar. Es un organismo 

generalista y de gran versatilidad metabólica pudiendo utilizar una gran variedad 

de fuentes de carbono, así como desarrollarse en entornos anaeróbicos utilizando 

como aceptor de electrones nitrato o arginina [21]. En el laboratorio, P. 

aeruginosa es una bacteria que tiene facilidad para adoptar dos formas de vida: 

una móvil, natatoria, con un flagelo activo y rápida reproducción, llamada forma 

planctónica, y otra, a modo de biofilm, adherida a una superficie, sin movilidad, 

segregando polímeros complejos, con una reproducción lenta y muy alta 

tolerancia a estreses físicos y tóxicos [22].  

P. aeruginosa también es un patógeno oportunista que causa morbilidad en 

personas inmunosuprimidas, internos hospitalarios y personas que sufren de 

fibrosis quística [23]. Entre los factores de virulencia producidos encontramos 

apéndices (flagelos y fimbrias especializadas), enzimas (proteasas), moléculas 

(piocianina), sistemas de secreción, exotoxinas y macromoléculas estructurales 

lipo y exopolisacáridos [21].  
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P. aeruginosa, al igual que otras especies del género, también son reductoras de 

hierro y han sido detectadas como formadoras de biofilm en tuberías de gas, de 

petróleo [24], en la cubierta de barcos [25] y en hospitales [26]. Los biofilms de 

Pseudomonas sp. pueden asociarse a otros microorganismos y formar biofilms 

complejos con diversas actividades contaminantes y corrosivas. 

Diversas cepas de interés son usadas en modelos de biofilm en laboratorio, siendo 

la principal PAO1 y PA14 [27]. Otra cepa de interés en el estudio de modelos de 

biofilms es P. aeruginosa ATCC® 10145TM, comúnmente utilizada para pruebas 

antibióticas y que ha sido descrita como una moderada a fuerte formadora de 

biofilm [28], [29].  

 

2.3 EVENTOS QUE CONDUCEN A LA FORMACION DE BIOFILMS EN 

Pseudomonas aeruginosa 

a. Mecanosensación 

 

En los entornos naturales, los microorganismos están expuestos a distintas fuerzas 

(estímulos mecánicos) tales como la adhesión (que se generan al contacto de los 

apéndices con una superficie), fuerzas de los flujos del medio en el cual se 

encuentran, fuerzas de deformación y fuerzas ocasionadas el contacto con 

partículas en el medio [30]. Las bacterias son capaces de responder ante estos 

estímulos mecánicos y cuentan para ello con estructuras de naturaleza 

principalmente proteica que generan una señal bioquímica tras la percepción de 

dichos estímulos, actuando estas como sensores de fuerzas, fenómeno conocido 

como mecanosensación (o sensación de superficie) (Figura 1) [31], [32]. Los 

primeros experimentos sugerían que, de los apéndices bacterianos, el sensor que 
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detectaba el contacto con superficies era, en primera instancia, el Pili Tipo IV 

(Type IV pili-T4P). El modelo correspondiente sugiere que la retracción-

estiramiento del pili modula la interacción de proteínas periplásmicas PilJ y PilA, 

y estas a su vez modula la interacción de proteínas periplásmicas PilJ y PilA, y 

estas a su vez modulan la actividad de la proteína ChpA. En última instancia, estas 

activan a CyaB, una adenilato ciclasa que incrementa las concentraciones del 

mensajero intracelular cAMP (adenosín monofosfato cíclico) [9]. 

 

Figura 1. Esquema donde se presentan las principales etapas asociadas al desarrollo de 
biofilm (adaptado de [32]). 

 

Otros estudios han puesto de manifiesto el papel del flagelo polar como primer 

sensor [10]. De acuerdo a este modelo, posterior a la sensibilización por el 

contacto del flagelo y debidos mecanismos aun desconocidos, la actividad de 

enzimas di-guanilato ciclasas (DGC) como SiaD, GcbA y PA3177 son moduladas 

y, en consecuencia, ocurre un incremento en las concentraciones de otro 

mensajero intracelular, el c-di-GMP (diguanilato monofosfato ciclico). La 

proteína de superficie PilY1 también ha sido propuesta como transductor 

mecánico [33].   
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b. Mecanotransducción 

 

Tras la mecanosensación ocurre la mecanotransducción (o adaptación a 

superficie), que son las respuestas de la bacteria ante los estímulos [32]. Esta 

respuesta puede ser tan simple como una apertura de canales, o complejas vías de 

señalización que resultan en la expresión de genes. El incremento en la 

concentración de moléculas mensajeras intracelulares tiene efectos en las etapas 

posteriores de transmisión de la señal en el que participan diversas proteínas y 

genes. Siguiendo el segundo modelo planteado en la sección anterior, la 

mecanosensación debida al flagelo resulta en un incremento en la cantidad de c-

di-GMP al interior de Pseudomonas aeruginosa y posterior interacción de este 

con una proteína “efectora”, FimW. Después de la interacción, FimW se 

distribuye en los polos de la célula. Así, se establece un gradiente de FimW dentro 

de dicha célula que, tras la división celular, generan dos tipos de células: la célula 

“madre” (que aun poseen el flagelo) y una célula “hija” (sin flagelo). Estas 

últimas, al carecer de flagelo, interaccionan de manera más prolongada con la 

superficie, estimulando la síntesis y ensamblaje del T4P  [10].  

El contacto con la superficie y la tensión que aparece tras la retracción los T4P 

formados estimula la actividad de la adenilato ciclasa CyaB, lo que a su vez 

conlleva a un incremento en la concentración de adenosín monofosfato cíclico 

(cAMP) [9]. Este segundo mensajero se une al factor de transcripción Vfr, 

modulador de genes de virulencia (Figura 2) [34], [35]. Esto resulta en una 

“retroalimentación” en expresión del apéndice T4P, que es ensamblado y aumenta 

en número en esta etapa. El mayor número de T4P estimula la actividad de la 

diguanilato ciclasa SadC, lo que eleva de manera “tardía” los niveles de c-di-GMP 
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[36]. Los procesos antes mencionados sugieren que existe una suerte de 

“memoria”: sucesivas etapas de adherencia mediadas por el Pili Tipo IV estimulan 

la producción de más cAMP, generando células mejor adaptadas para la unión 

irreversible [37].  

c. Etapas posteriores. 

 

El mensajero intracelular c-AMP mencionado, unido al regulador Vfr, estimulan 

la actividad de promotores de diversos genes y operones bacterianos, los cuales 

permiten a Pseudomonas aeruginosa adoptar un fenotipo “asociado a biofilm”. 

De entre dichos genes/operones destacan los siguientes: 

 Operón FimU-PilVXYZW1W2 

El operón FimU-PilVWXYZW1W2 contiene genes que codifican la síntesis de 

las pilinas menores, encargadas de iniciar la síntesis del T4P. Aunque se ha 

demostrado que la actividad del promotor depende de la proteína AlgR, 

también depende de la presencia de la proteína Vfr [35]. 

 LasR 

La proteína Vfr también regula la actividad del promotor del gen lasR, el cual 

contiene una secuencia de unión a dicha proteína [38]. La actividad de lasR 

regula la actividad de una serie de genes, principalmente genes componentes 

de sistemas de secreción, proteínas secretadas y exopolisacáridos [39]. 

 Operón PaQa 

El cAMP dirige la expresión de sistemas de secreción II y III, que le permiten 

a la bacteria la secreción de proteínas con funciones diversas, entre ellas la de 
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virulencia  [35]. El operón PaQa, codifica componentes alternativos del 

sistema de secreción de tipo II, y se ha encontrado que la actividad de dicho 

promotor se eleva tras el contacto de Pseudomonas aeruginosa con superficies 

[9]. 

 Operón FlgBCDE 

La expresión de los genes del operón FlgBCDE, que codifican componentes 

del cuerpo basal del motor flagelar, están regulados por FleQ, el principal 

regulador de la biosíntesis flagelar (FleQ además se une a c-di-GMP) [40]. En 

un contexto de unión a superficie, Vfr (tras la unión con AMPc) reprime la 

expresión de FleQ evitando la síntesis de dicho aparato flagelar [41]. 

El c-di-GMP sintetizado de manera “tardía” también regula la actividad de una 

serie de promotores asociados a genes que participan en el cambio de fenotipo de 

Pseudomonas aeruginosa a biofilm. Para esto, interacciona con una serie de 

“efectores” (tales como FimW) y, gracias a un mecanismo de tipo alostérico, 

puede modificar la estructura y la función de estos  [42]. Por este otro mecanismo 

destaca la regulación de: 

 

 Operón PelABCDEFG 

El polisacárido Pel es componente de la matriz extracelular [43]. Es 

sintetizado por los genes del operón pel. El factor transcripcional FleQ, uno 

de los efectores del c-di-GMP, actúa como represor de la expresión del operón 

pel. Tras la unión de FleQ con c-di-GMP, el represor se disocia del promotor 

permitiendo la expresión de dicho operón [44].  
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 Operón CdrAB 

Los componentes de este operón se encargan de codificar una adhesina 

extracelular (CdrA) que contribuye a la formación de la matriz extracelular 

del biofilm, y un transportador de membrana externa (CdrB). La expresión 

este operón es regulad por los niveles de c-di-GMP [45].  

En adelante, se referirá a los operones CdrAB, FlgBCDE, FimU-

PilVXYZW1W2, PelABCDEFG como Cdr, Flg, Fim y Pel, respectivamente. 

 

Figura 2. Vías de señalización mediadas por el mensajero intracelular cAMP (arriba) y 
c-di-GMP (abajo) (adaptado de [46]). 
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2.4 TRATAMIENTOS ANTI-BIOFILM 

 

La gran información que se tiene de la biología, el desarrollo, los mecanismos 

moleculares subyacentes y métodos de prevención/erradicación de los biofilms ha 

sido obtenida a partir de modelos tanto in vitro como in vivo. Los modelos in vitro 

se suelen realizar sobre superficies de poliestireno de placas multipozo, o placas 

Petri o de vidrio, donde se hace crecer la suspensión bacteriana [8], aunque 

también pueden ser realizados sobre superficies experimentales con propiedades 

antiadherentes [47]. Para promover el crecimiento del biofilm, se usa tanto medios 

mínimos (M9 o M63) como medios “ricos” (LB o TSB) [48]. Al respecto, se ha 

caracterizado el biofilm formado por suspensiones de Pseudomonas fluorescens 

en medio TSB sobre superficies de poliestireno [49]. 

Los métodos/tratamientos dedicados a prevenir su crecimiento se pueden 

categorizar en físicos y químicos. Respecto al primer grupo tenemos a los 

limpiadores (pigs). Estos se aplican en ductos de gas, petróleo o agua, y la limpieza 

se efectúa mediante el ‘pigging’ que consiste en introducir en la tubería un 

dispositivo (Pipeline Inspection Gauge, ‘PIG’) que raspa las paredes internas 

mientras es impulsado por el flujo en una operación de limpieza [50]. 

Tratamientos físicos alternativos involucran el uso de ultrasonido de alta potencia, 

que produce cavitaciones, o pequeñas burbujas que colapsan ejerciendo cientos de 

atmósferas de presión [51]. Por otro lado, se ha demostrado que la luz ultravioleta 

con longitudes de onda de alrededor de 296 nm es capaz de erradicar el biofilm 

con mayor eficiencia que el tratamiento con antibióticos [52]. Respecto a los 

métodos químicos, podemos mencionar al método electroquímico de la protección 

catódica, que puede mitigar el crecimiento de una sucesión ecológica basada en el 



12 
 

intercambio rédox de la respiración bacteriana con el metal [53]. Algunos 

revestimientos costosos (brea, aluminio, zinc particulado, plomo, algunos 

plásticos especiales, resina epóxida) también pueden dificultar la adherencia de 

bacterias y con ello retrasar el crecimiento de biofilms [54]. Otro tipo de 

tratamiento es el uso de biocidas, tales como compuestos sulfurados, halógenos, 

ozono, peróxidos, etc. Además de sus variados costos, cada uno de ellos tiene un 

rango de acción limitado, lo que obliga a conocer el componente biológico que se 

ataca, y también riesgos asociados para los operarios y para el material tratado 

[50].  

Una línea de desarrollo que emerge actualmente es la interferencia en la 

señalización inter e intracelular [55]. A diferencia de tratamientos biocidas (que 

matan a las bacterias del biofilm), esta interferencia podría utilizar compuestos 

que, por ser más específicos, resulten en una menor toxicidad para otros 

organismos. Además, los tratamientos no biocidas no someten a las bacterias a 

una presión de selección que las lleve a elevados niveles de tolerancia o 

resistencia, como sí ocurre con los tratamientos antibióticos [12]. Se ha 

demostrado que el ultrasonido de baja energía puede interferir con el crecimiento 

de P. aeruginosa en biofilm y con su susceptibilidad a antibióticos [56]. Aunque 

aún no se conoce el mecanismo por el cual el ultrasonido interfiere con la 

señalización intracelular, hay pruebas de que la expresión de los genes se ve 

alterada [57]. Recientemente, se ha verificado la influencia de la estimulación 

acústica no solo a nivel de la perturbación de la estructura del biofilm, sino de la 

producción de mensajeros intracelulares [58], implicando esto una posible 

regulación de actividad de enzimas o expresión de genes. 
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2.5 USO DE SISTEMAS REPORTEROS 

 

Una estrategia para determinar la actividad de secuencias reguladoras de genes es 

el uso de sistemas reporteros. Un sistema reportero consiste en dos componentes: 

la secuencia reguladora (que puede ser un promotor o ‘enhancer’) y  un gen 

“reportero”, cuyo producto (una proteína) puede ser detectado e incluso 

cuantificado, ya sea como actividad enzimática o propiedad óptica  (fluorescencia, 

emisión de luz visible) (Figura 3) [59]. El promotor puede ser inducible o ser 

dependiente de factores endógenos de la célula en la que es introducido. Un 

sistema reportero con este tipo de promotores los hace útiles para estudiar la 

actividad de dicho promotor ante diferentes condiciones de crecimiento y 

contextos. Los sistemas reporteros han sido utilizados para la visualización de la 

estructura de los biofilms [60], así como la actividad de promotores de interés en 

diferentes etapas del crecimiento bacteriano [61]–[63]. Los sistemas reporteros 

también han permitido la detección de compuestos inhibidores del Quorum 

sensing (usando a Escherichia coli como cepa que contiene al reportero) [64]. Así, 

los sistemas reporteros aparecen como una alternativa interesante para el 

monitoreo de la actividad de los promotores que participan en las vías de 

señalización de biofilm, tanto en condiciones normales de crecimiento como 

expuestos a diferentes tipos de estímulo.  

Los genes reporteros que codifican proteínas fluorescentes (proteínas 

fluorescentes) se caracteriza por su facilidad para ser cuantificados. Uno de los 

genes reporteros más utilizados es la Proteína Fluorescente Verde (Green 

Fluorescent Protein, GFP), de la cual se han generado variantes con fluorescencia 

mejorada y otros atributos [65]. Otra proteína fluorescente utilizada es mkate2, 
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que cuenta con una emisión cuyo pico se ubica en el rojo lejano  [66]. La proteína 

mkate2 ya ha sido utilizado como proteína reportera en ensayos de actividad de 

promotores en P. aeruginosa [9]. 

 

Figura 3. Esquema de organización de un sistema reportero. Izquierda: contexto natural 
de un promotor. Derecha: Fusión de dicha secuencia reguladora con un gen reportero 
cuyas capacidades pueden ser cuantificadas, como el GFP (Tomado de [67]). 

 

En experimentos dedicados a evaluar la actividad de un promotor, es frecuente la 

inclusión de un segundo reportero fusionado con un promotor cuya actividad no 

varie en las condiciones experimentales, de manera que es utilizado de promotor 

control [9]. Estos promotores permiten la normalización adecuada del promotor 

“problema”. El promotor del gen rpoD, gen que codifica la subunidad sigma 70 

de la ARN polimerasa de P. aeruginosa [68]–[70], ha sido utilizado como 

promotor de normalización dado su carácter constitutivo en experimentos de 

expresión de genes de bacterias adheridas  a superficie [9]. 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Los biofilms son difíciles de erradicar debido a que su matriz les provee una 

barrera física, y están fisiológicamente adaptados a subsistir ante condiciones 

extremas de inanición y toxicidad [18]. Su crecimiento sobre superficies 

artificiales con una función en las actividades humanas y su erradicación 

representan un problema tanto técnico como económico [4], [5], [71]. Se ha 

mencionado algunos de los enfoques más importantes en la remoción de biofilms, 

así como las limitaciones de estos [50]. Por ello, se hace necesario el desarrollo 

de nuevas estrategias destinadas a combatir el crecimiento de estas comunidades. 

Respecto a los nuevos enfoques para la remoción de biofilms, se ha mencionado 

a la interferencia de las vías de señalización [12]. La interferencia puede lograrse 

mediante estímulos principalmente químicos. Sin embargo, hay evidencias de 

señales intracelulares originadas por estímulos mecánicos en la pared celular, que 

podrían influenciar el compromiso de la célula al cambio de forma planctónica a 

biofilm. Existen publicaciones que apoyan esta hipótesis [56], [57], con un modelo 

de catéter, o sobre placas de cultivo y que demuestran un cambio transcriptómico. 

Para evaluar el efecto que puedan tener los métodos señalados, se hacen necesarias 

herramientas sencillas que permitan realizar el monitoreo adecuado de dichas vías 

(constituidas por secuencias regulatorias como los promotores y proteínas-

factores de transcripción o efectores). Ante ello, el diseño de sistemas reporteros 

que incluyan promotores que participen en estas vías de señalización y genes 

reporteros asociados aparece como una alternativa razonable que podría ser 

sencilla de monitorear. 
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El presente proyecto tiene por objetivo determinar la actividad de 6 promotores 

(del gen LasR y de los operones CdrAB, FlgBCDE, FimU-PilVXYZW1W2, 

PelABCDEFG y PaQa, todos involucrados en la formación del biofilm) de P. 

aeruginosa ATCC® 10145TM en un modelo de biofilm de placa Petri de 

poliestireno, utilizando un sistema reportero con proteínas fluorescentes, e 

identificar aquellos promotores que muestran patrones de actividad diferencial 

respecto de un modelo de crecimiento planctónico (ausencia de formación de 

biofilm). 

IV. JUSTIFICACIÓN 

 

 Una vez identificados los promotores que muestren actividad diferencial en el 

desarrollo de biofilms en el modelo aquí presentado, podremos usar este ”sistema” 

(modelo en placa-plasmidos reporteros) como herramienta de cribado, pues 

permitirá evaluar de manera sencilla el efecto de estímulos químicos (aditivos y/o 

antibióticos) en el desarrollo de biofilms en Pseudomonas aeruginosa. Las 

ventajas del uso de este sistema son su bajo costo y sencillez con la que se 

obtendrían los resultados (medición de fluorescencia). El sistema también podrá 

ser ubicado en distintos entornos (incubadoras, cabinas o exteriores) y montado 

en equipos capaces de generar estímulos físicos (ondas mecánicas). En este 

sentido, resaltamos el carácter aplicado del sistema desarrollado aquí. Esto 

contribuirá a idear nuevas estrategias para lidiar con la formación de los biofilms.  

La ejecución de esta propuesta establecerá en nuestro laboratorio un modelo para 

el estudio de biofilms con capacidad de entregar información sobre su expresión 

genética, y con ello el afianzamiento de una línea de investigación iniciada el 

2019. Así, esta temática podrá ser estudiada a mayor profundidad gracias al uso 
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de técnicas sistémicas como la transcriptómica o el uso de microscopía de 

fluorescencia. 

Los biofilms representan un problema para la industria mundial en general y el 

Perú no está exento de ello. Nuestro país se beneficiará con el desarrollo de este 

tipo de tecnologías, pues abre un abanico de potenciales aplicaciones futuras.   
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V. OBJETIVOS 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

 

- Establecer patrones de expresión de la actividad de seis promotores (del gen LasR 

y de los operones Cdr, Flg, Fim, Pel y PaQa) involucrados en la formación de 

biofilm en Pseudomonas aeruginosa en dos modos de crecimiento (biofilm y 

planctónico), e identificar aquellos promotores que muestran patrones de actividad 

diferencial entre estos modos. 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Seleccionar 6 genes involucrados en la formación de biofilms en Pseudomonas 

aeruginosa ATCC® 10145TM y los promotores asociados a estos. 

- Diseñar sistemas reporteros: plásmidos reporteros con unidades transcripcionales 

constituidas por los promotores seleccionados y proteínas fluorescentes 

reporteras. 

- Evaluar la estabilidad, la emisión de señal y el efecto en el crecimiento bacteriano 

de P. aeruginosa ATCC® 10145TM de los sistemas reporteros diseñados. 

- Medir la actividad de los promotores en función al tiempo, en modo de 

crecimiento biofilm) y planctónico. 

- Identificar aquellos promotores con patrones de expresión diferencial entre estos 

dos modos de crecimiento. 
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VI. MATERIALES USADOS 

 

6.1 PLÁSMIDOS Y CEPAS 

 

a. Cepas.  

Las siguientes cepas fueron utilizadas: 

- Escherichia coli NEB Stable® (adquirida de New England Biolabs) fue utilizada 

para propósitos de clonación de plásmidos reporteros. 

- La cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM fue donada amablemente por 

la Mg. Ruth Cristóbal y fue utilizada para los ensayos de actividad de los 

promotores. 

 

b. Plásmidos.  

- El plásmido pCdrA_GFPc fue adquirido de Addgene (MA, USA), y sirvió de base 

para la construcción del resto de plásmidos.  

- El plásmido pUCP20 fue obtenido tras la digestión de pCdrA_GFPc con el enzima 

de restricción NotI y su posterior auto-ligación. Este fue utilizado como control 

(Figura 4).  

- Los plásmidos “reporteros” fueron sintetizados por Genscript® (NJ, USA) 

tomando como base el pCdrA_GFPc en dos pasos (Figura 4): 

 

 inserción del fragmento SapI -RpoD-mkate2-Terminador – HindIII (1748 bp) 

entre los sitios SapI y HindIII de pCdrA_GFPc (dando como origen al primer 

plásmido reportero pUCP20-pCdrA_GFPc-RpoD_mKate2). 
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Figura 4. Obtención de plásmidos utilizados en este trabajo. A) pCdrA_GFPc, B) 
pUCP20, C) pUCP20-pCdrA_GFPc-RpoD_mKate2 y D) Resto de plásmidos reporteros. 
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 remplazo del fragmento correspondiente al promotor CdrA (flanqueado por 

los sitios de restricción EcoRI y SphI) por los fragmentos correspondientes a 

los promotores Fim (196 bp), Flg (250 bp), Las (322 bp), PaQa (498 bp) y Pel 

(479 bp). Esto dio origen a los otros 5 reporteros (Figura 4):  

 

o pUCP20-pFimU_GFPc-RpoD_mKate2 (promotor del operón Fim),  

o pUCP20-pFlgB_GFPc-RpoD_mKate2 (promotor del operón Flg),  

o pUCP20-pLasR_GFPc-RpoD_mKate2 (promotor del gen LasR),  

o pUCP20-pPaQa_GFPc-RpoD_mKate2 (promotor del operón PaQa),  

o pUCP20-pPelA_GFPc-RpoD_mKate2 (promotor del operón Pel). 

 

6.2 REACTIVOS QUÍMICOS  

 

Se utilizó Loading Dye 6X (ThermoFisher), Marcador de Peso Molecular (Gene 

Ruler 1Kb DNA Ladder Plus), Agarosa (Cleaver Scientific Ltd), Bromuro de 

Etidio (ThermoFisher), Agua ultrapura, GeneJET Plasmid Miniprep Kit 

(ThermoFisher), Enzima de Restricción NotI (New England Biolabs). Medio LB, 

Miller (Luria-Bertani) (Difco), Medio M9 5X (Sigma), Glucosa (Merck), Cas-

aminoácidos (Difco). 

6.3 MATERIAL DE LABORATORIO Y EQUIPOS 

 

a. Material De Laboratorio.  

Tubos de centrifuga de polipropileno de 15 y 50 mL, Placas Petri de poliestireno 

de 60 mm de diámetro, Placas Multipozo de poliestireno con base plana (SPL 

Lifesciences), Tubos de vidro de 16x100 mL. 
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b. Equipos.  

Incubadora MRC, Electroporador BTX ECM 399, Centrifuga Sorvall, Cabina de 

Flujo de Bioseguridad Baker, Lector de Placas Infinite® 200PRO (TECAN). 
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VII. METODOLOGÍA 

 

7.1 DISEÑO DEL SISTEMA REPORTERO 

 

a. Promotores 

Se realizó una búsqueda de la literatura para identificar los promotores de genes 

u operones que controlen la generación de productos involucrados en ciertas 

etapas de biofilm. Se identificó un total de 5 promotores en P. aeruginosa: del gen 

LasR (regulador del quorum sensing) [38] y de los operones PaQa (operón de la 

secreción de tipo III) [9], Pel (operón del polisacárido Pel, constituyente de la 

matriz) [72], Flg (operón que expresa proteínas estructurales flagelares) y Fim 

(proteína estructural constituyente de las fimbrias).  El promotor del gen RpoD, 

cuya actividad ha sido reportada como constitutiva, fue elegido para la 

normalización de la actividad de los otros promotores [9]. Finalmente, se realizó 

la búsqueda de las secuencias de los promotores identificados y seleccionados en 

la base de datos de genomas de Pseudomonas (Pseudomonas Genome Database) 

[73].  

 

b. Genes Reporteros 

GFPmut3 (también conocida como GFPc, Proteína Fluorescente Verde – variante 

mut3) y mKate2 (Proteína Fluorescente Roja) son proteínas fluorescentes con 

espectros de absorción y emisión conocidos. Para su elección, se tomó en cuenta 

la diferencia de espectros de emisión, así como su tiempo de maduración similar. 

Estos criterios permiten obtener estimaciones adecuadas de la determinación de la 

actividad de los promotores [74]. 
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c. Constructos 

Los mapas de los sistemas reporteros (plásmidos incluyendo los constructos 

promotor-gen reportero) fueron diseñados en SnapGene Viewer uniendo las 

secuencias de los promotores con la secuencia codificante (CDS) de la proteína 

GFPmut3. Estos mapas fueron enviados digitalmente a la empresa Genscript®. El 

plásmido pCdrAGFPc fue enviado en Genscript® dispensado en papel filtro 

Whatman ® y recubierto con papel aluminio. 

 

7.2 TRANSFORMACION DE Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM CON 

LOS PLÁSMIDOS REPORTEROS. 

 

a. Procesamiento De Plásmidos. 

Los plásmidos sintetizados por Genscript® fueron enviados a nuestro laboratorio 

en estado liofilizado. Estos liofilizados fueron suspendidos en agua ultrapura y su 

concentración fue llevada a 10 μM. A partir de esta suspensión se preparó una 

nueva dilución en un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL. Estas suspensiones se 

almacenaron a -20 ºC hasta su uso. Luego, estos plásmidos fueron transformados 

en la cepa E. coli NEB Stable ® a partir de la cual se prepararon los stocks en 

glicerol. Estos fueron almacenados a - 80 ºC. 

 

b. Preparación De Competentes  

La preparación de células competentes de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 

10145TM  se realizó por el método rápido que involucra sucrosa y que ha 

demostrado alta eficiencia en Pseudomonas aeruginosa [75]. En breve, se picó 

una colonia de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM a partir de una placa 
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con agar-LB y se sembró en 10 mL de medio LB y se incubó a 37 ºC en agitación 

constante de 200 RPM durante 16-18 horas. Posteriormente, se realizaron dos 

lavados con Sucrosa 300 mM. Finalmente, se resuspendió en 100 μL de la misma 

solución. En este estado, las células están listas para ser transformadas (estado de 

competencia). Todos los procedimientos fueron realizados en frío manteniendo 

los tubos en hielo.  

 

c. Transformación 

La transformación de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM se llevó a cabo 

siguiendo el protocolo descrito por Choi [75]. En breve, se inició mezclando 50-

100 ng de ADN plasmídico con 80 μL de células competentes. Se vertió esta 

mezcla a una cubeta de electroporación y se aplicó 1800 kV de pulso. 

Posteriormente, las células se recuperaron en 1 mL de medio LB y se incubó en 

agitación a 37 ºC durante 2 horas. Finalmente, 200 μL de esta suspensión se 

esparcieron en placas con medio sólido agar LB + Gentamicina 40 μg/mL y se 

incubó a 37 ºC durante 16 horas. 

 

d. Identificación De Transformantes 

Una o más colonias de las placas transformantes de Pseudomonas aeruginosa 

ATCC® 10145TM se seleccionaron al azar y fueron cultivadas en medio LB a 37 

ºC durante 18-20 horas a 220 RPM de agitación. Tras esto, se tomaron alícuotas 

de 1 mL y se lavaron dos veces con medio M9 1X. Los pellets resultantes fueron 

fotografiados bajo luz azul (450-495 nm de longitud de onda aproximada) para 

tener un registro visual de la actividad de promotores en los reporteros. Tras la 
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documentación fotográfica, se realizó una suspensión final en medio M9 1X para 

cada cultivo de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM transformada con los 

plásmidos reporteros. Estas suspensiones fueron sometidas a un barrido de 

emisión luego de ser expuestas a luz de las siguientes longitudes de onda: 475 nm 

para GFPmut3 y 575nm para mKate2. Se incluyó un control Pseudomonas 

aeruginosa ATCC® 10145TM sin transformar y otra transformada con el plásmido 

“control” pUCP20.  

 

7.3 REGISTRO DEL CRECMIENTO DE P. aeruginosa TRANSFORMADA Y 

EXPRESIÓN DE GENES REPORTEROS  

 

Las siguientes características fueron determinadas a partir de datos de cultivos en 

medio mínimo M9 1X suplementado con glucosa al 1% en placa multipozo 

durante 24 horas a 37 ºC, sin agitación (reposo). Fueron monitoreados tanto la 

absorbancia a OD 570 nm, emisión de la fluorescencia de GFPmut3 (Ex: 475 nm; 

Em: 520 nm) y emisión de la fluorescencia de mKate2 (Ex: 575 nm; Em: 635 nm) 

con ayuda del lector de microplacas Infinite® 200PRO (TECAN). Los datos 

fueron recolectados utilizando el software Magellan® (mediciones realizadas 

cada hora). Cada tratamiento fue realizado por triplicado. 

 

a. Efecto de los plásmidos sobre el Crecimiento Bacteriano 

El efecto de los plásmidos reporteros en el crecimiento bacteriano fue 

determinado midiendo la absorbancia a 570 nm de cultivos bacterianos de 

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM transformados con los plásmidos 
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reporteros, plásmidos vacíos y sin transformar en función al tiempo (mediciones 

cada hora). 

 

b. Emisión De Fluorescencia mKate2 Normalizada En Cultivo 

La emisión de fluorescencia mKate2 normalizada fue determinada calculando la 

proporción entre la fluorescencia de mKate2 (actividad del promotor RpoD) y la 

absorbancia a 570 nm tanto para Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM 

transformada con los plásmidos reporteros, plásmidos vacíos y sin transformar en 

función al tiempo (mediciones cada hora). A los datos de fluorescencia mKate2 y 

absorbancia a 570 nm se les restó el de los controles (medio sin bacteria). 

 

c. Emisión De Fluorescencia GFPmut3 Normalizada En Cultivo 

La emisión de fluorescencia GFPmut3 normalizada fue determinada calculando 

la proporción entre la fluorescencia de GFPmut3 y la absorbancia a 570 nm, tanto 

para Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM transformada con los plásmidos 

reporteros, plásmidos vacíos y sin transformar en función al tiempo (mediciones 

cada hora). A los datos de fluorescencia GFPmut3 y absorbancia a 570 nm se les 

restó el de los controles (medio sin bacteria). 

 

7.4 EL MODELO DE BIOFILM EN PLACA PETRI 

 

La evaluación de la actividad de los promotores fue determinada a partir de 

cultivos de P. aeruginosa ATCC® 10145TM (transformadas con los 6 plásmidos) 

en medio LB. Dicha actividad fue determinada para dos modos de crecimiento.  
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Modo de crecimiento biofilm: Para establecer la formación del biofilm, se 

procedió de manera similar a lo reportado por Angarano et al. (con 

modificaciones, detallado en los apartados “c” y “d”) [49]. Denominamos biofilm 

a la formación de células adheridas en el fondo de un cultivo estático (sin 

agitación) en placa de poliestireno.   

Modo de crecimiento Planctónico: Para fines comparativos, establecimos el 

Modo de Crecimiento Planctónico, que corresponde a células creciendo en 

cultivos en agitación a 220 RPM (en tubos de 16x100 mm). 

 

a. Sembrado del Preinóculo 

Un grupo de colonias de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM 

transformada con el plásmido reportero correspondiente fue sembrado a partir de 

placas en 10 mL de medio LB e incubado a 37 ºC en agitación constante de 200 

RPM durante 16-18 horas.  

b. Procesamiento del Preinóculo 

Se tomó 1 mL del preinóculo crecido y se trasvasó a un tubo de microcentrífuga. 

Se centrifugó a una velocidad de 16000 g durante 90 segundos, tras lo cual se 

descartó el sobrenadante y los agregados extracelulares visibles. El pellet celular 

fue suspendido en 1 mL de medio mínimo M9 1X y nuevamente centrifugado a 

16000 g durante 90 segundos, y se volvió a descartar el sobrenadante (este paso 

fue repetido una vez más). Finalmente, el sobrenadante fue suspendido en 1 mL 

de medio M9 1X, tras lo cual se realizó la medición de la turbidez (absorbancia a 

570 nm), la fluorescencia verde (Ex: 475 nm; Em: 520 nm) y la fluorescencia roja 

(Ex: 575 nm; Em: 635 nm).   
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c. Preparación del Mix de Siembra y Sembrado. 

Se diluyó la solución obtenida en el paso anterior en un tubo de polipropileno con 

medio LB hasta una absorbancia de 0.082 medidos a 570 nm (mix de siembra). 

Luego, 5 mL de este mix de siembra fue sembrado por triplicado en:  

a) placas Petri de poliestireno de 60 mm de diámetro (SPL Life Sciences) (para el 

modo de crecimiento biofilm) 

b) tubos de centrifuga de poliestireno de 15 mL (para el modo de crecimiento 

Planctónico). 

 

d. Incubación 

Las placas Petri fueron incubadas a 37 ºC en condiciones “estáticas” (sin 

agitación), mientras que los tubos de poliestireno de 15 mL fueron incubados 

también a 37 ºC en agitación a 220 RPM (Figura 5). Los tiempos de incubación 

fueron 3, 24 y 48 horas. Luego de los tiempos de incubación correspondientes, se 

retiraron tanto las placas como los tubos de la incubación y se llevaron la cabina 

de bioseguridad para su procesamiento.  

 

e. Procesamiento de Cultivos en Placa (Modo de Crecimiento Biofilm) 

Para los cultivos en placa, el sobrenadante (medio en la columna de líquido) fue 

descartado por inversión. La formación (biofilm) [49]  de células adheridas pre-

enjuagadas permanecen en el fondo de la placa (Figura 5). 

 

- ENJUAGUE. Se agregó 5 mL de medio M9 1X a la placa, para diluir-remover 

restos del sobrenadante presentes en el biofilm del fondo de la placa. Luego se 

descartó el medio agregado por inversión. Llamamos a esto formación de células 
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adheridas- enjuagadas. En este punto, se tomaron las fotografías 

correspondientes para la documentación (Figura 5). 

 

- REMOCIÓN DE FORMACIÓN CÉLULAS ADHERIDAS - ENJUAGADAS 

(BIOFILM). La formación células adheridas-enjuagadas fue removida del 

fondo de la placa por pipeteo usando 1 mL de medio M9 1X. Luego, esta fue 

trasvasada a un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL. Se centrifugó a 16000 G 

durante 90 segundos. Finalmente se descartaron tanto el sobrenadante como los 

agregados extracelulares. Se realizó una suspensión final en M9 1X (Figura 5). 

Esta suspensión fue llevada a medición. 

 

f. Procesamiento de los Cultivos en Agitación (Modo Planctónico).  

Se tomaron volúmenes de 1 mL de los cultivos en tubos en los puntos de tiempo 

considerados (3, 24 y 48 horas) y fueron trasvasados a tubos de microcentrífuga 

de 1.5 mL. Se realizaron dos lavados con medio M9 1X y una suspensión final en 

el mismo medio. Esta suspensión fue llevada a medición.  

 

g. Medición 

Las suspensiones resultantes fueron sometidas a medición de absorbancia a 570 

nm, emisión de la fluorescencia de GFPmut3 (Ex: 475 nm; Em: 520 nm) y emisión 

de la fluorescencia de mkate2 (Ex: 575 nm; Em: 635 nm) con ayuda del lector de 

microplacas Infinite® 200PRO (TECAN). Los datos fueron recolectados 

utilizando el software I-Control® y exportados en formato Excel. Se incluyó un 

control (Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM transformada con un 

plásmido pUCP20). 
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Figura 5. El modelo de biofilm en placa Petri. Se muestran los procesos de A) Sembrado 

inicial y formación de Células Adheridas, B) Enjuague de Células Adheridas y C) Remoción 
de Células Adheridas y medición de turbidez y fluorescencia de células adheridas (biofilm). 
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7.5 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LOS PROMOTORES 

 

a. Estimación de la Contribución Intrínseca a la Emisión a 520nm.  

La contribución intrínseca a la emisión de fluorescencia a 520 nm fue calculada 

utilizando los valores de emisión a dicha longitud de onda de Pseudomonas 

aeruginosa ATCC® 10145TM transformada con pUCP20. Se elaboró una curva 

de calibración entre la emisión a 520 nm y la absorbancia de la suspensión 

bacteriana (absorbancia a 570 nm). Esta curva de calibración fue realizada para 

cada punto de tiempo (3, 24 y 48 horas) y cada modo de crecimiento (biofilm y 

planctónico). 

 

b. Actividad de los Promotores 

La actividad de los promotores CdrA, LasR, Flg, Fim, PaQa y Pel fue calculada 

como la proporción entre la emisión de fluorescencia a 520 nm (fluorescencia de 

GFPmut3) y la absorbancia de la suspensión bacteriana (absorbancia a 570 nm). 

Esto fue realizado para cada punto de tiempo (3, 24 y 48 horas) y cada modo de 

crecimiento (biofilm y planctónico). 

 

7.6 TRATAMIENTO DE DATOS 

 

a. Gráficas 

Las gráficas fueron realizadas usando la librería Matplotlib y ejecutados en el 

entorno Spyder. 
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b. Análisis Estadístico 

El análisis estadístico fue realizado utilizando el paquete STATA® 17.0 

(StataCorp). Las pruebas estadísticas utilizadas fueron 1) Kruskall-Wallis, 

aplicada en la Figura 13, seguida de la prueba de Dunn para detectar diferencias 

respecto al control y 2) U de Mann-Whitney para las figuras 17, 18, 19, 20, 21, 22 

y 33. El nivel de significación considerado es de p < 0.05. 
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VIII. RESULTADOS 

 

8.1 DISEÑO DE  SISTEMAS REPORTEROS 

 

El esquema general del plásmido y la ubicación y dirección de tanto los 

promotores como los genes reporteros correspondientes se muestran en la figura 

6. Los mapas de los plásmidos reporteros diseñados (6) se muestran en el ANEXO 

1. 

 

 

Figura 6. Esquema general del plásmido con el sistema reportero. 

 

 

8.2 TRANSFORMACION DE Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM 
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Previo a la transformación con los plásmidos reporteros, se llevó a cabo la 

determinación de concentraciones inhibitorias del antibiótico gentamicina en 

cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM creciendo en medio 

sólido. Se determinó que dicha concentración para gentamicina fue 40 μg/mL 

(luego de 24 horas de crecimiento, no se encontraron colonias). Esta 

concentración fue utilizada para la identificación de bacterias transformantes. 

Imágenes de placas con dichas bacterias se muestran en la Figura 30-ANEXO 9.2. 

Los resultados de detección de emisión de fluorescencia tanto de GFPmut3 como 

de mkate2 determinados a partir de cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 

10145TM transformados con los plásmidos reporteros se muestran en la Tabla 1. 

Imágenes de los pellets correspondientes se muestran en la Figura 7.  

 

Tabla 1. Mediciones de fluorescencia GFP y de mKate2 de las Pseudomonas 
aeruginosa ATCC® 10145TM transformado con plásmido. 

ATCC10145 transformado con: GFP mKate2 

PUCP20 1080       27 

PUCP20-pCdrA_GFP-RpoD_mKate2 11233 1833 

PUCP20-pFimU_GFP-RpoD_mKate2 2575 852 

PUCP20-pFlgBCDE_GFP-RpoD_mKate2 2342 637 

PUCP20-pLasR_GFP-RpoD_mKate2 6433 1047 

PUCP20-pPaQa_GFP-RpoD_mKate2 1491 408 

PUCP20-pPelA_GFP-RpoD_mKate2 1873 1499 
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Figura 7. Visualización de pellets bacterianos de las Pseudomonas aeruginosa ATCC 

10145 transformadas con los plásmido reporteros. Los pellets fueron iluminados con luz 
azul (lambda = 450-495 nm). Se incluye control (pUCP20). 

 

Los espectros de emisión de las muestras arriba consideradas se muestran en el 

ANEXO 9.3. Se observa claramente que los espectros de las muestras de emisión 

se asemejan a los de la proteína GFPmut3 [65]. Es importante mencionar que 

existe una contribución “intrínseca” a la emisión de fluorescencia a 520 nm muy 

significativa de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM transformada con el 

plásmido “vacío” (pUCP20), al compararla con las cepas transformadas con los 

plásmidos reporteros (ANEXO 9.3 Figura 31). Respecto a la identificación de la 

proteína mkate2, la Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM transformada con 

los plásmidos reporteros generó espectros de emisión bastante similares a los 

reportados para la proteína mkate2 [66]. En este caso, la muestra de bacteria 

transformada con el plásmido “vacío” (pUCP20) dio lecturas bajas comparada con 

las muestras de bacteria transformadas (ANEXO 9.3 Figura 32). 
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8.3 CARACTERIZACIÓN DE LOS PLÁSMIDOS REPORTEROS DURANTE EL 

CRECIMIENTO BACTERIANO 

 

a. Efecto de Plásmidos Reporteros en el Crecimiento Bacteriano 

 

El efecto del plásmido en el crecimiento bacteriano (medido como absorbancia a 

OD570nm) se muestra en la Figura 8. Se puede apreciar que las curvas de 

crecimiento de las bacterias transformadas son muy similares entre sí, comparadas 

con las bacterias sin transformar y la bacteria transformada con el plásmido 

pUCP20. Las curvas correspondientes a bacterias transformadas con reporteros de 

los promotores CdrA y LasR muestran un menor crecimiento en fase estacionaria. 

Esto es debido a que estos datos provienen de un ensayo realizado en 100 μL de 

cultivo.  A pesar de esto, observamos que presentan las etapas típicas de un cultivo 

bacteriano (etapas exponencial y estacionaria). 

La emisión de fluorescencia a 520 nm (correspondiente a GFPmut3) fue 

monitoreada y los resultados se observan en la Figura 9.  De manera llamativa, se 

observa que la emisión de tanto la P. aeruginosa ATCC® 10145TM sin 

transformar como la transformada con el plásmido pUCP20 (controles) muestran 

una tendencia creciente en función al tiempo (Figura 8). Los promotores PaQa y 

Pel muestran valores de emisión muy similares a los controles, mientras que Flg 

y FimU muestran valores ligeramente mayores. LasR presenta una tendencia 

creciente, no significativamente diferente de los controles, mientras que el 

promotor CdrA sí muestra valores de emisión significativamente mayores a los 

controles. 
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Figura 8. Efecto de los plásmidos reporteros en el crecimiento bacteriano (medido como 

Absorbancia a 570 nm) de bacterias transformadas. Los promotores correspondientes A) 

CdrA, B) LasR, C) Flg, D) Fim, E) PaQa y F) Pel. Cada gráfica incluye curvas de 
crecimiento de la bacteria sin transformar (ATCC10145) y transformada con el plásmido 

“control” (ATCC10145 + pUCP20). Nota: los cultivos con los reporteros CdrA y LasR 
fueron realizados en 100 μL, mientras que con los otros 4 reporteros en 200 μL. 
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Figura 9. Emisión de Fluorescencia a 520 nm (correspondiente a GFPmut3) de 

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM transformada con los plásmidos reporteros 

en función al tiempo. Los promotores correspondientes A) CdrA, B) LasR, C) Flg, D) 
Fim, E) PaQa y F) Pel. Cada gráfica incluye curvas de crecimiento de la bacteria sin 

transformar (ATCC10145) y transformada con el plásmido “control” (ATCC10145 + 

pUCP20) Nota: los cultivos con los reporteros CdrA y LasR fueron realizados en 100 μL, 
mientras que con los otros 4 reporteros en 200 μL. 

 

 

La emisión de fluorescencia a 635 nm (correspondiente a mkate2) muestra una 

tendencia creciente aproximadamente hasta las 3 horas para los promotores PaQa, 
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PelA, LasR y FimU, mientras que esta tendencia es hasta las 5 horas para los 

promotores CdrA y LasR. A partir de estos puntos, la fluorescencia es 

aproximadamente constante (con una ligera caída hacia las 24 horas) (Figura 9). 

 

 

Figura 10. Emisión de Fluorescencia mkate2 (a 635 nm) de Pseudomonas aeruginosa 

ATCC® 10145TM transformada con los plásmidos reporteros en función al tiempo. Los 
promotores correspondientes A) CdrA, B) LasR, C) Flg, D) Fim, E) PaQa y F) Pel. Cada 

gráfica incluye curvas de crecimiento de la bacteria sin transformar (ATCC10145) y 

transformada con el plásmido “control” (ATCC10145 + pUCP20). Nota: los cultivos con 

los reporteros CdrA y LasR fueron realizados en 100 μL, mientras que con los otros 4 
reporteros en 200 μL. 
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b. Emisión de la Fluorescencia GFPmut3 Normalizada 

La emisión de la fluorescencia GFPmut3 respecto a la absorbancia a 570nm 

(GFPmut3/OD570nm) de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM 

transformada con los plásmidos reporteros en función al tiempo se muestra en las 

Figura 11. 

 

Figura 11. Proporción de Fluorescencia GFP/OD570nm de Pseudomonas aeruginosa 

ATCC® 10145TM transformada con los plásmidos reporteros en función al tiempo. Los 

promotores correspondientes A) CdrA, B) LasR, C) Flg, D) Fim, E) PaQa y F) Pel. Cada 

gráfica incluye curvas de crecimiento de la bacteria sin transformar (ATCC10145) y 
transformada con el plásmido “control” (ATCC10145 + pUCP20). Nota: los cultivos con 

los reporteros CdrA y LasR fueron realizados en 100 μL, mientras que con los otros 4 
reporteros en 200 μL. 



42 
 

Para los promotores PaQa, Pel, Fim y Flg existe una tendencia creciente en 

función al tiempo. De manera llamativa, la proporción GFPmut3/OD570nm para 

el cultivo con bacteria transformada con pUCP20 y sin transformar da valores 

muy similares entre sí y similares a los otros promotores. Por otro lado, para CdrA 

y LasR, la proporción GFPmut3/OD570nm es mayor comparada a la del resto de 

promotores y los controles. 

 

c. Emisión de la Fluorescencia mKate2 Normalizada 

 

La emisión de la fluorescencia de mKate2 respecto a la absorbancia a 570nm 

(mKate2/OD570nm) de P. aeruginosa ATCC® 10145TM transformada con los 

plásmidos reporteros en función al tiempo se muestra en las Figura 12. Todos los 

promotores exhiben una proporción con tendencia decreciente en función al 

tiempo, aunque que para CdrA y LasR existe un pico en la proporción, alrededor 

de las 3 horas para LasR y de las 4 horas para CdrA. Posterior a esto la proporción 

mKate2/OD570nm de LasR es aproximadamente la misma que para los otros 

promotores. Para CdrA, la tendencia decreciente es similar, aunque con valores 

de proporción ligeramente mayores que los de los otros promotores. Para los 

cultivos de P. aeruginosa sin transformar, así como transformados con pUCP20, 

la proporción mKate2/OD570nm muestra valores similares prácticamente nulos. 
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Figura 12. Proporción de Fluorescencia mKate2/OD570nm de Pseudomonas aeruginosa 

ATCC® 10145TM transformada con los plásmidos reporteros en función al tiempo. Los 

promotores correspondientes A) CdrA, B) LasR, C) Flg, D) Fim, E) PaQa y F) Pel. Cada 
gráfica incluye curvas de crecimiento de la bacteria sin transformar (ATCC10145) y 

transformada con el plásmido “control” (ATCC10145 + pUCP20). Nota: los cultivos con 

los reporteros CdrA y LasR fueron realizados en 100 μL, mientras que con los otros 4 
reporteros en 200 μL. 
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8.4  EL MODELO DE BIOFILM EN MEDIO LB 

a. Comparación en la Emisión de Fluorescencia a 520 nm Normalizada en Medios 

LB y M9 1X 

 

Figura 13. Comparación entre la emisión de fluorescencia a 520 nm normalizada respecto 

a la absorbancia a 570 nm (Proporción Emisión a 520 nm/OD570nm) de cultivos de 
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM transformada con los plásmidos reporteros y 

el plásmido vacío (pUCP20) en dos medios diferentes. A) Cultivos en M9 1X (puntos 

azules) B) Cultivos en medio LB (puntos amarillos). En este mismo panel se muestran las 
emisiones en M9 1X del panel superior para fines comparativos. Los símbolos ‘**’ 

indican diferencias estadísticas significativas respecto al control (pUCP20) (n ≥ 3, **p < 
0.05). 
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La proporción de la emisión a 520nm/OD570nm en cultivos de Pseudomonas 

aeruginosa ATCC® 10145TM transformada con el plásmido vacío (pUCP20-

control) y plásmidos reporteros en medios M9 1X se muestra en la Figura 13A. 

Una comparación con las emisiones normalizadas en el medio LB se observa en 

la Figura 13B. 

 

 

b. Caracterización de Preinóculos: Actividad del Promotor RpoD y Promotores 

CdrA, LasR, PaQa, Pel, Flg y Fim. 

 

La actividad del promotor de rpoD de los preinóculos fue determinada como la 

proporción entre la emisión de fluorescencia a 635 nm sobre la absorbancia a 570 

nm (OD570 nm). Estos valores fueron obtenidos para cada promotor y los 

resultados se muestran en la Figura 14. Se observa que las proporciones adoptan 

valores de alrededor de 1000 para todos los promotores. Sin embargo, se aprecian 

algunos valores atípicos, de 4000 y 5000 en el caso de las bacterias portando los 

promotores PaQa, Flg, y Fim. Para los ensayos, no se consideraron estos valores 

atípicos. 
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Figura 14. Proporción emisión de fluorescencia a 635 nm (mKate2)/OD570nm según 

promotores para cultivos de P. aeruginosa ATCC® 10145TM transformadas con los 

plásmidos reporteros. A los valores netos de fluorescencia mkate2 se le restó el valor 
del control (bacteria transformada con plásmido pUCP20 “vacío”). Las líneas 
horizontales corresponden a las medianas de los datos. 

 

La actividad de los promotores CdrA, LasR, PaQa, Pel, Flg y Fim de los 

preinóculos correspondientes fueron determinados por la proporción entre la 

emisión a 520 nm (Emisión asociada a GFPmut3) normalizada respecto tanto 

a 1) la absorbancia a 570 nm (OD570 nm) de la suspensión como 2) respecto 

a la emisión de fluorescencia a 635 nm (mkate2). Ambos métodos de 

normalización muestran un patrón similar para cada promotor (Figura 15A), 

mostrando además una buena correlación entre si (Figura 15 B). 
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Figura 15. Comparación entre normalización de la actividad de los promotores 
(fluorescencia a 520 nm) respecto a la absorbancia a 570nm (OD570nm) y mkate2. 

A) Normalizaciones según promotor. Los puntos amarillos corresponden a 

normalizaciones respecto a OD570nm (unidades en eje vertical izquierdo). Los 

puntos verdes corresponden a normalizaciones respecto a mkate2 (unidades en eje 
vertical izquierdo). Las líneas horizontales representan las medias aritméticas 

correspondientes. B) Correlación entre ambos tipos de normalización 
(GFP/OD570nm y GFP/mkate2). Se muestra la recta de regresión correspondiente. 
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c. Descripción del Biofilm formado Placas Petri de Poliestireno tras los Tiempos 

de Incubación de 3, 24 y 48 horas de Incubación. 

 

Tabla 2. Imágenes del biofilm formado por Pseudomonas aeruginosa ATCC® 
10145TM en placas Petri de poliestireno. 

Tiempo de 

Incubación 
Imagen de referencia 

Descripción de la formación 

encontrada 

0 horas. 

 

- No se observan 

formaciones 

3 horas. 

 

- Formacion laminar de 

apariencia blaquecina. 

- Consistencia: resistente a 

la fragmentación por 

pipeteo. 

 

24 y 48 

horas. 

 

- Formación laminar de 

apariencia transparente. 

- Consistencia: Poca 

resistencia a la 

fragmentación por 

pipeteo. 
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8.5 DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD DE LOS PROMOTORES 

 

a. Determinación de la contribución intrínseca a la fluorescencia de Pseudomonas 

aeruginosa ATCC® 10145TM transformada con el plásmido pUCP20. 

 

Durante la evaluación del barrido de fluorescencia de la cepa Pseudomonas 

aeruginosa ATCC® 10145TM transformada con el plásmido pUCP20, se 

encontró que su patrón de emisión a 520 nm muestra un máximo a la misma 

longitud de onda que la proteína GFPmut3 (Figura 31 – ANEXO 13.3). Para 

conocer la magnitud de esta contribución “intrínseca” a la fluorescencia a 520 

nm en el modelo de biofilm, se realizó una curva de calibración entre esta 

“emisión de fluorescencia intrínseca” de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 

10145TM + pUCP20 en función a la absorbancia 570 nm (OD570nm). Esto fue 

realizado para los puntos de tiempo considerados en nuestros ensayos (3, 24 y 

48 horas) y en ambos modos de crecimiento (biofilm y planctónico). Los 

resultados se muestran en el Figura 34 (ANEXO 13.6).  Se observa que, para 

cada punto de tiempo, las pendientes de las rectas de regresión son diferentes 

tanto en las bacterias creciendo en modo planctónico como en biofilm. En el 

modo de crecimiento planctónico, hay una tendencia creciente de la pendiente 

(Figura 34A ANEXO 13.6) mientras que en el modo de crecimiento de biofilm 

existe un incremento en el valor de la pendiente a las 24 horas, y una caída a 

las 48 horas (Figura 34B ANEXO 13.7). 
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b. Actividad de RpoD en modelo de placa en función al tiempo (0, 24 y 48 horas 

de crecimiento). 

 

La actividad del promotor rpoD, medido como la proporción de la 

fluorescencia de mKate2 respecto a la absorbancia a 570 nm (OD 570nm), fue 

calculada para bacterias en modo de crecimiento planctónico (proveniente 

de cultivos en agitación) y para bacterias en modo de crecimiento biofilm (de 

cultivos en placa). Las muestras fueron procesadas como se indica en la Figura 

5C. Los puntos de tiempo considerados fueron 0 (los datos para este tiempo 

son los ya presentados en la Figura 14), 3, 24 y 48 horas. Se observa que la 

actividad del promotor rpoD a las 3 horas en las bacterias con modo de 

crecimiento planctónico converge en alrededor de 1000. Sin embargo, a las 

24 horas las proporciones tienden a agruparse en torno a dos valores: 8000 y 

800, y esta tendencia se mantiene a las 48 horas (Figura 16A). Para las 

bacterias con modo de crecimiento biofilm, la tendencia observada es la 

siguiente: a las 3 horas, en torno a 2500; a las 24 horas, en torno a 4500; y a 

las 48 horas, en torno a 6000. Es importante destacar que, en este último punto 

de tiempo, aparecen dos valores en torno a 700 (similar a su contraparte en 

agitación) (Figura 16B). Es interesante comentar que, para los cultivos en 

modo planctónico se puede apreciar una tendencia decreciente en función al 

tiempo de la proporción mKate2/OD570nm si solo consideramos los valores 

cercanos a 1000, lo que recuerda la tendencia de esta misma proporción 

obtenida en medio mínimo (Figura 12). 
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Figura 16.  Proporción mKate2/OD570nm en modelo de placa en función al tiempo 

(0, 3, 24 y 48 horas de crecimiento) de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM 

transformadas con los plásmidos reporteros A) Bacterias en modo de crecimiento 
planctónico, B) Bacterias en modo de crecimiento biofilm. 

 

c. Actividad de los promotores en función al tiempo en el modelo de placa de 

biofilm 
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Dada la variabilidad presente en la fluorescencia de mkate2, la actividad de 

los promotores CdrA, LasR, PaQa, Pel, Flg y Fim fue normalizada respecto a 

la absorbancia a 570 nm (OD570nm). 

 

 CdrA. Para este promotor, la actividad evoluciona en el tiempo de manera 

similar para las bacterias en modo planctónico hasta las 24 horas (aunque la 

diferencia de actividades es significativa a las 3 horas). A las 48 horas, se 

aprecia una caída en la proporción fluorescencia GFP/OD570nm para el modo 

biofilm, comparado con el modo planctónico (diferencia significativa) (Figura 

17). 

 

Figura 17. Actividad del promotor CdrA (normalizado respecto a la turbidez) en 

función al tiempo para bacterias en modo de crecimiento planctónico y biofilm. Las 

barras de error equivalen a una desviación estándar. El símbolo ‘*’ indica diferencia 
estadística significativa en la actividad de ambos modos de crecimiento (para un 
mismo tiempo) (n ≥ 3, *p < 0.05). 

 

 LasR. Las tendencias de la actividad de los promotores de las bacterias 

creciendo en modo planctónico y biofilm son similares durante los puntos de 
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tiempo considerados (sin diferencias estadísticas significativas) (Figura 18). 

Existe una disminución en la proporción GFP/OD570nm a partir de las 0 horas 

y hasta las 24 horas, mientras que se aprecia un leve incremento en la 

proporción a las 48 horas. 

 

 

Figura 18.Actividad del promotor LasR (normalizado respecto a la OD570 nm) en 

función al tiempo para bacterias en modo de crecimiento planctónico y biofilm. Las 

barras de error equivalen a una desviación estándar. El símbolo ‘*’ indica diferencia 
estadística significativa en la actividad de ambos modos de crecimiento (para un 
mismo tiempo) (n ≥ 3, *p < 0.05). 

 

 Flg. La actividad de este promotor es mayor para el modo biofilm a las 3 horas 

y mayor para el modo planctónico a las 24 horas (diferencias significativas). 

A las 48 horas de crecimiento, hay un dramático incremento en la actividad 

del promotor de bacterias en modo planctónico respecto a la actividad de 

bacterias en modo biofilm, que se incrementa levemente (Figura 19). 
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Figura 19. Actividad del promotor Flg (normalizado respecto a la OD570 nm) en 

función al tiempo para bacterias en modo de crecimiento planctónico y biofilm. Las 
barras de error equivalen a una desviación estándar. El símbolo ‘*’ indica diferencia 

estadística significativa en la actividad de ambos modos de crecimiento (para un 
mismo tiempo) (n ≥ 3, *p < 0.05). 

 

 Fim. La actividad de este promotor es similar tanto para bacterias creciendo 

en modo planctónico como biofilm a las 3 horas de crecimiento, 

evidenciándose una leve caída en ambos, comparado con las 0 horas. A las 24 

horas existe un incremento en la actividad del promotor Fim de bacterias de 

modo biofilm comparado con bacterias planctónicas, mientras que a las 48 

horas la actividad del promotor Fim de bacterias de modo biofilm es 

significativamente mayor que las del modo planctónico (Figura 20). 
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Figura 20. Actividad del promotor FimU (normalizado respecto a la OD570 nm) en 

función al tiempo para bacterias en modo de crecimiento planctónico y biofilm. Las 

barras de error equivalen a una desviación estándar. El símbolo ‘*’ indica diferencia 

estadística significativa en la actividad de ambos modos de crecimiento (para un 
mismo tiempo) (n ≥ 3, *p < 0.05). 

 

 PaQa. La actividad de este promotor solo muestra diferencias significativas a 

las 3 horas (actividad en biofilm mayor que en crecimiento planctónico), 

mientras que a las 24 y 48 horas no existen diferencias entre ambos modos de 

crecimiento (planctónico y biofilm) (Figura 21). 
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Figura 21.Actividad del promotor PaQa (normalizado respecto a la OD570 nm) en 

función al tiempo para bacterias en modo de crecimiento planctónico y biofilm. Las 

barras de error equivalen a una desviación estándar. El símbolo ‘*’ indica diferencia 
estadística significativa en la actividad de ambos modos de crecimiento (para un 
mismo tiempo) (n ≥ 3, *p < 0.05). 

 

 PelA. La actividad de este promotor muestra un incremento en bacterias en 

modo biofilm a las 3 horas, respecto al modo planctónico (diferencias 

significativas). A las 24 horas, no se aprecian diferencias significativas. A las 

48 horas, hay una actividad ligeramente mayor en bacterias creciendo en modo 

biofilm respecto al modo planctónico (diferencias significativas) (Figura 22). 
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Figura 22. Actividad del promotor Pel (normalizado respecto OD570 nm) en función 

al tiempo para bacterias en modo de crecimiento planctónico y biofilm. Las barras de 

error equivalen a una desviación estándar. El símbolo ‘*’ indica diferencia estadística 
significativa en la actividad de ambos modos de crecimiento (para un mismo tiempo) 
(n ≥ 3, *p < 0.05). 
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IX. DISCUSION 

9.1 EFECTO DEL PLASMIDO EN EL CRECIMIENTO DE Pseudomonas 

aeruginosa ATCC® 10145TM 

 

La producción de proteínas heterólogas puede tener un efecto perjudicial para el 

crecimiento bacteriano debido a los costos innecesarios que supone. Teniendo en 

cuenta que los plásmidos reporteros implican la síntesis de proteínas reporteras, 

existe la posibilidad de que tengan un efecto perjudicial en el crecimiento de 

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM. El efecto de la presencia de los 

plásmidos reporteros en el crecimiento se muestra en la Figura 8. Se aprecia que 

las absorbancias alcanzadas por los cultivos correspondientes a los reporteros Flg, 

Fim, PaQa, Pel y los controles (bacterias transformadas con pUCP20 y sin 

transformar) son similares entre sí y mayores que los cultivos de CdrA y LasR. 

 Es importante comentar que para los cultivos correspondientes a los reporteros 

CdrA y LasR, se emplearon 100 μL de volumen mientras que para los otros 4 

reporteros se emplearon 200. Debido a esto, no consideramos que cultivos de 

diferentes volúmenes sean directamente comparables. En su lugar, al comparar la 

proporción entre la emisión de mKate2 (actividad del promotor RpoD) sobre el 

OD570nm, encontramos que todos los cultivos presentan tendencias similares 

(Figura 12), lo que confirmaría que no hay perjuicios causados por los plásmidos 

(o la síntesis de sus productos) en el crecimiento de las bacterias. 
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9.2 DETECCIÓN DE FLUORESCENCIA DE mKate2  

 

La emisión de fluorescencia a 535 nm (correspondiente al reportero mKate2) fue 

casi nula tanto para bacterias P. aeruginosa sin transformar como transformada 

con pUCP20 (controles) de cultivos en medio mínimo M9 1X (Figuras 10 y 12), 

mientras que se detectó emisión en los cultivos de bacterias transformadas con los 

plásmidos reporteros. Además,  dicha emisión se mantiene constante durante las 

24 horas y con el mismo patrón para los 6 reporteros utilizados. Estas 

observaciones sugieren que a) mKate2 es una proteína adecuada para ser usada 

como reportera y b) la expresión de mKate2 bajo el control del promotor rpoD 

puede, en principio, ser utilizada como normalizador de expresión. 

 

9.3  DETECCIÓN DE FLUORESCENCIA de GFPmut3 

 

Muchos modelos de estudio de biofilms usan el medio mínimo suplementado para 

el cultivo de las bacterias. Dada la composición conocida de los medios mínimos, 

se pueden evitar compuestos que contribuyan a una fluorescencia “de fondo” que 

resultaría en una sobreestimación en la medición de fluorescencia de los 

fluoróforos de interés (en este caso, de los genes reporteros). En este trabajo, los 

cultivos en medio mínimo M9 1X suplementado con glucosa al 1 % de tanto 

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM sin transformar como transformada 

con el plásmido “vacío” (pUCP20) (en principio considerados como “controles”) 

emiten fluorescencia a 520 nm (al ser excitado con luz de 475 nm de longitud de 

onda), siendo dicha emisión creciente en función al tiempo (Figura 9 y Figura 11). 
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Observando los espectros de emisión de estos “controles”, se encuentra que 

efectivamente existe un máximo de emisión muy cercano al de la proteína 

reportera GFPmut3 utilizada (Figura 31 – ANEXO 13.3) (siendo que en teoría 

estos controles no producen GFPmut3). Una explicación para esta observación es 

que P. aeruginosa produce moléculas fluorescentes como pioverdinas, que posee 

espectros de emisión similares al de GFPmut3 [76]. El tratamiento de esta 

“contribución intrínseca” a la fluorescencia será detallada más adelante. 

 

9.4 EL MODELO DE BIOFILM EN PLACA PETRI 

 

a. Uso del medio LB para ensayos en placa 

 

En Medio M9 1X y tras 18 horas de incubación a 37 ºC (en reposo, sin agitación), 

los reporteros con los promotores CdrA, LasR, Flg y Fim presentaron emisión de 

fluorescencia (normalizada con la absorbancia a 570 nm) significativamente 

mayor a la del control (pUCP20), mientras que esto no ocurre para los reporteros 

de los promotores PaQa y Pel (Figura 13A). En cultivos en medio LB sometidos 

a agitación (18 horas de incubación a 37 ºC), la emisión de fluorescencia a 520 

nm normalizada de los reporteros fue significativamente mayor que la del control 

(pUCP20) en todos los casos (Figura 13B). Al comparar los niveles de expresión 

de los reporteros en ambas condiciones respecto al control, se encuentra que en 

medio LB las proporciones para todos los reporteros son mayores que en medio 

M9 1X (Tabla 3 – ANEXO 13.4). Es posible que las densidades mayores 

alcanzadas gracias al medio LB y la agitación permitan obtener suficiente señal 

fluorescente como para ser detectada por el lector de placas. Esto es respaldado 
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por el hecho de que las absorbancias a 570nm fueron mayores en LB comparados 

a los obtenidos en M9 1X (Figura 33 – ANEXO 13.5). Dado que en el medio LB 

las diferencias en emisión de fluorescencia entre los promotores y controles son 

mejor apreciadas (mayor resolución), se decidió utilizar el medio LB para los 

experimentos posteriores. Es relevante aclarar que el efecto aislado de la agitación 

en medio mínimo M9 1X no fue estudiado en este proyecto. 

Respecto a las diferencias entre actividad de los promotores, la alta emisión del 

reportero CdrA en ambos medios (LB y M9 1X) puede explicarse debido a que la 

secuencia del RBS (Ribosome Binding Site - Sitio de unión al ribosoma) del 

reportero CdrA fue optimizado (por los autores de dicho constructo) para hacer 

más eficiente la traducción del gen reportero [77]. En contraste, los otros 

reporteros (de los promotores LasR, Pel, PaQa, Flg y Fim) fueron construidos con 

promotores y regiones 5’ UTR nativas. Esto puede explicar la menor actividad de 

estos promotores comparada con la de CdrA (Figura 13, Figura 15). 

 

b. Modos de Crecimiento 

 

Los modelos de estudio de biofilm in vitro de Pseudomonas aeruginosa se 

clasifican en sistemas cerrados (placas multipozo) y abiertos (sistemas con flujo y 

salida de medio de cultivo estéril) [8]. En este trabajo se realizaron ensayos 

preliminares de detección de fluorescencia asociada a GPFmut3 en modelos de 

biofilm empleando placas multipozo, aunque el tipo de medio escogido (LB) y el 

procesamiento previo dificultaban la medición en el biofilm formado. Por esta 

razón, se decidió emplear un sistema cerrado de placas Petri de poliestireno de 6 
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mm de diámetro. La lógica es el sembrado de una suspensión bacteriana en medio 

LB y permitir la formación de biofilm en el fondo (Figura 5). 

En nuestro modelo, tras el retiro del medio de cultivo y un posterior enjuague con 

medio mínimo, hemos detectado una formación laminar blanquecina (“evaluación 

visual”) en el fondo de las placas tras 3, 24 y 48 horas de incubación, aunque de 

características diferentes según el tiempo de incubación (Tabla 2). A las 3 horas, 

la formación tiene una apariencia blanquecina y resistente a la fragmentación con 

medio M9 1X (“evaluación mecánica”- pipeteo). Esta formación es similar en 

apariencia a la película formada en el interfase aire-líquido en un cultivo de 

Pseudomonas fluorescens en medio TSB (Soya-Triptona) sobre una placa de 

poliestireno [49]. Dicha formación aparece desde las 7 o 15 horas luego del 

sembrado (dependiendo de la concentración bacteriana inicial de siembra) y se 

caracteriza su evolución durante algunas horas posteriores a su formación, donde 

se observa que pasan por una etapa de “disrupción-fragmentación” (el 

seguimiento no excedió las 24 horas desde el inicio del experimento). En el 

mencionado trabajo, dicha formación es reconocida como biofilm, 

presumiblemente por adecuarse a la definición establecida (no se dan mas detalles 

al respecto) [13]. En el presente trabajo, la formación ocurre justo encima  de la 

superficie de poliestireno y dado que a) se demuestra que emite fluorescencia 

asociada a mKate2, atribuida a las bacterias en él (desmotrado más adelante), y b) 

estár embebidas en la formación blanquecina (presumiblemente una matriz 

extracelular, no caracterizada de momento) que ha sido formado tras el inicio del 

cultivo de Pseudomonas, también consideramos a la formación obtenida como 

biofilm, y a las células dentro de la formación, bacterias en modo de crecimiento 

biofilm.  
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A las 24 y 48 horas, la formación tiene apariencia translucida y más propensa a 

fragmentación mediante pipeteo, aunque aún sobre la superficie de poliestireno 

(Tabla 2). Es probable que en estos puntos de tiempo, el llamado biofilm se 

encuentre en una etapa conocida como dispersión [78], que, activado por diversos 

estímulos, permite a las células del biofilm abandonar la estructura para colonizar 

otros espacios. Con fines comparativos, se decidió incluir cultivos en medio LB 

en agitación y consideramos a las bacterias de este cultivo como bacterias en 

modo de crecimiento planctónico. 

Aunque para los propósitos de este trabajo (detección de la actividad de los 

promotores considerados, discutido más adelante) no se hizo necesaria una 

caracterización más profunda de las formaciones denominadas como biofilm, sí 

se considera necesario detallar dichos atributos con mayor detalle (la densidad de 

células presentes en dicho biofilm, conocer la composición química de la matriz 

extracelular, etc.).   

 

9.5 USO DE RpoD COMO PROMOTOR DE NORMALIZACIÓN Y mkate2 

COMO GEN REPORTERO 

 

El promotor del gen RpoD de Pseudomonas aeruginosa PAO1 ha sido clonado y 

caracterizado [68]. Experimentos de mapeo por digestión con nucleasa S1 han 

demostrado que en esta cepa, el gen RpoD alcanzaba una mayor expresión durante 

la fase exponencial de crecimiento, mientras que otras de las subunidades sigma, 

RpoS, era la predominante en la fase estacionaria [79]. En otras especies como 

Pseudomonas putida, estudios de transcriptómica encontraron que no existieron 
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diferencias significativas en los niveles de ARN mensajero del gen RpoD entre 

cultivos bacterianos en medio sólido comparados con bacterias creciendo en 

agitación (ambos en medio mínimo) así como en los distintos puntos de tiempo 

considerados (6, 24 y 48 horas) [80].  Recientemente, se ha encontrado que su 

expresión es relativamente constante tanto a altas como bajas densidades 

celulares, siendo considerado como un gen ‘housekeeping’. Esto justificaría su 

uso como promotor de normalización (control) [62]. 

El promotor del gen RpoD ya ha sido utilizado como promotor de normalización 

o control para o comparar la actividad de otros promotores como PaQa [9], donde 

la actividad del promotor RpoD fue estimada midiendo la emisión de la 

fluorescencia de mkate2. La actividad de dicho promotor es ligeramente mayor 

para bacterias creciendo en agitación (modo planctónico) comparado con 

bacterias creciendo sobre medio sólido, luego de 3 horas de crecimiento. En el 

presente trabajo, se utilizó la misma secuencia de este constructo (RpoD-mkate2) 

para la normalización de los promotores evaluados. Los ensayos de crecimiento 

continuo de P. aeruginosa ATCC® 10145TM transformada con plásmidos 

reporteros en placa multipozo (en medio mínimo M9 1X) demuestran que la 

proporción mKate2/ OD570nm es variable durante las primeras horas (con un 

incremento para los reporteros de CdrA y LasR), para después mostrar una ligera 

tendencia descendente hacia las 24 horas (Figura 12). La comparación entre 

diferentes reporteros muestra que podemos utilizar la expresión de mKate2 para 

la normalización de las actividades a las 24 horas. Es importante comentar que 

este crecimiento en placa multipozo toma en cuenta tanto la florescencia de las 

bacterias en el medio y las bacterias en el fondo del pocillo (bacterias planctónicas 
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como en biofilm). Sin embargo, nos sugiere que la actividad del promotor (en 

estas condiciones) permanece constante.  

La otra condición en la cual se evaluó la emisión fluorescencia del reportero 

mKate2 fue en cultivos en medio LB y en agitación: los preinóculos, que sirvieron 

para la siembra de los cultivos en placa-modo de crecimiento biofilm, y agitación-

modo de crecimiento planctónico. Luego de 18 horas de crecimiento, se observó 

que, para todos los casos, la proporción mkate2/OD570 nm fue prácticamente 

constante (alrededor de 1000). Sin embargo, se observaron algunas muestras en 

las cuales la actividad del promotor fue significativamente mayor (Figura 14). Se 

desconoce la razón de esta ocurrencia. Sin embargo, para los experimentos de 

biofilm en placa (modos de crecimiento), solo se consideraron los preinóculos con 

proporciones de alrededor de 1000. 

Al evaluar la proporción mkate2/OD570 en el modo de crecimiento planctónico 

(cultivos en agitación) y el modo de crecimiento biofilm (cultivos en placa), se 

encontró un patrón llamativo. Para las bacterias en modo planctónico (Figura 

16A), a las 3 horas de crecimiento, los valores mkate2/OD570nm se agruparon en 

torno a 1000, mientras que a las 24 horas la proporción mkate2/OD570nm se 

distribuyó en torno a dos grupos: uno de 8000, y un segundo grupo con un ratio 

de alrededor de 900. Lo mismo se aprecia a las 48 horas (grupo en torno a 7000 y 

otro a 800). La tendencia ligeramente decreciente de los grupos de 1000, 900 y 

800 es bastante similar a lo observado en medio mínimo tras 24 horas de 

crecimiento (Figura 12). La recurrencia de este patrón en ambos medios sugiere 

que esta dinámica es “estándar” para la actividad del promotor RpoD. Para las 

bacterias del modo biofilm, observamos una variabilidad similar. La evolución es 

creciente, partiendo de proporción mKate2/OD570nm que se agrupa en torno a 
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3000 a las 3 horas, con una tendencia creciente a las 24 y 48 horas (Figura 16B). 

Este incremento en la proporción se debe a una mayor emisión de fluorescencia 

mkate2 de bacterias en modo biofilm. Esta fluorescencia no se debe a alguna 

sustancia extracelular secretada por el biofilm de Pseudomonas, dado que las 

bacterias transformadas con el plásmido pUCP20 muestran una fluorescencia 

mkate2 residual. Una posible explicación para estos resultados radica en un 

cambio considerable en el metabolismo de las bacterias creciendo en el 

denominado modo biofilm. Es relevante señalar que estudios de transcriptómica 

de biofilms de Pseudomonas que incluyen observaciones a las 24 y/o 48 horas de 

crecimiento, no reportan a RpoD como un gen cuya expresión se ve alterada, ya 

sea que el biofilm se esté desarrollando en medio mínimo [80], [81] o en medio 

LB [82]. Se podrá realizar una comparación más completa de los resultados 

obtenidos en este trabajo con lo reportado para distintos modelos de biofilm luego 

de una mejor caracterización de las formaciones encontradas. 

Al comparar las proporciones mKate2/OD570 de ambos modos de crecimiento, 

se observa que las proporciones altas que aparecen a las 24 y 48 horas para las 

bacterias del modo planctónico (Figura 16A) son similares a las obtenidas para el 

modo biofilm (Figura 16B). La formación de agregados o flocs en cultivos en 

agitación, que son equivalentes a las biopelículas aunque en suspensión, explicaría  

estos valores encontrados en cultivos con el modo planctónico [83]. 

Dada la variabilidad inesperada de la fluorescencia mKate2 en cultivos en medio 

LB (y que amerita estudios adicionales), se optó por normalizar la actividad de los 

promotores en cuestión (expresión de GFP) en función a la turbidez de la 

suspensión (medido como absorbancia a 570 nm). Este tipo de normalización se 

ha realizado en otros trabajos con genes reporteros [77], [84]. Los resultados 
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analizados de esta manera se presentan en la sección 8.5 y se discuten en la sección 

9.7. No deja de ser llamativo que en condiciones de cultivo en medio LB y 

agitación,  la normalización de la emisión a 520 nm (asociada con GFP) respecto 

a mKate2 y respecto a OD570nm muestra una excelente correlación (Figura 15B). 

  

9.6 CONTRIBUCIÓN INTRINSECA A LA FLUORESCENCIA 

 

La “contribución intrínseca” de emisión de fluorescencia a 520 nm de la 

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM sin transformar y transformada con 

el plásmido vacío pUCP20 (controles) también fue observada en los cultivos en 

medio LB (datos no mostrados). Para determinar la contribución “intrínseca” a la 

fluorescencia de las bacterias transformadas con los plásmidos reporteros, se 

decidió realizar una curva de correlación entre la emisión de fluorescencia a 520 

nm versus la turbidez (medido como absorbancia 570 nm), tanto para bacterias de 

cultivos en agitación como para bacterias de cultivos en biofilms de Pseudomonas 

aeruginosa ATCC® 10145TM transformados con el plásmido “vacío” pUCP20. 

Esta curva fue realizada para cada punto de tiempo considerado en nuestros 

ensayos (3, 24 y 48 horas) (Figura 34 - ANEXO 13.6). Es interesante observar que 

las pendientes de las curvas varían: en los cultivos en agitación (Figura 34A), 

existe una tendencia creciente a la fluorescencia intrínseca, mientras que en las 

bacterias en biofilms (Figura 34B) hay un aparente crecimiento (de 3 a 24 horas) 

y un posterior decaimiento (a las 48 horas). Esto reflejaría una respuesta de la 

bacteria ante las condiciones del medio (pioverdina es un sideróforo), aunque una 

discusión profunda escapa de los objetivos de esta tesis. 
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9.7 ACTIVIDAD DE LOS PROMOTORES 

 

a. Promotor CdrA.  

 

Los reporteros presentados en este articulo están basados en un plásmido pCdrA-

GFPc, que expresa la Proteína Fluorescente Verde variante mut3 (GFPmut3) en 

función a los niveles de c-di-GMP presentes en el interior de P. aeruginosa PAO1 

[77]. Este mensajero intracelular es parte importante de la cascada de señalización 

que conduce a la expresión de genes relacionados con el estilo de vida biofilm 

[42].  La concentración intracelular de c-di-GMP es mayor en las bacterias 

provenientes de biofilms que bacterias planctónicas [85]. Dado que el c-di-GMP 

es encargado de coordinar la expresión de una serie de genes importantes en el 

desarrollo de los biofilms [86], se utilizó el reportero pCdrA_GFP-

RpoD_mKate2 para evaluar los niveles de c-di- GMP tanto en bacterias en modo 

planctónico (cultivos en agitación) como en bacterias de Biofilm (cultivos en 

placa).  

Los resultados (Figura 17) muestran niveles de actividad de promotor CdrA (y por 

tanto niveles de c-di-GMP) que son ligeramente mayores para el modo de 

crecimiento biofilm a las 3 horas y similar para ambos modos a las 24 horas, 

aunque siguen una tendencia similar (una caída a las 3 horas y un incremento a 

las 24 horas). A las 24 horas, dado que los cultivos en agitación se llevan a cabo 

en medio LB, no se puede descartar que los altos niveles de c-di-GMP presentes 

en estos se deban a que las bacterias se encuentran formando agregados (flocs) en 

la columna de líquido durante la agitación, que se ha demostrado se encuentran 
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presentes en cultivos tanto en etapas exponenciales como en fase estacionaria de 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 en medio LB [83]. Estos agregados muestran 

patrones fenotípicos similares a las bacterias dentro del biofilm asociados a 

superficies [87], por lo que es posible que los niveles de este segundo mensajero 

c-di-GMP se encuentren elevados.  

A las 48 horas, encontramos una caída dramática en la cantidad de fluorescencia 

GFP de las bacterias provenientes de biofilm respecto a las que se encuentran en 

agitación. Esta caída no se debe a una pérdida del plásmido debido a que la señal 

de mkate2 sigue alta en estos cultivos. Una posible explicación es que, dada la 

edad el cultivo, el biofilm se encuentre en etapa de dispersión, que podría estar 

siendo inducida por las condiciones nutricionales en el medio (recordemos que es 

un cultivo de tipo batch, sin recambio de medio y con acumulación de metabolitos 

presentes) [78].  

 

b. Promotor LasR.  

 

Nuestros resultados muestran que hay actividad similar del promotor de LasR en 

cultivos en agitación y en biofilm en placa para cada punto de tiempo considerado 

(Figura 18).  Se aprecia una tendencia descendente, con una mayor actividad a las 

0 horas, seguida de una caída a las 3 horas, con valores más o menos constante a 

las 24 y 48 horas. Al respecto, la literatura documenta resultados de diversa índole. 

Un primer reporte muestra que la actividad de dicho promotor es constante a lo 

largo del crecimiento (en medio LB y en agitación) y durante la fase estacionaria 

en la cepa PAO1, en la cual se utilizó una fusión transcripcional de un fragmento 

conteniendo al promotor de LasR con el reportero beta-galactosidasa [63]. Este 
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reporte entra en conflicto con lo mostrado años después para la actividad de este 

mismo promotor, en donde usando un constructo similar (ubicado en un 

plásmido), se encuentra que la actividad de dicho promotor se incrementa a partir 

de la segunda mitad de la fase exponencial y a lo largo de toda la fase estacionaria 

(cultivos creciendo en medio PTSB) [38], [88], mientras que para fusiones 

transcripcionales ubicados en el genoma de Pseudomonas aeruginosa (no en 

plásmido y en medio LB) también se observa dicho patrón [62]. Nuestros 

resultados en la cepa ATCC® 10145TM para bacterias en modo planctónico 

muestran una tendencia similar a la del primer reporte de la actividad el promotor 

LasR, que coincidentemente fue llevado a cabo en medio LB. Respecto a la 

expresión de dicho gen en modelos de biofilm, los artículos revisados no reportan 

a LasR como uno de los genes cuya actividad se ve regulada tanto en modelos de 

Pseudomonas aeruginosa [81], [82], [89] como Pseudomonas putida [80], lo que 

se asemeja a lo encontrado nuestro modelo en placa para las 24 y 48 horas. 

 

c. Promotor Flg. 

 

 Los resultados para este promotor evidencian que la actividad del promotor del 

operón FlgBCDE es ligeramente mayor en el modo biofilm a las 3 horas. Esto va 

acorde con la importancia del aparato flagelar en los primeros estadios de biofilm. 

Posterior a esto, la actividad en cultivos en agitación (modo planctónico) se 

incrementa en función al tiempo respecto al modo biofilm, primero levemente a 

las 24 horas, y dramáticamente a las 48 horas (Figura 19). Esto tiene sentido 

debido a que el aparato flagelar es especialmente importante para la forma de vida 

planctónica. Aunque se ha demostrado la importancia del flagelo en los primeros 
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estadios del desarrollo del biofilm, los resultados indican que la expresión de 

genes del operón FlgBCDE estaría reducida en biofilms maduros. Por ejemplo, el 

ARNm de dos de los genes estructurales del operón (flgD y flgE) se encuentran 

sub-regulados en biofilms de estadio tardío [89], lo que estaría en concordancia 

con los resultados encontrados. 

d. Promotor Fim.  

 

El operón FimU-PilVXYZW1W2 codifica las pilinas “menores”, importantes 

para dirigir el ensamblaje del T4P [90]. Dentro de la multitud de funciones que 

cumple, también participa como transductor mecánico tras la asociación con 

superficies [9]. Dado esto, es de esperar que la actividad de este promotor se 

encuentre elevada en las bacterias del modo de crecimiento biofilm. Los 

resultados de actividad del promotor Fim (Figura 20) muestran que su actividad 

es significativamente mayor en bacterias en modo de crecimiento biofilm 

comparado con bacterias en agitación (modo planctónico) a las 48 horas. Estos 

resultados están en concordancia con uno de los primeros estudios de 

transcriptómica (enfoque de microchip) en modelos de biofilm de Pseudomonas 

aeruginosa PAO1, en el cual tras 8 horas de crecimiento se encuentra que el ARN 

mensajero de PilY2 (uno de los genes estructurales del operón 

FimUPilVXYZW1W2) se encuentra sobre expresado en comparación con 

cultivos en agitación [82]. 

  

e. Promotor PaQa.  
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El operón PaQa codifica componentes del sistema de secreción de tipo III. Se ha 

encontrado que la actividad del promotor PaQa incrementa su expresión unas 3 

veces en bacterias que crecen en medio sólido comparado con bacterias que crecen 

en agitación luego de tres horas de crecimiento [9]. Los resultados obtenidos luego 

de tres horas muestran que la actividad del promotor es ligeramente mayor en el 

modo de crecimiento biofilm (diferencias significativas), lo que estaría en 

concordancia con lo antes comentado (Figura 21). Posterior a esto, la actividad de 

PaQa muestra un patrón oscilante de la actividad el promotor en función al tiempo, 

sin diferencias notorias a las 24 y 48 horas. Es posible que estas diferencias no se 

aprecien debido a la heterogeneidad de las poblaciones bacterianas en los biofilms, 

donde puede haber grupos de bacterias mostrando distintos patrones de actividad 

del promotor. 

 

f. Promotor Pel.  

 

Nuestros resultados muestran que la actividad del promotor Pel de bacterias en 

modo biofilm y modo planctónico tiene un patrón oscilante. Aunque existen 

algunas diferencias a las 3 y 48 horas (donde es mayor la actividad de las bacterias 

en modo biofilm), la desviación de algunos puntos respecto a la media es amplia 

y no permiten establecer diferencias significativas en los puntos mencionados 

(Figura 22). Se ha reportado previamente que la actividad del promotor del operón 

Pel (determinada con el gen reportero de la beta galactosidasa) se incrementa en 

un modelo de biofilm de Pseudomonas aeruginosa PA14 creciendo en medio 

sólido hasta 4 días después de la incubación [91]. Nuestros resultados también son 

coherentes con los obtenidos en experimentos de transcriptómica en la cual se ha 
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encontrado que el ARN mensajero de PelA y PelB se encuentran sobre expresados 

en biofilms de la misma cepa (PA14) comparado con cultivos en agitación (24 y 

48 horas) [81]. 

 

9.8 COMENTARIOS ADICIONALES 

 

En el presente trabajo también se han realizado experimentos de formación de 

biofilm de P. aeruginosa en placas Petri utilizando medio M9 1X suplementado 

con glucosa. En la literatura, el biofilm formado en estos medios está 

generalmente bien caracterizado a nivel microscópico [92]. Tras 24 horas de 

crecimiento, el biofilm formado en dicho medio en placas Petri de poliestireno 

apareció como una estructura laminar delgada incolora (evaluación visual) y muy 

poco consistente (evaluación mecánica-pipeteo) en comparación con el obtenido 

en medio LB (datos no mostrados). Dada estas características, se hizo complicado 

el procesamiento de biofilms en M9 1X. 

Se han reportado variaciones en la actividad de promotores relacionados al 

metabolismo de c-di-GMP (contenidos en plásmidos reporteros) al comparar 

crecimiento de P. aeruginosa en  M9 1X y medio LB [84]. Esto nos induce a 

especular que se podrían encontrar diferencias si se determinara la actividad de 

promotores en biofilms formados en el medio mínimo. Sin embargo, no se han 

podido recoger tales datos debido a la dificultad de estudios de estos biofilms, 

según lo expresado en el párrafo anterior. 

Los reporteros aquí presentados muestran diferencias en la actividad de los 

promotores respecto al tiempo para ambos modos de crecimiento, al menos en 

algún punto, excepto para el promotor LasR.  Por lo tanto, podemos concluir que 
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los promotores ubicados en los reporteros correspondientes están experimentando 

eventos de regulación asociados de acuerdo a si crecen en biofilm o en modo 

planctónico. El hecho de no haberse encontrado diferencias para LasR (Figura 17), 

podría implicar que la regulación de ese promotor no es activa en el plásmido 

utilizado (aunque puede seguir funcionando bien en el cromosoma). Al respecto, 

se han documentado comportamientos no esperados de constructos en diversos 

modelos biológicos, siendo una de las explicaciones que el constructo artificial 

(promotor-gen reportero) está ubicado en un contexto “no natural” (secuencias de 

nucleótidos del plásmido) que suponen, por ejemplo, interacciones indeseadas de 

secuencias del constructo con proteinas o secuencias de la bacteria, causando 

alteración en la regulación de dicho promotor [93].  

Se podría explorar la posibilidad de reemplazar los RBS nativos de los promotores 

aquí utilizados por otro “optimizado” (como el caso del reportero CdrA), 

puntualmente en los promotores ya caracterizados (Pel y Las) pues se conocen 

detalles como el sitio de inicio de transcripcion y las secuencias reguladoras [38], 

[72]. En primera instancia seria necesario evaluar a) los niveles de expresión y b) 

los patrones de expresión y compararlos con los obtenidos en este trabajo para los 

RBS nativos. En caso de descartar efectos en los patrones de expresión, el 

reportero podría ser utilziado para ensayos en medios menos “ricos” que el LB, y 

que permitan una evaluación directa (sin procesamiento de descarte del medio LB, 

que interfiere en las mediciones de fluorescencia de GFPmut3). Es importante 

aclarar que estos experimentos suponen una pregunta científica diferente, con 

implicancias que van mas allá de los objetivos de este proyecto. 

La técnica de medición de actividad de promotores presentada aquí no toma en 

cuenta la heterogeneidad inherente en las poblaciones bacterianas tanto en el 
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cultivo en agitación como las bacterias provenientes del biofilm [94]. Dentro del 

biofilm, puede existir una heterogeneidad considerable en los patrones de 

expresión de genes incluso a distancia de micras o a nivel de células individuales 

[95], por lo que podemos considerar los resultados de emisión de fluorescencia 

obtenidos como un “promedio”. El estudio de esta diversidad solo es posible 

utilizando técnicas más sensibles a nivel microscópico. Por otro lado, en nuestro 

procedimiento también existe la posibilidad de “contaminación” de bacterias del 

sobrenadante, situación que se buscó disminuir realizando enjuagues previos al 

procesamiento de la muestra adherida al biofilm (Figura 5B). El empleo de 

técnicas de mejor resolución como la microscopia de fluorescencia con suficiente 

resolución ayudaría a evaluar la fluorescencia por célula y obtener no solo un valor 

promedio sino también una distribución de frecuencias de la actividad de los 

promotores en una población heterogénea de bacterias.  

A pesar de estas limitaciones, el modelo experimental aquí ensayado permitirá 

evaluar el efecto de diversos estímulos y vincularlo rápidamente a la expresión de 

ciertos genes. Por ejemplo, el estímulo mecánico con vibraciones ya ha sido 

evaluado en un modelo de biofilm con placas Petri de 3 mm de diámetro [96], 

confirmándose  un efecto  a nivel de biomasa , aunque su efecto en la actividad de 

los promotores como una función del tiempo (continuo) no ha sido documentada.  

Los plásmidos reporteros también pueden ser utilizados para entender 

mecanismos moleculares en distintas etapas del desarrollo del biofilm. Esto es 

posible debido a que la fluorescencia emitida y sus cambios pueden ser 

monitoreados en tiempo real. Ejemplos de este uso son el uso de reporteros con 

fusiones transcripcionales entre el promotor PaQa unido al reportero YFP, cuya 

fluorescencia sirvió como “indicador” del contacto de Pseudomonas aeruginosa 
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con superficies y cuyas respuestas a diversas variables (mutación en genes 

reguladores en porciones anteriores de la vía de señalización), sirvieron para 

plantear un modelo de mecanosensación y mecanotransducción de formación de 

biofilm [9]. Recientemente, se ha reportado la generación de una biblioteca de al 

menos 40 reporteros con fusiones entre promotores (de genes asociados al 

metabolismo de c-di-GMP) y GFP, y que permitirán el estudio de la regulación de 

los genes correspondientes [84]. De manera similar, los plásmidos reporteros 

construidos en este trabajo suman al repertorio de herramientas para elucidar los 

mecanismos moleculares de la formación de los biofilms. 
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X. CONCLUSIONES 

 

- P. aeruginosa ATCC® 10145TM pudo ser transformada con los plásmidos 

reporteros aquí diseñados y fue posible detectar la expresión de las proteínas 

reporteras GFPmut3 y mKate2 a partir de sus espectros de emisión. 

- Los plásmidos reporteros aquí diseñados no afectan la viabilidad de un cultivo de 

P. aeruginosa ATCC® 10145TM. 

- La expresión de las proteínas reporteras (GFPmut3 y mKate2) a lo largo de 24 

horas registradas como Emisión de Fluorescencia/OD570nm demuestra que los 

plásmidos reporteros son estables en los cultivos ensayados. 

- Dos de los promotores evaluados (Flg y Fim), presentan actividad marcadamente 

diferencial entre ambos modos de crecimiento. Estos patrones se ajustan a lo 

esperado para cada modo de crecimiento (Flg: creciente en modo planctónico y 

bajo-constante en modo biofilm, viceversa para Fim) y son coherentes con la 

expresión de los genes correspondientes a los operones reportados en la literatura. 
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XI. RECOMENDACIONES 

 

- Realizar una caracterización mas detallada de las formaciones (aquí nominadas 

como biofilm) obtenidas en placa luego de los tiempo de incubación considerados 

(3, 24 y 48 horas) Esta información permitiría evaluar la representatividad de los 

resultados aquí obtenidos como propios de un modelo de biofilm . 

- Validar los resultados obtenidos para la actividad de los promotores aquí 

evaluados utilizando otros métodos de detección de fluorescencia a nivel de 

células individuales, como la microscopia de fluorescencia. 

- Otra posibilidad es usar un gen reportero fluorescente que, a diferencia de 

GFPmut3, posea espectros de emisión y excitación más alejados del del medio LB 

y del de la “fluorescencia intrínseca” emitida por Pseudomonas aeruginosa 

ATCC® 10145TM. 

- Adaptar el protocolo para ensayos en placas multipozo en medio mínimo (de la 

misma naturaleza, poliestireno), considerando incubaciones más largas que 

permitan detectar la emisión de fluorescencia. La ventaja de usar placas multipozo 

es la mayor cantidad de replicas (y promotores) que se podrían procesar de manera 

simultánea.  
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XIII. ANEXOS 

13.1 Plásmidos reporteros 

 

 

Figura 23. El plásmido pCdrA-GFPc, base para la  

construcción de los 6 plásmidos reporteros. 

 

 

Figura 24. pUCP20-pCdrA_GFP-RpoD_mKate2 (7279 pb). 

 



 

 

Figura 25. PUCP20-pLasR_GFP-RpoD_mKate2 (7353). 

 

 

Figura 26. PUCP20-pPaQa_GFP-RpoD_mKate2 (7529 pb). 

 



 

 

Figura 27. PUCP20-pPelA_GFP-RpoD_mKate2 (7510 pb). 

 

 

Figura 28. PUCP20-pFlgBCDE_GFP-RpoD_mKate2 (7281 pb). 

 



 

 

Figura 29. Plásmido PUCP20-pFimU_GFP-RpoD_mKate2 (7227). 

  



 

13.2 Imágenes de las placas con bacterias transformantes. 

 

Figura 30. Placas con colonias de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM 
transformada con los plásmidos reporteros de los promotores: A) CdrA, B) PelA, C) LasR, 

D) PaQa, E) Flg y F) Fim. Las colonias están señaladas tanto con círculos rojos como 
flechas. 

 



 

13.3 Espectros de emisión de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM 

transformada y comparación con la no-transformada. 

 

Figura 31. Identificación de expresión de GFP mut3 mediante espectros de emisión. Se 

muestran espectros de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM transformadas con los 

plásmidos conteniendo los promotores A) CdrA, B) LasR, C) Flg, D) Fim, E) PaQa y F) 
Pel. Se muestra también el espectro de emisión de la proteína GFPmut3 tomado de 
FPdatabase. 

 



 

 

Figura 32. Identificación de expresión de mKate2 mediante espectros de emisión. Se 

muestran espectros de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM transformadas con los 
plásmidos conteniendo los promotores A) CdrA, B) LasR, C) Flg, D) Fim, E) PaQa y F) 

Pel. Se muestra también el espectro de emisión de la proteína mkate2 tomado de 
FPdatabase. 

 

  



 

 

13.4 Cuadro comparativo entre las proporciones entre emisión a 520 nm DE 

ATCC 10145TM + Reportero/ ATCC10145TM +pUCP20 en medios M9 1X 

suplementado con Glucosa 1% y medio LB. 

 

 

Tabla 3. Proporciones entre Emisión a 520 nm de ATCC10145TM + Reportero/ 

ATCC10145TM +pUCP20 en medios M9 1X suplementado con Glucosa 1% y medio 
LB. 

 
Proporción Emisión a 520 nm  

ATCC10145
TM

 + Reportero/ ATCC10145
TM 

+pUCP20 

Medio pUCP20 CdrA LasR PaQa Pel Flg Fim 

M9 1 2.01 1.26 1.10 1.07 1.40 1.36 

LB 1 21.17 13.56 2.03 2.05 3.99 6.26 

 

 

 

  



 

 

13.5 Comparación entre las absorbancias a 570 nm (OD570 nm) tras 18 horas de 

incubación a 37 ºC entre cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM 

en medio LB (en agitación) y M9 1X. 

 

 

Figura 33. Comparación entre las absorbancias a 570 nm (OD570 nm) tras 18 horas de 

incubación a 37 ºC entre cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM en 

medio LB (en agitación) y M9 1X. Los símbolos ‘**’ indican diferencias estadísticas 
significativas entre ambos grupos (n ≥ 3, **p < 0.05). 

  



 

13.6 Curva de calibración para la estimación de la contribución intrínseca a la 

fluorescencia de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM transformada con pUCP20, 

para los dos modos de crecimiento planctónico. 

 

 

Figura 34. Correlación entre la emisión a 520 nm (Excitación: 475nm) según la turbidez 
de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145TM transformadas con pUCP20. A) Bacteria 

en crecimiento planctónico B) Bacteria creciendo en Biofilm. Cada punto de un mismo 

color representa los datos medidos de una suspensión de bacterias de P.aeruginosa 
transformada con pUCP20, obtenidas de un cultivo en placas (crec. biofilm - Panel B) o 

de un cultivo en tubos-agitación (crec. planctónico - Panel A), para un tiempo de 

crecimiento dado (por ejemplo, 48 horas = azul). Estos puntos fueron obtenidos de 
experimentos realizados en diferentes días. 
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