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RESUMEN

Chile se distingue por ser un importante productor de frutas y verduras a nivel mundial.
Entre ellas, el tomate (Solanum lycopersicum) es una de las hortalizas mas consumidas.
Sin embargo, los cultivos suelen ser susceptibles a enfermedades bacterianas, cuyos
brotes no controlados significan grandes pérdidas econémicas. Se ha descrito la
presencia de distintas especies de Pseudomonas en el suelo o de forma epifita en tejido
vegetal y, aunque son consideradas inocuas, en ciertos casos han mostrado capacidad

de infectar plantas de tomate de manera oportunista.

Actualmente, dichas enfermedades son controladas por manejos culturales y
aplicaciones preventivas de agroquimicos cupricos y/o antibiéticos. El uso desmedido de
estos productos ha favorecido la seleccion de cepas bacterianas resistentes,
disminuyendo la efectividad de estas medidas de control. Mas adn, en el campo se han
reportado cepas de Pseudomonas resistentes a cobre y estreptomicina, lo cual agrava
el problema, porque indica que cepas ambientales también podrian actuar como
reservorios de resistencia. Por ello, se hace necesario buscar nuevas estrategias para
su control, siendo los bacteriéfagos una potencial herramienta biocontroladora. Sin
embargo, la adquisicién de este tipo de defensa podria tener un costo en el “fitness”

celular para algunos casos.

En este trabajo, se caracterizaron Pseudomonas ambientales mediante MLSA, las
cuales resultaron ser cercanas filogenéticamente puesto que sus similitudes genéticas
de distancias fluctian entre 0,01 y 0,08. Ademas, no se observé una correlacion entre
sSu agrupacion genética y el origen de aislamiento. Cabe destacar que el analisis

individual del gen cts resulté en los mismos filogrupos. Por otra parte, un 79% de las



cepas resultaron resistentes a cobre y estreptomicina.

Dos cepas de Pseudomonas susceptibles a fagos generaron variantes resistentes a

estos, las cuales se caracterizaron por cambios en su motilidad y tolerancia a cobre.

En todas las variantes resistentes a fagos derivadas de la cepa parental denominada
T1.9, disminuy6 a la mitad el diametro de colonia promedio alcanzado para el nado en
swarming. Para el caso de swimming aumento entre un 14% y 19%. Todas las variantes
resistentes derivadas de la cepa Al_1 no presentaron cambios estadisticamente

significativos en ninguno de los dos tipos de nado.

En cuanto a la tolerancia a cobre, todas las cepas resistentes a fagos derivadas de T1.9,
alcanzaron promedios de DOeye mayores en un 56%, 43,6% y 49,5% que la cepa
parental, para una concentracion de 3,5 mM de CuSO.a las 48h. Mientras que para la
cepa Al_1 solo hubo diferencias significativas para las variantes resistentes al Fago18,

las cuales alcanzaron una DOegyo 33,5% mayor.

Finalmente, este es el primer estudio que reporta cambios en la motilidad y tolerancia a
cobre de Pseudomonas ambientales resistentes a cobre y estreptomicina, cuando
adquieren resistencia a fagos. Estos cambios dependen tanto de la tendencia de las
bacterias a adquirir dicha resistencia como de los mecanismos que utiliza para ello. En
este analisis, la cepa T1.9 tendié a adquirir resistencia a tres fagos y presentdé cambios
significativos de motilidad y tolerancia a cobre. Entonces, utilizar fagos como herramienta

de biocontrol de bacterias patégenas podria generar cepas menos o0 mas virulentas.

Xl



ABSTRACT

Chile is distinguished by being an important producer of fruits and vegetables worldwide.
Among them, the tomato (Solanum Ilycopersicum) is one of the most consumed
vegetables. However, crops are often susceptible to bacterial diseases, the uncontrolled
outbreaks of which mean great economic losses. The presence of Pseudomonas species
in the soil or epiphytes in plant tissue has been described, considered innocuous but in

certain cases they have shown the ability to opportunistically infect tomato plants.

Currently, bacterial diseases are controlled by cultural management and preventive
applications of copper agrochemicals and / or antibiotics. The excessive use of these has
favored the selection of resistant bacterial strains, leading to a decrease in the
effectiveness of these control measures. Furthermore, strains of Pseudomonas resistant
to copper and streptomycin have been reported in the field. Which aggravates the
problem, because it indicates that environmental strains could also act as reservoirs of
resistance. For this reason, it is necessary to search for new strategies for their control,
with bacteriophages being a potential biocontroller tool. However, the acquisition of this

type of defense could have a cost in the cellular “fitness” for some cases.

In this work, environmental Pseudomonas were characterized by MLSA, which turned
out to be phylogenetically close since their genetic similarities of distances fluctuate
between 0,01 and 0,08. Furthermore, no correlation is found between their genetic
grouping and the origin of isolation. It should be noted that individual analysis of the cts
gene resulted in the same phylogroups. On the other hand, 79% of the strains were

resistant to streptomycin and copper.

Two phage-susceptible strains of Pseudomonas generated phage-resistant variants,

which were characterized by changes in their motility and tolerance to copper.

Xl



In all phage resistant variants derived from the parental strain designated T1.9, the
average colony diameter achieved for swarming was halved. In the case of swimming, it
increased between 14% and 19%. All the resistant variants derived from the Al_1 strain

did not show statistically significant changes in either of the two types of swimming.

Regarding tolerance to copper, all the phage resistant strains derived from T1.9, reached
averages of ODego higher by 56%, 43.6% and 49.5% than the parental strain, for a
concentration of 3,5 mM CuSO, at 48h. While for the Al_1 strain there were only
significant differences for the variants resistant to Fago18, which reached an ODeggo 33.5%

higher.

Finally, this is the first study that reports changes in the motility and copper tolerance of
environmental Pseudomonas resistant to copper and streptomycin, when they acquire
resistance to phages. These changes depend both on the tendency of the bacteria to
acquire this resistance and on the mechanisms they use to do so. In this analysis, the
T1.9 strain tended to acquire resistance to three phages and showed significant changes
in motility and tolerance to copper. Thus, using phages as a biocontrol tool for pathogenic

bacteria could generate less or more virulent strains.

X



1. INTRODUCCION

1.1 Industria del tomate y enfermedades bacterianas como limitante de
crecimiento

El tomate (Solanum lycopersicum) es la hortaliza mas cultivada a nivel mundial,
alcanzando cinco millones de hectareas y una produccion superior a 180 millones de
toneladas en el afio 2018, avaluadas en USD 118.000 millones (FAOSTAT, 2018). En
Chile, el cultivo de tomate es el tercero con mas superficie sembrada, superando las
15.000 hectareas y 951.000 toneladas producidas al afio (FAOSTAT, 2018). Las dos
principales regiones productoras son O'Higgins y Maule con un 395% y 33%
respectivamente, el resto de las regiones representan el 27,5% de la superficie nacional,

como se observa en la figura 1 (ODEPA, 2019).

Hectareas cultivadas de tomate por region
7 mil

& mil

v
2

Hectareas cultivadas

| ARGE

b 8ing — Region
Figura 1: Superficie cultivada de tomate en Chile en el afio 2019. Distribucion geogréfica de
la cantidad de superficie cultivada por region.



La industria nacional del tomate ha crecido aproximadamente un 25% en la ultima
década (FAOSTAT, 2018), sin embargo, diversos factores limitan este crecimiento como
son las enfermedades de origen viral, fingica o bacteriana, siendo estas Ultimas

responsables de cuantiosas pérdidas productivas anualmente (Basim y col., 2004).

Las principales enfermedades del tomate en Chile provocadas por bacterias son Cancro
Bacteriano, Mancha Bacteriana, Cancro Medular y Peca Bacteriana, siendo, los agentes
etioldgicos de estas enfermedades Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas corrugata y Pseudomonas syringae
pv. tomato, respectivamente (Estay y Bruna, 2002). Esta ultima corresponde a uno de
los patégenos mas devastadores y estudiados, debido a que un brote puede generar
pérdidas de hasta un 25% de las plantulas, en condiciones 6ptimas de desarrollo de la
bacteria (Basim y col., 2004). Todas estas enfermedades tienen un efecto negativo sobre
el crecimiento, la calidad de las plantas y los frutos, haciendo a estos ultimos

inaceptables para su comercializacion, lo que aumenta las mermas econémicas.

En la actualidad, P. syringae pv. tomato (Pst) se encuentra ampliamente distribuida en
zonas de cultivo, desde la regién de Valparaiso hasta el Bio Bio (Cérdova y col., 2018).
Sin embargo, existen otras especies del género Pseudomonas presentes en el suelo o
de forma epifita que son patégenas, como Pseudomonas viridiflava que produce el
llamado tizén bacteriano de la hoja del tomate (CABI, 2020). Otras son consideradas
inocuas pero tendrian la capacidad de enfermar a plantas de tomates, como se ha
reportado para cepas de Pseudomonas fluorescens (Dimartino y col., 2011; Molan vy

Ibrahim, 2007; Pekhtereva y col., 2009).



1.2 Caracteristicas de Pseudomonas: Especies asociadas a tomate

Actualmente existen 247 especies validamente descritas del género Pseudomonas
(Parte, 2018). Muchas de estas especies tienen una amplia distribucion y presencia tanto
en el suelo como en la superficie de las plantas (epifita). Estudios metagenémicos sobre
el microbioma asociado a tomate indican que los géneros mas frecuentes en hojas,
flores, tallos y raices corresponden a Pseudomonas y Xanthomonas (Ottesen y col.,
2013). No todas las especies de Pseudomonas son patégenas, algunas actian como
comensales sin ningun efecto conocido sobre su planta hospedera. No obstante, otras
establecen una relacién mutualista, en ella el hospedero suministra nutrientes y refugio
y, a su vez, las bacterias pueden promover el crecimiento de la planta y ofrecer
resistencia contra insectos, metales y patégenos. Por ejemplo, esto se ha reportado a
las especies P. fluorescens, P. mohnii y P. plecoglossicida (Dong y col., 2019; Tian y

col., 2017).

Las bacterias del género Pseudomonas se caracterizan por poseer forma de bacilo con
uno o mas flagelos polares y son Gram-negativas (Arnold y Preston, 2019). La mayoria
de las especies presentan colonias con una apariencia amarilla-verdosa fluorescente
caracteristica, cuando son cultivadas in vitro en medio B de King, producto de la
secrecioén del siderdéforo fluorescente denominado pioverdina, como son P. syringae y P.
viridiflava (Cody y Gross, 1987). También se ha descrito que P. aeruginosa y P.
fluorescens pueden producir otros sideréforos, tales como piocianina y tioquinolobactina,
respectivamente (Lau y col., 2004; Matthijs y col., 2007). Otra caracteristica que ha sido
ampliamente estudiada es la produccién de proteinas activas de nucleacion de hielo
(INA), como es el caso de P. syringae pv. syringae, que hacen que el agua se congele a

temperaturas mas altas de lo normal (-4 a -2 °C), provocando lesiones en el tejido vegetal



(Maki y col., 1974).

Para el caso del tomate, la sintomatologia de Pseudomonas syringae pv. tomato y P.
viridiflava suele producir halos cloréticos en hojas junto con manchas necréticas en frutos
(Figura 2A) (CABI, 2020), mientras que P. corrugata produce necrosis medular (Figura

2B) (Argerich y col., 2013).

En el caso de Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) la infeccién se produce cuando la
bacteria entra en las hojas de las plantas a través de los estomas, o por alguna herida
en el tejido vegetal y se multiplica en el espacio intercelular (apoplasto), para finalmente
producir lesiones necrdticas que estan a menudo rodeadas de halos cloréticos (figura
2A) (Buell y col, 2003). Un elemento clave en su patogenicidad es el sistema de
secrecion tipo lll, que inyecta proteinas efectoras de virulencia en las células vegetales

huésped, generando la interrupcion de la via de sefializacion del jasmonato, el cual es

parte de un mecanismo de defensa de la planta (Zhao y col., 2003).

Figura 2: Sintomatologia de enfermedades bacterianas en plarﬁz;s de tomate. A. Lesiones
cloréticas en hojas y frutos producidas por P. syringae pv. tomato (FAO, 2013). B. Necrosis
medular producida por P. corrugata (Argerich y col., 2013).

En general para las enfermedades bacterianas, la infeccion y proliferacion se ve
favorecida por las condiciones ambientales de temperaturas entre los 17°C y 30°C, una

alta humedad relativa y por la condensacion de agua sobre la superficie de las hojas



durante la noche. Su reservorio esta principalmente en el suelo, material vegetal
infectado y en ocasiones semillas (Estay y Bruna, 2002).

1.3 Es:[ra_tegias de control de enfermedades bacterianas y resistencia a
agroquimicos

En agricultura las enfermedades bacterianas son controladas mayoritariamente por
programas fitosanitarios, que incluyen manejos culturales y/o aplicaciones con

agroquimicos a base de cobre o antibiéticos (principalmente estreptomicina).

La prevalencia y distribucion de estas enfermedades son indicadores de que las medidas
para su control han perdido eficacia. Una explicacion a este hecho seria la seleccién
progresiva de cepas resistentes a dichos productos, lo cual genera efectos secundarios
negativos como el aumento en las dosis necesarias para controlar la enfermedad,
contaminacion con cobre, fitotoxicidad, y favoreciendo a su vez la seleccion de cepas
cada vez mas resistentes, (Lamichhane y col.,, 2018). Esta situacién se agrava
considerando las evidencias que sugieren la transferencia de genes de resistencia a
cobre y antibibticos entre especies bacterianas ambientales, tanto patdégenas como no
patégenas, sumado a la seleccion de cepas multirresistentes (Bender y Cooksey, 1987;

Lamichhane y col., 2018; Walsh, 2000).

Diversos estudios han demostrado la creciente aparicion de resistencia a cobre en
bacterias ambientales, en el género Pseudomonas se han reportado cepas que crecen
a concentraciones de hasta 293,4 pg/mL de Cu*? (4,5 mM de CuSQ,) (Goto y col., 1994;
Griffin y col., 2017). Esta alta tolerancia se explicaria puesto que la dosis estandar
utilizada en el campo para controlar a Pseudomonas spp. corresponde a 521,6 pug/mL

de Cu*? para sulfato de cobre (8 mM de CuSQ4)(SAG, 2020).



Dentro de los antibidticos, principalmente estreptomicina en el &rea agricola, un estudio
describié cepas de P. syringae capaces de proliferar a concentraciones de 75 pg/mL del
antibiotico en condiciones de laboratorio (Sundin y Bender, 1993). En el campo se utiliza
una concentracion de 59 pug/mL de antibiético (SAG, 2020), la cual es considerablemente

alta y aparentemente no seria efectiva para el control bacteriano.

Mas aun, se han detectado cepas de P. syringae resistentes para estos agroquimicos
(Fatmi y col., 2008). Un ejemplo de esto es el caso de los viveros del pacifico noroeste
de E.E.U.U donde la enfermedad era controlada con cobre y estreptomicina. Tomaron
muestras de P. syringae desde plantas infectadas en los afios 1982 y 1983, y luego
volvieron a tomarse muestras en los afios 1992 y 1993. En el primer muestreo no se
encontraron cepas resistentes a ambos agroquimicos, sin embargo, una década
después el 24% de las cepas aisladas eran resistentes a ambos biocidas y presentaban

los genes caracteristicos de resistencia a estos (Scheck y col., 1996).

Para el caso de Chile, en un estudio en suelos agricolas de la regién de Valparaiso, se
encontraron bacterias de diversos géneros altamente resistentes a cobre con CMI
(Concentracion Minima Inhibitoria) de entre 3,1y 4,7 mM (202,1y 306,4 pg/mL de Cu*?).
Ademas se identificd la presencia del gen copA en plasmidos de cuatro aislados mas
resistentes, lo que sugiere que este determinante genético estaria implicado en la

propagacién en entornos contaminados por este metal (Altimira y col., 2012).

Dado que en las plantas pueden estar presentes cepas bacterianas de varias especies,
y que la transferencia de genes de resistencia entre bacterias ocurre naturalmente
(Bender y Cooksey, 1986; Voloudakis y col., 1993; Walsh, 2000), es posible que existan

cepas de Pseudomonas spp. resistentes a agroquimicos en Chile, lo cual representa un



problema puesto que los fitopatégenos y no patbgenos presentes en el ambiente serian
capaces de eludir estos métodos de control, y ademas, convertirse en reservorios de
resistencia para especies fitopatdgenas e inclusive, patégenos humanos (Jensen y col.,
2001). Por ejemplo, se reporté que Pseudomonas aeruginosa ha adquirido factores de

virulencia desde sus nichos ambientales (Morris y col., 2007).

Por esta razén, es necesario aumentar la cantidad de estudios en Chile y el mundo que
describan la biologia de estas cepas ambientales resistentes a agroquimicos asociadas

a plantaciones, y a su vez desarrollar nuevas estrategias para su control.

1.4 Resurgimiento de una estrategia para el control de bacterias resistentes:

Bacteriéfagos.

En 1915, el inglés Frederick Twort informé por primera vez el descubrimiento de
bacteriéfagos. Mas tarde en 1917 el franco-canadiense Felix d'Hérelle también lo reporté
puesto que los bacteriéfagos aparecian en las heces de los pacientes con disenteria de
Shigella, poco antes de que comenzaran a recuperarse. Aprendio que los bacteriéfagos
se encuentran dondequiera que las bacterias prosperen. Fue entonces que la terapia
con fagos fue reconocida como una alternativa para la erradicacion de las infecciones

bacterianas patdgenas.

Paralelamente, George Eliava estaba haciendo descubrimientos similares y en 1923
fundé el Instituto Eliava en Thilisi, Georgia, dedicado al desarrollo de la terapia con fagos.
Actualmente, la fagoterapia en humanos se utiliza en Rusia, Georgia y Polonia (Shasha
y col., 2004). Se encuentra poco masificada puesto que a principios del siglo XX la
investigacion sobre el desarrollo de antibiéticos escal6é y se comercializé rdpidamente

(Hanlon, 2007).



La fagoterapia también se ha desarrollado en otras areas como la industria de los
alimentos y la agricultura. Los bacteri6fagos se encontraron por primera vez en
asociacién con bacterias patégenas de plantas en 1924, cuando Mallman y Hemstreet
demostraron que el filtrado de la col descompuesta inhibia el crecimiento del "organismo
de pudricion de repollo”, Xanthomonas campestris pv. campestris. Poco después, los
fagos se utilizaron con éxito para prevenir la pudricién del tubérculo de papa causada
por Erwinia carotovora subsp. atroseptica, asi como tratamiento de semillas para reducir
incidencia de la marchitez del maiz de Stewart, producida por Pantoea stewartii
(Thomas, 1935). A pesar de los resultados iniciales prometedores, la terapia con fagos
no prospero puesto que el control quimico y los antibiéticos se impusieron como métodos
comerciales estandarizados, confiables y viables en el campo para combatir las

enfermedades bacterianas (Balogh y col., 2010).

No obstante, en la actualidad, dichos métodos convencionales estan siendo ineficaces y
contraproducentes para la prevencion y control de enfermedades bacterianas en plantas,
puesto que las bacterias ambientales han adquirido mecanismos de resistencia (Labrie
y col.,, 2010). M&s aun, se han reportado bacterias multirresistentes de estos
agroquimicos (Fatmi y col., 2008; Scheck y col., 1996). Es por esta razon que la
fagoterapia aparece como una alternativa promisoria, dado que son capaces de infectar

y lisar (matar) a estas bacterias resistentes (Sulakvelidze y col., 2001).

En la tabla 1 se presenta una comparacion entre las ventajas y desventajas del uso de
bacteriéfagos y agroquimicos con fines profilacticos o de control para bacterias

fitopatdgenas.



Tabla 1. Comparacién de las ventajas y desventajas del uso de bacteriéfagos y
agroquimicos.

Ventajas

Desventajas

Comentario

Bacteri6fagos

Son altamente
especificos, por lo que
s6lo eliminan a cepas de
una especie bacteriana
determinada. Son
inocuos para plantas,
animales y seres
humanos. (Sulakvelidze y
col., 2001)

Pueden ser utilizados en
terapias combinadas con
antibidticos.(Keen, 2012)

La resistencia a fagos se
desarrolla
aproximadamente diez
veces mas lentamente
que la resistencia a los
antibiéticos. (Parasion y
col., 2014)

La aplicacién en el
campo puede efectuarse
con los equipos estandar
utilizados para el cuidado
del cultivo. Dado que los
fagos no son inhibidos
por la mayoria de los
agroquimicos, pueden
ser mezclados con estos
sin pérdida significativa
en el titulo. (Jones y col.,
2008)

La especificidad también
puede significar una
desventaja, puesto que un
bacteriéfago lisara solo a
determinadas cepas
bacterianas. Se debe
identificar siempre el agente
causante de la enfermedad.
(Sulakvelidze y col., 2001)

Pueden conducir la
transferencia horizontal de
genes (factores de virulencia,
resistencia o toxinas) entre
bacterias. (Doss y col., 2017)

Las bacterias patégenas
intracelulares son
inaccesibles para los fagos.
(Doss y cal., 2017)

Su efectividad de accién se
ve alterada por la luz UV-A,
UV-B y la temperatura.
(Jones y coal., 2008)

Se utilizan mezclas de
fagos (cocteles) para
mejorar las probabilidades
de éxito en el control de
varias cepas bacterianas.
(Sulakvelidze y co., 2001)

Es preferible utilizar fagos
que no transduzcan el
ADN del huésped.
También podria realizarse
un analisis genético de los
fagos antes de realizar la
fagoterapia. Por Ultimo,
podrian afiadirse genes
letales a los fagos
mediante bioingenieria.
(Doss y coal., 2017)

Los fagos podrian ser
aplicados junto con
bacterias hospederas
transportadoras. (Jones y
col., 2008)

La férmula de fagos puede
contener moléculas que
los protejan de la luz UV y
la temperatura. Por otra
parte, podrian ser
aplicados en horarios
determinados donde estos
factores no impacten en su
efectividad, por ejemplo,
en la noche. (Jonesy col.,
2008)




Ventajas

Desventajas

Comentario

Agroquimicos

Estandarizados,
confiables y viables en el
campo para combatir las
enfermedades
bacterianas. (Balogh y
col., 2010)

So6lo 6 formulaciones
bactericidas contra

enfermedades bacterianas en
el tomate autorizadas por el
Servicio Agricola y Ganadero.

(SAG, 2020)

Su uso sostenido ha
provocado la seleccién de
cepas bacterianas
resistentes. (Jonesy col.,
2008)

Su uso extensivo tiene

repercusiones ambientales y
ecolégicas negativas, ya sea

por contaminacion,

bioacumulacién, desbalance

del pH del suelo, toxicidad

para la biota del suelo, entre

otras.(Knowles, 2008;
Lamichhane y col., 2018)

La absorcion de iones de
cobre por las plantas puede
producir fitotoxicidad,
provocando dafio y estrés.
(Lamichhane y col., 2018)

Los residuos de cobre
pueden tener efectos en los

parametros de calidad de los

productos agricolas, que
incluyen la apariencia y/o
sabor. (Lamichhane y col.,
2018)
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Su uso es controversial.
En muchas partes del
mundo, ya no se
recomienda el uso de
sulfatos de cobre dado que
es altamente soluble y
téxico para las personas y
el medio ambiente.
Ademas, no son ocupados
en la agricultura ecoldgica
y algunos autores predicen
gue su uso puede ser
prohibido en un futuro
cercano. (Lamichhane y
col., 2018)

Se deben buscar
alternativas a los
agroguimicos. Los agentes
biolégicos de control son
los mas prometedores.
(Lamichhane y col., 2018)

Se deben buscar y utilizar
estrategias de
biorremediacion.
(Lamichhane y col., 2018)

Se debe optimizar el uso
de agroquimicos cupricos
mediante mejores
préacticas de manejo.
(Lamichhane y col, 2018)



1.5 Propiedades y clasificacion de bacteri6fagos

Los bacteri6fagos o fagos son virus que infectan exclusivamente bacterias o arqueas.
Estos utilizan la maquinaria celular bacteriana para replicarse y en su propagacion
pueden eliminar a su hospedero (Kutter y Sulakvelidze, 2004). Son las entidades mas
abundantes y diversas del planeta. Se estima que existen mas de 103! bacteriéfagos en
la bidsfera, y se encuentran basicamente en cualquier lugar que una bacteria habita

(Davies y col., 2016).

Los fagos estdn compuestos por una capside proteica que encapsula el material
genético, este puede ser acido desoxirribonucleico (ADN) o ribonucleico (ARN), bi o
monocatenario. Algunos pueden estar rodeados por una membrana lipidica. Ademas,
pueden poseer otras estructuras tales como cola y espiculas. Segun estas
caracteristicas los bacteriéfagos pueden ser clasificados en diferentes familias o

morfotipos que se describen en la tabla 2 (Ackermann, 2009).

Tabla 2: Clasificacién de bacteriéfagos. (Ackermann, 2009; Dion y col., 2020)

Acido . Fago Fotografia Referencia
Forma . Familia .
nucleico tipo por TEM
Cola ADN ds, Myoviridae T4 Dion y col.,
lineal 2020
Herelleviridae
ADN ds, | Siphoviridae A Dion y col.,
lineal 2020
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Acido
nucleico

Fotografia Referencia

por TEM

Familia

Ackermannviridae

Dion y col.,

lineal 2020

ADN ds,
circular

Corticoviridae Dion y col.,

2020

ADN ds,
linear Jaalinoja, y

col. 2015
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Referencia

Forma Acido Familia Fago | Fotografia
nucleico tipo por TEM
Poliédrico ARN ss, | Leviviridae MS2
linear

Filamentosos

ADN ss,
circular

ADN ds,
linear

ADN ds,
circular

Inoviridae

Rudiviridae

Fuselloviridae

Diony col.,
2020

Prangishvili y
col., 1999

Dion y col.,

Baquero
col., 2020

y
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Acido
nucleico

Referencia

Fotografia
por TEM

Familia

ADN ds,
circular

Guttaviridae Baquero y

col., 2020

ADN ds, | Bicaudaviridae

circular

Baquero y
col., 2020

*Sin clasificar. ds: double strand. ss: single strand.
Los bacteriéfagos son parasitos obligados y se replican utilizando la maquinaria celular
de su hospedero, estos poseen basicamente dos mecanismos: una via litica donde los
fagos, denominados virulentos o liticos, atacan a las células hospederas inyectando su
acido nucleico, haciendo que el huésped produzca la futura progenie de virus y
conduciendo a la eclosion de éste. Por otra parte, la via lisogénica, en la cual se
denominan temperados, consiste en la insercion de su genoma en el cromosoma del
hospedero replicAndose junto a éste, a esta secuencia del fago se le conoce como

profago. Los fagos temperados entonces poseen ambos ciclos, el estado lisogénico se
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mantiene hasta que ocurre algun evento en que el profago se escinde del genoma

bacteriano, produciendo un cambio al ciclo litico (Mc Grath y van Sinderen, 2007).

Dado que los bacteriéfagos virulentos lisan bacterias y por ende provocan su muerte,
son utilizados como controladores naturales (biocontrol) contra bacterias patégenas de
interés, y por ello son de alto interés biotecnoldgico. El uso de bacteriéfagos basado en

dicho principio se denomina “fagoterapia”.

1.6 Adquisicién de resistencia a bacteri6fagos y cambio en el fitness bacteriano

Los bacteriéfagos son agentes importantes en la evolucion bacteriana, y continuamente
estan en una coevolucibn con su hospedero. Las bacterias han desarrollado
mecanismos de resistencia a fagos clasificados por Labrie y col, (2010) en cuatro ejes

principales:

a) Prevenir la adsorcién del fago: adaptando las estructuras de la superficie celular

gue actian como receptores de fagos mediante cambios conformacionales o cambios
genéticos (mutaciones), cambios en la abundancia de los componentes de la membrana,
produciendo una matriz extracelular o sintetizando inhibidores competitivos de los
receptores.

b) Prevenir la entrada del ADN del fago: denominados sistemas de exclusion de

superinfeccion (Sie, por sus siglas en inglés), corresponden a proteinas asociadas a la
membrana que bloquean la entrada del ADN del fago.

¢) Cortar los &cidos nucleicos del fago: sistemas de modificacion-restriccion y

sistema CRISPR-Cas. En el primero el ADN no metilado del fago que entra a la célula
es reconocido por enzimas de restriccion bacterianas que lo degradan. El segundo es

un sistema inmunol6gico adaptativo procariota que confiere resistencia a elementos

15



genéticos foraneos. En este, proteinas Cas asociadas a un segmento de ARN especifico
reconocen y cortan el material genético extrafio, algunos de estos fragmentos son
guardados en el locus CRISPR del genoma bacteriano. Dichos fragmentos
corresponden a las secuencias espaciadoras que se transcriben al ARN guia de las

proteinas Cas en infecciones viricas posteriores (Mohanraju y col., 2016).

d) Sistemas de infeccidon abortiva: corresponden a proteinas heterélogas que
abortan la infeccién de los fagos, ya sea en la etapa de replicacion, transcripcion o

traduccién y conducen a la muerte celular.

La pérdida, disminucién de la expresion o mutaciones en los componentes de la
superficie celular son los principales mecanismos que permiten la adquisicién de
resistencia a fagos, dado que se modifican las estructuras que actlan como receptores
de estos, y que también determinan su especificidad (Bertozzi Silva y col., 2016; van
Houte y col., 2016). Entre estas estructuras se incluyen bombas de eflujo (Burmeister y
Turner, 2020), lipopolisacéridos (LPS), proteinas transmembrana , acidos teicoicos de la
pared celular, cdpsulas y otros apéndices bacterianos, como flagelos y pili (figura 3), de

los cuales algunos corresponden a factores de virulencia (Oechslin, 2018).

Los bacteriéfagos pueden utilizar mas de una estructura bacteriana como receptor, e

incluso pueden tener un orden de preferencia entre estos (Doore y col., 2019).

Algunos bacteriofagos utilizan apéndices de la motilidad bacteriana (flagelos o pili) para
infectar a su hospedero. Los fagos se adhieren a los surcos helicoidales en el flagelo
bacteriano y usan la rotacion del flagelo para alcanzar la superficie celular (Samuel y
col., 1999). De manera similar, existen fagos que pueden unirse al pili y fusionar su

membrana con la de la célula bacteriana durante retraccion de este (Mattick, 2002;
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Romantschuk y Bamford, 1985). En otros casos, los fagos utilizan bombas de eflujo o
proteinas transmembrana transportadoras de iones metalicos como receptores (Solioz,
2018). Se ha reportado que en CopCD, una proteina transmembrana que transporta
iones de cobre, al mutar aumenta la tolerancia de la bacteria a dicho metal, mientras que
al sobreexpresar el gen disminuye la tolerancia. Este fenédmeno fue observado en P.

syringae (Cha y Cooksey, 1993).

Figura 3: Ejemplos de estructuras bacterianas que son receptores de fagos. Los fagos se
unen a estructuras bacterianas como pili (rojo), flagelo (amarillo), proteinas transmembrana
(azul), bombas de eflujo (violeta) o LPS (verde) (Chany col., 2016).

Por lo tanto, la pérdida o alteracion de estas estructuras puede generar la resistencia
bacteriana a fagos. No obstante, mutantes resistentes a fagos a menudo muestran
flagelos defectuosos que no pueden rotar (Icho y lino, 1978), células con un nimero
reducido de flagelosy pili, o carentes de estos (van Houte y col., 2016) o que se vuelven

susceptibles a antibiéticos (Burmeister y Turner, 2020).

Es por esto que, la resistencia a bacteri6fagos también induce costos en el fitness
bacteriano en algunos casos. Por ejemplo, las bacterias resistentes a los bacteri6fagos
pueden volverse menos virulentas, en el caso de que las mutaciones tengan efecto en

factores de virulencia de la superficie, como el LPS, proteinas de la membrana externa,
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flagelo o pili (Oechslin, 2018).

Los bacteri6fagos liticos pueden ejercer una presion selectiva y de esta forma favorecer
gue cepas resistentes a ellos proliferen, inclusive las que han perdido virulencia. Es por
esta razén que también podrian ser Utiles en una fagoterapia o una terapia combinada
para controlar un patégeno (Ledn y Bastias, 2015). Este fenbmeno se ha reportado
ampliamente para bacteriéfagos de bacterias patdgenas humanas y veterinarias, sin
embargo, para bacterias fitopatégenas aun falta investigacion (Koskella y col., 2011;

Oechslin, 2018) .

En base a estos antecedentes, en este estudio se caracterizaron Pseudomonas
ambientales aisladas desde cultivos de tomates nacionales, y se evalu6 su resistencia a
agroquimicos. En segundo lugar, se evalu6 el efecto en el fithess bacteriano al adquirir

resistencia a fagos, analizando la motilidad y tolerancia a cobre de estos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Caracterizar molecularmente Pseudomonas ambientales aisladas desde cultivos de
tomates nacionales determinando su resistencia a agroquimicos, y evaluar el efecto de

la resistencia a bacteriéfagos en la motilidad.

2.2 Objetivos especificos

1. Aislar y caracterizar molecularmente Pseudomonas ambientales presentes en

tomates.

2. Determinar la resistencia a agroquimicos (cobre y estreptomicina) de la

Pseudomonas ambientales aisladas.

3. Caracterizar en sus propiedades fundamentales bacteriéfagos de Pseudomonas

presentes en aguas servidas.

4. Evaluar el efecto de la resistencia a bacteri6fagos en la motilidad de

Pseudomonas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Aislamiento y confirmacién molecular de Pseudomonas

3.1.1 Aislamiento, condiciones de cultivo y almacenamiento de cepas bacterianas
de Pseudomonas spp.

Las cepas bacterianas utilizadas provienen de muestras de tejido de plantas de tomate

obtenidas desde huertos chilenos (invernaderos, campos y plantineras) en el afio 2018.

Para la obtencion de aislados, las muestras vegetales fueron procesadas como se
describe a continuacién: de cada muestra se tomé un pool de 10 hojas (o trocitos de
fruto), y se realiz6 un macerado, el cual se diluyé y sembr6 en placas de cultivo. El
aislamiento se realiz6 en medio sélido B de King (BK) al 1,5% (16 g proteasa peptona,
1,2 g KoHPO4, 1,2 g MgSO, * 7H,0, 8 mL glicerol, 12 g agar, 800 mL H-O destilada, pH
7) (King y col., 1954), y en medio sélido Milk-Tween (TM-80) (10 g proteasa peptona,
0,25 g CaCly, 1 g tirosina, 15 g agar, 10 g leche descremada, 10 mL. Tween 80, 1 L H.O
destilada) (Goszczynska y Serfontein, 1998) a 28°C. El medio TM-80 facilita el
reconocimiento visual y seleccion de colonias de bacterias del género Pseudomonas. La
primera seleccion de los aislados bacterianos obtenidos se realiz6 en base a las

caracteristicas macroscépicas de las colonias como color, forma, brillo y mucosidad.

Para este estudio se seleccionaron 19 aislados bacterianos provenientes de las regiones
Valparaiso, Maule, Nuble y Bio Bio (regiones que concentran la mayor parte de la
produccion nacional de tomate), considerando al menos dos aislados representantes de

cada punto de muestreo como se presenta en la Tabla 3.
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Tabla 3: Aislados bacterianos de Pseudomonas seleccionadas y su origen de aislamiento.

Nombre cepa | Lugar de origen | Regién
42Ch Chillan Nuble
43Ch Chillan Nuble
N10_3 Hijuelas Valparaiso
N9 9 Hijuelas Valparaiso

FL2 Limache Valparaiso
FL4 Limache Valparaiso
JVor Limache Valparaiso
TJ5 5 Limache Valparaiso
A2 6 Olmué Valparaiso
Al 1 Olmué Valparaiso

HOmedano 27 Quillén Bio Bio

HO6.2 Quillén Bio Bio
40M Teno Maule

L1 1 Teno Maule
T1.9 Teno Maule
T11 Teno Maule
VCMAgpz2 Teno Maule
AZHeinz24 Teno Maule
AZHeinz26 Teno Maule

3.1.2 Secuenciacién y analisis del gen 16S ARNr
La identificacién del género bacteriano se realizé6 mediante la secuenciacion del gen 16S
ARNr de los aislados bacterianos obtenidos. Para ello, se tomaron colonias de cada una
de las cepas, y se extrajo el ADN genémico mediante lisis directa por temperatura.
Brevemente, la colonia fue resuspendida en 600 uL de agua destilada y hervida por 10
min, posteriormente se centrifugd a 10.000 g y se colect6 el sobrenadante el cual
contenia el ADN. Este se us6 como templado para la amplificacion mediante PCR del
gen 16S ARNr utilizando los partidores universales 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) y 1942R (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3)).
Las condiciones de corrida fueron las descritas por Filloux y Walker, 2014. Para

determinar una correcta amplificacion y tamafio de los amplicones, se realiz6

21



electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% corrido a 200 V por 20 min., de acuerdo con
el protocolo descrito en Filloux y Walker, 2014. Posteriormente los amplicones fueron

secuenciados contratando un servicio externo en Macrogen Inc.

Las secuencias fueron editadas y analizadas utilizando el programa Geneious 2020.1.2
y comparadas con la base de datos Ribosomal Database Proyect Il (RDPII), utilizando

la herramienta Classifier 2.11 (RDP, 2016; Wang y col., 2007).

3.1.3 Secuenciacion de genes housekeeping y andlisis de secuencia multilocus

Para estudiar la diversidad de las cepas bacterianas aisladas, se realizé un analisis de
secuencia multilocus (MLSA por sus siglas en inglés), para ello se amplificaron por PCR
y se secuenciaron cuatro genes housekeeping: rpoD, cts, acn y pgi, que codifican para
el factor sigma 70, y las enzimas citrato sintasa, aconitato hidratasa B y glucosa-6-fosfato
isomerasa, respectivamente (Sarkar y Guttman, 2004). Para la amplificacion de los
genes mediante PCR se utiliz6 el protocolo de Sarkar y Guttman, 2004. En primer lugar,
se realiz6 una extraccion y purificacion de ADN gendmico utilizando el kit Promega de
Wizard®, y estandarizando las concentraciones de material genético a 250 ng . El mix
de amplificacion se usé a concentraciones finales de la enzima GoTag® ADN polimerasa
de 0,3 u/ul, tampdn de reaccién GoTag® a 1X, cada nucle6tido a 200 uM y cada de
partidor a 1 uM. Las condiciones de corrida fueron 2 min a 94° C para desnhaturalizacion,
1 min a la temperatura de alineamiento correspondiente a cada pareja de partidores
(segun tabla 4), y 1 min a 72° C para extension, con 30 ciclos. Para finalizar un ciclo de
10 min a 72° C, en termociclador Agilent. Los partidores utilizados corresponden a los

descritos en Sarkar y Guttman, 2004 (Tabla 4).
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Tabla 4: Partidores utilizados para amplificacién de genes housekeeping utilizados en el
analisis de secuencia multilocus de las cepas bacterianas aisladas. Partidores de los genes
housekeeping cts, acn, pgiy rpoD, su temperatura de alineamiento (Tm) y Sus secuencias (Sarkar
y Guttman, 2004).

Partidor Tm (°C) Secuencia

cts-Fp 56 AGTTGATCATCGAGGGCGCWGCC
cts-Rp 56 TGATCGGTTTGATCTCGCACGG
acn-Fp 60 ACATCCCGCTGCACGCYCTGGCC
acn-Rp 60 GTGGTGTCCTGGGAACCGACGGTG
pgi-Fp 60 TGCAGGACTTCAGCATGCGCGAAGC
pgi-Rp 60 CGAGCCGCCCTGSGCCAGGTACCAG
rpoD-Fp 63 AAGGCGARATCGAAATCGCCAAGCG
rpoD-Rps 63 GGAACWKGCGCAGGAAGTCGGCACG

Se determin6é una correcta amplificacion y tamafio de los amplicones a través de
electroforesis en geles de poliacrilamida al 8% corrido a 200V por 20 min, de acuerdo al

protocolo descrito en Filloux y Walker, 2014.

Los amplicones fueron secuenciados contratando un servicio externo en Macrogen Inc.
Luego, las secuencias se compararon con aquellas disponibles en la base de datos de

NCBI para determinar similitud nucleotidica.

Para el analisis de secuencia multilocus por medio del programa Geneious 2020.1.2,
como primer paso se concatenaron los segmentos de los genes acn, cts, pgi y rpoD de
tamafo de 632 b, 561 b, 779 b y 531 b, respectivamente. Ademas, se afadieron las
secuencias del gen 16S ARNTr (462 b), puesto que también ha resultado ser Gtil en este
tipo de andlisis (Garrido-Sanz y col., 2016). Finalmente, y mediante el modelo Tamura-
Nei, el método de Neighbor-Joining, 1.000 iteraciones y un umbral de confianza
(threshold) de 75% se construy6 un cladograma (Berge y coly col., 2014; Flores y col.,

2018; Van de Peer y Salemi, 2012).

Para el andlisis bioinformatico, las secuencias de las 19 cepas tanto de los genes
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concatenados (multilocus) como individuales fueron alineadas junto con la cepa T6 de
Pseudomonas syringae pv. syringae aislada en Teno Region del Maule, y caracterizada
en el laboratorio, y otras ocho cepas de referencia obtenidas desde la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI, s.f.) que se muestran a
continuacion en la tabla 5.

Tabla 4: Cepas de referencia. Cepas de referencia y sus nimeros de acceso en GenBank,
utilizadas para andlisis genéticos.

Bacteria Cepa NUumero de acceso ‘

Pseudomonas aeruginosa PAO1 NC_002516.2
Pseudomonas fluorescens FDAARGOS 1088 | NZ_CP068151.1
Pseudomonas fluorescens LBUMG77 NZ_CP038438.1
Pseudomonas syringae CC1557 NZ_CP007014.1
Pseudomonas syringae inb918 NZ_CP024646
Pseudomonas syringae pv. syringae | B728a NC_007005.1
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 NC_004578.1
Pseudomonas viridiflava CFBP 1590 NZ_LT855380.1

Con estos datos se construy6 un cladograma utilizando el modelo de distancia genética
Tamura-Nei, el método de construccion de arbol Neighbor-Joining, con 1.000 iteraciones
y un umbral de confianza (threshold) de 75%, con el programa Geneious 2020.1.2 (Berge

y col., 2014; Van de Peer y Salemi, 2012).

3.2 Determinacién de tolerancia a cobre y antibiético

3.2.1 Determinacion de tolerancia a cobre
La tolerancia a cobre de las cepas ambientales fue determinada utilizando el protocolo
de Hwang y col. (2005). Primero, se preparé medio MGY (extracto de levadura-manitol-
acido glutdmico) (10 g de manitol, 2 g de L-acido glutdmico, 0,5 g de KH,PO., 0,2 g de
NaCl, 0,2 g de MgSO, « 7H.0, 1 g de extracto de levadura y 1 L de agua destilada)
suplementado con distintas concentraciones de CuS0O,4 (0; 1; 1,6; 2,0; 3,0;4,0;4,007,0

mM). Posteriormente, en placas de 96 pocillos se afnadi6 50 yL de las distintas
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soluciones y se inocul6 con 50 uL de un cultivo overnight de Pseudomonas (DOsgo= 0,5),
obteniendo concentraciones finales de CuSO4 de 0; 0,5; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 0 3,5 mM.
Se hizo un triplicado de cada muestra y un blanco. Las placas se cultivaron a 28 °C, y la
DOsoo del cultivo se registré a tiempos: 0, 24h y 48h, a través de lector de microplacas

Asys Hitech Expert 96.

Se comparo el crecimiento bacteriano de los tres puntos temporales y se determind la
concentracion minima inhibitoria (CMI). Se defini6 CMI como el punto donde la DOgoo del
cultivo bacteriano a las 24h y 48h de cultivo fue igual o menor que a las Oh. Las cepas
con CMI de <0,8 mM CuSO4 (52,2 ug/ml de Cu*?) se consideraron como susceptibles a
cobre, aquellas que crecieron a concentraciones mayores de 0,8 mM CuSO, como

tolerantes.

3.2.2 Determinacion de resistencia a estreptomicina
La resistencia a estreptomicina por parte de las cepas ambientales fue determinada
siguiendo el protocolo de Valenzuelay col., (2019). Primero, se preparé medio LB (Luria-
Bertani) (10 g triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl y 1 L de agua destilada)
en el cual fueron cultivados los aislados bacterianos toda una noche y ajustados a una
DOeoo de 0,3. Luego, 10 yL de cada cultivo fueron depositados en placas de CYEG
(casitona-extracto de levadura-glicerol-agar) (1,7 g casitona, 0,35 g extracto de levadura,
2 g glicerol, 15 g agar y 1 L de agua destilada) suplementadas con distintas
concentraciones de sulfato de estreptomicina (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 20, 50, 100, 250
y 500 pg/mL). Se hizo por triplicado de cada muestra, y las placas inoculadas fueron
cultivadas a 28°C por 48 h. Se defini6 la concentracién minima inhibitoria (CMI) como la
menor concentracion de sulfato de estreptomicina en la cual se inhibia el crecimiento

bacteriano a las 48 h de cultivo. Las cepas con CMI £ 2 yg/mL de estreptomicina se
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clasificaron como susceptibles, mientras que aquellas con un CMI > 2 pug/mL se

clasificaron como resistentes (Valenzuela y col., 2019).

3.3 Bacteriéfagos

Los bacteriéfagos utilizados fueron aislados de muestras de aguas servidas de las
plantas de tratamiento de agua La Farfana y el Trebal en un estudio previo el afio 2018
(Tabla 6). Estos fueron caracterizados mediante métodos clasicos y moleculares. Para
este estudio se seleccionaron tres fagos, los cuales fueron nombrados siguiendo el
protocolo de Adriaenssens y Rodney Brister, (2017).

Tabla 6: Bacteri6fagos aislados de muestras ambientales.

Cédigo Nombre

Fago6 Pseudomonas phage Tg6c18
Fagol2 Pseudomonas phage Fg13c38
Fagol8 Pseudomonas phage Tg13c38

Para disponer de un titulo de fagos conocido y 6ptimo para trabajar, en primer lugar, se
inocularon 200 pL de bacteria en 20 mL de medio NB (dilucién 1/100) en un tubo Falcon
de 50 mL y se incub6 a 28°C y 140 rpm, hasta que alcanzé una DOgo de 0,4 (108
UFC/mL). Luego, se afadieron 200 L de fago (10° UFP/mL), obteniendo una MOI: 1y
se incub6 toda la noche a 28°C y 140 rpm. Después, se centrifug6 a 7000 rpm por 5 min,
a 4° C. Se traspaso el sobrenadante con fagos filtrado con un filtro para jeringa de 0,2
um a otro tubo Falcon y se descarté el pellet. Finalmente, se determiné el titulo del
enriquecido de fagos. Para ello, se tomaron 50 pL de la solucion de fagos y se realizé
una dilucién seriada con medio NB liquido hasta la diluciéon 10°. En una placa de NB
sélido con un césped bacteriano susceptible al fago de estudio, se depositd una gota de
10 L de cada dilucion, incluyendo la solucién sin diluir. Después de 24 h de cultivo a
28°C se contaron las placas de lisis obtenidas para determinar el nimero de unidades

formadoras de placas (UFP/mL) para cada stock de fagos.
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3.4 Caracterizaciéon de bacteri6fagos
3.4.1 Determinacion de rango de hospedero

El rango de hospedero de un bacteriéfago corresponde a su capacidad de infectar
distintas cepas bacterianas. Siguiendo el protocolo de Alonso y col., (2002), las 3 cepas
de fagos fueron testeadas en su capacidad de infectar individualmente a 19 cepas
caracterizadas de Pseudomonas. Para ello se utilizo la técnica de doble agar, en la cual
en placas de medio nutritivo (NB) (12 g agar, 2,4 g extracto de carne, 4 g peptona, 800
mL H20) se cultivd un césped de la bacteria, y se deposité sobre este una microgota de
10 pL de fagos con un titulo de 10° UFP/mL. Luego de 24h de cultivo a 28°C se observd
la presencia de placas de lisis. Se establecié una escala cualitativa segun el grado de
translucidez de la placa de lisis, siendo (-) placas sin lisis, (+) en aquellas que se observo

turbidez y (++) a lisis completa (translacida).

3.4.2 Determinacion del tipo de acidos nucleicos por tratamiento enzimatico
El genoma de los bacteriéfagos puede ser de &cido desoxirribonucleico (ADN) o acido
ribonucleico (ARN), simple hebra o doble hebra, circular o linear (Ackermann, 2009).
Para determinar el tipo de acidos nucleicos de los tres bacteriéfagos seleccionados se
ensayaron digestiones con ADNasas y ARNasas. Los genomas de ADN son
susceptibles a la accién enzimatica de las ADNasas, mientras que los de ARN son

susceptibles a la accion de las ARNasas (Cuppels, 1983).

3.4.2.1 Extraccion y purificacion de acidos nucleicos
En primera instancia se extrajo y purificé el material genético de los fagos aislados
siguiendo el protocolo descrito en Higuera y col., (2013). Para ello, 20 mL del lisado de
fagos en medio liquido NB (2,4 g extracto de carne, 4 g peptona, 800 mL H-0) fueron

concentrados mediante ultra centrifugacién a 100.000 g por 1 hora, a 4° C. Luego, se
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descarto el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 200 L de buffer SM (800 mL
de H20, 5,8 g de NaCl, 2g de MgSO, X 7H20, 50 mL de Tris-HCI 1M (pH 7,5)) y 5 mL
de gelatina al 5%. A continuacién, se procedi6 a degradar los acidos nucleicos
bacterianos presentes en la solucién de fagos resuspendidos, utilizando el kit Wizard®
Genomic DNA Purification, se afladi6 ADNasa a una concentracion final de 20 pg/mL,
20 pL de buffer de la enzima y ARNasa una concentracion final de 100 pg/mL. Se incubo
a 37 °C por 1,5 horas. Posteriormente, para romper la céapside del fago se agregé
proteinasa K (concentracion final 6 pg/mL) y SDS 10% p/v (concentracion final 0,5%), y

se incub6 a 65°C durante 1 hora.

Se extrajo y purificé el ADN del fago mediante el método fenol-cloroformo, afiadiendo 2
volumenes de fenol al sobrenadante y agitandolo con vortex durante 30 seg Luego, se
afiadieron 2 volumenes de cloroformo (CHCIs) y se agitdé con vortex por 30 seg Se
centrifugd a 10.000 g por 15 min, y se recuperé la fase acuosa. Esta serie de pasos se

repitié 2 o 3 veces hasta no ver impurezas en la interfase.

Después, se precipité el ADN del fago agregando 1/10 volumen de acetato de sodio 3M,
2,5 volumenes de etanol 100%, y se mezclé suavemente. Se centrifugd a 15.000 g por
10 min. a 4° C, y se descart6 el sobrenadante. El pellet de acido nucleico se lavo con
500 pL de etanol 70% frio. Se centrifug6 a 15.000 g por 10 min. a 4° C y se descart6 el
sobrenadante. Se evapord el etanol sobrante al aire sin secar el pellet. Por altimo, el

pellet se resuspendié en 80 pL en H.O libre de nucleasas.

Finalmente, se cuantific6 y analizé la integridad del genoma purificado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.6% (p/v) a 100 V por 30 min. Se utiliz6 como

marcadores de peso molecular Ladder 1Kb y Lambda Hindlll. El gel se observé en
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transiluminador bajo luz ultravioleta (UV) de 290nm. Por otra parte, se cuantifico el

material genético por Qbit®.

3.4.2.2 Digestion enzimética
La reaccion de digestion se realizé con 1 uL de &cidos nucleicos purificados, los cuales
fueron tratados con 2 ul de desoxirribonucleasa (ADNasa) | y 20 uL de buffer ADNasa
del kit Wizard® Genomic DNA Purification, se incub6 a 37°C por dos horas. Se realiz6
electroforesis en gel de agarosa al 0,6 % (p/v) a 100V por 30 minutos. Como marcador
de peso molecular se utiliz6 Lambda Hindlll. El producto de la digestién se observé en
un transiluminador bajo luz ultravioleta (UV) de 290nm. Se realiz6 un control negativo de

la digestién sin enzima.

Por otra parte, la reaccion de digestion con ARNasa se utilizé el protocolo mencionado
anteriormente, con las siguientes modificaciones 2 yL de ARNasa y llevados a un

volumen de 20 uL con agua libre de nucleasas.

3.4.3 Caracterizacion morfoldégica por microscopia electrénica de transmision
La microscopia electrénica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) permite
dilucidar la morfologia y tamafio de los bacteriéfagos. Estas dos caracteristicas, junto
con la naturaleza del &cido nucleico permiten clasificar a los fagos en familias

(Ackermann, 2009).

Se prepararon stocks de fagos con titulos sobre 10° UFP/mL suspendidos en buffer SM
0 en medio NB liquido para microscopia electrénica. Se realiz6 el protocolo modificado
descrito por Wichels y col., (1998), de tincién negativa con acetato de uranilo al 2%. Las
muestras fueron depositadas en grillas con membranas formvar cubiertas con carbén, el

excedente de la mezcla se absorbid con papel y las grillas se dejaron secar a
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temperatura ambiente. Posteriormente se observaron en un microscopio electrénico

Phillips Tecnai 12.

3.5 Obtencion de cepas de Pseudomonas resistentes a bacteriofagos

Se seleccionaron dos cepas de las diecinueve Pseudomonas ambientales
caracterizadas, denominadas Al_1y T1.9. La cepa T1.9 fue seleccionada debido a su
grado de virulencia en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum), de acuerdo con lo
determinado en una caracterizacion previa. A partir de los resultados del rango de
hospedero, se determin6 que esta cepa fue susceptible a los tres bacteriéfagos
ambientales denominados Fago6, Fagol2 y Fagol8. La segunda cepa Al_1, se
selecciond puesto que también era susceptible a los tres fagos. Estas cepas bacterianas

se consideraron parentales.

Con el propésito de obtener variantes resistentes a la infeccion de los fagos, las cepas
de Pseudomonas parentales fueron expuestas a cada uno de estos como se describe a
continuacion. En un tubo Eppendorf se co-cultivaron 50 pL de un cultivo bacteriano en
fase exponencial a una DOgoo: 0,3 (108 UFC/mL) con 450 pL de una solucion de fagos
con titulo superior a 10° UFP/mL (MOI: 10), se agité con vortex y se incub6 a temperatura
ambiente por 15 minutos. Luego, se realizé dilucion seriada del co-cultivo, utilizando

como solvente soluciones de fagos con titulo superior a 10° UFP/mL.

A continuacion, cada dilucion fue sembrada en placas de Petri con medio NB soélido e
incubada a 28°C por 24 h. De dichas placas se calcul6 el titulo bacteriano, y se aislaron
5 colonias de variantes resistentes de Pseudomonas provenientes de las diluciones mas
altas. Se obtuvo un total de 30 aislados, los cuales fueron sembrados en medio NB so6lido

e incubados a 28°C por 12 horas, para luego tomar una unidad formadora de colonia
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aislada y cultivarla en medio NB liquido de modo de asegurar la clonalidad.

Para verificar que las cepas aisladas en el paso anterior fueran resistentes al fago
expuesto, se utilizé el método de doble agar. La variante resistente por analizar fue
utilizada para generar el césped bacteriano, y sobre el césped se depositaron tres gotas
de 10 pL de fagos (210° UFP/mL). Luego de 24h de cultivo a 28°C se observo la ausencia
0 presencia de placas de lisis. Aquellos cultivos sin placas de lisis fueron considerados

resistentes al bacteriofago.

Paralelamente, se realiz6 la dilucion seriada de cada cepa de Pseudomonas parental
utilizando solo medio NB como solvente, para determinar el porcentaje de resistencia

entre los titulos de las bacterias parentales y variantes resistentes a fagos.

Por dltimo, en base al titulo de las cepas bacterianas parentales y las cepas derivadas

resistentes se calcul6 el porcentaje de resistencia mediante la siguiente formula:

] ] ] titulo bacteria expuesta a fagos
Porcentaje de resistencia = - - x 100
titulo bacteria control

3.6 Estudio motilidad de Pseudomonas parentales y resistentes a fagos

Se estudid la motilidad de las bacterias sobre dos tipos de desplazamiento denominados
swimming y swarming. La motilidad de las cepas parentales Al_ 1 y T1.9, y de las
variantes resistentes fue determinada utilizando el protocolo modificado de Clarke y col.,
(2016). Las placas para swimming y swarming se prepararon con medio B de King
estandar en las concentraciones de agar 0,28% y 0,5% respectivamente. Se sembraron
2 pl de bacterias a una DOgoo de 0,2 y diluidas en MgSO. 10 mM, poniendo 3 microgotas

de cultivo bacteriano por placa. La seccién transversal maxima de la extensién de la
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colonia se midié después de una incubacion de 48 horas a 28°C.

Siguiendo el protocolo de Nogales y col., (2015) se realizé la comparacion estadistica
entre las diferentes cepas y condiciones mediante analisis de varianza unidireccional
(ANOVA), y posteriormente con la prueba de diferencia honestamente significativa de

Dunnet con una significancia del 5% (doble cola).

3.7 Determinacién tolerancia a cobre de cepas resistentes a fagos

La tolerancia a cobre de las cepas parentales Al_1y T1.9, y de las variantes resistentes
a fagos fue determinada utilizando el protocolo de Hwang y col. (2005) descrito
anteriormente. Las placas se cultivaron a 28 °C, y la DOsgo del cultivo se registré a
tiempos: 0, 24h y 48h mediante el lector de microplacas Asys Hitech Expert 96. Se
comparé el crecimiento bacteriano de los tres puntos temporales y se determiné la
concentracion minima inhibitoria (CMI). Se graficaron los promedios de la DOegoo
alcanzada a las 48 h de cultivo a una concentracion de 3,5 mM de CuSO. por las cepas
en estudio. Finalmente, para determinar si las diferencias de crecimiento eran
estadisticamente significativas, entre cada cepa parental y sus derivadas, se realiz6 la
prueba de Kruskal-Wallis. Posteriormente, la prueba honestamente significativa de

Nemenyi (Siegel y Castellan, 1988).

32



4. RESULTADOS
4.1 Aislamiento y confirmacién molecular de Pseudomonas spp. ambientales
aisladas desde tomate
4.1.1 Caracteristicas morfologicas

En primer lugar, en este estudio se aislaron cepas bacterianas con morfologias de
colonias similares a Pseudomonas syringae crecidas en medio BK. Estas caracteristicas
son: colonias mucosas, esféricas-convexas, de borde liso definido, superficie brillante y
que presentaban un color amarillo fluorescente. Por otra parte, en medio TM-80 se
seleccionaron aquellas colonias que presentaban un color blanco-verdoso o blanco-
amarillo, con un halo blanco. Se seleccionaron 19 aislados representativos de las
localidades de aislamiento (Tabla 3). En la figura 4 se muestra una placa a modo de

ejemplo.

Figura 4: Aislamiento de Pseudomonas spp. desde plantas de tomates. Caracteristicas de
unidad formadora de colonia en placa con medio B de King sélido al 7,5%, cultivado a 28°C.
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4.1.2 Secuenciacion y analisis del gen 16S ARNr
Con el fin de establecer el género bacteriano de los 19 aislados ambientales
seleccionados se secuenciaron los genes 16S ARNr, y se identifico el género bacteriano

a través de la comparacion nucleotidica en la base de datos de RPD II.

Todas las cepas resultaron pertenecer al género Pseudomonas, puesto que tuvieron un
porcentaje de similitud nucleotidica de 100% con genes 16S ARNr de bacterias de dicho

género.

4.2 Diversidad de Pseudomonas spp. mediante andlisis de multilocus.

Los genes “housekeeping” son aguellos que se encuentran en el genoma central (core
genome), son esenciales, se encuentran por definicion en todas las bacterias y
evolucionan mas rapidamente que los genes 16S ARNr. Por tanto, son regiones mas
discriminatorias (Keim, 2005). Estos genes codifican para proteinas esenciales para la
supervivencia del microorganismo, generalmente es menos probable que estos genes
sean trasferidos horizontalmente entre bacterias, suelen evolucionar neutralmente o
estan restringidos selectivamente. Es por ello que son utilizados para estudiar la historia
evolutiva de linajes bacterianos clonales a través del tiempo y para identificar especies

bacterianas (Sarkar y Guttman, 2004).

Con el fin de determinar la diversidad de las 19 cepas bacterianas aisladas se
compararon las secuencias de los genes housekeeping acn, pgi, cts y rpoD con las
secuencias de dichos genes de las cepas de referencia de la tabla 5. También se afiadié
a este andlisis las secuencias de los genes 16S ARNr previamente estudiados. Se
determinaron sus similitudes nucleotidicas por medio del alineamiento de las secuencias

concatenadas, y en base a ello se construyé un cladograma (Figura 5).
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Figura 5: Cladograma de las cepas de Pseudomonas spp. aisladas derivadas del andlisis
de secuencia multilocus (MLSA). Cladograma construido utilizando el método de Neighbor-
Joining (bootstrap: 1,000 repeticiones) y las secuencias concatenadas de los genes 16S ARNr,
acn, cts, pgi y rpoD de tamafios 462, 638, 563, 780 y 533 bases respectivamente, para cada
aislado y las cepas de referencia de la tabla 5. Como outgroup se usé a P. aeruginosa PAOL1. El
nombre y lugar de origen de las cepas se muestran en cada rama.

Al observar el cladograma de la figura 5 se distinguen cinco filogrupos. Los valores para

el bootstrap varian entre 97 y 100 por lo que estas agrupaciones son probables o
verdaderas.

El filogrupo 1 se conformé por siete cepas provenientes de las regiones de Valparaiso,
Maule y Bio Bio. Ademas, se observé que cepas aisladas desde puntos distantes
geograficamente se agruparon cercanamente. Como es el caso de N10.3, VCMAgpz2 y

P. fluorescens FDAARGOS 1088, provenientes de las regiones de Valparaiso, Maule y

Alemania, respectivamente.

Para el caso del filogrupo 2, seis cepas provenientes de las regiones de Valparaiso,

Maule y Nuble agruparon con las cepas de referencias P. fluorescens LBUM677 y P.
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syringae inb918. Las cepas 42Ch y 43Ch son indistinguibles entre si por este tipo de
andlisis, sumado a que son aislados provenientes del mismo lugar de muestreo, y estan
estrechamente relacionadas a P. fluorescens LBUM677 (Canadd) en comparacion al

restante de las cepas.

El filogrupo 3 se conformd por cuatro cepas provenientes de las regiones de Valparaiso,
Maule y Bio Bio. AZHeinz24 y AZHeinz26 fueron indistinguibles entre si, y junto a HO6.2
fueron cercanas en similitud a P. viridiflava CFBP1590, proveniente de Francia. Como
era de esperar las cepas de referencia Pss B728 y T6 (Pss aislada en el laboratorio)
agruparon juntas y estan estrechamente relacionadas filogenéticamente. En este mismo
filogrupo se encuentra, aunque mas distante a los aislados de este estudio, la cepa de
referencia Pst DC3000, que es una Pseudomonas syringae pv. tomato patégena de

tomates.

Las cepas T1.9y TJ5 5 no se agruparon con las otras cepas de este estudio, por lo que
cada una conforma el filogrupo 4 y 5, respectivamente. Cabe destacar que lacepa TJ5 5
tuvo la mayor diferencia nucleotidica en comparacion al resto de cepas, divergiendo muy

tempranamente.

Por otra parte, en la figura 5 en general se observa que en cada filogrupo cepas aisladas
desde puntos distantes geograficamente se agruparon cercanamente de acuerdo a su

similitud nucleotidica.

Finalmente, se realizé el andlisis de manera separada de cada gen, y se obtuvo que el
gen gque confiere mayor diversidad correspondié a pgi puesto que contiene el menor
porcentaje de bases nucleotidicas idénticas (81%) entre las secuencias de las cepas. El

gen que confiere menor diversidad es 16S ARNr con un 97% de bases idénticas entre
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las secuencias de las cepas, en segundo lugar, cts con un 89,1% (Ver anexo ).

4.2.1 Andlisis del gen cts como predictor de afiliacion filogenética.

El gen housekeeping cts es ampliamente utilizado para clasificar nuevas cepas de
Pseudomonas syringae, debido a que corresponde a una de las secuencias de genes
mas confiables entre los genes utilizados en MLST para esta especie, segun lo descrito
por Sarkar y Guttman, 2004. Es decir, que el andlisis del gen por si solo puede predecir
con precision la agrupacion filogenética, a nivel de filogrupo y clado, para la mayoria de

las cepas de esta especie (Berge y col., 2014)

Si bien, el gen ha demostrado ser una herramienta util para este fin, incluso utilizando
secuencias parciales de 409 pb para P. syringae, no se ha descrito esta misma utilidad

con otros tipos de Pseudomonas ambientales asociadas a tomates.

Para el andlisis de las 19 cepas en estudio, se comparé el gen cts de cada una con el
de las cepas de referencia de la tabla 5. Los porcentajes mas altos de similitud

nucleotidica entre pares de cepas se muestran en la tabla 7.
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Tabla 7: Porcentaje de similitud del gen cts con cepas de referencias. Porcentajes de
similitud nucleotidica del gen cts para cada una de las 19 cepas de Pseudomonas en estudio, con
el gen cts de las cepas de referencia.

Nombre cepa % Similitud Cepa de referencia*
cts
VCMAgpz2 100 P. fluorescens FDAARGOS 1088
N10 3 99,6 P. fluorescens FDAARGOS 1088
HO6.2 99,5 P. viridiflava CFBP 1590
AZHeinz24 99,5 P. viridiflava CFBP 1590
AZHeinz26 99,5 P. viridiflava CFBP 1590
42Ch 99,3 P. fluorescens LBUM677
43Ch 99,3 P. fluorescens LBUM677
FL2 99,1 P. fluorescens FDAARGOS 1088
40M 99,1 P. fluorescens FDAARGOS 1088
L1.1 98,7 P. fluorescens LBUM6G77
T11 97,6 P. fluorescens LBUMG77
N9 9 97,3 P. fluorescens LBUM677
AL 1 97,3 P. fluorescens LBUM677
HOmedano 27 96,7 P. fluorescens FDAARGOS 1088
JV_9r 96,2 P. fluorescens FDAARGOS 1088
FL4 94,6 P. viridiflava CFBP 1950
T1.9 90,2 P. fluorescens LBUMG677
A2 6 88,6 P. fluorescens FDAARGOS 1088
TJ5 5 87,9 P. aeruginosa PAO1

*Los valores corresponden a las mayores similitudes nucleotidicas entre las cepas de
Pseudomonas en estudio versus las de referencias.

Las secuencias parciales de este gen fueron alineadas y a partir del alineamiento se
construyo un cladograma (Figura 6), en el cual ademas, se afiadieron las secuencias de

las cepas de referencias descritas en la tabla 5 y la cepa Pss T6.

En el cladograma de la figura 6 se observo la formacién de cinco filogrupos con las cepas
de estudio, los valores de bootstrap se muestran en cada nodo, y el rango fue de entre
83% a 100%. Todas las agrupaciones coinciden con los filogrupos formados en el arbol

construido para el MLSA (figura 5).
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Figura 6: Cladograma del gen cts de las cepas de Pseudomonas. Se usaron las cepas de
referencia de la tabla 5 y la cepa Pss T6 proveniente de Teno, Maule. Cladograma construido
utilizando el método de Neighbor-Joining (bootstrap: 1,000 repeticiones) con la cepa P.
aeruginosa como outgroup y las secuencias alineadas del gen cts (563 b) de cada aislado. Los
nombres de las cepas se muestran en cada rama.

El filogrupo 1 (Figura 6) se conformé por siete cepas provenientes de las regiones de
Valparaiso, Maule y Bio Bio, las cuales se agruparon con la cepa P. fluorescens
FDAARGOS 1088 y su porcentaje de similitud fue superior a 96%. A excepcion de la
cepa A2.6 que presentd un porcentaje de similitud menor. En comparacion con el
cladograma de la figura 5, las cepas N10.3 y VCMAgpz2 se agruparon juntas, y A2.6

aumentoé su distancia.

El filogrupo 2 se conforméd por seis cepas provenientes de las regiones de Valparaiso,
Maule y Nuble, las cuales se agruparon con la cepa P. fluorescens LBUM677 con un

porcentaje de similitud superior a 96%. En comparacién con el cladograma de la figura
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5, las cepas Al_1, N9.9 y T11 disminuyeron en 0,01 su distancia con la cepa de
referencia, mientras que las cepas 42Ch y 43Ch aumentaron en 0,01 su distancia, y L1.1

mantuvo su distancia (Ver anexo Iy IlI).

El filogrupo 3 se conformé por cuatro cepas provenientes de las regiones de Maule y Bio
Bio, las cuales se agruparon con la cepa P. viridiflava CFBP1590, P. syringae CC1557
y Pst DC3000. El porcentaje de similitud para estas cepas en estudio y P. viridiflava
CFBP1590 fue superior a 96%. Por otra parte, en comparacion con el cladograma de la
figura 5, AZHeinz24 y AZHeinz26 disminuyeron su porcentaje de similitud entre ellas.

FL4 aument6 su distancia en 0,03 con la cepa de referencia.

Las cepas T1.9y TJ5_5 no se agruparon con otras cepas de referencia por lo que cada
conformaron los filogrupos 4 y 5 respectivamente, al igual que la figura 5. Tampoco
tuvieron un porcentaje de similitud mayor al 96% con alguna cepa de la base de datos
de NCBI. En comparacién a la figura 5, T1.9 disminuy6 considerablemente su distancia
con el resto de las cepas, y el porcentaje de similitud con la cepa P. fluorescens
LBUM677 aumenté a 79,6%. Por otro lado, TJ5 5 disminuyé en 0,02 su distancia con P.

aeruginosa PAQOL, pero no permite agruparlas entre si.

4.3 Determinacién de tolerancia a cobre y estreptomicina

Se determiné la tolerancia a cobre y estreptomicina de las 19 cepas bacterianas de
estudio, los valores de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) para cada caso
se muestran en la tabla 9. Las cepas con CMI < 52,2 ug/mL de Cu*? se clasificaron como
susceptibles al cobre y, aquellas con valores superiores como tolerantes a cobre (Hwang
y col., 2005). Si el CMI = 182 ug/mL entonces se clasificaron como super tolerantes

(Altimira y col.,, 2012). Por otra parte, para estreptomicina se clasificaron como
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susceptibles las cepas con CMI < 2 pg/mL, mientras que aquellas con un valor mayor
como resistentes. Si el CMI = 100 pg/mL entonces se clasificaron como super resistentes

(Valenzuela y col., 2019).

Tabla 8: Tolerancia a cobre y estreptomicina. Valores de la concentracion minima inhibitoria
de crecimiento en medio con cobre y estreptomicina, y su clasificacion de tolerancia y
susceptibilidad (S: susceptible; T: tolerante; ST: super tolerante; R: resistente y SR: super

resistente).

Nombre cepa CMI " CMI "
32 S 2 S
32 4

HO6.2
FL4 S R
43Ch 32 S 10 R
N9.9 32 S 15 R
AZHeinz24 64 T 4 R
42Ch 64 T 15 R
TJ5 5 64 T 15 R
AZHeinz26 64 T 15 R
VCMAgpz2 64 T 100 SR
N10.3 64 T 250 SR
A2.6 64 T 250 SR
40M 80 T 250 SR
T11 80 T 500 SR
HOmedano 27 100 T 15 R
T1.9 100 T 15 R
JV_9r 100 T 250 SR
FL2 100 T 500 SR
L1.1 100 T 500 SR
Al 1l 228 ST 6 R

Solo la cepa HO6.2 resultd ser susceptible a ambos agroquimicos. El resto de las cepas
fue tolerante a cobre y/o a estreptomicina. Un 78,9% de las cepas estudiadas fueron
tolerantes a concentraciones mayores a 64 ug/mL de cobre, de estas solo Al _1 se
clasific6 como super tolerante. Para el caso de estreptomicina el 94,7% de las cepas
resistieron a concentraciones mayores a 4 ug/mL, ocho cepas se clasificaron como super
resistentes, de las cuales 15,8% crecieron a una concentracién de 500 pg/mL. En la

figura 7 se muestra un gréafico para visualizar las proporciones de tolerancia a cobre y

41



estreptomicina de las cepas aisladas.

Supertolerante a Susceptible a Cu
Cu y Resistente y Str
Str 5%
5% Susceptible a Cu

y Resistente Str
16%

Tolerantea Cuy
Tolerantea Cuy Resistente Str
SuperResistente Str 32%
42%

Figura 7: Gréfico de proporcién de Pseudomonas spp. aisladas de acuerdo a su tolerancia
a cobrey estreptomicina.

El 95% de las cepas presenta tolerancia a cobre o resistencia a estreptomicina. De este,
el 79% es resistente a ambos y el 47% es super tolerante o super resistente a alguno de

los agroquimicos de estudio.

4.4 Caracterizacion y clasificacién de bacteriéfagos

Dado que los bacteriofagos se han descrito como una potencial herramienta
biocontroladora contra bacterias resistentes a agroquimicos, se buscoé aislar ejemplares
gue lisaran a las bacterias caracterizadas en este estudio. Una de las fuentes de
aislamiento de fagos mas comunes son las aguas servidas, puesto que poseen una alta
concentracion bacteriana y a ellas llegan cursos de aguas ambientales tales como las
provenientes de terrenos agricolas. Entonces, es probable que las bacterias de interés

0 bacterias cercanas genéticamente a estas se encuentren presentes y en
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consecuencia, también se encuentren fagos que las infecten (van Charantey col., 2019).
Si bien la fagoterapia ha resultado efectiva, pueden surgir cepas bacterianas resistentes,
y también, se ha reportado que en la adquisicion de resistencia a fagos pueden existir
costos de compensacion que provoquen cambios en la virulencia de las bacterias
(Koskella y col.,, 2011; Oechslin, 2018). Estos cambios han sido reportados
principalmente para patégenos animales, por ello es necesario estudiar el fendbmeno en

fitopatdégenos.

4.4.1 Rango de hospedero
Tres bacteriéfagos, denominados Fago6, Fagol2 y Fago18, fueron aislados previamente
desde muestras de aguas servidas de las plantas de tratamiento de agua La Farfana y
El Trebal. En primer lugar, para su caracterizacion se estudié sus rangos de hospederos,
es decir, cudles son las cepas de Pseudomonas en estudio susceptibles a la infeccion

de estos.

Para determinar la especificidad de infeccion de los bacteri6fagos seleccionados, los tres
fagos aislados se co-cultivaron de manera individual con las 19 cepas bacterianas
caracterizadas. La susceptibilidad de las bacterias se clasifico cualitativamente segun el
nivel de translucidez de la placa de lisis donde: (-) corresponde a ausencia de placas de
lisis, (+) en aquellas en que se observd placas semi-translicidas y (++) en aquellas
donde se observé una lisis completa. Solo siete cepas bacterianas resultaron

susceptibles a la infeccién de alguno de los tres bacteriéfagos (Tabla 9).
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Tabla 9: Rango de hospedero de bacteriéfagos. Clasificacion cualitativa de la lisis bacteriana:
(-) corresponde a ausencia de placas de lisis, (+) a placas semi-translicidas y (++) alisis completa
(translucidez).

Bacteriofago

Fago | Fago | Fago

6 12 18

40M - - -
42Ch + + +
43Ch - - -
A2.6 - - -
Al_1 ++ ++ ++
AZHeinz24 + - -
AZHeinz26 - - -
FL2 - - -
2 FL4 - . .
"3 H06.2 ++ ++ ++
g HOmedano27 - - -
JV_Or - - -
L1.1 ++ ++ ++
N10.3 - - -
N9.9 - - -
T1.9 + + +
T11 - + -
TJ5 5 - - -
VCMAgpz2 - - -

Los perfiles de infeccién (rango de hospedero) de cada uno de los fagos fue distinto. Los
bacteriéfagos Fago6 y Fagol2 fueron capaces de lisar a seis de las cepas de
Pseudomonas, diferencidndose solo en la infeccion individual de AZHeinz24 y T11,
respectivamente. Mientras que Fagol8 fue capaz de lisar las mismas 5 cepas
compartidas por los Fago6 y Fago 12. Ninguno de los fagos en estudio fue capaz de
infectar alguna cepa de los filogrupos 1 y 5. Por ultimo, no se observé que el punto

geografico de origen de las cepas bacterianas se correlacionara con la susceptibilidad
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de estas a los fagos aislados.

4.4.2 Determinacion de acidos nucleicos
Para determinar la naturaleza de los acidos nucleicos de los bacteriéfagos seleccionados
se digirieron los genomas extraidos utilizando las enzimas ADNasa y ARNasa. Como
resultado se obtuvo que los genomas de los tres fagos seleccionados son de doble
cadena de ADN (figura 8). Puesto que las muestras tratadas con ADNasa fueron
digeridas mientras que las tratadas con ARNasa no, y se observé la misma banda que

la muestra sin digerir (SD). Los geles completos se muestran en el anexo.

L fago 6 fago 12 L I fago 18
SD DNAsa RNAsa SD DNAsa RNAsa SD  DNAsa RNAsa

Figura 8: Determinacion de acidos nucleicos por digestion enzimatica. A. Gel de acrilamida
0,6% con el producto de la digestién del genoma del Fago6. B. Gel de acrilamida 0,6% con el
producto de la digestion del genoma del Fagol2. C. Gel de acrilamida 0,6% con el producto de
la digestion del genoma del Fago18. SD: Sin digerir.

4.4.3 Caracterizacion morfoldgica por microscopia electrénica de transmision
Para determinar la morfologia de los tres fagos seleccionadas, estos fueron analizadas
por microscopia electronica de transmision. Se observé que el Fagol12 tiene una capside

icosaédrica de tamafio de 60 nm y una cola de 15 nm, aproximadamente. Por otra parte,
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el tamafo de la cipside del Fago18 es de aproximadamente 65 nmy no se observo cola.
Ambas morfologias, sumado a que poseen un genoma de ADN doble cadena,
corresponden a la familia Podoviridae (Figura 9), como se describe en Ackermann, 2009.

Para el Fago6 no se pudo determinar su morfologia.

Figura 9: Microfotografia de bacteri6fagos en TEM. A. Fagol2 en buffer SM, 87000x. B.
Fagol8 en medio NB, 60000x.

4.5 Obtencion de variantes de Pseudomonas spp. resistentes a bacteri6fagos

Para el analisis de aparicion espontanea de bacterias resistentes a los fagos
seleccionados, se utilizaron las cepas denominadas Al 1 y T1.9, consideradas
parentales. Estas fueron expuestas a cada uno de los tres fagos (Fago6, Fagol2 y
Fagol18). Luego fueron diluidas y sembradas en medio NB sélido. Después de 24h de

incubacién se evalué la aparicion de colonias potencialmente resistentes a fagos.

Como resultado, se obtuvieron variantes de Pseudomonas resistentes para cada una de
las combinaciones de bacterias y fagos, estas se denominaron segun el nombre de la
cepa parental de la que derivaban (Al_1 o T1.9) seguido de una letra (A, B o C)
dependiendo del fago al que desarrollaron resistencia. Las cepas resistentes al Fago6
se denominaron “A”, las resistentes al Fago12 se denominaron “B”, mientras que las

resistentes al Fago18 se denominaron “C”.

En la figura 10 se muestran a modo de ejemplo, los resultados obtenidos en el caso de
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la cepa parental T1.9 tratada con el Fago18.

Figura 10: Obtencion de cepas reistentes a fagos derivadas de la cepa parental T1.9.
Placas de cultivo de la cepa T1.9 a distintas diluciones con el fago 18; 0 para sin diluir, -2 para
dilucién 10?2, -5 para la dilucién 10 y -6 para la dilucion 107,

Para la seleccibn de variantes de Pseudomonas potencialmente resistentes a
bacteriéfagos, se tomaron cinco colonias Unicas de cada ensayo, las cuales provenian

de las diluciones mas altas.

Se calculé el porcentaje de resistencia en base al cociente entre el titulo de las cepas
parentales (ausencia de fago) y las variantes de cepas resistentes. En la tabla 11 se
muestra el porcentaje de resistencia obtenido correspondiente para cada en estudio.
Donde la cepa T1.9 tuvo los mayores porcentajes de resistencia en comparacion a la

cepa Al_1.
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Tabla 5: Porcentaje de resistencia de las bacterias tratadas con bacteriéfagos.

Nombre Porcentaje de

variante resistente resistencia (%)
Al_1 + Fago6 Al_1A 0,002
Al_1 + Fagol2 Al_1B 0,001
Al_1 + Fagol18 Al_L1AC 0,26
T1.9 + Fago6 T19A 18,57
T1.9 + Fago12 T1.9B 60,71
T1.9 + Fago18 T19C 12,86

Posteriormente, se seleccionaron y resembraron treinta colonias individuales
potencialmente resistentes a fagos y se procedi6 a verificar su resistencia. Para ello, se
cultivd un césped de cada cepa de Pseudomonas derivada en placas con medio NB y
se depositd sobre este tres microgotas de 10 pL de fagos (210° UFP/mL). Se confirmé la
resistencia de veintinueve de las treinta cepas analizadas. En la figura 11 se muestran
dos placas a modo de ejemplo, en A se muestra una variante resistente a fagos, puesto
gue no se observan areas de lisis. Por otra parte, en B la cepa no es resistente a fagos

puesto que se observan areas de lisis.

Figura 11: Confirmacion de la resistencia a fagos adquirida por las cepas bacterianas
tratadas. A. placa NB con césped Al_1 B resistente a fago (sin area de lisis). B. placa NB con
césped Al_1 B sensible a fago (con placas de lisis).
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4.6 Estudio motilidad Pseudomonas spp. parentales y variantes resistentes a
fagos

Pseudomonas para desplazarse e infectar a su huésped utiliza dos tipos de nado
dependientes de la rotacion del flagelo: swimming y swarming. Swimming corresponde
a un movimiento individual en medio liquido, mientras que swarming corresponde a una
translocacion rapida y coordinada de una poblacién bacteriana a través de una superficie

solida o semisélida (Kearns, 2010).

El desplazamiento es un factor de virulencia importante para que Pseudomonas infecte
exitosamente a su hospedero. Ademas, existen antecedentes que el desarrollo de
resistencia a bacteriéfagos puede afectar la motilidad de cepas bacterianas (Koskella y
col., 2011). Dadas estas razones, se comparé la motilidad de las cepas parentales Al_1
y T1.9, versus sus respectivas variantes resistentes. Para ello, se determind si es que la
adquisicion de resistencia a bacteriéfagos produjo o no un cambio en la motilidad en las

bacterias (swimming y swarming).

En la figura 12 se muestran las colonias obtenidas luego de 48 h de cultivo, para
swimming. Se afiadieron 3 microgotas de cultivo bacteriano por placa y para cuantificar
el desplazamiento se midi6 el diametro maximo de la extensién de la colonia. En todos

los casos el patron de desplazamiento fue radial y uniforme.
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T1.9B3 T1.9C1

Figura 12: Estudio de motilidad swimming de las cepas bacterianas. Cepas bacterianas
parentales y resistentes a fagos cultivadas en medio B de King sélido al 0,28%. Cultivadas por 48
horas a 28°C.

A partir de estos resultados se midio, graficé y comparé estadisticamente las medias de

los didmetros alcanzados entre las cepas parentales y las variantes resistentes a fagos.

En cuanto a la medicién del diametro transversal maximo de la colonia en swimming
(figura 12), tanto para la cepa Al_1 como para T1.9 las variantes bacterianas resistentes
a fagos (A, By C) en promedio presentaron un diametro entre 0,22 y 0,65 cm mayor que
la cepa parental. Sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa para
Al_1. En cambio, para T1.9 si hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
entre la cepa parental y las tres variantes resistentes. La media de extensién de colonia
de las bacterias resistentes a cada fago resulté entre 0,46 y 0,65 cm mayor que la media

de la cepa parental (figura 13).
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Extension promedio de colonia en swimming
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Figura 13: Gréfico de la extensién promedio de la colonia alcanzada en swimming para
cada tratamiento. Se muestran las medias y las desviaciones estandar de ocho experimentos
con triplicado, donde WT: silvestre; A: resistentes a Fago6; B: resistentes a Fagol2 y C:
resistentes a Fagol18. Las cepas marcadas con (*) son significativamente diferentes de su cepa
parental (p<0.05).

Por otra parte, en la figura 14 se muestran las colonias obtenidas luego de 48 h de cultivo
para swarming. Se afadieron 3 microgotas de cultivo bacteriano por placa y para

cuantificar el desplazamiento se midi6 el diametro maximo de la extensién de la colonia.
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Figura 14: Estudio de motilidad swarming de las cepas bacterianas. Cepas bacterianas
parentales y resistentes a fagos cultivadas en medio B de King sélido al 0,5%. Cultivadas por 48
horas a 28°C.

En el estudio de swarming (Figura 14), la cepa parental Al_1 en comparacion con cada
una de las variantes resistentes (A, B y C) aumenté entre 0,05 y 0,09 cm la distancia de
nado superficial, pero estadisticamente no hubo diferencias significativas en ninguno de
los casos. Por otra parte, para la cepa parental T1.9 en comparacién con cada una de
las variantes resistentes (A, B y C), se observo una disminucién de los diametros de
entre 1,35 y 1,16 cm, las cuales fueron estadisticamente significativos (p<0,05). El
didmetro de nado superficial promedio de las bacterias resistentes a fagos de cada

tratamiento disminuyé a la mitad, en comparacion a la cepa parental (figura 15).
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Extension promedio de colonia en swarming
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Figura 15: Gréfico de la extension promedio dela coloniaalcanzada en swarming para cada
tratamiento. Se muestran las medias y las desviaciones estandar de ocho experimentos con
triplicado, donde WT: silvestre; A: resistentes a Fago6; B: resistentes a Fagol2 y C: resistentes
a Fagol8. Las cepas marcadas con (*) son significativamente diferentes de su cepa parental
(p<0.05).

En conclusion, no existieron diferencias estadisticamente significativas entre la
extensiéon promedio alcanzada por la cepa bacteriana Al_1 y sus variantes resistentes a
fagos (A, B y C) ni para swimming ni para swarming. Mientras que para la cepa
bacteriana T1.9 existieron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre la
extension promedio alcanzada en los distintos tratamientos para ambos tipos de nado.
En el caso de swimming, las variantes resistentes a fagos aumentaron su distancia de
nado entre un 14% y 20% en comparaciéon a la cepa control. En cambio, para swarming
las variantes resistentes disminuyeron su distancia de nado superficial entre un 45% y
53%.

4.7 Estudio tolerancia a cobre Pseudomonas spp. parentales y variantes

resistentes a fagos

La tolerancia a cobre de las cepas Pseudomonas parentales Al 1y T1.9, y de sus
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variantes resistentes a fagos fueron evaluadas en las concentraciones finales de CuSO4
de 0;0,5;0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 0 3,5 mM. Para ello se determind la concentracién minima
inhibitoria (CMI) a través de su crecimiento en medio liquido. Se defini6 CMI como el
punto donde la DOeoo del cultivo bacteriano a las 24h y 48h de cultivo fue igual o menor

que a las Oh.

El crecimiento bacteriano ocurrié para todas las cepas (parentales y variantes resistentes
a fagos) a las 24h y 48h, para todas las concentraciones de CuSO.. No hubo una
concentracion minima inhibitoria de crecimiento en este estudio, solo diferencias en el
crecimiento para las concentraciones mayores de CuSO4 (3 y 3,5 mM). Se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) a las 48 h de cultivo en la
concentracion 3,5 mM de CuSO, para todas las cepas resistentes a fagos derivadas de
T1.9, y sélo para las variantes resistentes C de Al_1, estos resultados fueron graficados

y se muestran en la figura 16.

DOy, promedio a las 48 h de cultivo a una
concentracion de 3,5 mM de CuSO,
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0.900 * % %
0.800 I
0.700

5 0.600 I

o 0.500

0 0.400
0.300
0.200
0.100
0.000

wWT A B C wWT A B C
Al_1 T1.9

Cepas

Figura 16: Tolerancia a cobre de cepas parentales y resistentes a fagos. Gréfico de la DOeoo
promedio alcanzada a las 48 h de cultivo a una concentracion de 3,5 mM de CuSOa. Se muestran
los resultados de ocho experimentos con triplicado, donde WT: parental; A: resistentes a fago 6;
B: resistentes a fago 12 y C: resistentes a fago 18. Las cepas marcadas con (*) son
significativamente diferentes de su cepa parental (p<0.05).
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De la figura 16 se observo que tanto las cepas parentales como las cepas variantes
resistentes resultaron tolerantes a concentraciones de cobre superiores a 3,5 mM,
puesto que tuvieron densidades 6pticas mayores a 0,5. Para la cepa parental Al_1 se
observo que las variantes resistentes afagos A y B en promedio redujeron su crecimiento
en 30,5% y 3,4% respectivamente, lo que no resulté estadisticamente significativo.

Mientras que la variante resistente C superé en promedio un 33,5%.

Por otro lado, para la cepa parental T1.9 se observé que las variantes resistentes a fagos
A, B y C en promedio de crecimiento superaron en 56%, 43,6% y 49,5%
respectivamente. Dado que estas diferencias son estadisticamente significativas
(p<0,05), la adquisicién de resistencia a fagos por parte de las bacterias derivadas pudo

afectar notablemente la capacidad de tolerar cobre por parte de estas cepas.
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5. DISCUSION Y PROYECCIONES

Las enfermedades bacterianas en plantas de cultivos agricolas significan grandes
pérdidas econdémicas. La prevalencia de estas enfermedades en el campo indica que los
agroquimicos empleados para su control no son efectivos. Mas aun, se han reportado
cepas resistentes y multirresistentes a estos (Fatmi y col., 2008; Scheck y col., 1996).
Por otra parte, en agricultura se han enfocado este tipo de estudios en bacterias
fitopatdégenas principalmente, dejando en segundo plano el efecto sobre las bacterias

inocuas ambientales asociadas a estos tipos de cultivos.

La pérdida de eficiencia de agroquimicos bactericidas ha sido la principal razén del
desarrollo de nuevas alternativas para control de bacterias fitopatégenas, donde la
fagoterapia surge como una alternativa prometedora. Sin embargo, el fenémeno de
cambios en factores de virulencia para bacterias fitopatégenas que han adquirido
resistencia a bacteriéfagos ha sido poco estudiado (Koskella y col., 2011; Oechslin,
2018). En este trabajo se estudi6 el efecto en la motilidad y la tolerancia a cobre del
desarrollo de resistencia a bacteriéfagos en cepas ambientales de Pseudomonas.
Ademas, se analiz6 la diversidad de aislados nacionales de Pseudomonas ambientales

y su resistencia fenotipica a agroquimicos.

5.1 Caracterizacion de bacterias

La diversidad de las Pseudomonas ambientales aisladas fue analizada mediante MLSA,
utilizando cinco genes housekeeping (16S ARNr, acn, cts, pgi y rpoD). Como resultado
se distinguieron cinco filogrupos (Figura 5), sin embargo, las cepas no son diversas
puesto que son cercanas filogenéticamente, sus similitudes genéticas de distancias

fluctian entre 0,01 y 0,08 (Ver anexos Il y Ill). Por otra parte, no se pudo establecer una

56



correlacion entre la localidad de aislamiento y el filogrupo puesto que las cepas de

distintos origenes geogréficos se agruparon juntas.

Dado que cts fue uno de los genes que confiri6 menor diversidad se analiz6 como un
posible predictor de clasificacion de cepas de Pseudomonas spp. Se utilizaron las
secuencias del gen housekeeping cts de las 19 cepas y las cepas de referencia de la
tabla 5 para determinar la especie bacteriana y se construy6 un cladograma a partir de
su alineamiento. Se formaron cinco filogrupos, aquellas cepas con un porcentaje de
similitud mayor o igual al 96% se consideraron del mismo grupo filogenético de la cepa
de referencia, mientras que aquellas que presentan un porcentaje mayor o igual a 98,2%
de similitud se consideraron dentro del mismo clado (Berge y col., 2014). En base a esta
clasificacién siete cepas se agrupan con P. fluorescens y tres con P. viridiflava. De las
nueve cepas restantes, cinco se encuentran dentro del filogrupo de P. fluorescens

mientras que las otras cuatro no pudieron clasificarse con esta metodologia.

Todas las cepas de referencia del filogrupo 3 pertenecen al complejo filogenético de
Pseudomonas syringae (Berge y col., 2014), por lo que el agrupamiento es coherente.
Sin embargo, en el filogrupo 2 existié una incongruencia en la posicion de la cepa de
referencia P. syringae ibn918, la cual no se agrupé con las otras dos cepas de referencia
de la misma especie. Es posible que los genes housekeeping utilizados de la cepa P.
syringae ibn918 sean genéticamente cercanos a la especie P. fluorescens, incluso para
el gen cts existe un 100% de coincidencia con P. fluorescens YK-310 (Numero de
acceso: CP071797) utilizando la herramienta BLAST, ademas de consigo misma.

Posiblemente, P. syringae ibn918 no es una cepa de referencia esclarecedora.

Entonces, no se puede afirmar que el gen cts sea un buen predictor de afiliacion para
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Pseudomonas spp. En un estudio previo se realizé MLSA utilizando la secuencia parcial
del gen 16S ARNr y otros genes housekeeping (gyrB, rpoD y rpoB) (Garrido-Sanz y col.,
2016). En dicho andlisis fue posible clasificar cepas pertenecientes al complejo P.
syringae y P. fluorescens robustamente. En base este antecedente, podrian utilizarse
dichos genes housekeeping para clasificar a las 19 Pseudomonas ambientales de este

trabajo.

Por otra parte, podrian afladirse mas cepas de referencia, y también evaluar la
posibilidad de que se hayan aislado cepas de nuevas especies, como es el caso de T1.9
la cual para el gen cts no tiene un porcentaje considerable de similitud con alguna cepa
bacteriana en la base de datos de NCBI, la especie mas cercana corresponde a
Pseudomonas graminis con un 92% de similitud, lo cual no es suficiente para clasificarla
y, sin embargo, es virulenta porque genera reaccion de hipersensibilidad en tabaco como
se describié en una caracterizacion previa (Resultados no publicados del Proyecto

Fondecyt Postdoctorado N°3180500).

Cabe mencionar, que no hay estudios preliminares que analicen la diversidad de
Pseudomonas utilizando los cinco genes housekeeping de este estudio, con cepas de
origen chileno que a su vez son resistentes a agroquimicos. Generalmente se han
realizado con cepas provenientes principalmente de Europa y Norte América (Cai y col.,
2011), por lo que estos resultados serian los primeros en Chile para Pseudomonas spp.
asociadas a cultivos de tomate y se deben seguir haciendo analisis genéticos con mas
cepas de la regién. Esto Ultimo para clasificar robustamente nuevas cepas de dicho
género, para determinar si las diferencias genéticas influyen en la patogenicidad de estas

bacterias.
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Por otra parte, aun cuando las 19 cepas de estudio fueron aisladas desde muestras de
tejido de tomate con signos de enfermedad, no se encontraron ejemplares de Pst. Sin
embargo, se han reportado cepas de P. viridiflava patégenas (CABI, 2020) y P.
fluorescens patégenas oportunistas de plantas de tomate que provocan sintomas
similares a Pst y P. corrugata (Dimartino y col., 2011; Molan y Ibrahim, 2007; Pekhtereva
y col., 2009). Por lo que estos resultados son congruentes con lo descrito en la literatura.
Se debe continuar haciendo estudios genéticos y quizas proponer nuevas cepas de
referencia, especialmente para Sudamérica o Chile, regiones en las que hay escasos
reportes genéticos de Pseudomonas spp. (Cai y col, 2011) . Por ejemplo, en el caso de
Pst DC3000, cepa modelo de P. syringae pv. tomato, de origen estadounidense y otras
Pst de distintos puntos geograficos se han reportado considerables diferencias
genéticas, tanto que incluso Yan y col., 2008 han planteado la posibilidad dividir el

patovar en dos grupos.

Por dltimo, se estudid la tolerancia de las 19 cepas seleccionadas a cobre y
estreptomicina, obteniendo un 79% de cepas resistentes a ambos. El 42,1% de las cepas
resulto ser altamente resistente a estreptomicina (CMI 2100 pg/mL), y correspondieron
a ocho cepas que se agruparon en el grupo 2 (dos cepas) y casi en su totalidad en el
filogrupo 1 (seis cepas) de la figura 5. Estas observaciones son preocupantes puesto
gue demuestran que existen Pseudomonas ambientales resistentes a cobre y
estreptomicina en Chile, algunas de ellas patogénicas, probablemente provocado por el
uso intensivo y fuera de las cantidades recomendadas de agroquimicos (INIA, 2015). Es
alarmante puesto que se ha reportado que las bacterias de distintas especies transfieren
sus genes de resistencia a cobre y estreptomicina entre ellas (Bender y Cooksey, 1987;

Lamichhane y col., 2018; Walsh, 2000). De esta forma, pueden actuar como reservorio
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de dichos genes, no solo para fitopatdgenos , sino que también se ha propuesto para
patégenos humanos (Jensen y col., 2001; Morris y col, 2007). Por ello es importante
continuar con este tipo de estudios, afiadiendo otras especies bacterianas del suelo
agricola para dimensionar la expansion de la resistencia bacteriana a antibiéticos.
Podrian evaluarse antibidticos comunmente utilizados en humanos puesto que se ha
reportado la presencia de Pseudomonas en cultivos agricolas resistentes a estos
(Hwang y col., 2005), y si esté ocurriendo una trasferencia de genes de resistencia entre

ellas.

5.2 Caracterizacién de bacteri6fagos

Adicionalmente en este estudio, se procedi6 a caracterizar de forma clasica y molecular
a tres cepas de bacteriéfagos aislados desde aguas servidas capaces de infectar cepas
de Pseudomonas. Los tres fagos presentaron un rango de hospedero distinto y genoma
ADN doble hebra. Esto ultimo, junto con la forma icosaédrica de la capside con o sin cola
(figura 9) del Fagol12 y Fagol8 se clasificaron dentro de la familia Podoviridae, como se
describe en Ackermann,(2009) (Tabla 1). El conjunto de resultados de rango de
hospedero, naturaleza del genoma y morfologia, segun la clasificacion historica indican
gue los tres fagos estudiados son distintos, sin embargo en la actualidad se deben

secuenciar sus genomas para corroborarlo (Dion y col., 2020).

Actualmente, la secuenciacion de los genomas es imprescindible para confirmar
naturaleza virica, analizar su trayectoria evolutiva, caracteristicas de sus proteinas y
clasificarlos apropiadamente (Bolduc y col., 2017; Cesar Ignacio-Espinoza y col., 2013).
Sumado, a que se puede evaluar su potencialidad como biocontroladores, para ello se

busca la ausencia de genes de resistencia, de toxinas o genes de lisogenia (Gill y
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Hyman, 2010).

5.3 Pseudomonas resistentes a fagos

Se seleccionaron dos cepas bacterianas caracterizadas que fueron susceptibles a los
tres fagos en estudio, y que generaron variantes resistentes a estos. Se observé que el
porcentaje de resistencia alcanzado por la cepa T1.9 fue de entre 12% y 60%, para las
variantes generadas expuestas a los fagos, que fue considerablemente mayor al
determinado por la cepa Al_1 (entre 0,002% y 0,26%). Es decir, la cepa T1.9 presentd
una mayor resistencia a fagos que la cepa Al_1. Dicha respuesta, puede deberse a la
naturaleza genética de la bacteria como concluye Koskella y col., (2011) y se ha
observado en bacterias patdgenas de células animales (Oechslin, 2018). Un ejemplo de
esto fue reportado por Lennon y col., 2007 para cianobacterias marinas
(Synechococcus), construyeron un perfil de amplitud de resistencia a virus
genéticamente diferentes y obtuvieron que la tasa de susceptibilidad y resistencia a los
virus variaba entre las distintas cepas bacterianas. Dichos perfiles se mantuvieron
estables durante un periodo de 12 meses y descubrieron que la magnitud de los costos
de resistencia a fagos que presentaban las cepas bacterianas variaban segun la

identidad del virus utilizado.

Para saber si la adquisiciébn de resistencia a fagos por parte de las dos cepas de
Pseudomonas seleccionadas generaban cambios funcionales, se estudié su motilidad y
tolerancia a cobre. La motilidad corresponde a un factor de virulencia importante para la
infeccién del hospedero, mientras que la tolerancia cobre es una caracteristica que

puede afectar el fitness de las bacterias (Ladomersky y Petris, 2015). Se utilizaron
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microorganismos ambientales para estudiar eventos que podrian ocurrir en la
naturaleza. Este enfoque permite la caracterizacion directa de la diversidad fenotipica en
poblaciones naturales de microorganismos, pero puede ser dificil de interpretar porque
los aislamientos de bacterias suelen presentar numerosas diferencias genéticas entre

ellas, lo mismo ocurre con los aislados de fagos (Koskella y col., 2011).

En cuanto a la motilidad, Pseudomonas para desplazarse e infectar a su hospedero
utiliza diferentes tipos de nado. En este estudio se analizaron los nados swimming y
swarming, los cuales son dependientes de la rotacion del flagelo. El primero corresponde
a un movimiento individual en medio liquido mientras que el segundo corresponde a una
translocacion rapida y coordinada de una poblacién bacteriana a través de una superficie
sélida o semisdlida (Kearns, 2010). Se observaron diferencias en el desplazamiento de
Pseudomonas entre los dos tipos de nado. Para todas las cepas (parentales y resistentes
a fagos) en swimming se observd un patrén de desplazamiento radial y uniforme,
mientras que en swarming se observaron zonas de desplazamiento discretas, lo cual se

condice con la literatura (Clarke y col., 2016)

Para la cepa T1.9 en el caso de swimming, las cepas resistentes a fagos de cada
tratamiento aumentaron su distancia promedio de nado entre 14% y 20% en
comparacion a la cepa parental. En cambio, en swarming las variantes resistentes de
cada condicion disminuyeron su distancia de nado superficial entre un 45% y 53%. Para
las cepas derivadas de Al_1 no hubo cambios estadisticamente significativos en ninguno

de los dos tipos de nado.

Estos resultados indican que la adquisicion de resistencia a bacteriéfagos puede afectar

la motilidad de las bacterias resistentes, ya sea de forma negativa o positiva, ambas
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maneras han sido reportadas con anterioridad para bacterias que infectan células
animales (Icho y lino, 1978; Koskella y col., 2011), pero no para fitopatégenos. En el
caso de la cepa T1.9, un mayor desplazamiento en swimming es positivo, mientras que
el menor desplazamiento swarming es negativo. Las cepas bacterianas tendrian ventaja
al desplazarse de forma individual, pero desventaja al desplazarse de manera grupal y
coordinada. Entonces, posiblemente el mecanismo que contrarresto la susceptibilidad a
bacteri6fagos para esta cepa esta interfiriendo con el flagelo y/o pilis y dicha

coordinacion.

Por la literatura los factores de virulencia de motilidad que actian como receptores de
fagos pueden perderse, disminuir su expresion o mutar. Los primeros dos casos
corresponden a cambios transitorios mediados por quorum sensing mientras que el
altimo es un cambio permanente y heredable (van Houte y col., 2016). Dado que hubo
desplazamiento de las bacterias resistentes a fagos para swimming, el flagelo no se
perdié. Por otra parte, en poblaciones naturales de bacterias es comun las mutaciones
de receptores de membranas, siendo una respuesta favorable como mecanismo de
resistencia (Seed y col.,, 2014), y puesto que se comprobd que las colonias
seleccionadas eran efectivamente resistentes a fagos una vez que se encontraban sin
presién selectiva (Figura 10), lo mas probable es que haya ocurrido una mutacion en el

receptor, en este caso el flagelo y/o pili.

Los bacteri6fagos utilizan diversos receptores presentes en la bacteria al momento de
infeccién (adsorcion). Los fagos de estudio podrian utilizar alguno que no esté
involucrado con motilidad (caso de Al_1). Tal como se ha descrito para otros fagos que
poseen mas de una via de entrada y que incluso poseen un orden preferencias entre

estas (Doore y col., 2019)
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Otra caracteristica estudiada que afecta al fitness bacteriano fue la tolerancia a cobre.
El cobre es un elemento citotoxico por lo que ha sido ampliamente utilizado como
bactericida en la agricultura. Su citotoxicidad es el resultado de la formacion de radicales
libres a través de reacciones de tipo Fenton y/o por oxidacion de grupos sulfhidrilo. Estos
intermediarios reactivos pueden causar dafio al ADN, degradar lipidos y alterar la funcion
proteica normal lo que conduce a la muerte celular (Dupont y col., 2011). Sin embargo,
las bacterias poseen naturalmente mecanismos para contrarrestarlo, y cada vez surgen
mas cepas tolerantes a cobre. Este hecho, se explicaria a la seleccion progresiva de
cepas tolerantes por el exceso de su uso en el campo, lo cual permite la persistencia de
las enfermedades vegetales causadas por bacterias. Diversos estudios han demostrado

la tolerancia de cepas de Pseudomonas a cobre en todo el mundo (Griffin y col., 2017).

Las bacterias parentales y sus derivadas resistentes a fagos crecieron hasta una
concentracion de 3,5 mM de CuS04(228,2 ug/ml de Cu*?). En la literatura se han descrito
cepas del género Pseudomonas que crecen a una concentracion de hasta 4,5 mM de
CuS04(293,4 pg/ml de Cu*?) (Goto y col., 1994)y en Chile, bacterias de otros géneros
que crecen hasta concentraciones de 306,4 pg/ml de Cu*? (Altimira y col., 2012).
Ademads, en el campo suelen utilizarse concentraciones de 8mM CuSO. de por hectarea
(521,6 pg/ml de Cu*?) (SAG, 2020), por ende, el resultado concuerda con lo descrito en

estudios previos.

Por otra parte, se ha reportado que la incidencia de Pseudomonas ambientales
tolerantes a cobre es bastante alta (78,5%) (Griffin y col., 2017), por lo tanto que ambas
cepas parentales fueran tolerantes a cobre era probable. Existieron diferencias
estadisticamente significativas en el promedio de la DOsy alcanzada a las 48 h de

cultivo, es decir, hubo una disimilitud en cuanto al crecimiento de las cepas. Para las
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cepas resistentes a fagos derivadas de T1.9 el crecimiento fue mayor, al igual que para
las cepas C de Al_1. En cambio, para las cepas Al_1 Ay B el crecimiento promedio fue
menor, sin embargo, no resultdé estadisticamente significativo. Dicha distincion ocurrid
en la mayor concentracion estudiada (3,5 mM de CuSO.). Por lo tanto, se debe
determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) para saber si existe una diferencia
de tolerancia a cobre en las cepas resistentes a fagos. Para ello, estudios futuros se
deben realizar que permitan determinar las concentraciones minimas inhibitorias a
CuSO., asi como estudios genémicos para la identificacién de los mecanismos que se

modificaron en la tolerancia a cobre.

La diferencia de crecimiento de las cepas pudo deberse a que los fagos utilicen
receptores como transportadores transmembrana de cobre o bombas de eflujo (Solioz,
2018), que en las bacterias al generar resistencia mutaron afectando la tolerancia a

cobre.

En resumen, T1.9 fue la cepa que presentd mas costos de compensacion al adquirir
resistencia a bacteriofagos, las variantes A, By C presentaron cambios en los dos tipos
de nado y en el crecimiento a 3,5 mM de CuSO, en comparaciéon a la cepa parental.
Ademas, presentd una alta razén de resistencia a fagos, entre un 12% y 26%. Por lo
gue, se podria concluir que esta cepa tiende a adaptarse cuando se enfrenta a este tipo
de patdgeno, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura (Lennon y col., 2007), a

diferencia de la cepa Al_1.

Se hace necesario estudiar la respuesta de mas cepas de Pseudomonas spp. que
adquieren resistencia a fagos y evaluar mas factores de virulencia. Afiadiendo el estudio

de la virulencia de las cepas resistentes a fagos in vivo en plantas de tomate, para asi
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determinar si en general las cepas bacterianas ven afectado su fithess y su capacidad
infectiva al adquirir dicha resistencia. Este escenario, seria un buen antecedente para la
fagoterapia vegetal, puesto que aquellas bacterias que desarrollaran resistencia a fagos
podrian ser menos virulentas. De esta forma, también se contralaria la enfermedad
debido a la interaccion bacteria-fago, puesto que se favoreceria poblaciones menos
virulentas, como se ha reportado para variantes resistentes a fagos en bacterias
patégenas humanas (Fuhrman y Schwalbach, 2003; Koskella y col., 2011). Esto altimo
no es un fendbmeno que se considere generalizado, por lo cual es necesario seguir

investigando.

Finalmente, la adquisicion de resistencia a bacteriéfagos en Pseudomonas puede o no
afectar caracteristicas bacterianas relacionadas con la virulencia, y dicho cambio puede
ser positivo 0 negativo para las bacterias, tal como se ha reportado en bacterias que
infectan células animales (Koskella y col., 2011; van Houte y col., 2016) . En este estudio,
la motilidad de las bacterias resistentes a fagos para las cepas derivadas de T1.9 se vio
afectada, y dicha alteracién fue ventajosa para swimming y desventajosa para swarming.
Por otra parte, la resistencia a fagos puede o no afectar otras caracteristicas en la misma

cepa, como la tolerancia a cobre.

Este trabajo es uno de los primeros en analizar la diversidad genética de Pseudomonas
spp. patégenas y no patdégenas asociadas a tomate en Chile y como las caracteristicas
de dichas bacterias ambientales cambian cuando adquieren resistencia a fagos. Es un
tema importante para la fitopatologia y el contexto actual. En primera instancia se hace
necesario conocer la diversidad genética tanto de las Pseudomonas presentes en Chile
como de los bacteri6fagos. Segundo, investigar como se relacionan los fitopatégenos

con las particulas virales, si existen marcadores genéticos que establezcan su
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susceptibilidad. Tercero, determinar la extension de la presencia de cepas
Pseudomonas resistentes a cobre y a otros agroquimicos en el territorio nacional como
un posible reservorio de genes de resistencias. Por ultimo, estudiar los cambios en la
virulencia in planta y en el fitness de un mayor nimero de Pseudomonas ambientales
gue adquieren resistencia a fagos. De esta forma podran desarrollarse mejores

estrategias para su control.
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6. CONCLUSIONES

e Elandlisis de secuencias de genes housekeeping conformé cinco filogrupos, que
fueron las mismas agrupaciones resultantes por el estudio individual del gen cts.
Son necesarios mas estudios genéticos con otros genes housekeeping, que
incluyan mas cepas de referencia para clasificar con robustez las 19 cepas de
Pseudomonas spp. de este estudio.

e Cepas de Pseudomonas aisladas desde huertos de tomates en Chile presentaron
multitolerancia a cobre y estreptomicina. Estos resultados constituyen un
antecedente de un problema a nivel pais, dado que estos campos podrian
eventualmente ser un reservorio de genes de resistencia. Por esta razén se hace
fundamental estudiar su distribucion en el territorio nacional y evaluar su
tolerancia a otros agroquimicos como un reservorio de genes de resistencia.

e El porcentaje de resistencia a fagos varié entre las cepas hospederas estudiadas
y también su respuesta fenotipica al adquirir resistencia. La cepa T1.9 tuvo una
mayor capacidad de resistencia a la infeccion de fagos comparativamente que
Al_1l.

e La adquisicion de resistencia a bacteridfagos indujo cambios en la motilidad de
las variantes Pseudomonas de T1.9, este cambio puede ser ventajoso o
desventajoso. En este estudio se concluyé que al menos una de las estructuras
celulares afectadas fue el flagelo y/o el pili.

e Laadquisicion de resistencia a fagos provocé un cambio en una mayor tolerancia
a cobre en al menos cuatro de las variantes de Pseudomonas resistentes, lo que
se reflej6 en diferencias en el crecimiento de estas cepas a la mas alta

concentracion de estudio.
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8. ANEXOS

Description Mame Sequence Le.. % Pairwise Identity =
A alignment of 27 sequences 165 rRMA 776 95.1%:
A alignment of 27 sequences cts 5a3 29.1%
A alignment of 27 sequences am 6338 289.0%:
5 Meighbor-Joining consensus tree 165 rRMA - acn - cts -pgi -rpoD 165 rRMA - aon - cts - pgi - rpoD consensus tree 3,290 38.3%
A alignment of 27 sequences 165 rRMA - acn - cts - pgi - rpoD 3,290 83.3%
A alignment of 27 sequences rpol 533 33.3%
A alignment of 27 sequences pai 780 31.0%:

Anexo |. Informacién sobre el alineamiento y concatenacion de secuencias para el analisis MLSA. Caracteristicas del alineamiento y
concatenacion para las 27 secuencias utilizadas en el analisis MLSA, 19 correspondientes a los aislados ambientales y 8 a cepas de
referencia. Se muestra el nimero de secuencias utilizadas, el gen de las secuencias, el largo de las secuencias y el porcentaje de identidad
entre las 27 secuencias alineadas.
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Anexo Il. Matriz de distancia del andlisis MLSA. Matriz de distancias patristicas calculadas del alineamiento de los genes housekeeping
16S ARNr, acn, cts, pgi y rpoD de los diecinueve aislados de estudio y las ocho cepas de referencia.
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Anexo lll. Matriz de distancia del alineamiento del gen cts. Matriz de distancias patristicas calculadas del alineamiento del gen cts de los
diecinueve aislados de estudio y las ocho cepas de referencia.

L 1 6 7 12! L 11 14 15 L 16 18
s.d  DNasz RNasa
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S

3 ;

Anexo V. Geles completos de digestion enzimatica. Gel de acrilamida 0,6% con el producto de la digestion con ADNasa y ARNasa.
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