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RESUMEN

Los polifosfatos inorgánicos (pol¡P) son biopolimeros lineales que se encuentran en

todos los seres v¡vos y son esenciales en el metabolismo bacteriano. En pseudomonas

aeruginosa, patógeno oportunista de animales y plantas y principal causa de

infecciones nosocomiales, las alteraciones en el metabolismo de los polip causan

numerosas disfunciones estructurales y funcionales. Mutantes de la enzima pol¡fosfato

quinasa (PPK1), que calaliza reversiblemente la síntesis de polip a part¡r de ATp, son

más sensibles a la fase estac¡onaria de crec¡miento, al calor, a cambios en el pH, al

estrés causado por agentes oxidantes, camb¡os osmóticos, radiación y ant¡bióticos.

También se ha descrito que estos mutantes t¡enen una menor sobrev¡da durante la

fase estacionar¡a. P. aeruginosa posee dos enzimas PPK, sin embargo la ppK2, que

sintetiza pr¡nc¡palmente GTP a partir de poliP de forma reversible, ha sido poco

estudiada y nada se sabe de los efectos de su mutación en esta bacteria.

Deb¡do a que los pol¡P generan efectos pleitrópicos en la célula, se realizaron

aproximaciones con técnicas ómicas para estudiar el efecto de las mutaciones en el

gen ppkl yenel gen ppkz en P. aeruginosa PAO1, tanto a nivel fenotíp¡co como

proteóm¡co, además de ensayos de v¡rulencia en un modelo animal para evaluar su

letalidad.

Mediante los ensayos de microarreglos fenotípicos (Biolog lnc., CA) se determinó

que no ex¡sten grandes diferencias en cuanto a la utilización de nutr¡entes entre ambos

mutantes y la cepa silvestre, sin embargo se observó un marcado aumento en Ia

sens¡bilidad de los mutantes frente a ant¡biót¡cos y agentes tóxicos. Esto puede ser

causado por la disminución en proteínas relacionadas con la biogénesis de la pared y

v1l1



membrana celular, y de bombas de eflujo de drogas del tipo MexEF-OprN, reguladas

por MvaT, lo que se observó en los resultados de proteóm¡ca cuant¡tativa.

La virulencia de los mutantes nulos del gen ppkl y del gen ppkz de P. aeruginosa

PAO1, se evaluó midiendo la producción de pigmentos tóxicos y mediante el método

de infección por ¡nmersión en el modelo animal de pez cebra. Para esto se realizaron

curvas de sobrevivenc¡a incubando a los peces con las cepas mutantes ppk, y ppkz,la

cepa silvestre de P. aeruginosa y Ia cepa no virulenta Escher¡chia coll DHso como

control, todas crecidas en medios con alto y bajo fosfato (Pi). A diferencia de Ia cepa

PAOI s¡lvestre que sólo fue ¡etal en condiciones de bajo P¡, la cepa mulanle ppkzlo

fue en ambos medios. Contrar¡amente, el mulanfe ppkl generó una baja mortalidad en

las dos cond¡c¡ones ensayadas. En relación a los factores de v¡rulencia, se determ¡nó

una mayor producc¡ón de pioc¡anina en el mutanle ppk2 en carencia y exceso de P¡,

aumento compad¡do por el mutanle ppkl en carenc¡a de Pi. El mutante ppkl mostró

una marcada d¡sminución en la producción de pioverdina en ambas cond¡c¡ones,

contrario a lo observado en el mutante ppkz que presentó un aumento en la producc¡ón

de este sideróforo en comparación con la cepa silvestre. En ambos mutantes se

comprobaron estas diferencias en ¡a producc¡ón de p¡overdina mediante proteómica

cuant¡tat¡va. De esta forma, ¡a mutación en el gen ppkl, pero no en el gen ppk2, genera

una dism¡nución en la producción de dos de los factores de v¡rulencia evaluados, y una

atenuación en la v¡rulencia en un modelo an¡mal de infección, lo que sumado al

aumento en la sensibil¡dad a antib¡óticos hace al metabolismo de los polifosfatos un

buen blanco para nuevas drogas ant¡microbianas.
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ABSTRACT

lnorganic polyphosphates (polyP) are linear biopolymers found in all t¡ving

organisms and are essential in bacterial metabolism. ln pseudomonas aeruginosa, an

opportunistic pathogen of an¡mals and plants and the ¡eading cause of nosocomial

infect¡ons, alterations ¡n the metabolism of polyp cause numerous structural and

funct¡onal disorders. Mutants of polyphosphate kinase enzyme (ppK1), which reversibly

catalyzes the synthesis of ATP from polyP, are more sensit¡ve to heat, pH changes,

stress caused by ox¡d¡zing agents, osmot¡c changes, radiation and antibiotics. Also it is

been described that these mutants have a lower survival during stationary phase p.

aeruginosa possess two enzymes PPK, however PpK2, which mainly synthes¡zed from

GTP reversibly polyP, has been little stud¡ed and noth¡ng is known about the effects of

its mutation in P. aeruginosa.

Because polyP has pleiotropic effects in the cell, we used omics approaches to

study the effect of null mutations ¡n the genes ppkl and ppk2 in p. aeruginosa pAO1,

performed at a phenotyp¡c and proteomic level, as well as virulence assays ¡n an animal

model to evaluate the mutants lethality.

Through phenotypic microarray assays (Biolog lnc., CA) we determined that there

are no major differences ¡n nutr¡ent ut¡l¡zat¡on between the mutant and the wild type,

however, there was a marked increase in the sensitiv¡ty of the mutants against

antibiotics and toxic agents. This may be caused by the decrease in proteins related to

wall and cell membrane biogenesis, and drug efflux pumps of the type-OprN MexEF

regulated by MvaT, which was observed in the results of quant¡tat¡ve proteomics.

V¡rulence of mutants ppkl and ppk2 of P. aeruginosa pAOl was evaluated by

measur¡ng the production of toxic pigments by the method of infect¡on by ¡mmersion ¡n



the animal model zebrafish. For this, Kaplan-Meier survival curves were performed,

¡ncubating the fish with the mutant strains ppkl and ppkz, the w¡ld-type stra¡n of p.

aerug¡nosa PAOl and the avirulent stra¡n Escherichia coliDHsq as a control, all grown

¡n med¡a w¡th high and low phosphate concentrations (Pi). Unlike the pAOl wild-type

strain wich was lethal only under low Pi, the ppk2 mulanl strain was lethal in both

med¡a. ln contrast, the ppkl mulant generated low mortality ¡n the two conditions

tested. ln relat¡on to the v¡rulence factors, we determined that the production of

pyocyanin in lhe ppk2 mulant was h¡gher than the wild-type strain in low and high pi.

Íhe ppkl mutant increase the pyocyan¡n production only in phosphate defic¡ency, but it

showed a marked decrease in pyoverdin ¡n both condit¡ons, contrary to what is

observed in the mutant ppk2 which presented a notorious ¡ncrease in the product¡on of

this siderophore compared w¡th the wi¡dtype strain. These differences in pyoverd¡n

production were confirmed by quantitative proteomics in both mutants.

Thus mutations in the gene ppkl bul not in lhe ppk2 generated a decrease in the

production of two v¡rulence factors tested, and an attenuat¡on of the virulence in an

animal model of infection, which added to the increased sensit¡vity to antibiot¡cs, makes

polyphosphate metabolism a good target for new antimicrobial drugs.
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1. INTRODUCCIÓN

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa de metabolismo muy

versátil que se encuenlra en un amplio rango de ambientes, incluyendo distintos tipos

de suelo, pantanos, zonas costeras y hábitats acuáticos, además de tejidos animales y

vegetales. Esta ubicuidad y versatilidad ecolÓgica se debe a su gran complei¡dad

genét¡ca, ya que con 6,3 millones de pares de bases y 5.570 marcos de lectura

abiertos, es uno de los genomas bacterianos más grandes hasta ahora secuenc¡ado

(117). Esto le confiere, entre otras cosas, la capacidad de crecer en ambientes

lacultativamente anaeróbicos con aceptores externos alternativos de electrones, o

fermentar arginina o piruvato, aunque su metabol¡smo se basa princ¡palmenle en el

catabolismo ox¡dativo. Aunque los azúcares son metabolizados eficientemente, no son

el sustrato prefer¡do y son degradados por la vía de Enter-Doudoroff. Sus fuentes de

carbono o nitrógeno preferidas son ácidos grasos de cadena corta, am¡noácidos y

poliaminas, pero también puede degradar fuentes de carbono complejas como n-

alcanos, halogenados y aromáticos (xenobióticos) (32,33, 37, 44, 50,74).

P- aeruginosa adernás se caracteriza por ser un patógeno oportun¡sta de incidencia

nosocomial, y es el principal agente de infecciones tanto agudas como crónicas en

humanos que presenten compromiso del sistema inmune, pudiendo afectar el s¡stema

respiratorio principalmente en pac¡entes con fibrosis quística, el tracto ur¡nario,

colon¡zar dispositivos médicos como catéteres y otros implantes, heridas y quemaduras

extensas, incluso llegando a causar afecciones sistémicas como la septicemia (28' 79'

98). Estas infecc¡ones presentan un gran desafÍo médico, ya que P. aeruginosa posee

resistenc¡a intrínseca a numerosos antibióticos (46). Algunos de los mecan¡smos

asociados a la resistencia a múltiples drogas es la disminución de la expresión de



porinas de membrana, el engrosamiento de la pared celular y el aumento en la

producción de exopolisacárido, y el transporte activo de drogas al efer¡or de la célula,

mediado por bombas de eflujo RND (Resistance-Nodulation-Cell Division), o bombas

tipo Mex (2, 65, 107).

1.1. Virulenc¡a en Pseudomonas aeruginosa

Gran parte de la ürulencia de P. aeruginosa se ha atribuido a su habilidad para

secretar numerosos compuestos tóxicos y degradativos, incluyendo proteasas y

exotoxinas, entre otros. Los factores de virulencia han sido definidos por A. Casadevall

como cualquier componente microbiano capaz de causar daño al hospedero (14), y P.

aeruginosa posee un arsenal de e¡los. Además de los ya mencionados que se

consideran como factores de virulencia clás¡cos, ex¡slen otros que le permiten colonizar

y sobrev¡v¡r en el hospedero como exopol¡sacár¡dos, el s¡stema de secrec¡ón tipo 3

(T3SS), mecanismos de adherencia y formación de biopelícula, que son regulados por

complejas y extensas vías de señalización que sensan moléculas externas y

endógenas.

Probablemente el sistema más estud¡ado en P. aeruginosay otros Gram negat¡vos

es el s¡stema de comunicac¡ón bacteriana mediado por N-acil homoserina lactonas

(AHL), o "Quórum sensing" (QS) (29, 85). Las AHL consisten en una cadena de ác¡dos

grasos de cadena variable unida por un enlace peptídico al anillo lactona (30). Estas

son s¡ntetizadas por proteínas de la familia Luxl, y son sensadas por proteínas que son

además reguladores transcripcionales, de la fam¡lia LuxR- Luego de que una cierta

concentración umbral de AHL es producida (que se correlaciona con la densidad
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celular), se forma un complejo entre la AHL y la proteína receptora LuxR endógena,

permit¡endo su un¡ón al ADN (39, 40).

En P- aeruginosa ex¡sten dos sistemas QS de este tipo que t¡enen una relaciÓn

lerárquica: el s¡stema Las y el Rhl. El pr¡mero se compone de la sintasa Lasl, la cual

sintetiza 3-oxo-C12-HL, la que es reconocida por el regutador transcripcional LasR, y el

segundo posee una sintasa de C+HL, Rhll, y el regulador RhlR (93,94). El s¡stema

Las regula la expresión de múltiples factores de virulencia relacionados con la fase

aguda de la ¡nfección y el daño celular en el hospedero, incluyendo las elastasas LasA

y LasB, la exotoxina A y proteasas alcalinas, además de activar el s¡stema Rhl y a sí

mismo, de forma que la activación del sistema LaslR produce una retroalimentación

pos¡t¡va y permite la act¡vación más tardía del sistema RhllR (42,54, 69, 125). Este

último también genera una retroal¡méntación positiva, además de inducir la expresión

de otros genes como los responsables de la síntesis de ramnolípidos que actúan como

surtactantes durante de la ¡nfección, y de reprimir Ia expresión de los genes

relacionados con el T3SS (9). Adicionalmente a los sistemas LaslR y RhllR existen

varios homólogos de LuxB sin su par Luxl, los cuales se han denom¡nado homólogos

LuxR huérfanos. Uno de ellos es la proteína QscR, la cual forma complejos con LasR y

RhlR retardando la expresión de factores de virulenc¡a en estadios tempranos, lo que

dism¡nuye la virulencia in vivo e in vitro (70). Otros reguladores conocidos hasta el

momento que contribuyen a la temporalidad y n¡vel de expres¡ón de estos sistemas QS

son: RsaL (represor transcripcional del sistema Las) (23), QteE (previene la

acumulación postraducrional de LasR y de RlhR) (113) y QslA (previene la activac¡ón

temprana de los sistemas de QS formando compleios con LasB que impiden su unión

al ADN) (108).



Existe otro sistema autoinductot en P. aeruginosa que se activa en forma similar a

los mencionados, pero se basa en moléculas derivadas de quinolonas llamadas PQS

(Pseudomonas Ouinolone Signal) que al llegar a una concentración umbral, se unen a

un receptor (MvfR o PqsR) que regula la expresión de genes relacionados con la

síntesis de PQS y de fenacinas como el pigmento tóXco p¡ocianina (13, 25). Otros dos

reguladores son MvaT y MvaU, que también están involucrados en la síntesis de POS.

Al mutar estos reguladores aumenta la resistencia a antibiÓticos y la producción de

lectinas PA-IL y de piocianina, pero hay datos que sugieren que podrla mediar la

síntesis de estos compuestos directamente. También se ha demostrado que MvaT por

si sólo es un regulador global de los genes de v¡rulenc¡a en P. aeruginosa y es capaz

de repr¡mir la expresión de las bombas MexEF-OprN (27, 65, 126, 131).

A pesar de todo el conocimiento que se ha acumulado en relac¡ón a Ia

comunicación en P. aeruginosa, falta todavía mucho por saber con respecto a la

interconexión de estos sistemas, la regulación de su expres¡ón y de los factores de

virulencia, y más importante, su relación con el proceso infect¡vo y el desarrollo de la

enfermedad. Además, la patogénesis y el proceso ¡nfect¡vo son mult¡factoriales, y el

estado fisiológico del hospedero y del s¡tio de infección afecta la combinac¡ón de

factores de virulencia que contribuyen para generar la enfermedad.

1.2. Los Pol¡fosfatos en P. aeruginosa

Los polifosfatos inorgánicos (poliP) (Figura 1) son macromoléculas de decenas o

centenas de res¡duos de ortofosfato (Pi) unidos por enlaces fosfoanhídrido de alta

energía. Estos polímeros se encuentran ampliamente distribuidos en Arquea, Bacteria

y Eucaria, y se asocian a numerosas func¡ones biológicas, incluyendo el crec¡m¡ento

celular, la respuesta al estrés físico y químico, y la adaptac¡ón a ambientes extremos.
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Además de ser sintetizados como reserva de fosfato y energía,

generac¡ón de nucleósidos trifosfato y Pi (62, 1 09, 134).

es sustrato para la

F¡gura 1. Molócula de pollfosfato. El valor de n puede variar dependiendo del tipo de célula y

el gstado en que se encuentre.

En bacterias, el pol¡P es sintet¡zado por enzimas denominadas polifosfato quinasas

que polimer¡zan el fosfato term¡nal de los nucleótidos trifosfatos en la cadena de poliP,

siendo la polifosfato quinasa 1 (PPK1) la principal enzima responsable de su síntesis, y

es degrada por una exopolifosfatasa que libera moléculas de ortofosfato desde los

extremos de las cadenas de poliP. La enzima PPKI está altamente conservada, pero

fue descubierta in¡c¡almente en la bacteria Escherichia col¡ por A. Kornberg y cols. (63).

Fue descrita como un homotetrámero que se une a la membrana celular y catal¡za la

síntesis procesiva del polifosfato a partir del ATP. Aunque la reacc¡Ón es reversible, el

equllibr¡o está desplazado hacia la síntesis del poliP (64). La misma func¡ón y enzima

fueron descritas para Pseudomonas aeruginosa en 1997 por A. Kuroda y A Konberg

(67), s¡n embargo se encontrÓ que al hacer mutantes nulos para la enzima PPKI en

esta bacteria, se detectaba hasta un 2oolo de los niveles de poliP normales en la célula,

lo que posteriormente se atribuyó a la presencia de la enzima polifosfato quinasa 2

(PPK2), un parálogo del gen ppkl capaz de sintetizar poliP. Sin embargo' la activ¡dad

enzimática de la PPK2 difiere de la PPKI en dos puntos pr¡ncipales: (¡) utiliza GTP y

ATP como sustrato para la síntes¡s de poliP, y (ii) cataliza mayoritariamente la síntesis
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de GTP a partir del polifosfato (activ¡dad nucleósido bifosfato qu¡nasa) a una tasa 75

veces mayor que la síntesis de poliP (51 , 87) (Figura 2). Estas dos famil¡as de enzimas

están altamente conservadas, encontrándose ortólogos en más de 100 especies

procar¡ontes, muchas de ellas patógenas. Curiosamente, aunque el poliP está presente

en todas las células v¡vas, hay bacterias que presentan sólo la enzima PPK'I, sólo la

PPK2, ambas o ninguna de ellas (102, 138).

La obtención de mutantes de la enzima PPKf en numerosas bacterias ha permitido

v¡slumbrar otros roles de esta macromolécula, dist¡ntos al de fuente energética o al

simple almacenaje de fosfato.

Pol¡P..r + NTP Pol¡P" + NDP

NDP: GDP > ADP

F¡gura 2. Ecuac¡ones de las actiüdades de las enz¡mas PPKI y PPK2'

Se ha descr¡to que el poliP puede inhibir la degradación del ARN, participar en la

estructuración de canales de membrana y contribuir a la resistencia frente al estrés

generado por calor, agentes oxidantes, cambios osmót¡cos, ac¡dez, antibiÓticos y la

radiac¡ón, entre otros (36, 56, 64, 100-102). Específicamente en P. aeruginosa, los

mutantes del gen ppkl presentan defectos tanto estructurales como func¡onales

incluyendo la compactación del nucleoide, la distorsión de la envoltura celular y un

déficit en la producción de los exopolímeros, hac¡éndola por tanto suscept¡ble a la

acc¡ón de ant¡bióticos y la desecación (36). Además, los mutantes ppkl en P.

PoliP" + NDP

PPKl

-+ (-
NDP: ATP > GTP > UTP > CTP

PPK2

+ e PoliP".r + NTP



eeruginosa eslán afectados en los distintos t¡pos de mot¡l¡dad (103)' y aunque poseen

flagelo y pili aparentemente normales, estos no son funcionales para la motilidad y

tampoco para la adhesiÓn al sustrato, to que constituye el primer paso en la formac¡ón

de las biopelículas. Por otro lado, se han visto alteraciones en la comunicac¡ón celular

del tipo "quorum sens¡ng" ya que producen bajas cantidades de moléculas

auto¡nductoras. Como resultado, estos mutantes son deficientes en la formación de

una biopelícula con estructura normal 'tridimensional, en la producción de diversos

factores de virulencia y en el desarrollo de una infección en modelo de ratÓn quemado,

donde su letalidad se ve disminuida (105). Ad¡cionalmente, otros estudios en d¡stintas

bacter¡as patógenas también muestran defectos en el créc¡miento y producción de

factores de virulencia cuando se muta el gen ppkl. Por ejemplo, mutantes de

Salmonellay Shiegella muestran defic¡encias en la ¡nvasiÓn de células ep¡tel¡ales (56),

mutantes de Nelsserra meningit¡dis son más propensos a ser elim¡nados por el suero

humano (124) y mutantes de Campylobacter ieiuni son defectuosos en la colonizac¡ón

de pollos y sobrevivenc¡a en el ¡ntestino humano (55).

La enzima PPKI ha sido ampliamente estudiada en muchos modelos bacterianos,

y en comparación poco se conoce con respecto a la PPK2. S¡n embargo, se han

realizado estud¡os que asocian la activ¡dad de PPK2 con procesos prop¡os de la fase

estacionaria del crecimiento bacteriano, ya que es en esta etapa cuando su actlvidad

aumenta más de 1OO veces. Aquí el GTP es ut¡lizado en la síntesis del alginato (entre

otras funciones), exopolisacárido esenc¡al para la v¡rulencia de P. aeruginosa (51, 1061.

Por otro lado, se ha demostrado paru Mycobacteium tuberculosis Y Mycobacterium

smegmatis que la PPK2 cumple un ¡mportante rol en la superv¡vencia al estrés por

acidez, hipoxia y calor (120, 121).



Todo esto convierte al metabolismo de los pol¡fosfatos en un blanco deseable para

la construcción de nuevos antibióticos que, en vez de crear una presión selectiva para

el desarrollo de mecan¡smos de resistencia al buscar la muerte del microorganismo,

busquen d¡sminuir o elim¡nar la producción de factores de virulenc¡a que generen daño

y evadan las defensas del hospedero.

Debido a que alteraciones en el metabol¡smo de los polifosfatos generan múltiples

efectos estructurales y funcionales, la relaciÓn entre el genot¡po y los fenotipos

observados puede dilucidarse med¡ante la aproximación de Biología de Sistemas, en la

cual se util¡zan técnicas de rastreo masivo en distintas escalas, como la proteómica

cuantitat¡va y los m¡croarreglos fenotípicos.

1.3. El pez cebra como modelo de infección bacteriana

El pez cebra (Danio rerio\ es un pequeño pez teleósteo de agua dulce que ha sido

ampliamente util¡zado como modelo de estudio en biologÍa del desarrollo por más de

1OO años, aunque estos extensos estudios han ayudado a dilucidar problemát¡cas de

otras áreas debido a su s¡mil¡tud con modelos mamíferos. Algunas de las numerosas

ventajas que popularizaron al pez cebra como modelo an¡mal no mamífero es su fácil

ctianza y mantención en el laboratorio, su tiempo generacional relativamente corto y su

numerosa progenie, lo que facil¡ta estudios a gran escala (una hembra puede poner

hasta 200 huevos por semana); tanto la fertilización como el desarrollo son externos, y

los embriones son transparentes lo que perm¡te manipularlos con fac¡lidad.

El pez cebra es también un excelente modelo para realizar genética directa, su

genoma actualmente está siendo secuenciado y los mutantes son relativamente

s¡mples de obtener y rastrear. Para estudios genéticos se han desarrollado mutantes



de inserción, transgén¡cos y morfantes entre otros. Todo esto ha perm¡tido el desarrollo

de la invest¡gación bioméd¡ca, además de estud¡os de comportamiento, neurob¡ología,

tox¡cología, farmacología e inmunología, basándose en su utilización como modelo de

enfermedades humanas (119). Una característica ¡mportante de este pez es que

presenta tanto inmun¡dad ¡nnata como adaptat¡va, las que se asemejan a las

observadas en mamÍferos. La primera respuesta inmune en aparecer es la innata, la

cual es observable en etapas tempranas del desarrollo embrionario, sin embargo el

completo desarrollo de la respuesta inmune adaptativa se alcanza entre las 4 y 6

semanas post fertilización, lo que permite el estud¡o de ambos sistemas por separado

(77). Esto ha llevado al uso del pez cebra como modelo de infección de numerosos

patógenos, incluidos los humanos, s¡endo especiatmente Út¡l para el estudio de

patógenos oportunistas en etapas tempranas del desarrollo larval, donde sÓlo se

encuentra presente la respuesta inmune innata.

Para los estudios de infección en larvas de pez cebra con distintos patógenos' y

espec¡almente con P. aeruginosa se han desarrollado métodos invasivos en los cuales

se inyecta una alta carga bacteriana directamente al torrente sanguíneo, ya sea por la

vena caudal (1'1, 127), el valle circulatorio de v¡telo (16, 96), o intraper¡tonealmente

(49), depend¡endo de la bacteria utilizada. Además de la alta mortalidad que genera

este procedimiento, es poco útil para estudios masivos donde se busque probar

dist¡ntas cond¡c¡ones, por lo que es deseable el uso de técn¡cas menos compl¡cadas

como la inmersión estática (coincubac¡ón con bacter¡as). Se ha reportado el uso de

esta técnica de forma eficiente para estudios de infección y enfermedad con

microorganismos patógenos de peces, como las bacterias Edwardsiella tarda (1281'

Flavobacterium columnare (20) y Mycobacter¡um marinum (22), y algunos virus como

el rhabdovirus de septicemia hemorrágica (VHSV) (31 , 88). En este Último se
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comprobó que sólo la incubación con alta carga viral (alrededor de '106 virus/mL) y a

baja temperatura (14-16C), cond¡ciones que podrían extrapo¡arse para la ¡nfecc¡ón con

otro tipo de bacterias. A nuestro conoc¡miento, sólo se ha intentado la ¡nmers¡ón

estática como método de infección en el género Pseudomonas en estud¡os de la

m¡crob¡ota intestinal en peces gnotobiót¡cos (6). S¡n embargo, esto sienta un

precedente para el uso de esta técnica en el estudio de la v¡rulonc¡a o de la

enfermedad generada por otras bacterias de este género.

Además de E. coli,el organismo modelo P. aeruginosa PAOI es el que concentra

el mayor número de estudios en el metabolismo de los polifosfatos, es de lácil

mantenc¡ón y crecim¡ento en el laborator¡o, y presenta su genoma secuenciado y

disponible. Además, poseemos mutantes por transposición de los genes ppkl y ppk2

(Jacobs y col., 2003). Por estas razones, sumado a la falta de conocimienlos acerca de

los efectos globales de las mutaciones en los genes ¡nvolucrados en Ia síntes¡s de

poliP y en especial el gen ppkz, nos hemos propuesto hacer estudios comparat¡vos del

proteoma y de los fenolipos asociados a la carencia de polifosfato en los mutantes

ppkl y ppk2.

1.3. Hipótesis

Las mutac¡ones en los genes de la síntes¡s de los pol¡P (ppkl y ppk4 en

Pseudomonas aeruginosa PAO1 generan efectos similares observables a nivel

proteómico, fenotip¡co y de virulencia.
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1.4. Ob¡et¡vo general

Realizar estudios comparativos a nivel proteómico, fenotipico y de la virulenc¡a de

la bacteria Pseudomonas aeruginosa PAO1, comparando la cepa silvestre con los

mutantes de las enzimas PPK] y PPK2.

1 .5. Obietivos específicos

1 . Evaluar las d¡ferencias fenotípicas observables entre las cepas mutantes ppk, y

ppkz con la cepa silvestre de P. aeruginosa PAOí , enfocándose en los

fenotipos relacionados con factores de virulencia.

2. Realizat análisis comparativos cuant¡tativos de los ,enotipos de las cepas

s¡lvestres y mutantes mediante microarreglos fenotíp¡cos (Phenotype

MicroArrays',).

3. Realizar análisis comparativos de los proteomas totales de las cepas silvestre,

mutante del gen ppkl y del gen ppkz medianle proteómica cuantitativa usando

marca¡e con ICPL (marcaie ¡sotóp¡co diferencial de proteÍnas).

4. Anal¡zar mediante algoritmos bioinformáticos los resultados obtenidos de los

m¡croarreglos fenotípicos y del proteoma.

5. Determinar las diferenc¡as en la virulencia de las d¡stintas cepas en un modelo

de infección an¡mal con el pez cebra (Danio reriol.
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2, MATEBIALES Y MÉTODOS

2.1. Cepas bacterianas

Las eepas mutantes de P. aeruginosa PAOI se obtuvieron de la librería de

mutantes por transposición de Jacobs y cols. (52). Estas cepas y las demás utilizadas

en este estud¡o se muestran en la tabla a continuac¡ón.

Tabla 1, Cepas bacterianas utll¡zadas en este estudio.

PAO1 Cepa silvestre 152)

Mutante ppk7. Cepa derivada de PAOI con un
PW9826 cassette de resistencia a tetrac¡clina insertado (52)

2.2. Medios de cult¡vo

Las bacter¡as se crecieron rutinariamente en medio Lur¡a-Bertani (LB, 10 g/L de

tr¡ptona, 5 g/L de extracto de levadura y 5 g/L de NaCl a pH 7) suplementado con

50 pg/mL de tretac¡cl¡na para las cepas mutantes ppkl y ppk2. El medio LB sólido se

preparó en placas Petr¡ con medio LB y agar al 1,5 'k, y se suplementaron con

antibióticos cuando f ue necesario.

en el gen ppkT (PA5242)i Mini-TnSTet'

Escherich¡a col¡

Ag robacter¡ u m tu mef ac¡e n s

t2

Descripción

F 080d/acZAM15 L(lacZYA-arynU169 recAl
endAl hsdRl\tk' m¡'\ phoA supE44 

^ 
thi-1 (45)

gyrA96 relAl

Derivado de NTl (Afrañ con una deleción
interna del locus felo58, Afecs8, Tc", Fusión (73)

de frac con /aczen el plásmido,



Las bacterias utilizadas para los experimentos de proteómica cuantitativa, los

ensayos de infecc¡ón en pez cebra y la correspondiente medición de s¡deróforos,

fueron crecidas en medio NGM (Nematode Growth Media, 2,5 gll de Peptona, 3 g/L de

NaCl, 1 mM MgSO4, 1 mM Caclz, 5 pg/mL de colesterol, agat al 1,7y" y tampón K-Ph

equivalente a 25 mM de fosfato a pH 6), que se modif¡có sacándole el colesterol,

disolviendo los componentes en agua nanopura y, cuando fue necesario,

suplementándolo con glicerol al 1%. Este medio también fue utitizado como caldo s¡n

agregarle el agar. En los casos donde se requirió cultivar a las bacterias en carencia de

fosfato no se agregó el tampón K-Ph, y el pH del medio se ajustÓ con HCl. Esta

condición se llamó bajo fosfato (JPi) y el medio con K-Ph, alto fosfato (lPi). Para la

evaluación del crecimiento bacteriano y la producción de sideróforos, además de la

extracción de aciFhomoserina lactonas, las bacterias se crecieron én este mismo

medio suplemenlado con glicerol al 1%.

Los ensayos de identificación de acil-homoserina lactonas se realizaron con el

biosensor Agroóacte um tumefaciens NTL4. Esta cepa fue crecida en placas o cultivos

líquidos, con medio LB o AB mínimo (KrHPO4 3 g/L; NaHzPO+ 1 g/L; NH4CI 1 g/L;

MgSO4.THrO 0,3 g/L; KCI 0,15 g/L; CaCle 0,01 g/L; FeSO4 THrO 2,5 mg/L; glucosa

0,5%), suplementado con 25 ug/mL de gentamic¡na.

2.3. Curuas de crecimiento

Las bacterias se crecieron en matraces Erlenmeyer de 1 litro con 200 mL de medio

NGM +glicerol 1% ¡Piy JPi. Los inóculos se hicieron a partir de cultivos de noche con

antibióticos, los que fueron lavados 3 veces con el med¡o en el cual se iban a incubar

luego de centrifugar las células a 8.000 9 por 5 m¡n. Se agregó la cant¡dad necesaria

de estas células lavadas de forma que el matraz quedara con una densidad óptica a
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600 nm (DO6oo) de 0,05. Los cultivos en triplicado se incubaron a 37C y 175 rpm.

Cada una hora se tomaron alícuotas de cada cult¡vo y se les mid¡ó lá DO5se en un

espectrofotómetro.

2.4. Med¡c¡ón de sideróforos y piocian¡na

2.4.1. Ensayos de d¡fus¡ón en agar CAS para sideróforos

La medición de sideróforos totales se realizó según el método modificado para

fluidos biológicos de S. H. Shin y cols. (112), el cual se basa en la capacidad del cromo

azurol S (CAS) de quelar h¡erro, cambiando su color de naranja a azul. Brevemente,

60,5 mg de CAS se d¡solvieron en 50 mL de agua nanopura y se mezclaron con 10 mL

de una soluc¡ón con 1 mM FeCl-oHzO y 10 mM HCl. A esta mezcla se agregaron 40

mL de agua con 72,9 mg de HDTMA y se autoclavó. Paralelamente se preparó una

solución con 15 g de agar y 30,24 g de PIPES en 900 mL de agua nanopura y se

ajustó el pH a 6,8. Luego de autoclavar se mezcló con la solución anter¡or. Se vertieron

25 mL en placas Petri, y una vez gelificadas se les hacen agujeros de 5 mm de

d¡ámetro con un peñorador.

Para hacer la curva de calibración se ut¡lizó Desferal (mesilato de deferoxam¡na),

un sideróforo comerc¡al derivado de Streptomyces p¡losus, el cual fue diluido a distintas

concentraciones en agua, NGM tP¡ y IPi, y NGM +glicerol l"k ¡Piy JPi (Figura 3). Se

pusieron 50 pL de soluciones en distintos medios (agua, NGM 1P¡ y JP¡, NGM +glicerol

1ok ¡Pi y JPi) de d¡luciones ser¡adas 1 :2 a parlir de una solución 5 mM. Las placas se

incubaron a temperatura ambiente entre 2 y 5 días, luego de Io cual se midió el

d¡ámetro del halo y se estandarizó por la DOsoo.
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B Curva de calibrac¡ón de Desferal
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Flgura 3. Curva de calibración dé mes¡lato de deféroxam¡na (desferal) en placas CAS. (A)

Ensayo de difus¡ón en placas CAS para d¡st¡ntas concentraciones de desferal (de izquierda a
derecha, diluciones ser¡adas 1/2 desde 5 mM a 0,039 mM), diluido en medio NGM1P¡ (arriba) y
NGMJP¡ (abajo). (B) Curva de calibración de desferal en placas CAS d¡luido en dist¡ntos
medios. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes t error €stándar.

Las curvas de desferal en los distintos med¡os difieren ligera pero

signif icativamente (P< 0,0001), por lo que se utilizaron ,as ecuaciones de las rectas de

forma específica para cada medio.

Los ensayos de med¡ción de sideróforos en fluidos se realizaron con 50 pL de los

sobrenadantes de cultivos de las cepas de P. aeruginosa PAO1 incubadas en med¡o

NGM +glicerol l%con1Pi y JPi, por3,6y 10 horasa37Cy 175 rpm.

2.4.2. Med¡ción espectrofotométrica

Debido a las d¡ferencias en los protocolos de medición de la absorbancia de los

distintos s¡deróforos de P. aerug¡nosa PAOI encontrados, se real¡zaron barridos de
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longitudes de onda entre 200 nm y 500 nm de soluciones puras de p¡ocian¡na y

p¡overd¡na (Sigma-Aldrich) en distintos medios (agua, NGMIPi y JPi, NGM +glicerol 1olo

lPi y JPi), para determ¡nar la long¡tud de onda a la que se observa un mayor p¡co de

absorbancia, Para este ensayo sólo se consideró a la pioverdjna dentro de los

sideróforos, y la piocianina ya que existen en forma comerc¡al y por lanto pueden

ocuparse como referencia.

En los espectros se observó un máx¡mo de absorbanc¡a a los 311 nm para la

p¡ocianina en lodos los medios probados (F¡gura 4A-E), mientras que en la pioverdina

se observaron distintos picos de absorbancia según que esté disuelta en agua (379

nm, F¡gura 4F) o en los medios de cult¡vo, y difiere además entre los med¡os con alto

fosfato (386 nm) o bajo fosfato (383 nm). Esta últ¡ma variac¡ón es tan sólo de 3 nm,

pero es consistente tanto para los med¡os suplementados con glicerol, como para los

no suplementados (Figura 4G-J). Por esta razón, las med¡ciones se realizaron

utilizando la long¡tud de onda especÍfica para cada medio de cultivo donde se crecieron

las bacterias-

Con los compuestos puros se realizaron curvas de calibrac¡ón, mid¡endo la

absorbancia de las soluciones estándar a la long¡tud de onda asociada a cada medio

(F¡gura 5). Las pendientes de las curvas en los distintos medios son muy d¡stintas para

el caso de la p¡ocianina (P<0,0001), y levemente d¡st¡ntas para la pioverd¡na (P=0,053)

por lo que se ut¡l¡zaron las ecuaciones de forma específ¡ca para el med¡o en el cual se

realizó el cultivo y por tanto la medición de absorbanc¡a. Estas curvas se utilizaron para

la cuantificación de los p¡gmentos tóx¡cos en los cultivos de las d¡stintas cepas de P

aerug¡nosa.
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Solvente

F¡gura 4. Espectros de absorc¡ón de la p¡ocian¡na y p¡overd¡na en los d¡st¡r os med¡os.
(A-E) Barrido espectrofotométrico entre 200nm y 500nm para soluciones de piocianina a una
concentración de 12,5 Ug/mL. (F-J) Barido espectrofotométr¡co para soluciones de pioverdina a
'100 !g/mL entre 300nm y 500nm (F) y a 90 !g/ml entre 200nm y 500nm (G-J). Los sideróforos
se disolvieron en agua destilada (A y F), med¡o NGMIPi (B y G), medio NGMJPi (C y H), medio
NG|\4+gl¡cerol 1% tPi (D y l), y medio NGNl+gl¡cerol 1olo lPi (E y J). Las flechas indican los picos
de máxima absorbancia junto con la ¡ong¡tud de onda correspondiente.
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NGM 1Pi +glic1.¿ (336ññ)
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m&6080
Conccntfac¡ón (pgy'ml)

Figura 5. Curvas de calibrac¡ón de la p¡overd¡na y la piocianina en los dist¡ntos med¡os,

SJ midió la absorbanc¡a de soluciones con distinta concentración de pioc¡an¡na (arriba) y
piovordina (abajo) en los med¡os NGM con lP¡ y JPi, y NGM rglicero¡ 1% con lPi y JPi La
piociania se m¡á¡ó a gl f nm en todos los medios, y la pioverdina a 386 nm en medios con alto

foslato, y a 383 nm en medios con bajo fosfato.

Para evaluar directamente la producción de pioverdina y pioc¡an¡na en medios sin

metales, se tomaron alícuotas de cultivos de las disiintas cepas de P. aeruginosa a las

3, 6 y 10 horas de ¡ncubac¡Ón en med¡o NGM +glicerol 1olo en lPi y JPi, ¡ncubados a

37C y 175 rpm. Se separó el sobrenadante de las células evitando cambiar la

conformación de tos compuestos y se midió directamente la absorbancia a las

longitudes de onda asociadas a etlos. Esto también se realizÓ paru los cult¡vos

destinados a la incubación con los peces, los que se crecieron en medios NGM con lPi

y JPi. Todas las medic¡ones se estandarizaron por la Doooo de los cult¡vos.
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2.5. Detección de ac¡l-homoserina lactonas (AHLS) en cultivos líquidos de P.

aefuginosa

Con el fin de comparar la producciÓn de AHLS entre las cepas mutantes de los

genes ppkT y ppk2 y la silvesfe, se crecieron todas las cepas en medio NGM

+gliceroll% con lP¡ y JPi en matraces Erlenmeyer de'l L con 310 mL de cultivos

ajustados a una DO6oo=0,05, y se ¡ncubaron a 37§ Y 175 rpm Se tomaron alícuotas

de 1oo mL de cada cultivo a las 3, 6 y lo horas de incubac¡Ón para la extracción de

AHLS, y en cada tiempo se midiÓ la DO6oo y la producción de pioverdina y piocianina.

2,5.1. Extracc¡ón orgánica de AHLs

La extracción orgánica de AHLS de los cultivos se realizó según los métodos

descritos anteriormente (34, 82), pero con algunas modificaciones para la extracciÓn en

cultivos no estacionar¡os de P. aeruginosa. Brevemente, se centrifugaron 100 mL de

cultivo bacteriano a 3.300 g por 30 minutos para remover las bacter¡as y se exfajeron

las AHLs del sobrenadante 3 veces con 0,5 volÚmenes de diclorometano. Los extractos

en dicloromeiano se secaron con sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y secaron

por rotaevaporación a sOC. Los residuos se disolvieron en acetato de etilo y se

concentraron de forma que los extractos de los cultivos con menor densidad óptica se

disolvieron en 5OO UL y los demás se ajustaron en relación á su DO6se. Estas muestras

se guardaron a -20C hasta su separación cromatográfica.

2.5.2. Separaclón de los extÍactos orgán¡cos por cromatografía en capa fina

Los extractos se separaron en placas cromatográficas con una matriz C1s de fase

reversa (Merck) según lo descr¡to anteriormente (8, 110). En cada placa se pus¡eron

estándares de distinto largo de cadena de 3-ac¡l-homoser¡na lactonas y 3-oxo-acil-

homoserina lactonas y 10 pL de cada muestra, y se corr¡eron 3 vsces en metanol al

607. como fase móvil.
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2,5.3. Ensayo de biosensor para la detecc¡ón de AHLS

Una vez corridas y secas las placas de cromatografía en capa fina (CCF) se

revelaron con el b¡osensor de AHLs A. tumefaciens NTL4 (pZLR4), el cual carece del

gen fraB y presenta una fusión de los genes /aczcon frac en trans (34,73' 110)..

Para realizar el ensayo de b¡osensor se ut¡l¡zó como inóculo un cultivo de noche en

LB con gentamicina, d¡luyéndolo 1OO veces en med¡o AB mínimo. El cultivo se incubó a

28-3OC por 8 horas con agitación, luego de lo cual se mezcló el cultivo con ¡gual

volumen de agar al 11", se agregó X-gal (80 pg/mL) y se vertió de forma pareja sobre

la CCF. Luego, se incubó protegido de la luz a 28-30C por 48 horas.

2.6, M¡croareglos fenotíp¡cos

Las cepas mutantes y si¡vestre de P. aeruginosa PAOI crec¡das en LB-agar fueron

enviadas a B¡olog@ (EE.UU.) para el análisis. La metodología patentada consiste en

crecer las bacterias en medios específicos distribuidos en placas de 96 poc¡llos, donde

cada poc¡llo corresponde a un ensayo fenotípico. Los ensayos se realizaron con

fuentes determinadas de carbono, n¡trógeno, fÓsforo, azufre, pépt¡dos, osmol¡tos y pH

(pruebas metabólicas), y modios con distintos compuestos quím¡cos para evaluar la

sensib¡l¡dad de las cepas. A estos medios se les agregÓ un compuesto llamado violeta

de tetrazolio, el cual es un ¡ndicador de la respiración celular incoloro en su forma

oxidada, y camb¡a de color a violeta al ser reducido por el NADH generado durante la

respiración celular. Este cambio en el color en el medio es cuant¡ficado en el tiempo

con el equ¡po Omnilog'", lo que permite comparar el crecimiento de las cepas

mutantes con la cepa control (silvesÜex10).
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2.6.1. Anál¡s¡s de los datos

Los datos crudos de la respiración celular cuantificados mediante el cambio

colorimétrico del violeta de tetrazolio, fueron normalizados por los valores de la cepa

silvestre de forma que los valores mayores a 1 se consideraron como ganancias

fenotip¡cas (el mutante creció más que el control), y los valores menores a 'l como

pérd¡das fenotíp¡cas (el mutanle creció menos que el control). Adic¡onalmente, se

calculó el negat¡vo del inverso multiplicat¡vo de los valores menores a l, para así

obtener un valor que ¡ndique de mejor forma cuántas veces dism¡nuyó el crecim¡ento

de la cepa mutante en relación al control. Sólo se consideraron como s¡gnificativos los

valores mayores a 1,5 y menores a -1,5, es dec¡r un aumento o una dism¡nución en el

crecimiento de un 50%, Con estos datos se realizaron análisis de agrupamiento con el

programa Multiexper¡ment V¡ewer (MeV versión 4.6).

2.7. Comparac¡ón de los proteomas totales de las cepas de P. aeruginosa en

distinta disponibil¡dad de fostato

Para comparar los cambios en la expresión de proteÍnas en la cepa silvestre de P.

aeruginosa al enfrentarse a una carenc¡a de fosfato, y en los mutantes de la síntesis de

polifosfatos en la misma condición, se utilizó la técnica de marcaje isotópico de

proteínas pa'a analizar los proteomas totales de las cepas en las condic¡ones

menc¡onadas.

2.7.1. Prcparución de los extractos totales de proteínas

Las cepas fueron crecidas en med¡o NGM suplementado con 20 mM de fosrato

inorgánico para la condición de exceso de Pi, y sin fosfato para la carencia de Pi. Se

realizaron cultivos en tripl¡cado en matraces de 500 mL con 100 mL de medio,

inoculados a partir de un precultivo de noche 6n LB prev¡amente lavado 3 veces con
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medio NGM. Las réplicas se juntaron y se centrifugaron por med¡o hora a 3.300 9 a

temperatura amb¡ente. Se descartaron los sobrenadantes y los prec¡p¡tados celulares

se resuspend¡eron en 2 mL de la solución tampón de son¡cación (Tr¡s-HCl 50 mM).

Éstos se traspasaron a tubos de 1,5 mL y se lavaron con la solución tampón 3 veces

luego de centrifugar a 13.200 rpm a 4C por 5 minutos. El prec¡p¡tado se resuspend¡ó

en 0,8 mL de tampón de sonicación con inhib¡dor de proteasas (9 tlL de PMSF 1 mM) y

10 pL de RNasa (10 mg/mL), y se l¡saron las células mediante sonicación en h¡elo con

4 c¡clos de 30 segundos con intervalos de detención del mismo tiempo, hasta que se

el¡m¡nó la turbidez. Poster¡ormente, se agregaroñ 10 FL de DNasa (f 0 mg/mL) y se

¡ncubó en hielo por 10 minutos. La concentrac¡ón de proteínas de la suspensión se

midió por UV con un Nanofotómetro (con la celda LaberlcuardrM M¡croliter, Protein-Uv

Mode, NanoPhotometerr, IMPLEN, Versión 2.1,), Luego, se precipitaron 800 pg de

proteínas del extracto libre de células con el sistema Ready-Prep 2D Cleanup (Bio-

Rad@, USA). Los prec¡pitados secos de proteínas fueron guardados a -20C y se

enviaron al Centro Nac¡onal de B¡otecnología de Madrid (España) para su poster¡or

anál¡s¡s.

2.7.2. Anál¡s¡s del proteoma total mediante marca¡e ¡sotópico

El anál¡sis de los proteomas fue realizado en la Un¡dad de Proteóm¡ca del Centro

Nacional de BiotecnologÍa de l\¡adrid, España. La técnica de proteómica cuantitativa

desarrollada por este centro es el marcaie ¡sotópico de proteínas (lsotope-Coded

protein Labeling, ICPL) (90), la cual se basa en el marcaje diferencial de las muestras

con el reactivo de ICPL (una muestra con el ¡sótopo liviano y la oira con el pesado).

Las comparaciones realizadas en este estudio fueron: PAOI silvestre en NGM JP¡

vs. silvesüe en 1P¡, mulante ppkT en NGM .f P¡ vs. s¡lvestre en IP¡, y mutante ppkz en

NGM JPi vs. silvestre en JPi.
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Para el ensayo, 100 pg de cada muestra fueron resuspendidos en una soluc¡ón

con urea I M y b¡carbonato de amonio 25 mM, luego reducidos con reactivo de Cleland

(DTT) y alquilados con iodoacetamida. La mezcla fue somet¡da a una electroforesis

monodimensional en condiciones denaturantes (SDS-PAGE), y Ias bandas obtenidas

se cortaron y se digir¡eron con tr¡ps¡na a una razón de 20:1 ¡ncubándola toda la noche a

37C. La d¡gest¡ón fue secada y luego de remover la urea se marcaron los péptidos con

el isótopo liviano (silvestre en NGM JP¡) y el posado (silvestre en NGM lPi y mutantes

ppkl y ppkz en NGM 1Pi), y se mezclaron en proporciones iguales. Los péptidos

obtenidos se ident¡ficaron por cromatografía líqu¡da acoplada a ¡on¡zación electrón¡ca

en forma de "spray" y cuant¡ficados mediante espectrometría de masas en tándem (LC

ESI-MS/MS). Los datos de las fracciones ¡ndividuales fueron procesados mediante el

programa DataAnalysis 3.4 (Broker Dallon¡cs, Bremen, Aleman¡a), y se fijó en un 57o la

tasa de falsos descubr¡m¡entos (False Discovery Rate, FDR) a nivel péptidico. Para la

¡dent¡f¡cación de las proteínas, el espectro MS/N/S (como archivos genér¡cos de

Mascot) lue cotejado con la base de datos de P. aeruginosa (http//www.un¡prot.org).

Se consideraron sólo aquellas proteínas cuant¡f¡cadas con al menos dos péptidos y los

datos se expresaron en Log2 para visual¡zar mejor la variación de cada proteina con

respecto a la s¡tuación control. Por últ¡mo, se consideró como significativa la variac¡ón

de una proteína cuando su tasa de cambio, expresada en Logz, fuera superior a +0,6 o

infer¡or a -0,6 (90).

2.7,3. Análls¡s de los datos de proteómlca

Los cambios significativos encontrados fueron clas¡f¡cados func¡onalmente según la

basa de datos PseudoCAP de la página www. pseudomonas.com (133) y agrupados

por categoría funcional según el código COG de cada proteína para p. aeruginosa

(htto://www.ncbi.nlm.nih.oov/COG/grace/cooenome.cqi?o=287), en función molecular,
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proceso b¡ológico y componente celular según 'GO Term Finder"

(htto://amioo.oeneontoloqv.orq/cqi-bin/amioo/oo.coi), agregando la categoría de factor

de virulencia utilizando la base de datos de "virulence Factors of Pathogenic Bacteria"

(http ://www.mqc.ac-cn^/Fs4-

2.8. Evaluación de la patogenicidad de las dist¡ntas cepas bacter¡anas en el

pez modelo Danio rcr¡o

Con el fin de evaluar y comparar la virulencia de las cepas se desarrolló un método

de infecc¡ón no invas¡vo en el pez cebra (D. reriol, ulilizando larvas de peces silvestres

de la línea Tabs que tiene el genoma secuenciado. Luego de la fecundación, los

embriones se incubaron a 28C en medio embrionario E3 (5 mM NaCl,0,17 mM KCl,

0,33 mM Caolr, 0,33 mM MgSO+, pH 7) hasta las 72 horas post fecundación (hpf).

2.8,1. Método de infección por bacter¡as en el pez cebra

El método de infecc¡ón no invasivo desarrollado para el pez cebra consiste en

incubar directamente los peces en una suspensión bacteriana de alta densidad óptica.

Para esto, los peces de 72 hpl se lavaron 3 veces con medio E3 estéril y se incubaron

a 18-22C por lo menos una hora antes de agregarle las bacter¡as.

Para este ensayo se util¡zaron las cepas de P. aeruginosa PAOI silvestre, los

mutantes ppkl y ppk2, y E. coli DHS1 a modo de control. De cada cepa se hicieron

cult¡vos de noche en medio LB con tetracicl¡na 50 pM para los mutantes ppkl y ppkz.

Los precult¡vos se lavaron 3 veces con medio NGM fresco suplementado con fosfato y

sin fosfato según corresponda. Luego, 500 ¡rL de cada uno se utilizaron como inóculo

para 50 mL de cullivos NGM con y sin fosfato, los que fueron crecidos por 18 horas a

37C y 170 rpm. Se centrifugaron 40 mL de cada cult ¡vo por 30 min a 15000 rpm y el

precip¡tado celular se resuspendió en medio E3 estér¡|, luego se midiÓ la DOooo
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ajustándose poster¡ormente a 1,4. Se tomaron alícuotas de cada suspensión para

luego calcular el título en LB agar sin antibiót¡cos.

La incubac¡ón con bacterias se realizÓ en placas plásticas de 6 poc¡llos, los cuales

contenían 10larvas cada uno en 3 mL de E3 estéril. A cada pocillo se le agregaron

3 mL de las suspensiones bacterianas con DO6so = 1,4, quedando una DO60o final de

0,7 correspondientes a alrededor de 5x108 unidades formadoras de colonias por

m¡lil¡tro (UFC/mL), o de E3 en caso del control, y se incubaron a 18-22C. Los

experimentos se realizaron en 6 réplicas b¡ológicas en semanas d¡ferentes.

2.8.2, Mon¡toreo de la ¡nfecclón y curvas de sobrev¡vencia

Los peces se inspeccionaron visualmente cada una hora para contabilizar los

eventos de muerte, definidos como el cese total del mov¡m¡ento cardiaco, y cualquier

camb¡o en el comportamiento o fisiología normal de las larvas. Los cambios

característicos fueron reg¡strados con fotografías tomadas con una lupa Olympus y un

aumenlo de 1,6X, luego de var¡os de lavados en E3.

Con estas observaciones se creó una escala de infecc¡Ón, basada en estudios de

¡nfecciones virales en larvas de pez cebra (72), donde se clas¡fica la salud de las larvas

basándose en signos macroscópicos de la infección que siguen un patrón predecible,

partiendo de larvas normales (estado 3) que pierden capac¡dad de nado (estado 2), la

reacción refleja al tacto, camblos en el flujo sanguíneo o frecuencia cardiaca (estado

1), hasta la muerte (estado 0). Luego de registrar el número de larvas muertas

incubadas por 28 horas para cada cepa bacteriana, se real¡zaron curvas de

supervivencia de Kaplan-Meier donde los eventos de muerte se visualizan en una

func¡ón escalonada. Estas curvas fueron realizadas con el programa GraphPad Pr;sm

versión 5.OO para Windows (GraphPad Software, San D¡ego California, USA).
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3. RESULTADOS

Debido a la gran variabilidad fenotípica encontrada en aislados de P. aeruginosa

(47, 58), se estud¡aron las características macroscópicas de la cepa s¡lvestre y los

mutantes ppk, y ppk2 medianle ensayos fenotíp¡cos.

3.1, Selecc¡ón de las condic¡ones de crecimiento

Con el f¡n de observar fenotipos relac¡onados con factores de virulencia, se

utilizaron medios de cultivo en los cuales puede mod¡ficarse fácilmente la cantidad de

fosfato. Estudios realizados por el grupo de Alverdy y cols. (71, 137) determinaron que

la carencia de fosfato genera un aumento en la virulencia de P. aeruginosa en el

nematodo Caenorhabditis elegans y ratones sometidos a cirugía, lo que se traduce en

sepsis intestinal y muerte. En ambos modelos animales, la muerte es producida por un

fenotipo hipervirulento de P- aeruginosa provocado por la baja cantidad de fosfato

disponible, y se relaciona con un aumento en la producción de factores de v¡rulencia

como la lect¡na PA-|, siderótoros como la pioverdina y el pigmento tóxico pioc¡an¡na.

Por estas razones, decidimos utilizar el medio de cultivo descrito para el crecimiento de

P. aeruginosa en los ensayos c,rj,n C. elegans, llamado medio NGM (Nematode Growth

Media). A diferencia de los medios de crecimiento convencionales como el LB, el

medio NGM puede ser fácilmente adaptado a una condición de exceso de fosfato

(agregando un tampón K-Ph que contiene 25 mM de fosfato inorgánico), y una de

carencia de fosfato (sin el tampón K-Ph) donde la ún¡ca fuente de fosfato es orgánica y

proviene de la peptona (Bacto peptona, D¡fco@) que se agrega al med¡o como fuente

de carbono. Este medio además se utilizó como caldo sin agregarle el agar, y en los

casos en que se requirió un mayor crecim¡ento de Ias bacterias, se complementó con

26



g¡¡cerol al 17o. Al crecer las dist¡ntas cepas de P. aerug¡nosa en estos medios se

observó la coloración caracteristica de los p¡gmentos tóxicos que la bacteria produce

en carencia de Pi, lo que no ocurr¡ó en el medio LB. Por esta razón, todas las cepas

fueron crecidas en este medio con alto fosfato (NGM lPi) y con bajo fosfato (NGM IPD

para evaluar sus características fenotípicas.

3.2. Caracterizaclón fenotíp¡ca de los mutantes de la síntes¡s de politosfatos

(ppkl y ppk2¡ en P. aeruginosa PAO1

3.2.1. Crec¡miento bacteriano y morfología macroscópica

Luego de crecer las d¡stintas cepas en medio NGM con y sin fosfato por 18 horas,

se observó la aparición de color en los cultivos con bajo fosfato, lo cual corresponde a

la producción de pigmentos caracterÍsticos de P. aerug¡nosa. El color más intenso

corresponde al mutante ppk2 con un verde azulado, mientras que el mutante ppkl

presenta un color celeste, muy distinto a la cepa silvestre que se ve de un amarillo

(Figura 6A-C). Esto tamb¡én se observa en el med¡o sólido pero la coloración es más

tenue, sin embargo al iluminar las placas con luz ultra violeta se observa fluorescencia

debida a pigmentos en el mutante ppk2 y en la cepa silvestre en ambas cond¡c¡ones

(Figura 6D y E).

Luego, para evaluar el crec¡m¡ento de las cepas en cond¡c¡ones de alto y bajo

fosfato, se realizaron curvas de crecimiento en NGM suplementado con 1% de glicerol,

ya que el med¡o NGM sólo es ¡nsuliciente para soportar el crecimiento bacteriano en

este tipo de exper¡mentos.
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Figura 6. Cu¡tivos lÍqu¡dos (A B y C) y sólidos (D y E) en medio NGM suplementado alto
foafato (lPD y ba¡o losfato (lP¡). Precult¡vos en medio LB de las cepas de P. aeruginosa

PAOI silvestré (A), mutante ppkl (B) y mutante ppk2 (C), se ut¡¡¡zaron como ¡nóculo para el

crecimiento en ambos medios. En las f¡guras D y E se muestran las m¡smas placas bajo luz

normal y luz ultravioleta, respectivamente.

Para rcalizat las curvas se midieron las DO6ss cada una hora (F¡gura 7) Tal como

se esperaba, todas las cepas presentaron un menor crecimiento en el medio con

carencia de fosfato lo que se traduce en una menor tasa de crecimiento y mayor

tiempo generacional en el medio carente de fosfato (Tabla 2), además de un menor

tiempo para llegar a la fase estac¡onaria que las mismas cepas en alto fosfato.

También se comprobó la deficiencia en el crec¡miento de la cepa mutante en el gen

ppkl (64) que mostró un menor crecimiento en ambos medios al compararla con la

cepa silvestre. lnteresantemente, la cepa mutante pple no muestra tanta diferencia en

su crec¡miento al compararla con la cepa silvestre. Esto se observa al comparar la tasa

de crec¡miento de ambas cepas, la cual d¡f¡ere un 4,5yo en el medio con alto fosfato, y

un 2,2k en el medio con bajo fosfato (Tabla 2).
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Figura 7. Curva de crec¡miento de las cePas en estudio en medio NGM +glic-erol 17", en

cáiencia y exceso de fosfato (lPi y JPi reépectivamente). Las cepas de P' aeruginosa P AO1

se crecierán en medio NGI\4 supiemántado con glicerol al 'l7o como fuente de carbono, mn y s¡n

fosfato inorgán¡co disponible (lir¡ y JP¡), a 37C y '175 rpm, a partir de cultivos frescos de noche

en LB ajusiados a una DO6o; = d,0s. Se siguió el crocim¡ento celular midiendo la Do6oo cada

una hoá. Los experimentos se realizaron en tripl¡cado y se muestra el promedio a error

estándar.

En estos ensayos se observó la aparición de color entre las 4 y 5 horas de

incubación en la condic¡ón de bajo fosfato en las cepas silvestre y mutanle ppk2' y

además este mutante presentó coloración a partir de las 7 horas de incubación en alto

fosfato.

Tabla 2. Tasa de crecim¡ento y tiempo genefac¡onal de las cepas mutantes y la sllvestre.
Se muestra el promed¡o t error estándar de lres med¡ciones ¡ndependientes entre las 2 y 5
horas de incubáción. Las diferenc¡as estadist¡camente sign¡ficativas entre los mutantes y la
cepa s¡lvestre, encontradas mediante un ANOVA de dos vías y el post-test de Bonferroni, se

muestran con un asterisco, correspondientes a un P<0,05.

?AO1 ppkz 0,741 r.o,o4
1Pi: medio NG¡/ +glicerol 1% con allo Pi

1P¡ JPi

0,6 r 0,046 (-) 1,0'16 i 0,056 1,171 r 0,097 (-)

.LPi: med¡o NGM +glicerol 1ol" con bajo Pi
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3.2.2. Evaluación de la producción de sideróforos

Como una primera aproximación, se buscó evaluar la producción de todos los

sideróforos s¡ntet¡zados pot P. aerug¡nosa. Para esto se utilizó el ensayo de difusión en

agar CAS para fluidos b¡ológicos descrito por Shin y cols. (112), el cual se basa én la

capacidad de los s¡deroforos de quelar h¡erro del medio circundanle. Con este se

realizaron curvas de calibración y se mid¡ó la concentración de sideróforos en

equivalentes de Desferal, normalizado por la DO6oo (Materiales y Métodos, Figura 3).

El ensayo se realizó con el sobrenadante de cultivos de 3, 6 y 10 horas de incubación,

en medios con alto y bajo Pi.

Med¡ante un ANOVA de dos vías para medic¡ones repetidas se determinó que el

tiempo de incubac¡ón afecta la producción de sideróforos (P=0,0003), y que la

producc¡ón d¡fiere entre las cepas (P<0,0001). Además, la interacción entre las

variables tiempo de incubación y cepa se considera muy s¡gnificativa (P=0,0017), lo

que se relaciona con la observación de que a mayor t¡empo de incubación aumenta la

cantidad de sideróforos totales.

De forma general se observó una mayor producción de sideróforos en la condición

de bajo Pi, la cual fue estadísticamente signiticativa para todas las cepas (cepa

silvestre P=0,0002, mulante ppkl P=0,0463 y mutante ppk2P=0,0112).

Por otro lado, se comparó Ia producción de sideróforos de las cepas mutantes con

la cepa silvestre med¡ante un ANOVA de una vía para cada tiempo de ¡ncubación por

separado, tanto en alto como en bajo Pi (Figura 8), y se evaluó a qué mutante

correspondÍa la mayor varianza (y por tanto difiere más de la cepa silvestre) mediante

un post-test de comparaciones múltiples de Tukey. En alto Pi, ambos mutantes

presentaron una mayor producción de sideróforos que la cepa silvestre a las 3 horas

de ¡ncubación, y sólo el mutante ppk2 a las 10 horas.
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Figura 8. Medic¡ón de s¡deróforos totales en cultivos líquidos de las dislintas cepas de P'

airuginosa mediante el ensayo de difus¡ón en placas CAS, Comparac¡ón de la producción

de sideróforos en las cepas mutantes ppkT y Wkz y PAO1 s¡lvestre, normalizado como

equ¡valentes de desferayÓO6.o. Los gráficos muestran med¡ciones a las 3, 6 y 10 holas de

inóubación de las distintas cepas en medio NGM +gl¡cerol 'l% con alto Pi (barras sólidas) y con

bajo Pi (barras achuradas). Cada punto representa el promedio de cuatro ensayos t error
esiándar. Los aster¡scos indican las d¡ferencias estadísticamente s¡gnif¡cativas obtenidas a partir

de un ANOVA de una vía con un post-test de comparaciones múlt¡ples de Tukey, al comparar

las cepas mutantes con la silvestre para cada condición de Pi en cada tiempo.

En bajo Pi no se encontraron diferencias significativas entre el mutante ppkl y el

silvestre en ninguno de los tiempos evaluados. Sin embargo, en esta condición de

fosfato el mulante ppk2 mostrÓ una mayor producción de sideróforos a las 3, 6 y 10

horas de incubación (P<0,0001, P<0,05 y P<o,05 respectivamente, Figura 8), s¡endo

superior a la cepa silvestre y al mutante ppk7.

3.2.3. Medición espectrofotomélr¡ca de los factores de virulencia

pioverdina y p¡ocian¡na

Debido a que el ensayo de detección en ptacas CAS responde a todos los

compuestos capaces de quelar hierro, fue necesario utillzar un método capaz de

d¡stinguir entre los distintos siderÓforos producidos por P' aeruginosa basándose en la

diferenc¡a de coloración de ellos para utilizar técnicas espectrofotométr¡cas S¡n

o'21 !-;-:-
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embargo, el único sideróforo disponible comercialmente es la pioverd¡na (Sigma

Aldr¡ch@) por lo que sólo se realizaron los ensayos para esta, además de la fenazina

pigmentada pioc¡anina (Sigma Atdrich@). Como los med¡os de cultivo ut¡lizados fueron

modificados de forma de m¡nimizar los metales d¡sueltos e impedir la oxidación o

reducción de los compuestos, se asumió que la pioverdina se encontraría disuelta en

su forma reducida la cual es de color verde, estado en el cual puede ser medida en el

espectro visible (3), y que la piocianina se encontraría en su forma oxidada (azul), ya

que la ausencia de sustratos oxidables impide su reducción al producto incoloro

leucopioc¡anina ('171. Pa'a med¡r directamente la absorbanc¡a de eslos metabolitos en

el medio de cultivo seléccionado, sin realizar una extracciÓn orgánica previa como se

ha descrito para la identificación de estos sideróforos (75' 122' 136), se hic¡eron

barridos espectrofotométricos de los dos estándares puros d¡sueltos en los distintos

med¡os de cult¡vo que se utilizaron en este estudio (Materiales y métodos, Figura 4)'

Posteriormente, se realizaron curyas de calibración para ambos metabolitos en los

medios de cultivo descritos para determ¡nar de forma cuantitativa la producción de las

distintas cepas (Materiales y métodos, Figura 5).

La determinación de la presencia de la pioverd¡na y la piocianina se realizÓ en las

mismas condiciones y con los mismos cultivos con los que se h¡zo el ensayo de

difusión en agar CAS. Luego de tomar alícuotas de los cultivos a las 3, 6 y 10 horas de

incubación, se removieron las células y se midió la absorbancia de los sobrenadantes a

las longitudes de onda señaladas para cada medio.

En concordanc¡a con lo observado en los ensayos de difusiÓn en agar CAS, la

producción de pioverdina se incrementó en la cond¡ción de carencia de fosfato (Figura

9). Tanto en la cepa silveslre como en el mutante ppkz se obse"ví un aumento de

alrededor de dos veces de la producción de pioverdina a partir de las 6 horas de
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incubación, siendo mayor la producción de p¡overdina en el mutante ppk2 que en el

s¡lvestre en bajo Pi a las 10 horas de incubación (P<0,05). En el mutante ppkT se

observó una dism¡nución de la producción de p¡overdina a las 6 y 10 horas de

¡ncubac¡ón en comparación con la cepa s¡lvestre, tanto en el medio con alto Pi como en

bajo Pi (P<0,0001 para lodos los casos, Figura 9).
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Figura 9. Med¡c¡ón espectrofotométrica de piocian¡na y p¡overdina en sobrenadantés de
cultivos de las cepas mutantes y s¡lvestre de P. aeruglnosa PAOl. Las cepas se crecieron
en med¡o NcM+gl¡cerol 17o con alto fosfato (barras sólidas) y bajo fosfato (barras achuradas).
Las mediciones de absorbancia de los sobrenadantes a las 3, 6 y '10 horas de ¡ncubación, se
transformaron a concentración de p¡oc¡anina (arriba) y de pioverdina (abajo) y se normalizaron
por la DO6oo. Cada punto corresponde al promedio de cuatro mediciones r error estándar. Los
asteriscos indican las diferenc¡as estadísticamente significativas encontradas a part¡r de un
ANOVA de una vía con un post-test de comparaclones múltiples de Tukey, al comparar las
cepas mutantes con la silvestre para cada condición de P¡ en cada tiempo.
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Por otro lado, se obsenr'Ó que la producciÓn de pioc¡anina en todas las cepas en

alto fosfato no dif¡ere signif icat¡vamente luego de las 6 horas de incubación. En bajo

fosfato la producción de pioc¡anina fue mayor que en alto P¡ en todas las cepas, pero

fueron las cepas mutantes las que tuvieron mayor cantidad de este compuesto, ya que

aumentaron su producción entre 2 a 4 veces. Además, en esta condición se

acrecentaron las diferencias con la cepa silvestre, ya que la producc¡ón de los

mutantes fue sign¡f ¡cat¡vamente mayor a las 6 y 10 horas de incubac¡ón (P<0'001 para

el mutante ppkT y P<O,OOo1 para el mutante ppl€, Figura 9).

3.2.4. comparación de la producc¡ón de moléculas autoinductoras de tipo

acil-homoserina lactonas en las d¡stintas cepas de P. aeruginosa PAO1

Para evaluar la producción de AHLs en d¡stintas etapas del crecimiento bacteriano

y en relación a la cantidad de fosfato disponible, se util¡zó el ensayo de detección

dependiente del biosensor A. tumefaciens Nf L4.

lnesperadamente, se observaron entre 4 y 7 señales (dependiendo de la cond¡ción

y la cepa) correspond¡entes a lactonas de dist¡nto largo de cadena, algunas de las

cuales tienen señales que se corresponden con los estándares de 3-oxo'C"-HSL y de

otras lactonas sin sustituclón. S¡n embargo, muchas señales no coinciden con los

estándares de largo de cadena utilizados y por lo tanto no se pueden identificar. De las

lactonas endógenas de P. aeruginosa es posible identif¡car en todos los extractos la

molécula 3-oxo-C12-HSL, sin embargo no se observa una señal clara y separada que

pueda corresponder a la C4-HSL.

En la cepa silvestre se observó una cant¡dad e intens¡dad de las manchas similar a

las 6 y 10 horas de incubación en ambas concentraciones de fosfato. A las 3 horas de

¡ncubación la mayor producción de AHLs se observó en la condiciÓn de exceso de

34



fosfato, correspondiente a una mayor ¡ntensidad y área de las manchas, lo que no se

rep¡te en

manchas

las demás cepas. Contrar¡amente, en el mutante ppkT se observaron

de mayor intens¡dad y área en carencia de fosfato a las 3 horas de

incubación, y en el mulanle ppk2las manchas son similares en ambas condiciones. En

esta última cepa tampoco se observan diferencias en la producción de lactonas en las

d¡stintas fases de crec¡miento evaluadas, encontrándose una alta producc¡ón de estas

moléculas en todas las condiciones.

NGir jPl l,lo,tl ¡Pi

Figura lo. Detección de ,úacil homosérina lacionas en sobrenadantes de cultivos de P.
aeruglnosa PAO1 por cromatogrlía de capa ,ina. (A) Extractos de la cepa silvestre, (B) de la
cepa mutante ppkl y (C) del mutanle ppk2. Las muestras se obtuvieron por extracción orgánica
de sobrenadantes de cultivos en medio NcM+glicerol 1% con y sin fosfato (lPi y.LPi) a las 3, 6
y 10 horas de ¡ncubac¡ón. Los extractos fueron revelados en placas cromatográf¡cas de capa
fina C18 de fase reversa, corridas en una mezcla de metanol/agua (60:40 vtu), y reveladas con
el biosensor A. tumefac¡ens NfL4. El primer carril corresponde a los estándares de acil-HSL, el
segundo a los de 3-oxo-ac¡l-HsL y los demás a las muestras, Los largos de la cadena acilo de
los estándares se muestran para cada compuesto.
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3,3. Ensayos fenotípicos a gran escala

Debido a que los cambios metabÓlicos ocasionados por las mutac¡ones en la

síntesis de los polifosfatos generan efectos en varios de los fenotipos observados, es

posible que muchos otros fenotipos tamb¡én se vean afectados producto de estas

mutaciones. Es por esto que se vuelven útiles los ensayos a gran escala, como una

forma de rastreo masivo de nuevos posibles fenotipos asociados a la alteración de la

síntesis de los pol¡P. Para esto se tomaron dos enfoques, uno celular mediante el uso

de m¡croarreglos fenotípicos, y otro molecular utilizando proteÓm¡ca cuantitat¡va.

3.3.1, M¡croarreglos fenotípicos de las cepas de P. aetuginosaPAo'l

Los microarreglos fenotíp¡cos permiten evaluar simultáneamente cerca de dos mil

fenotipos celulares, lo que en este caso fue util¡zado para comparar el efecto de las

mutaciones en el metabolismo de síntes¡s de los polifosfatos en P' aeruginosa PAO1.

Para ello se comparó el crec¡m¡ento de tas cepas mutantes con el control en distintas

fuentes de carbono, n¡trógeno y fuentes peptídicas de nitrógeno, fósforo y azufre, en

distintas cond¡c¡ones de osmolar¡dad y pH, y frente a d¡st¡ntos compuestos químicos

como antib¡ót¡cos.

Los resultados se muestran como el consenso de dos réplicas separadas de

gráf¡cos cinét¡cos del crecimiento bacieriano, donde se compara la curva de la cepa

silvestre (rojo) con el mutante (verde). Estos ensayos se d¡stribuyen en placas de 96

pocillos las cuales se denominan placas PM y se les asigna un número del uno al

veinte según el compuesto a probar. Un ejemplo de esto se muestra para las placas de

ut¡l¡zación de fuentes de carbono para ambos mutantes (Figura 11). Los sustratos

donde hubo un mayor crecimiento de la cepa silvestre se muestran en rojo y

representan una pérdida fenotípica, y el mayor crecimiento de los mutantes en verde
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indica una gananc¡a fenotÍpica, la porción donde se sobreponen las dos curvas se

muestra en amarillo. Los cambios significativos eslán enmarcados en negro.

F¡gura 11. Resultados cinétlcos de la placa PMl de fuentes de carbono de los
Microarreglos Fenotípicos de B¡olog. Las ganancias fenotípicas de los mutantes se observan

en verde, las pérdidas en rojo y ta superposic¡ón de las curvas en amar¡llo. Los cambios

significativos entre las cepas se muestran con un cuadrado negro. (A) Comparac¡ón entre el

mutante ppkl y la cepa silvestre. (B) Comparación entre el mutante ppkz y la cepa silvestre'

En una visión general de los resultados se observa que ambas cepas mutantes se

comportan de forma similar tanto en la utilización de nutr¡entes (PM1-10) como en la

sensib¡lidad a compuestos químicos (PM11-20), observándose una mayor cant¡dad de

pérdidas fenotípicas que ganancias (F¡gura 12). Al hacer una comparac¡ón ¡n silico de

los mutantes se observan sólo dos diferenc¡as fenotíp¡cas, una gananc¡a de fenotipo

del mutante ppkl en rclación al ppkz en un catión tóxico de la placa PM'I6A (cloruro

férr¡co), y una pérdida en la misma placa frente al compuesto d¡amida.

Para visualizar me¡or los datos de los microarreglos se separaron en pruebas

metabólicas (PM1-10) y pruebas de sensibilidad (PM11-20), y se realizaron análisis de

agrupamiento con el programa MultiExperiment Viewer versiÓn 4"6. Para esto se

utilizaron los datos metabólicos de respiraciÓn celular para cada placa y se

normalizaron div¡diendo los valores de los mutantes con la cepa silvestre para cada

fenotipo. Los valores mayores a 1,5 se consideraron como ganancias fenotípicas

úr 06 01 08 03 l0 ll 13 B

B

§
f'
E

F

B

ll

A ú4 05 
'lE 

úl úÉ 0t

B

c
c'

E

F

ü
H



(correspond¡entes a los gráf¡cos cinéticos con color verde), y a los valores menores a 1

se les calculó el inverso multiplicativo y se consideraron los valores menores a -'1,5

como pérdidas fenotípicas (de color rojo en los gráficos c¡néticos)

Figura 12. Diagramas de Venn de la comparaclón de resultados de los Microafreglos
Fe-notípicos paia las cepas mutantes ppkl y ppk2 con la cepa silvéstre. Arriba, gananc¡a

de fenótipo dé hs cepas mutantes ppkl y ppk2 en relación con la silvestre. Abajo, pérd¡da de

fenotipo. En la intersección se muestran los fenotipos comunes para ambos mutantes'

En la Figura 13 se representan los agrupamientos de las placas de pruebas

metabólicas para ambos mutantes. En ellos se observa una mayoría de ganancias

fenotíp¡cas (en verde) donde el comportamiento de los mutantes es sim¡lar, cÚn

excepción de algunos compuestos como el ácido aspárt¡co, la isoleucina y el ácido

láctico, donde la intens¡dad de color es mayor para el mutante ppkf lo que indica que la

ganancia de fenot¡po para esta cepa es mayor.

Ganancia de FenotiPo

Pérdida de Fenotipo
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Figura 13. Representación de los perf¡les fenotípicos obtenidos por análisis de
agiupamiento para las pruebas metabólicas en los mutantes ppk, y ppk2 con respecto a
lice-pa silvestie. Pruebás metabólicas corresponden a las placas PM1-10 de los Microarreglos

Fenotípicos (B¡olog@). Los datos se muestran como una razón de cambio entre las cepas

mutantes y la silvestre, y se utilizaron sólo aquellos donde el cambio fuera mayor a 1,5 veces o
menor a -i,5 veces. Lai ganancias fenotíp¡cas (valores positivos) se muestran en verde y las
pérdidas fenotípicas (valores negativos) en rojo. Los anál¡sis fueron real¡zados con el software
Mult¡experiment Viewer (MeV versión 4.6).

En el caso de las placas de sensibilidad (Figura 14) hay tan solo 5 ganancias

fenotípicas en ambos mutantes, y 53 pérdidas fenotípicas en el mutante ppkl' y 46 en

el mulanle ppkz,lo que claramente indica una mayor sensib¡lidad de estas cepas frente

a compuestos tóx¡cos. Sin embargo, en la mayoría de los casos el mutante ppkl

presenta un menor crecimiento que el otro mutante, lo que se refleja en una mayor

¡ntens¡dad en la coloración de los agrupamientos. lnclus¡ve, hay compuestos como la

estreptomicina (aminoglucósido) donde no se observaron cambios s¡gnificat¡vos en el

crecimiento de la cepa mutante ppkz con respecto de la silvestre, y el mutante ppkT

presenta sensib¡lidad a tres concentraciones de este compuesto.
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Sensibilidad a compuestos químicos

Xl .l

-4.5 0.0 3.8
Fc{
eqqcl

-:-12.00.0 3.0
JÑ
o-oo. o-

Carbenic¡l¡na
Selenito de Sodio
Rojo de Rutenio
Eritrom¡c¡na
cefsulod¡na
Cloranfenicol
cloranfen¡col
Oxacilina
§ulfadiaána
SutFat¡azol
Gloruro de Decual¡nio
Cloruro de Niquel
Acrifav¡na
Acrifaüna
EDTA
1 .10- Fenantrolina Monoh¡drato
1.10- Fenantrolina Monoh¡drato
Estreptomicina
Estreptom¡cina
Estreotom¡c¡na
L-Áciüo glutámico g-monoh¡droxamato
Hidroxamato de Gl¡c¡na
oxofenilars¡na
Tianfenicol
T¡anfen¡cól
PolLLJisina
Cloruro dé Añt¡mon¡o (lll)
Cloruro de Ant¡mon¡o (lll)
Miricetina
Plumbagina
Acido gál¡co
Ac¡do oál¡co
Acido irans-Cinámino
orfenadrina
Captano
Captano
&H¡droxiqu¡nolina
&Hidroxiquinol¡na

Nafc¡lina
2.2 - Dip¡ridil
2.2 - Dipiridil
2.2 - Dipiridil
2.2 - Dipirid¡l
Arsenato de Sodio
Arsenato de Sodio
Arsenato de Sodio
Diclofluanida
Diclofluanida
Sulfato de Protamina
Clorodinitrobenceno
CIorod¡nitrobenceno
Arsen¡to de Sodio
Arsenito de Sodio
Arsenito de Sod¡o
Patulina
Patulina
Patulina
Patulina

F¡gura 14. Anál¡sis de agrupamiento para las pruebas de sens¡bil¡dad a compuestos
qu-ím¡cos de las cepas mulantes ppkl y ppk2 con respecto a la Gepa s¡lvestre Pruebas de

sensibilidad (placas PIV'1 '1-20) de los Microarreglos Fenotípicos (Biolog@). Los datos se

muestran comb una raz6n de camb¡o entre ¡as cepas mulantes y la silvestre, y se utilizaron sólo

aquellos donde el cambio fuera mayor a 1,5 veces o menor a -1,5 veces Los compuestos

rebet¡dos representan d¡stintas concentrac¡ones, siendo la primera la más baja. Las gananc¡as

fenotípicas (valores positivos) se muestran en verde y las pérdidas fenotípicas (valores

negativos) en rojo. Lós compuestos que generan mayor pérdida fenotíPica se mu€stran a.la
deiecna. Los anátisis fueron reatizados con el Software lvlultiexperiment Viewer (MeV versión

4.6).
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3.3.2. Comparación de los proteomas lotales mediante proteómica

cuant¡tativa

Los cambios metabólicos generados producto de las mutaciones pueden

visualizarse como una expresión diferencial de las proteínas en los mutantes

estudiados, lo que puede ser cuantif¡cado con la técnica de ICPL al comparar la

abundancia relatlva de los péptidos presentes en las muestras de los proteomas

totales.

En primera instancia se quiso evaluar el efecto de la carencia de fosfato en las

células de P. aerguninosa PAOI silvestre, para lo cual se compararon los extractos

prote¡cos de la bacteria crecida en carencia de Pi con la misma en exceso de Pi.

Luego, se realizaron experimentos comparativos entre las cepas mutantes ppkl y ppkz

con la cepa silvestre, crecidas en carencia de fosfato. En los resultados de los análisis

comparat¡vos (Tabla 3) se muestra el número de proteínas con variac¡ón signif¡cativa,

es decir, aquellas cuya expresión llogz (promedio'mediana)] fuera igual o mayor a 0,6,

o ¡gual o menor a -0,6, y hayan sido cuantificados al menos dos péptidos de cada

proteína. Esto ¡mplica que las proteínas que se encuentran en una sola condic¡ón no se

cons¡deran en el anál¡sis debido a que su variación es infinita. La diferencia entre el

promedio y la mediana permite hacer una corrección estadíst¡ca del valor obtenido en

el promedio. Las proteínas que presentaron variación en las células con ba.io Pi

corresponden al 30% del total de las proteínas identificadas en esta comparac¡ón

(Tabla 3). Por otro lado, al comparar el efecto de las mutaciones en carencia de fosfato

se observó que las proteínas con variaciÓn significativa corresponden al 26yo para el

mutante ppkl y al 21o/" para el mutante ppk2. En total, se idenlif¡caron 211 proteínas

que se expresan de forma distinta en los mutante§ de la síntes¡s de los polifosfatos en

relación a la cepa silvestre en bajo Pi.
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Tabla 3. Resumen ds los anál¡s¡s de proteómica cuantltativa para las distintas cepas de
P. aeruginosa PAO1.

PAOI JP¡ / PAO1 lPi
ppkllPi t PAOllPi
ppk2lPi I PAOI lPi

2.054 414 125

1 .818 372 98

2833 528 113

Los resultados de los análisis de proteómica cuantitativa se clasificaron según las

bases de datos disponibles en PseudoCAP [www oseudomonas'com (133)] y las

clasificaciones f¡logenéticas de las proteínas en los COGS (Cluster of Orthologous

Groups). De la últ¡ma, se util¡zaron las categorÍas funcionales para Ia clas¡ficación de

las proteínas identificadas, agrupándolas en metabolismo, procesos celulares y

señalización, almacenaje y procesamiento de la información, y las poco caracterizadas.

Cada una de estas categorías se subdividió en otras basándose en las categorías

COG y en otra base de daios de factores de virulenc¡a (VFDB, Virulence Factors of

Pathogen¡c Bacteria).

Los datos clasificados en categorías principales se muestran en la Figura'15, y las

subcategorías en la Figura 16. En la primera se observa que la categoría func¡onal que

explica el mayor porcenta.le de cambio es el metabolismo, en todas las cepas y

condiciones de crecimiento, y le sigue el almacenaje y procesamiento de la

¡nformación, excepto en los casos de disminución de la expresión de proteÍnas en la

cepa silvestre y m ulante PPkz.

Por otro lado, la distribución de porcentaies en las categorías funcionales según Ios

COGS fue más uniforme, predominando de forma general la producción y conversiÓn

energética, las proteÍnas de transporte y la traducción, estructura y b¡ogénesis de

ribosomas (Figura 16).

Péptidos
Totales
3.602
2.816
5.096

2.054 414
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S¡lvestre

Mutantc
PpkT

¡ Melabolismo
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pfoc esamrerto de
la infomac¡ón

I P.ocesos
c el¡lafes y
señalEaión

EPoco
caa t9nzdas

F¡gura 15. Grát¡cos resumen de los resullados de proteóm¡ca cuant¡tat¡va agrupados en
categorfas funcionales princ¡pales. Las comparaciones realizadas fueron entre la cepa
silvestre en JP¡ versus en lPi, y las cepas mutantes PAO1 ppkl y PAO1 ppkz crecidas en .lP¡
versus la s¡lveslre en JP¡. Los resultados se muestran para proteinas con un aumento la
expresión supérior a 1,5 veces o una disminución inferior a -1,5 veces, en relac¡ón a la cepa
control (cepa silvestre en lPi en el pr¡mer caso y la silvestre en lPi en los otros). Los datos de
proteómica cuantitaiva obtenidos mediante la técnica de ICPL de las distintas comparaciones,
se agruparon en las categorias funcionales de metabolismo, procesos celulares y señal¡zac¡ón,
almacenaje y procesamiento de la información, y poco caracterizadas
(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/COG/qrace/f iew.cqi).

Algunos camb¡os interesantes de los mutantes con respeclo a la cepa s¡lvestre,

fueron el aumento en Ia expresión de las proteínas relac¡onadas con ¡a b¡ogénes¡s de

la pared celular, membrana y envoltura (1 1% de los aumentos en el mutante ppkl y sok

en ppk4, y la motil¡dad y secreción (9"k y 7"k en las cepas mutantes ppkl y ppk2

respectivamente). Por otro lado, además de los proteínas relacionadas con

metabolismo, se observó una d¡sminución en la expres¡ón de proteínas relacionadas

Disminución
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con la adaptación a condiciones atípicas y el transporte

(aproximadamente 8y"y 1Oo/" en ambos mutantes, respectivamente).

Aumento D¡sm¡nuc¡ón

de proteínas

Silvestre

Mutante
ppkl

Mutante
ppk2

a Pr!duccló¡ f cok.-§rsón
en¿rqét¡c3

It lul elabo[srl,lo deán]noác¡dos

I l,¡ €l¿ ¡oI sr¡Ú de nu.l€ot¡dos

¡ ilela¡(1lsr¡o de colaciores Y

I il et¡ ¡nl snro deligdos

¡ Poleinas de lr3n§po rle

¡Tradlcc¡ón estartura!
orogénesr6 de nÓosomss

lfranscnpson

I Rephcac¡ón. recomdn¿lrión f

E Modlñcaciones
po$ra{tuccroñales, de9Édaaiofr
de pf cLleiÉs chapef o¡as

oB¡úqénesis e !áred
ce ¡r/nr€ r brande rr|o l¡.{3

¡t oiihdacceluld Y 9el:recr¿n

E A daplac¡on ¡ condc¡on€s

E F3dores óe vitulencie

O Descúnocidas

Figura 16. Resultados de Proteóm¡ca cuant¡tatlva agrupados en subcategorías
fuáclonales según los COGS. L;s resultados de las comparaciones en los proleomas totales

anaii.ados por ÉPL para las cepas silvestre en JPi versus en lPi, y las cepas mutantes PAOI

ppkl y PAó1ppk2 crecidas en IP¡ versus la silvestre en JPi, fueron agrupadas según las bases
'á'á Oátos COA (http://www.ncbi.nlm.nih'oov/Coc0 y VFDB (httpj//www mqc ac cn^r'Fs/) Los

resultados se muestran pára proteínas con un aumenlo la expresión superior a 1,5 veces o con

una disminución inferior a -1,5 veces, en relación a la cepa control.
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En relación a los factores de viru¡encia, en ambas cepas mutantes se observó un

aumenlo en la expresión de proteínas relacionadas con su sÍntesis (Figura 16). En el

mutanle ppkz, la expresión de estas proteínas aumentó en un 20oh en relación a la

cepa s¡lvestre, mientras qu6 sólo una de ellas d¡minuyó su expresión. A diferencia esto,

en el mutante ppk, el porcentaje de factores de virulenc¡a que aumentó su expresión

(10%) es s¡m¡lar al porcentaje que la disminuyó (8'l.).

Como ya se mencionó, la categoría funcional que presenta el mayor porcentaje de

cambio en todas las cepas es el metabolismo energético, La lim¡tación de fosfato

durante el crec¡m¡ento de la cepa s¡lvestre generó un ¡ncremento en la abundancia ds

proleínas relacionadas con el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA), como SucAB,

FumC2 y SdhAB, y sus variantes que degradan aminoácidos para generar energia

como la vía de degradación de metion¡na, representada por MetK y SahH, y la vía de

degradac¡ón de argin¡na V (via de la argin¡na deaminasa), de la cual se encontraron

aumentados lodos los componentes de la vía que culmina en la producción de amonio,

CO, y ATP (ArcABC). Otras vÍas que generan sustralos para el ciclo TCA que se vieron

incrementadas fueron las ¡nvolucradas en la sintes¡s de acetiFcoA como AceEF, y la

slntesis de succinato como GabO y GabT (Tabla suplementaria 1).

Adicionalmente, se observó una disminución en la expresión de proteinas

relacionadas con la síntes¡s de aminoácidos aromáticos (PhhC), de valina (llvc) y

glutamina (GlnA). Además, se en@ntraron dism¡nuidas algunas proteínas relacionadas

con la resp¡ración anaeróbica como PrpCD y FumC f , s¡n embargo esta últ¡ma tamb¡én

puede participar en el ciclo TCA (Tabla suplementar¡a 2).

Con respecto a los cambios metabólicos experimentados por los mutantes ppkl y

ppk2 en carencia de fosfato, tamb¡én se observaron alteraciones en la glicólis¡s y el

ciclo TCA. En el mutante ppkl aumenlála abundancia de las proteínas Pgi y FumCl,
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pero d¡sminuyeron otras que también se asocian con la glicólisis, la fermentación y el

ciclo TCA, como Pgk, PykA, AcnAB y PrpBC. En relación al metabolismo de

am¡noácidos, se observó un mayor número de proteínas que d¡sm¡nuyeron su

expres¡ón tanto en la brosíntes¡s de aminoác¡dos como on la degradación de ellos.

Entre estas últ¡mas se encuentran las relacionadas con la degradación de valina

(MmsA, llvE), y de arginina (ArcABC), con excepción de la degradación de histid¡na

que se vio ¡ncrementada producto del aumento de HutH. Algo sim¡lar se observó en el

mulanle ppkz, donde también se encuentran disminuidas las proteinas del

metabolismo de am¡noácidos PhhC, ArcC y AruC, y del ciclo TCA y fermentac¡ón

AcnAB, aunque se encuentran aumentadas las proteínas FumC1, NuoE y PrpD

relacionadas con las mismas vías (Tablas suplementarias 3 y 4).

En ambos mutantes se encontró una d¡sm¡nuc¡ón en la expresión de la proteina

pirofosfatasa inorgánica, la cual estaba dism¡nu¡da no signif ¡cativamente en Ia cepa

silvestre crecida en bajo fosfato (log, (promed¡o-mediana) = -0,525). En esta cepa

además se encontró en reducida abundancia la proteína nucleósido difosfato qu¡nasa

(NdK), y lo mismo ocurrió para el mulaúe ppk2, sin embargo esla proleína no pudo ser

identificada en el mutante ppkl (Tablas suplememtar¡as 3 y 4).

En la condic¡ón de bajo P¡ en la cepa silvestre se observó un aumento en

transportadores y porinas, varios de los cuales se asocian al transporte de fosfato,

como PstB y PstC, y el regulador PhoU, lo que confirma el estado de escasez de

fosfato en la célula. En los mutantes crecidos en bajo Pi no se observó una mayor

expresión de las proteínas asociadas con la adquisición de fosfato, en relación a la

cepa silvestre (Tabla 4).

Por otro lado, en la cepa s¡lvestre en bajo Pi se encontró aumentada Ia expresión

de una chaperona y cinco proteasas, una de las cuales es la proteasa Lon que
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participa en la degradación de proteínas ribosomales para generar aminoácidos

durante la escasez de nutrientes ('123) (Tabla suplementaria 1).

Tabla 4. L¡stado de proleínas relacionadas con el metabol¡smo del fosfato que cambiaron
sign¡ficat¡vamente los n¡veles ds expresión en los análisis proteómica cuanlitat¡va.

Locus Log2{mutante /
_ stue$ferlat mediana

PAs366 2,45

PA5368 2,36

Comparac¡ón Protelna

-Protefna de importación de fosfato
PAO1JPivs. y unión a ATP PstB

PAOllPi - Componente de transmembrana
del complejo de transporte
específ¡co de fosfato
-Proteína reguladora del sistema de
transporte de fosfato Phou

ppkl!?í$. -Componentedetransmembrana
PAO1 P¡I del comple¡o de transporte

específico de fosfato

-Probable regulador de respuesta
de dos componentes (PhoB)

-ProteÍna reguladora del s¡stema de
transporte de fosfato PhoU

Gen

pstB

pstC

phoU

pstc

phoB

phoU

PA3346

PA5365

o,75

-0,74

1,98

PA5368 -O,70

pple lPi vs.
PAOl PiJ

En carencia de fosfato, al comparar ambos mutantes con la cepa s¡lvestre se

observó un marcado aumento en la expresión de transportadores y porinas. En el

mulanle ppkl se vio aumentada una bomba de ellujo tipo Mex y el recepior PhuR, y en

ambas cepas mutantes aumentaron las porinas OprD y OprE. Todas estas proteínas

se vieron d¡sminuidas en la cepa silvestre crecida en bajo fosfato en comparación con

la misma en alto fosfato. Sólo la porina OprO y la proteína MexA, otro tipo de bomba de

eflujo de drogas, se encontraron aumentadas en esta cepa en bajo P¡ (Tabla 5).

El regulador transcripc¡onal MvaT se encontró aumentado en la cepa silvestre

crec¡da en bajo Pi, no obstante, en los mutantes se observó un aumento en la

expresión de este regu¡ador mayor aun al observado en la cepa silveslre (Tablas
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suplementarias 1 y 3). Se ha descrito que MvaT modifica la expresión del operón

MexEF-OprN (relacionado con la expuls¡ón de diversas drogas) de forma antagÓn¡ca a

la expresión de la porina OprD, de manera que una disminuciÓn en los niveles de MvaT

aumenta la expres¡ón de MeEF-OprN y disminuye la de OprD (.131 ). En ambos

mutantes se observó esta correlación, donde MvaT se encontró aumentada al igual

que OprD, pero las proteínas relacionadas con la bomba MexEF-OprN se vieron

disminuidas.

Tabla 5. Listado de proteínas de transporte que cambiafon significativamente los niveles

de expresión en los análisis de proteómica cuantitat¡va.

Locus
Comparac¡ón Proteína Gen 

Tag

-Porina O aPrO P43280

-Proteína de res¡stencia a mexA P40425

PA0958 -0,737

PA0291 -0,763

Log, {mutante /
s¡lvestre)-
med¡ana

3,01
0,873

-o,897

-o,926

-1,18

-1,24

-7,62
-7,66

-7,77

2,43
2,27

7,60

multidrogas MexA
-Por¡na D oprD

-Porina de membrana externa oPrE

inducible anaeróbicamente oPrE
-Probable receptor dependiente de

TonB
-Metaloprote¡nasademembrana icmP

PAOIJPi vs. externa de rompimiento de ¡nsul¡na

PAOflPi -Probable proteína de membrana

externa
-Probable proteína no

caracterizada
-Transportador ABC
-Por¡na de dipépt¡do glicina-

glutamato opdP
-Receptor de heme/hemoglob¡na

PA3268

PA4370

PA2760

PA2349

PA4223
opdP PA4501

phuR PA471O

de membrana externa PhuR

-Transportador ABC P44223

-Receptor de heme/hemoglobina phuR P4471'O

ppkT!?i vs, de membrana externa PhuR

PAO1 P¡J -Proteína de unión a ATP e cysA PA0280

importació¡ de sulfato/tiosulfato
CYsA
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externa
-Probable receptor depend¡ente de

Ton B

-Transportador ABC

-Por¡na D

-Probable componente de un¡ón a

ATP de transportador ABC

(transporte de edoína)
-Permeasa de unión a ATP y

exportación de líp¡do A MsbA
-Proteína G de biosíntesis de
glucanos
-Proteína de membrana externa
-Por¡na O

-Transportador de eflujo de

multidrogas RND MexF
-Transportador de eflu.io de

multidrogas de fus¡ón de
membrana RND MexE
-Proteína de membrana externa H1

-Proteína de membrana externa de

eflujo de mult¡drogas OprN

PA2494

PA2760

PA3268

P43280
PA4595

PA1178

PA2495

P44223
PA0958

1,58
7,45

1 a',

o,B4

o,78

-1,23

-1,33

-7,48
-3,99

2,O7

1,30

ppk2 lPi vs.
PAO1 PiI

oprM
opro
mexF

mexE

oprH
oprN

P45152

P44997

PA5078

PAO427

PA3280

PA2494

PA2493
P41178
PA2495

L,27

o,82

o,67
-0,66
-0,68

-o,7 4

-L,32
-1,36
-2,58

Dentro de los factores de v¡rulencia que mostraron cambios en la cepa silvestre en

bajo Pi, se encontraron aumentadas dos proteínas relacionadas con el sistema de

secrec¡ón t¡po 6 (T65S) y otras asociadas a la producción del exopolisacárido alg¡nato,

además de una proteína que participa en la síntesis de lipopolisacár¡do (Tabla 6). Por

otro lado, las proteínas relacionadas con la síntesis de pigmentos tóx¡cos mostraron

una menor expresión en bajo P¡ en esta cepa, m¡entras que en los mutantes ppkT y

PAo958
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ppkz se observó un aumento de la expres¡ón de proteínas relac¡onadas con la síntes¡s

del sideróforo pioquelina y de receptores de ferris¡deróforos. No obstante, sÓlo en el

mutante ppkz se observó un aumento en la expresión del sideróforo pioverdina (Tabla

6). En ambos mutantes se incrementaron además proteínas relacionadas con el

fenotipo mucoide, como MucD y el factor s¡gma de función extrac¡toplasmática AlgU,

que regula la síntes¡s de alginato (35). En el mútante ppkz se observó una mayor

cant¡dad de proteinas asociadas a la producción de factores de virulencia que

aumentaron su expresión, a las que pueden sumarse las relacionadas con el sistema

de secreción tipo 6 (PA2366 y PA2365). Por otro lado, en el mutante ppkl se

observaron dos proteínas relacionadas con la síntes¡s de pioverdina con una expresiÓn

muy dism¡nuida con respecto a la cepa silvestre, lo que es cons¡derable tomando en

cuenta que la síntesis de este sideróforo ya se encontraba disminuida en esta cepa en

bajo P¡ (Tabla 6).

Tabla 6. L¡stado de las proteína§ relac¡onadas con la producc¡ón y regulación de factores
de v¡rulencia, que cambiaron los n¡veles de expresión en los análisia de proteómica

cuaniitativa,

Comparac¡ón Proteína

PAOliPi!/s. -Proteína reguladora de la

PAOl1P¡ transcriPciónAlgP
-Fosfomanomutasa/fosfoglucomutasa
-Probable isla de secrec¡ón Hcp (HSl-

l), sistema de secreción tiPo Vl

-Proteína Hcpl componente del

sistema de secreción tipo Vl

(citotoxina secretad¿)
-Probable metiltransferasa específ¡ca

a fenazinas
-Receptor de ferriPioverd¡na
-Probáble componente de unión a

ATP de transPortador- ABc

. Log, (mutante /
LOCUSGen - s¡lvestre,-lag 

mediana

olgP PA5253 1',738

olgC PA5322 7,729

toqQl PA0070 1,,518

hcpl PAO085 r,O37

phzM PA4209

fpvt PA2398

PA4222

-0,616

-o,926
-r,6i6
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férr¡ca FpvB

ppkllPi vs. -Receptor de Fe(3+)-p¡oquel¡na fptA PA422l
PAO1 P¡l -Probable comoonente de unión a P44222

-Receptor de Fe(3+)-pioquelina
-Proteína de b¡osíntesis de
pioquel¡na PchD

-Segundo receptor de p¡overdina

fptA PA422t
pchD PA422A

fpvB PA4168

-1,,112

-2,178

-) )¿.9

2,956
2,095

1,665

r,!70

1,091
-0,691
-1,156

-5,138

2,558

1,973
7,618
!,678

7,475

0,968

o,718
0,708
0,648
-1,242

de t¡po

ppk2lPi vs.
PAO1 PiJ

-MucD mucD PA0766

-Fosfomanomutasarosfoglucomutasa olgC PA5322
-Proteína hcpl hcpT PAO085

-Sintasa de p¡overdina PvdF pvdF PA2396-Sintasa de p¡overdina PvdF pvdF PA2396
-Probable dipeptidasa (síntesis de PA2393
pioverdlna)

"Sintetasa de ácido pchE PA4226

d¡hid roaerugino¡co
-Receptor de Fe(3+)-pioquelina ÍptA PA422!
-P¡oquelina s¡ntetasa pchF PA4225
-Probable componente de unión a PA4222
ATP de transportador ABc
-Proteína G de la vía general de xcpT PA3101

secreción (T2SS)

-Transportador de sideróforos AmpP ompP PA4218

(famil¡a Rhtx/Fptx)
-Factor sigma-H de ARN polimerasa algU PAO762

-MucD mucD PAo765

-PvdL pvdL PA2424
-Proteína hcpl hcpT PA0085

Aunque la pared celular y sus componentes se muestran en una categoría

separada, estos también corresponden a factores de virulencia y se observaron

cambios en su expres¡ón en los mutantes. En ambos se encontró reducida Ia

abundancia de proteínas relacionadas con la síntesis de pared celular y LPS, como

PagL, Wbpe y Wzz. En el mutante ppkz además se encontró en menor cantidad la

proteína de unión a galactosa LecB, lectina que participa en la adhesión celular (21)

(Tabla suplementaria 4).
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Conirario a estas d¡sminuciones en factores de virulencia observados en ambos

mutantes, se encontraron varias proteínas asociadas a un aumento en la motilidad

celular, como las de de biogénesis del pili (PilC y PilQ, Tabla suplementar¡a 3)

Por otro lado, se observó además en estos mutantes una disminución en las

proteínas relacionadas con el estrés oxidativo, como KatA, AhpC y una probable

perox¡dasa en el mutante ppkl y eslas mismas más la superóxido dismutasa SodB en

el mutante ppk2 (Tabla suplementaria 4).

3.4. Efecto de las mutaciones en la virulenc¡a bacteriana

En P. aeruginosa, los pol¡P están directamente relacionados con procesos

fisiológicos que se asoc¡an con la capac¡dad infectiva, incluyendo la motil¡dad, la

comun¡cación de t¡po QS y la producc¡ón de factores de virulencia (103, 104). Además,

se ha establec¡do que mutaciones en la enzima PPK1 generan una atenuac¡ón en la

virulencia de distintos microorgan¡smos, como por ejemplo se ha observado en P

aeruginosa con el modelo de infección ocular en ratón y de ratón quemado (91, 105), y

también en otros patógenos como Salmonella sp. y Shiege a sp. donde mutac¡ones en

al geñ ppkl disminuyen la capacidad de invadir cé¡ulas epiteliales (56). Debido a la

importancia de estos procesos en el establecimiento de la enfermedad, se decidió

estudiar la virulenc¡a de cepas P. aeruginosa rnutantes de la síntesis de poliP en en un

modelo animal de infección- Para ello decidimos utilizar el pez modelo Danio rerio en

un etapa del desarrollo larval donde sólo está presente el s¡stema ¡nmune innato, ya

que se ha descrito que en estas condiciones el pez cebra puede ser utilizado como

modelo de patogénesis bacteriana con P. aerug¡nosa PAOI y PA14, causando la

muerte de los embriones de pez al infectarlos por microinyección (16, 96).



3.4.1. Desarrollo de un método de infección no ¡nvas¡vo en el modelo an¡mal

pez cebra (Danio rerio)

Deb¡do a la naturaleza oportunista de la infección generada pot P. aeruginosa,los

ensayos descritos en el pez cebra se caracterizan por la ¡nyección de una alta carga

bacteriana d¡rectamente en el sistema circulatorio del pez, procedim¡ento altamente

invasivo que genera un porcentaje alto de muerte sólo por efecto de la inyección (16).

Además de la letalidad generada por el método, el proceso de inyección es d¡f¡cultoso

lo que impide su uso en ensayos masivos (78). Por otro lado, el ingreso directo de

bacter¡as al torrente sanguíneo no forma parte del ciclo normal de infección de P.

aeruginosa en ¡a mayoría de los casos, y podría enmascarar otros procesos fisiológicos

tanto de la bacteria como de la respuesta inmune del pez. Por estas razones, se

decidió desarrollar un método no ¡nvasivo donde se sumergen larvas de 72 horas post

fecundación (hpf) en suspensiones bacterianas de alta densidad (Tabla 7), luego de

haber estresado a las larvas poniéndolas a 16-20C por unas horas antes de la

incubación con bacterias y durante todo el ensayo.

Tabla 7. Conteo de células v¡ables de las suspens¡ones bacterianas util¡zadas en el
ensayo de sobrev¡enc¡a con el pez c€bra. Se realizó para un totalde 5 experimentos distintos
con su respectiva desviac¡ón estándar, a partir de suspens¡ones bacterianas con DO6oo=O,7.

- Susoensión bactef¡ana en Dlacas conGePa pez cebra (uFc/mL ilos)
PAOI lPi 511,26

5,8 r 1,06

PAO1 ppk2 ¡Pi

PAO1 ppk2 lPi
E co, DHS0 JPi

4,5 ! 1 ,46

5,2 t 1 ,22
4,6 !.1 ,34
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Para descartar que el daño observado en el pez se debiera a Ia alta concentrac¡ón

de bacter¡as en el medio (que genere por ejemplo una disminución en el oxígeno

disponible), se utilizó como control una cepa bacter¡ana no patógena de E. ooÍ (DH5q).

Las larvas se observaron cada hora, se contabilizó la mortal¡dad y se evaluó el estado

f¡siológ¡co de ellas.

3.4.2. Curvas de sobrevivencia

Luego de contabilizar el número de peces muertos en cada hora, se realizaron las

curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para las cepas mutantes ppkl y ppk2 y

s¡lvestre de P. aerug¡nosa PAO1, crecidas en los medios NGM 1P¡ y NGMJP| (F¡gura

17). Los ensayos se monitorearon por 2 días hasta las 28 horas post infección (hpi). Se

realizaron dos análisis estadisticos para las curvas de sobrev¡vencia, el de Mantel-Cox

que presupone que el número de muertes por unidad de tiempo es la misma para

todos los tiempos (razón de riesgo), y el de Gehan-Breslow-Wilcoxon que no asume

una función de r¡esgo pero le otorga mayor valor a las muertes que ocurren en tiempos

inic¡ales.

Como se realizaron varias curvas para cada condición, se debe hacer una

corrección para comparaciones múlt¡ples de forma que los valores de P significativos

son aquellos menores a 0,0083 (corresponde a 0,05 dividido en el número de

comparac¡ones realizadas).

En las curvas se observa que la letalidad de la cepa silvestre aumentó al crecerla

en el medio con bajo fosfato, lo que se reflejó en una disminuc¡ón de la sobrevivencia

de los peces (P<0,0001 según el test de Mantel-Cox y de Gehan-Breslow-Wilcoxon).

Cabe señalar que no se observó muerte en los peces incubados en E coli DHsd en

todas las condiciones probadas.



Alto Fosfato

+ PAOI
+ PAOI ppkl
¿ ?AO1 ppk2

'..¡- DHSrx

T¡empo (hrs)

Bajo Fosfato

-¡- PAO'I
+ PAO1 ppkl
+ PAO1 ppk2
..¡- DHsd

T¡empo (hrs)

F¡gura 17. Curvas de supeMvenc¡a de Kaplan-Meier pará larvas de p€z cebra infectadas
con bacterias crecidas en medio NGM con alto o ba¡o tosfato. Las cepas mutantes y
silvestre de P. aeruginosa PAO1 fueron crecidas en medio NGN, con y sin fosfato por 18 hrs a
37C con agitac¡ón. Las larvas de 72 horas post fertil¡zac¡ón (hpf) se incubaron en una
suspens¡ón bacteriana de -5x'10" UFC/mL en med¡o embrionar¡o Eg estéril, a 20C- Se
muestran 5 exper¡mentos independ¡entes con 10 larvas cada uno, y el ancho de las curvas
indica el error estándar. Para el análisis estadíst¡co se hicieron los test de Mantel-Cox (Log-rank
test) y de Gehan-Breslow-Wilcoxon, util¡zando la corrección de Bonferroni para comparac¡ones
múlt¡ples (valores significativos con P< 0,0083).

El aumento en la letalidad de las bacterias crecidas en bajo P¡ se vio también el

mutante ppk2 (P<0,0001 para ambos tes0, pero no en el ppkl (P=O,7836 para el test

de Mantel-Cox y P=0,8079 para el de Gehan-Breslow-Wilcoxon), el que presentó una

letal¡dad cercana al 107o en ambas condiciones de disponibilidad de fosfato, que no es

estadÍ§ticamente dist¡nta de la de E. coli (Figuta 17).
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Por otro lado, en el med¡o con alto fosfato se observó que el mutante ppkT se

comporta de forma s¡milar que la cepa s¡lvestre presentando una baja letalidad, ya que

el mutanle generó un 11olo de mortalidad en los peces y el silvestre un 4/" (Figuta 17).

Además, no se observaron diferencias estadisticamente s¡gn¡f¡cat¡vas entre las curvas

de estas dos cepas (P=0,905 según el test de Mantel-Cox y P=0,0968 segÚn el de

Gehan-Breslow-Wilcoxon), ni tampoco al comparar ambas curvas con las de E coli

(P=0,1948 en ambos test para la cepa silvestre, y P=0,0132 para el mutante ppkT).

Para el caso del m ulante ppk2,las curvas de sobrevivencia presentaron diferencias

significat¡vas tanto con E coli (P<O,0001 en ambos test) como coñ P. aeruginosa

s¡lvestre (P<O,OOO1 en ambos test), alcanzando un 100% de letalidad a las 24 hpi

(Figura 17). Esto se repit¡ó en la condición de carencia de fosfato, donde la letalidad del

mutante ppkz fue mayor que la de la cepa silvestre, ya que al final¡zar el ensayo los

peces incubados con ella presentaron un 4070 de sobrevivencia, m¡entras que el

mutante ppkz generó un 100% de letalidad a las 21 hpi (Figura 17).

3.4.3. Efectos de la tox¡cidad bacteriana en el pez oebra

En base a los resultados ob§ervados, se construyó una escala de infecc¡ón

tomando en cuenta los cambios fisiológ¡cos visibles producto de la ¡ncubación con

bacter¡as, correspond¡entes al latido y la frecuenc¡a cardiaca, el flujo sanguíneo y el

refleio de respuesta al tacto.

La escala doscribe el estado infectivo en que se encuentra el pez, donde 3

corresponde a una larva normal y 0 a la muerte (Tabla 8). Las larvas en estado 2

podían en ocasiones recuperarse, pero una vez que llegaban al estado 1 morían dentro

de las siguientes horas. lnesperadamente, se observó que los peces más afectados y

próximos a la muerte (estado 1 y 0) sufrían una torciÓn aparentemente muscular en la
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cola o en las aletas pectorales, o en ambas, en uno o más planos, que ¡e impedía

moverse con normalidad. Esto se observó en los peces prontos a morir producto de la

incubación con cualquiera de las cepas de P. aeruginosa, pero sólo se retrató para la

cepa silvestre (Figura 18B).

Tabla 8. Escala de infecc¡ón desarrollada a partir de parámetros f¡siológ¡cos observables
durante la ¡nfección del pez cebra por P. aeruginosd P AO1.

Características

Larvas con flujo sanguíneo y latido cardiaco
normales, react¡vas al tacto.

Respuesta al tacto mínima (nadan luego de
tocar la cola 2 ó 3 veces), disminución del
flujo sanguÍneo en la cola.

D¡sm¡nución de la frecuencia cardiaca y f lujo
sanguíneo, acumulación de sangre en el
corazón, inmovil¡dad (no nadan luego del
tercer tacto).

Larvas muertas (s¡n flujo sanguíneo ni latido
cardiaco observable), colas y/o aletas
torcidas.

1

0

Luego de establecer el nivel de ¡nfecc¡ón de las larvas, se tomaron 3 puntos de las

curvas de letal¡dad donde se observó mayor diferenc¡a entre las cepas, y se graficó el

estado de infecc¡ón de los peces para esos puntos que Gorresponden a 1, 6 y 24 hpi

(Figura 19).

De forma general, se observó que las cepas de P. aerug¡nosa crec¡das en alto

fosfalo produjeron menos daño a los peces que en bajo fosfato (Figura 19), lo que

indica que las bacterias en esta cond¡ción no sólo son menos letales que las mismas

en bajo Pi, s¡no también menos virulentas. Por ejemplo, el mutante ppk2 generó daño

tempranamente en las larvas infectadas sólo en la condición de bajo pi, observándose

cerca de un 60% de larvas afectadas entre el estado 2 y el estado 1 (Figura 19A). Este
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mutante, que demostró ser el más letal en las curvas de sobrev¡vencia (Figura 17), fue

también el que generó más daño en las larvas, ya que en éste se observó un mayor

porcentaje de larvas en estado 1 que en las otras cepas.

Figura 18. Efectos de la infecc¡ón pot P. aeruginosa PAOI en el pez cebra. (A) Vista dorsal
(izqu¡erda) y lateral (derecha) de una larva control de 72 hpf en medio E3 sin bacter¡as. (B)
Cuatro ejemplos representativos de larvas de 72 hpf incubadas por med¡a hora en una solucjón
bacter¡ana en medio E3 de -1x1Oe UFC/mL. Las fotos se tomaron en campo claro con 1,6X de
aumento y antes de que las larvas murieran, excepto en la foto de abajo a la derecha donde se
muestra una larva muerta con necrosis ocular.
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F¡gura 19. Estados de lnfección del pez cebra producto de la incubaclón con las distintas
cepas de P. aeruginosa PAO1. Las larvas fueron ¡nspeccionadas visualmente luego de t hora
de incubación con bacterias (A),6 horas (B) y 10 horas (C). Estas se clasificaron según los
distintos estados de infección, lo cuales se definieron anteriormente (Tabla 9).

Se observó a las 24 hpi (Figura 19C) un mayor porcentaje de larvas muertas

(estado 0) que afectadas (estados 1 y 2) en relación a los otros tiempos de incubación
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(Figura 19 A y B), y en este tiempo el porcentaje de larvas muertas se corresponde con

las que se vieron afectadas en los tiempos anteriores. Esto indica que los eventos de

muerte son precedidos de los estados 2 y 1 de infección, de forma que el daño

observado en las larvas es un indicativo de una futura muerte.

Por otro lado, con esta aproximación se diferenció claramente el efecto de la

incubación con P. aeruginosa silvestre y mutante ppkr, de la incubac¡ón con E. coli, ya

qué aunque estas cepas no mostraron diferencias significal¡vas en la mortal¡dad de los

peces, si se observaron cambios en el daño generado, esto debido a que las larvas

¡ncubadas con E coli s¡empre estuv¡eron en estado 3, mientras que se encontraron

larvas en los d¡stintos estados a lo largo de la incubación con cepas de P. aeruginosa

(Figura 19).

3.4.4. Producción de pigmentos tóxicos en cultivos bacter¡anos ut¡lizados

para los ensayos de intección en pez cebra

Para evaluar la producción de los factores de virulencia pioverd¡na y piocianina en

las mismas bacter¡as que posteriormente se utilizarían para la incubac¡ón con los

peces, se util¡zó el mismo método espectrofotométrico que se uso para cultivos

suplementados con glicerol (F¡guras 8).

En ¡a cepa silvestre, la producc¡ón de piocianina fue menor en bajo fosfato

(P<0,01), m¡entras que no hubo d¡ferencias s¡gnif¡cativas en la producción de

pioverdina en los dos medios (Figura 20).

Por otro lado, en ambos mutantes se observó una mayor producción de piocianina

en bajo fosfato (P<0,001), y en alto fosfato sólo el mutante ppkz obtuvo una mayor

producción de este compuesto (P<0,01).
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Con respecto a la pioverdlna, el mutante ppk2 lue la única cepa que aumentó

signif icat¡vamente la producción en el medio con bajo fosfato (P<0,01). En relación a la

cepa silvestre, el mutante ppkl tuvo una menor producción de este sideróforo en los

dos medios (P<0,01 en alto Pi y P<0,001 en bajo Pi), mientras que el ñulante ppk2

mostró un aumento s¡gnificat¡vo de la producc¡ón en el medio con bajo Pi (P<0,01)

(Figura 20).

P¡ocianina I PAol

- P¡\Ot PPkl
) PAOI PPk2

Figura 20. Medición espectrofotométr¡ca de p¡overdina y piocianina en sobrenadantes de
cult¡vos de bacterias ut¡l¡zados para la incubación con pez cebra. Los cultivos de bacterias
de P. aeruginosa PAO'I si¡vestre y mutantes (ppk1 y ppk4 se crecieron por '18 horas en medio
NGMIPi y NGN¡IPi. Se colectó el sobrenadante de cada cultivo y se mid¡ó la absorbancia a las
longitudes de onda asociadas a cada compuesto (pioc¡anina 313 nm, piovedina TPi 386 nm y
pioverdina JPi 383 nm), y se estandar¡zó por la DO6oo. Las bacterlas se utilizaron para la
incubación con las larvas de pez cebra. Se muestra el promedio r error estándar de tres
mediciones ¡ndependientes. Se realizó un ANOVA de dos vías y un post-test de Bonferroni, y
las diferencias estadísticamente significativas entre las cepas mutantes y la silvestre se
muestran en el gráfico (asteriscos).
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4. DrscusrÓN

La ausencia de los polifosfatos tiene efectos ple¡otróp¡cos en las bacterias. En

part¡cular en P. aeruginosa, se ha demostrado que part¡cipan en numerosos procesos

¡ncluyendo la mot¡lidad (103), la formación de b¡opelículas, la comun¡cación del tipo

"quorum sensing" y la virulencia en diferentes modelos animales (105)" La asociaciÓn

entre los pol¡fosfatos y la virulencia se ha adquirido relevancia clínica a nivel global, ya

que cada vez existe más evidencia de la aparición de cepas patógenas res¡stentes a

múltiples drogas (MDR) por el uso desmesurado de antib¡ót¡cos (5), por lo que se ha

propuesto a los poliP como un nuevo posible blanco para drogas antimicrobianas.

El potencial del metabolismo de los polifosfatos como nuevo blanco terapéutico se

debe a varios factores. Además de los efectos ya mencionados en la virulencia de P

aeruginosa, mutaciones en las enzimas de sÍntesis de poliP en otros patógenos como

Salmonella sp. y Shigella f/exner, disminuyen la res¡stencia celular a la acidez y a

polimixina B, y la capacidad de estos mutantes para ¡nvad¡r epitel¡os (102). Sin

embargo, como los efectos de las mutaciones en el metabolismo de los polifosfatos

son variados, el uso de técnicas Ómicas permite un estudio más comprensivo del

comportamiento de estos mutantes, y en este caso, los ensayos utilizados se

complementan ya que se realizaron a un nivel molecular (proteómico) y a uno celular

(fenotípico).

4.1. Anál¡sis de los Microarreglos Fenotíp¡cos

Los camb¡os más notables observados en el crecimiento de las cepas mutantes en

relac¡ón a la cepa silvestre en los dist¡ntos sustratos utilizados, corresponden

pr¡ncipalmente a las placas de sens¡b¡lidad a compuestos químicos (PM11-20).
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Con respecto a las placas metabólicas (PM1-10), en el mutante ppkl se

observaron I gananc¡as y 5 pérd¡das fenotípicas, correspondientes al 23% de los

cambios observados. En el mutanle Wk2, el 29yo de los camb¡os fenotípicos

corresponden a estas placas, de los cuales 6 fueron ganancias y 5 fueron pérd¡das. De

esta forma, los mutantes del metabol¡smo de síntes¡s de los pol¡P mostraron una

capacidad de utilizar nutrientes similar a la de la cepa silvestre. A diferencia de lo

observado en estos mutantes, la mayorÍa de los cambios en los microarreglos

fenotíp¡cos de¡ mutante Appkl de E coli correspondieron a diferencias en la utilización

de fuentes de carbono, nitrógeno, fósforo y azufre (datos de nuestro laboratorio no

publicados). Esto puede deberse a que en P. aeruginosa existe más de una copia del

gen que codifica para polifosfato qu¡nasas, mientras que en E coll sólo existe uno y por

tanto el fenotipo del mutante es más severo.

Prev¡amente, en las placas de sensibilidad a compuestos químicos (PM11-20) se

encontraron 14 pórdidas fenotípicas en el mulanle Appkl de E. coli, que represontan el

87 ,51" de todas las pérdidas observadas. Esto se condice con lo observado en ambos

mutantes de P. aeruginosa, ya que la mayoría de las pérdidas fenotípicas se

observaron en las placas de sens¡bil¡dad l77o/o de los cambios en el mutante ppkl y

71y6 en el mulanle WkA. Cabe destacar que los mutantes de ambas especies

bacterianas mostraron una mayor sensibilidad a múltiples ant¡b¡óticos con distintos

blancos de acc¡ón. Los mutantes de P. aeruginosa fueron sens¡bles a antibióticos tan

diversos como cloranfenicol, tianfen¡col y el aminogl¡cósido estreptomic¡na, los que

inh¡ben la síntesis de proteínas, algunos B- lactám¡cos como oxac¡lina y nafc¡l¡na, y

sulfonam¡das que inhiben la síntesis de folato como sulfadiazina y sulfatiazol. La

sensibilidad observada en los mutantes puede explicarse, al menos en parte, gracias a

los resultados obtenidos de los ensayos de proteóm¡ca cuantitativa.
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En P. aerug¡nosa existe una famil¡a dé bombas de eflujo de múltiples drogas

llamada RND ("Resistance-Nodulation-Cell Division"), o bombas l¡po Mex (2, 65, 107).

A la fecha se han descr¡to en P. aeruginosa 11 t¡pos de bombas de eflujo capaces de

expulsar d¡stintos anlibióticos de la célula, y uno de ellos se encontró disminu¡do en

ambos mutantes en comparación con la cepa si¡vestre en bajo P¡, Ia bomba MexEF-

OprN, la cual confiere resistencia a cloranfenicol, tr¡metopr¡m y qu¡nolonas, y

suscept¡bilidad a algunos Blactámicos y amiglicósidos (60, 61). La regulación de la

expresión de los d¡stintos tipos de bombas no está completamente diluc¡dada, sin

embargo el operón mexEF-oprN liene una baja expresión basal en cepas silvestre (60),

y es el ún¡co que se conoce cuya expresión es regulada pos¡tivamente por un gen

ubicado río arriba de este operón, llamado nexT (59). La sobrexpresión de este operón

se induce en presenc¡a de antibióiicos, y es mediada por las proteínas MexT y/o MexS,

pero también se genera por estrés metabólico med¡ado por un mecanismo

¡ndependiente de MexT (65).

La proteína MexT no fue identif¡cada en los ensayos de proteóminca cuantitativa

en ninguna de las condiciones estudiadas, por lo que no pueden relacionarse

directamente los nive¡es de expresión de la bomba MexEF-OprN con este regulador.

Sin embargo, se ha descrito que MvaT también regula la expresión de esia bomba de

forma específica, pero independ¡entemente de Ia acc¡ón de MexT (131). MvaT es un

regulador transcripcional que pertenece a la familia de proteínas H-NS similares a las

h¡stonas de estruciuración del nucleoide (15), y es además un regulador global de la

expresión de genes de v¡rulenc¡a, ya que se ha descrito que la inactivac¡ón del gen

mvaT en P. aeruginosa genera un aumento en la producción de pioc¡an¡na, de lectina

PA-IL y de las moléculas autoinductoras C4-HSL y oxo-C12-HSL, y también una

disminución en el nado tipo "swarming" y la producción de elastasa y proteasa LasA
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(27). La mod¡flcación de la expresión de la bomba MexEF-OprN por parte de MvaT se

caracter¡za por un concomitante aumenlo de la expresión de la proteína de membrana

externa OprD (131), porina permeable a imipenem, lo que genera un aumento en la

sensibil¡dad a este antibiótico en P. aeruginosa (86). lnteresantemente, en carencia de

fosfato tanto en la cepa s¡lvestre como en los mutantes ppkl y ppk2, los ensayos de

proteómica cuantitat¡vá revelaron un aumento en la expresión del regulador MvaT

(Tablas suplementarias 1 y 3). No obstante, sólo en las cepas mutantes se observó

una d¡sm¡nución de las proteínas que conforman la bomba de eflujo MexEF-OprN

(Tabla 5). Por otro lado, en ambos mutantes los aumentos en ¡) la expresión de la

porina OprD (Tabla 5), ii) la sensibilidad a cloranfenicol y tianfen¡col, y iii) la resistencia

a carbenicilina, sugieren que la disminución en la expresión de la bomba podría

deberse a la acción del regulador MvaT.

En relación a los otros ant¡b¡ót¡cos frente a los cuales las bombas MexEF-OprN

conf¡eren resistencia, sólo fue testeado en los microarreglos fenotípicos el trimetopr¡m,

con el cual no se observaron d¡ferencias sign¡ficativas entre los mutantes y la cepa

s¡lvestre. Una posible expl¡cac¡ón para esto es que las concentraciones de antibiót¡cos

fijadas para los exper¡mentos de microarreglos fenotípicos por Biolog@, son más bajas

que las util¡zadas pa'a P. aeruginosa, ya que estos ensayos fueron desarrollados para

E cor. Esto también pudo haber dado como resultado falsos negativos para otros

ant¡b¡óticos, frente a los cuales los mutantes ppk, y ppk2 poüian más sensibles que la

cepa s¡lvestre.

Por otro lado, se identificaron otros 10 antib¡óticos y 19 compuestos tóxicos

(quelantes, detergentes, ionóforos, iones tóxicos y agentes oxidantes), que no pueden

relac¡onarse directamente con la acc¡ón de la bomba MexEF-OprN, y a los que las

cepas mutantes son menos resistentes que la cepa silvestre. En estos mutantes se
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encontró aumentada la expresión de distintas proteinas de membrana como porinas y

transportadores de tipo ABC (Tabla 5). Lo anterior, en conjunto con la d¡sminución de

algunas proteínas de b¡osíntesis de membrana y pared celular Cfabla suplementaria 4),

podrÍa ind¡car que las mutac¡onés en la sintes¡s de los pol¡P generan alteraciones en la

permeabilidad celular a dist¡ntos agentes tóxicos.

4.2. Cambios en la virulenc¡a de las cepas mutantes ppkl y ppk2

La regulación génica dependiente de la dens¡dad celular se basa en la liberación

de moléculas soluble que son sensadas por otras bacterias. En P. aerug¡nosa exislen

al menos dos sistemas autoinductores (LasRl y RhlRl) que se interconectan de forma

jerárquica, donde LasFl/3-oxo-C12-HSL activa al sistema Rh|B/C4-HSL (69), y en

conjunlo gatillan la transcripción de los genes dependientes del "quorum sensing" (QS),

muchos de los cuales están involucrados en la virulencia bacter¡ana (38, 92, 114,132).

Es por esto que se ha buscado ut¡l¡zar este s¡stema autoinductor como un blanco para

drogas antimicrobianas (115, '118), y por tanto es un sistema a considerar cuando se

busca la atenuación de la virulencia en cepas patógenas.

Estudios anteriores demuestran que la expres¡ón de RlhR depende de LasR en

medios nutritivos, m¡entfas que bajo condiciones de carencia de fosfato varios

activadores transcripcionales (como Vfr, RhlR y oq) part¡c¡pan en la expresión de rhl,q

desde múltiples promotores, fomentando un aumento en su expresión (69). Además,

se ha descrito que baias concentrac¡ones de fosfato en el med¡o reducen los niveles de

AHLs (7). Por otro lado, mutaciones en el gen ppkl en P. aerug¡nosa (y en otras

bacter¡as patógenas) generan una disminución en la producc¡ón de AHLS y en la

virulencia (55,57, 1O4, 105, 124). A pesar de esto, en los ensayos de detección de

AHLs con el biosensor A. tumefac¡ens NTL4 realizados en medios con bajo y alto Pi
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(F¡gura 10), no se detectaron diferencias sign¡ficat¡vas entre las dos condiciones de

fosfato tanto en las cepas mutantes como en la silvestre, con excepción de la fase

exponencial de crecimiento (3 horas de ¡ncubac¡ón) donde la cepa silvestre mostró una

mayor producción de AHLS en alto P¡ y el mutante ppkT en bajo Pi. El método utilizado

para la ident¡ficación de AHLS es cualitativo y habría que real¡zar otro tipo de estudios

para poder cuantificar y confirmar las d¡ferencias en la producción de estas moléculas

por parte de los mutantes. Mediante esta técnica tampoco pudo detectarse con

exactitud la presencia de C4-HSL en ninguna de las muestras, Sin embargo si se

observaron manchas con la misma migración de la oxo-C12-HSL en todas las cepas y

cond¡ciones, con menor ¡ntensidad a las 3 horas de incubac¡ón (en todas las cepas)

que en t¡empos posteriores, y es percept¡ble que la señal de esta lactona €s menor en

el mutante ppkT que en el mutante ppkz y en la cepa silvestre.

Debido a que estos resultados no son concluyentes, no puede extrapolarse la

producción de factores de v¡rulencia a la presencia de las distintas AHLS observadas.

No obstante, se ha demostrado que, aunque es necesaria una concentración crítica de

moléculas autoninductoras para la act¡vación de este sistema, la expres¡ón de algunos

genes de virulencia como /ecA están "super-regulados" de una forma dependiente de la

fase de crecimiento más que por la concentración de AHLS (27). De ¡gual forma, la

producción de PQS -otra molécula de señalización que confola Ia síntesis de factores

de virulenc¡a como piocianina, lect¡na, ramnolípidos y HCN (26,41)- demostró en un

principio ser depend¡ente de LasR/oxo-C12-HSL (95). Sin embargo, Iuego se demostró

que la concentración de PQS alcanza su máximo en la fase estacionaria tardía donde

el s¡stema de QS no estaría act¡vo, sug¡r¡endo que esta molécula no participa en la

detección de la dens¡dad celular y puede act¡var Ia producción de factores de v¡rulencia

en respuesta a otros estímulos (76). Esto también fue probado ,n ylyq donde se
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observó que bajas concentraciones de fosfato generan una mayor producción de PQS

y de¡ sideróforo pioverd¡na, gue resultan en una mayor letalidad de P. aeruginosa lrenle

a C. elegans (137). Consistentemente, se observó también en este estudio un aumento

en la producción de sideróforos totales (Figura 8), y de pioverdina y p¡ocian¡na (F¡gura

9) en la cepa silvestre y en ambos crecidos en bajo fosfato. La medición de estos

factores de virulencia se realizó en distintas fases de crecimiento, por lo que se

observó la progresión de la producción de sideróforos en el t¡empo, destacando que en

la cepa s¡lvestre la producción es más baja a las 3 horas en ambos med¡os, Io que

indicaría que la inducción en la producc¡ón de s¡deróforos ocurre alrededor de las 6

horas de incubación. El aumento en la producción de sideróforos en carencia de

fosfato ha s¡do b¡en documentado (71, fin, por tanto el comportamiento de todas las

cepas en este medio era esperable. Sin embargo, la producc¡ón de sideróforos totales

fue varias veces mayor en el mutante ppk2 que en el mutante ppkl, en comparación

con la cepa silvestre. Además, la producción de sideróforos en este mutante aumentó

progresivamente con el tiempo de ¡ncubación y a las 3 horas ya se observaba una gran

cantidad de éstos, lo que sug¡ere una síntes¡s muy temprana de este factor de

virulencia.

Por otro lado, en las mediciones espectrofotométricas (Figura 9) tamb¡én so observó

una producción signif icativamente mayor de pioverd¡na en et mutante ppk2 en rclación

a las demás cepas, lo que es corroborado por el ensayo de proteómica cuantitativa,

donde tamb¡én se observó un aumento en la cantidad de proteínas relac¡onadas con la

síntesis de pioverdina en comparac¡ón con la cepa silvestre Oabla 6). Esto podría

explicar en parte la mayor cantidad de sideróforos totales sugerido por el ensayo de

d¡fus¡ón en agar CAS, debido a la alta afinidad por hierro de la p¡overdina, aunque por

ICPL también se observaron aumentadas otras proteínas asociadas con la captura e
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ingreso de hierro a la élula, ¡ncluyendo la de síntesis de p¡overdina pvdL (Tabla 6).

Esto es de gran importancia ya que se asoc¡a a la pioverdina con una mayor capacidad

¡nfect¡va en d¡st¡ntos modelos animales y vegetales (80,94), deb¡do a su mayor

capacidad de adquirir hierro en s¡stemas biológicos removiéndolo incluso de proteínas

como la transferrina y la lactoferrina (130, 13S), promoviendo de esta forma su

crecim¡ento y colonizac¡ón de tejidos como se ha demostrado en modelos de ratón

quemado y de colonización de puhón de rata (97, 1os, j29). Ad¡cionalmente, se ha

encontrado que la pioverdina inicia una cascada de señalización que termina en la

inducción de la sintesis de otros factores de v¡rulencia como la exotox¡na A. la

endoproteasa Prpl y la misma pioverdina (69).

En el mutante ppkl,los resultados del ensayo de difusión en agar CAS (Figura B)

refle¡aron una producción global de sideróforos indist¡nta de la cepa silvestre, mientras

que la presenc¡a de pioverd¡na, med¡da por espectrofotometría (Figura 9), es

s¡gnificat¡vamente menor que en la cepa s¡¡veske (p<o,OO1). La diferencia entre la

medic¡ón de sideróforos totales y Ia de pioverdina sugieren que habría un aumento en

la producción de otros compuestos capaces de quelar hierro, pudiendo ser uno de

estos la pioquelina, un sideróforo secundario con menor afinidad por hierro (99). Esto

fue confirmado por ICPL (Tabla 6), donde se observaron aumentos de la pchE y FptA,

proteínas involucradas en la sintesis y el transporte de la pioquelina, respectivamente.

Ambas proteínas, además de la PchF, se encontraron aumentadas en el mutante ppkz

Se ha considerado que la pioverdina es el principal mecan¡smo de transporte de h¡erro

en la célula, ya que tiene una mayor capacidad de incorporar hierro de la pioquelina,

(PvdG=1oPM'1 versus Pch Ku = ! ¡ i 05 M'r en etanot) (1, f 8). Sin embargo, al ¡gual

que Ia p¡overdina, la pioquel¡na promueve el crecimiento bacteriano y puede remover
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hierro de la transferrina y lactoferrina, además de actuar de forma sinérgica con la

pioverdina para causar infeccíón (19, 116, 122).

De la m¡sma forma en que se evaluó la producción de pioverd¡na, se midieron las

concentraciones de piocianina en los sobrenadantes de los cult¡vos de las distintas

cepas (F¡gura 9). La piocianina es un p¡gmento tóxico derivado de fenazinas

caracteristico del género Psedumonas, cuya acción se debe a sus propiedades redox

que, en presenc¡a de oxígeno y de agentes reductores como NADH y NADpH, genera

la acumulación de peróx¡do de hidrógeno y de superóxido (48). Estudios revelan que

altas concentraciones de piocianina generan una d¡recta inhibición de las catalasas

(89) y depleción ¡ntracelular de la forma reducida del glutatión, cuya acción sobre la

pioc¡anina producé radicales libres (83), activando procesos pro¡nflamator¡os que en

conjunto estimulan Ia atracción de neutrófilos a las vías resp¡ratorias, causando

inflamación y daño t¡sular mediado por piocianina y sus derivados, espec¡es reactivas

de oxígeno y de los m¡smos neutrófilos (24, 48, B3). por otro lado, la piocianina

también puede acluar de forma s¡nérglca con la pioquel¡na, catalizando la formación

del radical hidroxilo que daña directamente a las células endoteliales pulmonares (12,

81). Por estas razones la piocianina se ha utilizado como un determinante de la

virulencia en P. aeruginosa, que permite tipificar a las cepas tox¡cogénicas (111).

La medición de piocianina en los sobrenadantes de cultivos de p. aeruginosa

(F¡gura 9) reveló un aumento de la producción de p¡ocian¡na en el tiempo, lo que se

condice con la regulación de la producción de este compuesto por parte del s¡slema de

QS. La cantidad de piocianina medida en la condic¡ón de bajo fosfato fue

sign¡f icativamente mayor en todas las cepas que en alto fosfato, comprobando la

inducción de la expres¡ón de genes involucrados en la síntesis de fenazinas en

carencia de fosfato descrita anteriormente (4, lg7). por otro lado, en bajo fosfato la
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producción de piocianina fue mayor en los mutantes ppkl y ppkz que en la cepa

s¡lvestre, sugiriendo que estos mutantes son más sens¡bles a la carencia de fosfato, o

que algún otro sistema regula positivamente su producción en estas condiciones.

Lamentab¡emente, no pudo identificarse por proteóm¡ca cuantitativa proteÍnas

relacionadas con la síntesis de fenazinas en estos mutantes.

Recientemente, med¡ante experimentos de microarreglos de ADN en P. aeruginosa

se reveló que además de la inducción en la producción de p¡oc¡anina y pioverdina, la

carencia de fosfato altera la transcripc¡ón de múltiples genes relacionados con la

adquisición de fosfaio (pstSCAB-phoU, phoA, opro, oprP¡, el sistema de QS (mrfR

pvds, rhlR), quimiotax¡s (ctpL, ctpH y otros probables transductores de quim¡otaxis) y

secreción de toxinas (s¡stemas de secrec¡ón tipo ll y Vl), entre otros (4). Para la cepa

silvestre, en la condición de carenc¡a de fosfato utilizada para los ensayos de

proteómica cuantitativa en este trabaio, también se observaron aumentadas proteínas

relacionadas con la adqu¡sición de fosfato (OprO, PstB, PstC y PhoU, Tabla 4).

Sumado a esto, se encontraron d¡sminuidas nucleósido disfosfato qu¡nasas (NDKs) y

aumentada la Lon proteasa (Tablas suplementar¡as 1 y 2), lo que sugiere un estado

general de défic¡t de nutr¡entes en la célula. En E. coli la hambruna de aminoácidos

genera acumulación de pol¡P en la célula, lo cuales forman complejos con la proteasa

Lon y gatillan la degradac¡ón de proteínas, lo que aumenta la disponibilidad de

aminoác¡dos (66). Por otro lado, en P. aerug¡nosa se ha asociado la acción de la

proteasa Lon con una dism¡nución en la expresión del s¡stema de QS, lo que reprime

d¡rectamente la expresión de LasR/Lasl vÍa la degradación de la sintasa Lasl (123).

Esta observación del aumento de la proteasa Lon en carencia de fosfato, podría ser

una explicación a la dismlnuc¡ón en los niveles de AHL descritos anteriormente en esta

condic¡ón (7, 53). En los mutantes ppkl y ppk2 no se observó un claro aumento en
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proteínas relac¡onadas con el metabolismo del fosfato, ya que la porina OprO se

encontró disminuida en ambos mutantes, pero s¡ aumentó el regulador PhoB en el

mulanl@ ppk2. En este mutante además se encontró una disminución de NDKs, pero

no se detectó esta proleína en el mutante Wkl. Con respecto a la Lon proteasa,

aunque se encontró aumentada, este aumento no es s¡gn¡ficat¡vo en ninguna de los

mutantes (Tablas suplementarias 3 y 4).

Finalmente, aunque las mediciones de sideróforos y piocianina sugieren una mayor

virulencia del mutante ppk2, el ensayo de Ia virulenc¡a in v¡vo permiiió clarificar y

comprobar lo observado en cuanto al efecto de estos factores de v¡rulenc¡a de las

distintas cepas de P. aeruginosa en un modelo animal.

4.2.1. Letalldad de P. aeruginose en un modelo de infección por inmersión en

el pez cebra

En el presente estud¡o se demostró por primera vez que P. aeruginosa es capaz de

causar letalidad en un modelo de infección por inmersión en el pez cebra. No obstante,

debido a la característica oportun¡sta del patógeno, tanto la bacteria como el pez deben

encontrarse en condic¡ones específicas para que esto ocurra. Según la teoria del

marco daño-respuesta en la patogénesis microbiana de A. Casadevall y L. pirofsk¡

(14), la virulencia es una propiedad del microorganismo que sólo se expresa en un

hospedero susceptible, y la patogénesis microbiana es el resultado de la interacción

entre el m¡croorganismo y el hospedero, y no es atribuible a ninguno de los

componentes por separado. Esta teoria se ajusta especialmente a lo observado en p.

aeruginosa, ya que la patogenicidad de esta bacteria, es decir la capacidad de causar

daño en el hospedero, depende fuertemente del estado ¡nmunológ¡co del hospedero y

do la v¡rulencia bacteriana. Como se observó en este estudio, sólo se ocurrió daño o
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muerte en cond¡ciones específicas del pez cebra y de P. aeruginosa. Estas fueron un

estad¡o temprano en el desarrollo del pez (3 dpf), en el cual só¡o se encuentra

desarrollado el sistema inmune innato; una baja temperatura de incubación (menor a

24C), Ia cual contr¡buye a una respuesta inmune disminuida en el péz; una alta pero

determinada carga bacteriana (-5x1OE UFC/mL), imprescindible para causar mortalidad

en los tiempos observados, ya que concentraciones mayores conducen a una rápida

muerte del pez en todas las cepas estud¡adas (100% de muerte en media hora), y

concentraciones menores no generan efecto alguno en la salud del pez incluso luego

de 5 días post infección (datos no mostrados). Además, se pudo corroborar que la

depleción de fosfato induce la v¡rulencia en P. aeruginosa como se observó en las

curvas de sobrevivencia de Kaplan-Meier (Figura 17), ya que la cepa silvestre de P

aeruginosa sólo generó mortalidad en la condición de bajo P¡ (60% en bajo P¡ versus

4o/o en allo Pi a las 28 hpi), Io que se había descrito anter¡ormente en otros modelos

an¡males (71, 13n).

Por otro lado, se observó una marcada diferencia entre la letalidad de las cepas

mutantes ppkT y ppkz, ya que ¡a primera no generó una mortalidad superior al f07o en

ambas condic¡ones de disponibilidad de fosfato, mientras que el mutante ppkz provocó

un 100% de mortal¡dad antes de las 22 npi en bajo Pi y a las 24 hpi en alto P¡. Esto

sugiere que la carencia de fosfato no altera la virulencia de las cepas mulantes, ya que

en carencia de fosfato se mantuvo la atenuación en la virulencia del mutante ppkl y la

alta letalidad del mulanle ppkz.

De acuerdo con los cambios fisiológicos observados en ¡os ensayo de virulencia en

el pez cebra, la d¡ferencia en la letalidad de las cepas puede ser causada por la

secreción o excreción de compuestos tóx¡cos para el pez, pudiendo ocurrir la muerte

de las larvas sólo un par de horas luego de la infección en algunas condiciones. Según
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lo observado en este estudio, los s¡deróloros son un buen candidato para explicar la

d¡ferencia en la toxicidad tanto de la cepa s¡lvestre en ba¡o fosfato, como la de ¡as

cepas mutantes. Como ya se mencionó anteriormente, la producción de s¡deróforos

lotales en el mutante ppkz es superior a la del mutante ppkl y de la cepa s¡lvestre, lo

que se correlac¡ona con la mayor letalidad de ese mutante. Sin embargo, el mutante

ppkl presenló una producción de sideróforos totales s¡m¡lar a la cepa silvestre, e

¡ncluso una mayor cantidad de piocianina. Conlrariamente, la producción de pioverd¡na

de este mutante fue signif icativamente menor que la observada en las otras cepas,

siendo notor¡a la alta producción de pioverdina por el mutante ppkz. En base a esto, la

mortal¡dad generada en los peces podría ser causa de una acc¡ón sinérgica

princ¡palmente de la pioverdina con otros sideróforos (como con pioquelina cuyas

proteínas de síntesis se encontraron aumentadas en el mutante ppk4 y la p¡oc¡an¡na,

los cuales se encontraron aumentados en las condiciones más virulentas. En

concordancia, en las condiciones donde hubo una baja producción de pioverdina

(como en la cepa silvestre en alto Pi y en el mutante ppkr), la letalidad de las cepas se

vio atenuada.

Estos estudios abren el camino para el uso del pez cebra como un modelo para

evaluar la virulenc¡a de bacterias oportun¡stas @mo P. aerug¡nosa. utilizando técn¡cas

no ¡nvasivas para el pez. Además, la infección por inmersión permite escalar los

estud¡os a ensayos de rastreo masivo de mutaciones que atenúen la virulencia de

distintos microorgan¡smos patógenos.
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5. CONCLUSIONES

Las mutaciones en los genes ppkl y ppk? generan efectos similares a nivel

metabólico, lo que se observó tanto en los resultados de los microarreglos

fenotípicos como en la proteóm¡ca cuantltativa, mientras que mostraron

comportamientos dist¡ntos en relac¡ón a ¡a v¡rulenc¡a bacter¡ana, observable en

la producc¡ón de factores de virulenc¡a y los ensayos de infecciÓn en el pez

cebra.

Los mutantes de la sintesis de los polifosfatos en P. aerug¡nosa presentan

pocos cambios en relación a la cepa s¡lvestre en la utilización de d¡stintos

nutrientes (fuentes de C, N, P, S), lo que sug¡ere que los cambios en el

metabolismo central provocados por mutaciones indiv¡duales (del gen ppkl o

del gen ppk4 son compensados por la función del otro gen parálogo del

metabol¡smo de los poliP.

Las mutaciones en la s¡ntes¡s de los pol¡P en P. aerug¡nosa generan un

aumento en la sensibilidad a los antibiót¡cos y a otros agentes tóx¡cos, la cual

se correlaciona con cambios en la expres¡ón de genes relacionados con la

biosíntesis de la membrana y la pared celular, transportadores y porinas, y

bombas de ellujo del tipo MexEF-OprN reguladas por MvaT.

La carencia de fosfato en los mutantes ppkl y ppk2 genera efectos distintos a

los observados en la cepa silvestre, ya que en ellos no se encontró un aumento

consistente de los sistemas de ingreso de fosfato a la célula, la producc¡ón de

pioc¡an¡na fue mayor en ambos mutantes que en la cepa s¡lvestre, y sólo en el

mutanle ppk2 se observó una mayor producc¡ón de los sideróforos totales,
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destacándose la baja producción de pioverdina en el mutante ppkl y la alla

producción de estaen el mulanle ppk2 en relac¡ón a la cepa s¡lvestre.

P. aeruginosa PAOI genera monalidad en el modelo de infección por inmersión

en el pez cebra, lo que perm¡te el uso de este método para distinguir la letalidad

de distintas cepas y/o condiciones de crecimiento, como se observó en la cepa

silvestre crec¡da en alto y bajo fosfato.

El mutante ppkf presentó una atenuación en la letalidad en el pez cebra,

mientras que el rñulante ppk2 generó una gran mortalidad (superior que la de la

cepa silvestre) en ambas condiciones de d¡spon¡b¡lidad de fosfato, lo que se

correlaciona con la baia producción de pioverd¡na en el mutante ppkl y la alta

producción de este s¡deróforo en el mutante ppkz

Este estud¡o confirma al gen ppkl como un buen blanco para el uso de drogas

antimicrobianas, debido a su baja letalidad en el pez cebra, baja producc¡ón de

p¡overdina y alta sensibilidad a antibióticos, pero no así al gen ppkz, ya que en

este mutante se ve un aumento de la letal¡dad en el modelo an¡mal estud¡ado y

una aumento de Ia producción de los factores de virulencia evaluados.
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7. ANEXOS

Tabla supleméntaria 1. Listado de proteínas que aumentan su expregión en P. aeruginosa
PAOI silvestre crec¡da en caréncia de fosfato con respecto a la condiciónde exceso de
tosfalo en los anál¡s¡s de pfoteóm¡ca cuant¡tativa. Se muestran sólo las proteínas que
pertenecen a las categor¡as funcionales de proteínas de transporte, transcripción,
modif¡caciones postraduccionales, degradación de proteínas y chaperonas, b¡ogénesis de pared
celular/membrana./envoltura, motilidad celular y secrec¡ón, adaptación a condiciones alipicas y
factores de v¡rulenc¡a.

Subunidad de
unión a ATP de
la proteasa Clp
dependiente de
ATP, Clpx
Subun¡dad de
unión a ATP de
probable
proteasa Clp¡'/B

clpx P41802 63,47 14,8 4

P40459 497,10 30,6 28 22
de

proteínas,
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Aumento de la expres¡ón en JP¡ en comparación con lPi

Categoría Proteína Gen --- lPunluá-l o/. I *l *l- loo"fPromur{F ción lcob. lp¿"t. lux tsrom' 
I -ln?i"n"}

ALMACENAJE Y PROCESAIT¡IIENTO DE LA INFORMACIÓN

PROCESOS CELULARES Y SEÑALIZACIÓN

2,77 .t 
,54

1,322,34

nes
poslraduc-
cionales,



Chaperona ClpB

Subunidad
proieasa HflK

Zitc
metaloproteasa
dependiente de
ATP FISH

Lon proteasa

PA4542 231,40

PA4942 51,80

P A4751

P41803

21 ,3 22

12,0 3

6,7

12,t

clpB

hflK

IJ

2 2,01

1 ,29

1,08

69,42

ftsH 3 2 1,73 0,865

10 6 1,68 0,A22

# Pept. número de péptidos
# (UH) pépt¡dos empleados para la cuantificación
Prom. promedio de los péptidos cuant¡f¡cados (PAO1 lPi/ PAO1 lPD

88

B¡ogénesis
de pared
celular

/membran
a

/envoltura

3,89

2,59

2,00

Sim¡lar a UDP-
glucosa/GDP- wboA pA3159
manosa
deshidrogenasa
Lipotoxina F, LptF IPtF PA3692
Prote¡na
determ¡nante de ñreB pA44B1
torma de Dafa

50,35 11,7 4

88,51 10,7 4

71,52 13,0 4 3

2,O3

1,45

1,07

A.lerráción
PA0848 62.30 19,6 4

PA0456 57,93 ¡10,6 8

PA3529 193,12 50,0 16

3,42

1,90

1,71

4

1,85

1

0,848

condicione
s atipicas

Factores
de

virulsncia

f 93,71 12,2 12

2,72

1,74

1 ,73

1,52

Protslna
roguladora de la abp pA52So
ranscfrpcon
AbP
Flsfomanomu-tasa oloc pAsgzz
,/foslogljconx.¡¡asa

Probable lsh de

ifi8ffi3,,H** 'asor 
PAooTo

secrsci5n lpo Vl
ProtE¡na h@1
componsntg dal
shtemá-de. .- hcnl PAOO85
66crrrc¡0n lpo vr
(cibtoxtna
secr€tada)

70,75 9,1

46,60 6,9

47,* 19,'t 3 1 ,95 1,04



Tabla suplementar¡a 2. Listado de proteínas que d¡sminuyen su expresión en P'

aerugino;a PAOI s¡lvestre crecida en carenc¡a de fosfato con respecto a la condiciónde
exceao de fosfato. Se muestran sólo las proteínas que perteneces a las categorías funcionales

de proteínas de transporte, transcripción, modificaciones postraduccionales, degradación de
proteinas y chaperonas, biogénesis de pared celular/membrana,/envoltura, motilidad celular y

secreción, adaptación a condiciones atíp¡cas y factores de virulencia
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Dism¡nución de la expres¡ón en JPi en comparac¡ón con lPi

Categoría Proteína Gen oRF Pucl:ua- 
cll. ,.i {á¡ erom.

METABOLISMO

ALMACENAJE Y PROCESAMIENTO DE INFORMACION

Transcrip- Probableregulador
ción ranscripcional

3

ffitz¡cró¡.1
N.4od f icacio-

nes
postraduc-

. 
ciolales l0 hDa otuES oA4386 zo4,g2 s7.7 16

deqradac¡ón chaPeronlna

de
proteínas,

0,59 -0,687

Biogénes¡s de
Dared celular



% Cob. porcenlaje de cobertura de Ia proteína
# Pept número de péptidos idenlificados
# (UH) péptidos empleados para la cuantificación
Prom. promedio de los péptidos cuant¡Íicados (PAO1 lPi/ PAOI lPD

Tabla 3, L¡stado de proteínas que aumentan su expresión en los mutantes de sÍntesis de
los pol¡P en carencia de fosfato con respecto a la cepa PAO1 silvestre en la m¡sma
con¡¡c¡ón, en los anál¡s¡s de proteóm¡ca cuantitativa. Se muestran sólo las ploteínas que

perteneces a las categorías funcionales de proteínas de transporte, transcripción,
modificaciones postraduccionales, degradación de proteínas y chaperonas, biogénesis de pared

celular/membrana-/envoltura, motilidad celular y secreción, adaptación a condiciones atípicas y

factores de virulencia.

90

/ membrana
/ envoltura

ffi
Adaptación aATpy

a transporhdor ABC
condic¡ones do aminoácidos

atíp¡cas (fa¡sporte d€
d{^tñál

PA1339 69,11 9,8 4 2 0,44 -0,985

de pioverdina
féÍica FpvB
Protg¡na de
bio6lnt€6ls de

Factores de Pbquellna PchD

virulencia Recsptor de
Fe(3+)-pbquelina

tpvB PA416A 55,90

NhD PA422B 64,65

2,9 0,20 -2,248

-2,178

-1,712

¡ ,616

-0,926

-0,616

4,9 o,21

lptA PM221 344,45 26,5 23 0,29

c!mponent€ de
uñión a ATP de
transportador ABC

PM222 55,29 9,8 0,31

de &vA P42398 '137,39 8,8 0,50
fe.r¡pbv6rd¡na
Probabls
m€tiltransterasa
espEcilica a

phzM P¡¿mg 42,64 8,7 0,62

Aumento de la expresión en comparación con PAOI IPi silvestre

Categoría Proteína cen oRF t-$1""3i.rJ*.,#, e,o,n. {l?8í-,uutnt"

METABOLTSMO
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PROCESOS CELULAHES Y SEÑALIZACIÓN

P40779 44,40 8,8 4 6,47

5 4,66

2 3,72

3 3,71

3 3,39

4 3,33

1,88 ppkl

1,40 ppkl

1,08 ppkl

1,08 ppkl

0,95 ppkl

092 ppkl

Proteína grpE gtPE P44762 55,18
Proteasa
deqendiente de. hsl.J pAsos4 47.14

ATP;sa Hstu

Proteína Hfq hlq P44944 60'97

9!9!11d,"9,:9 httK PA4s42 s1,s2

13,9

21 ,A

13,4

31 ,7

10,5

10

5

2

3

6

Modifica-
ciones

postraduc-
cionales,

degradac¡ón
de proteínas,
chaperonas

Clp proteasa
dependiente de
ATP, subunidad
proteolítica 2

Lipotoxin F, LptF /p¿F PA3692 255'47 44,1 20 11 4'4A 1,35 PPkl

Ietrahidro-
d¡picolinato N' dapD pA3666 51,28 15,4 g 2 3,33 0,92 ppkl
succtntl-
transferasa
Regulador del
largo de cadena wzz PA316O 74,40 21,6 I 2 3,19 0,86 ppkl
de antígeno O
Probable
proteína no PA4925 103,89 11,3 3 2 2,96 0,75 ppkl
caracterizada
Probable
proteína no PA1053 93,64 21,4 4 4 2,a1 0,67 ppkl

B¡ogénes¡s
de pared
celular

/membrana
/envoltura

): dapD PA3666 75,95 3,s 2 2 1,4O 0,64 ppkz

rasa
S¡milar a UDP-
glucosa/ GDP wápA pA3159 55,11 7,A 4 2 1,38 0,62 ppkz

92

de
ATP
Proteasa Clp

de
ATP subunidad
proteo!ítica 2

P43326 155,31 28,9 I 7 1 ,89 1 ,O7 ppk2



PA4112 65,16 4,2

PA2735 44,35 3,9

't,60

Factores de
v¡rulanc¡a

Receplor da .. btA p\42z1 399,66 os,8 21 17 .t3,66 2,ga ppkl
Fe(3+)-pioquel¡na
Probable
compon€nte de
unión a ATP de PA4Z22 61,69 8,2 6 5 7,52 ZjO ppkl
transportador
ABC
Siñistasa de
ác¡do d¡hk1ro- pchE PA4226 66,02 2,2 3 2 S,S8 1,66 ppkl
a6rugino¡co
Hsceplor de

ffi"''*o" pA4sr4 60,i3 4,5 2 2 3,96 1,17 wkl
hidroxamáto

MucD ,rxrcD PA0766 67,'11 5,5 4 3 3,75 1 ,09

ácido dihidro- pchÉ PA4226 91,21 3,8 3 3 S,3O 2,56 ppk2
a€rug¡noico
necepto. de
Fs(3+)- fp^ PA4221 239,11 16,4 16 -12 3,99 1,9i ppk2
pioqueliña

:;?ig" pchF p^422s rca,a2 4,4 t s 2,Ba 1,68 ppk2

Prqbable
componente de
unknaATPde PA4222 106,61 11,S 11 I 2,AB 1,68 ppk2
transportador
ABC
Prot€ina G de la

::Xfl§f' 
* xcpr PA31o1 62.86 3s,1 s 3 2,4o 1.42 ppte

(T2SS)
Transportadof

X".#ffifffi dmpP p¡.421a 17,71 8,6 2 2 1 ,76 o,s7 wk2
Hh0lFptX)
Fac{or s¡gma-H
deARN algu PA0762 6't,74 7,8 S Z 1,4t) O,ZZ ppk2
polimerasa
MucD mucD PAOTñ 152,60 10,3 10 6 1,47 0,71 ppk2

P42424 52,37 1,7 I 4 1,41 0,65 ppte
o/. Cob. porcentaie de cobertura de la proteina
,l Pept. núme.o de pep¡dos roentificados
# (UH) péptidos empleados para la cuantificación
Prom. promedio de los péptidos cuant¡fjcados (PAOI .lpj/ pAOl tpi)

93

Adaptac¡ón
a

condic¡ones
at¡p¡cas

Probable
€gulador hlbrido
¡€nsor/respuesta

Probable proteina
lel sist€ma de
'estriÉi6n-
rodif¡cación

2

6 2



Tabla 4. Listado de proteínas que disminuyen su expresión en los mutantes de síntesis
de los pol¡P en carencia de fosfato con respecto a la cepa PAO'I s¡lvesire en la misma
condición, en los análisis de proteóm¡ca cuantitativa. Se muestran sólo las proteínas que
perteneces a las categorías funcionales de proteínas de transporte, transcripc¡ón,
modificaciones postraduccionales, degradación de proteínas y chaperonas, biogénesis de pared
celular/membrana./envoltura, motil¡dad celular y secreción, adaptación a condiciones atípicas y
factores de virulencia.
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Disminuc¡ón de la expresión en comparación con PAOI JPi silvestre

Categoría Proteína cen oRF t:[1"- 
":",. 

péÍt. (,lL) 
p.,. d,"ó*-a Mutante

METABOLISMO



ALMACENAJE Y PROCESAMIENTO DE INFORMACIÓN

PROCESOS CELULABES Y SEÑALIZACIÓN

Modifica-
ciones

postraduc-
cionales,

degradación
de proteínas,
chaperonas

F:",.§fr:f# px PAess2 7s'os 27 's s 2 0,06 -1'42 ppkl
Probable ClpA,/B

Sl,itiii?;* pAo4ss 20a,24 20,1 18 12 1,03 -0,77 ppkl
unión a ATP
Chaperona dnal dnal PA4760 108,24 7,7 A 4 1,08 -0,70 ppkl

P41327 19a,75 10,7 11 7 1,13 -0,64

Probable ClpA,/B

§|",'iiñX¡ r" pAo4ss 6ss,1s 26,r so 20 0,55 -0,71 ppkz

B¡ogénesis
de pared
celular

/membrana
/envoltura

Lípido A 3-O-
deacilasa

pagL P44661 71,80 14,5 4 3 1,08 -0,70

Probable proteína
no caracterizada

UDP-2-acetam¡do-
2-dideoxid-ribo-
hexS-ác¡do
ulurónico
transaminasa,
WbpE

2-dehidro-3-
deoxifosfo-
octonato aldo¡asa

Líp¡do A 3-O-
deaci¡asa

Regulador del
largo de cadena

P41053 126,99 27,3 5

wbpE P43155 4A,72 9,7 2

kdsA PA3636 71,63 21,4 9

pagL P44661 313,95 54,3 15

wzz PA316O 42,07 10,6 3

2 O,49 -0,88 ppk2

6 0,50 -0,85 ppk2

10 0,53 -0,76 ppk2

3 0,54 -O,74 ppk2

95

Probable proteina
Transcíp- nocaraclerizada

crón (prole¡na A de
chooue de faoos)

I

ppkl

Pfobabbpfole¡na
de eslr6s de
uniiSn a ADN
Caialasa
Probable
mmxidase

P40962 55,36 19,2 3 3 0,63 "1,.t8

katA P¡É,2SG 328,01 24,3 15 10 0,74 -'1,25

P43529 97,99 28,0 11 5 0,75 .1,n

Ppkl

ppkl

PPkl



% Cob. porcentaje de cobertura de la proteína
# Pept. número de péptidos identificados
# (UH) pépt¡dos empleados para la cuantificación
Prom. promedio de los péptidos cuant¡f¡cados (PAOI .lP¡/ PAOI 1Pi)

96

Adaptac¡ón
a

condiciories
atípicas

Alquil
h¡drcperóxido arlrc pAo139 170,42 2g,g I
r9ductasa.
§lñrmidád C

6 0,79 -1,f6 PPkl

Ahull
hidroperóx¡do

c
Superóxido
d¡smutasa [Fe]
Probable

aápc PAOI39 214,A7 62,6 11 I 0,15 -2,* WIA

sodE PA4366 53.01 19.7 6 3 0,29 -1,63 ñ¿
PA3529 267,1'1 ,+6,5 16 l0 0,44 -1,03 PpE

Catalasa katA P¡/;2§ 396,0G 36,7 20 14 O,45 -1,00 ppd¿

Faciores de
v¡rul6ncía

(síni€sis de
piowrdlña)
h¿dF

PA2393 91,81 6,7 3

pvdF PA2396 46,02 5,1 2

2 0,05 -5,14

2 0,30 -2,55

3 0,79 -1,16

2 1,09 -0,69

Prot€lna hcp'l ñcp, PA0085 115,26 34,6 5

f^T9lll:1"IIT" atsc P*ssz_ 4s,7o s,z 4

ppkl

ppkl
wkl
pPkl

Prclelna Hcpl h@l PA0O85 1Ñ,27 24,7 1 2 O,37 '1'2S p e



F¡gura suplementaria 1. Resultados cinét¡cos de todos los microarreglos fenotípicos analizados para la comparación entre el
mulanle ppkl y la cepa silvestfe.
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Figura suplementaria 2. Besultados clnét¡cos de todos los mlcroarreglos tenotíp¡cos anallzados para la comparación Entre el
mutante ppkz y la cepa silvestre.

Consenso: PAO1 ppk2 (verde) versus PAOI silvestre (roiol
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