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Resumen

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa considerada un patégeno opor-
tunista de plantas y animales, su resistencia intrinseca a una gran cantidad de antibidticos
la convierte en una de las principales causas de infecciones nosocomiales. La virulencia de P.
aeruginosa se debe a la gran variedad de factores extracelulares que produce cuya sintesis es
regulada por sistemas sensores de quérum o quorum sensing (QS). Este tipo de sistemas se
basa en la acumulacion de moléculas senal que son reflejo de la densidad celular, las cuales en
conjunto con proteinas reguladoras modulan la expresion de genes especificos. Esta especie
cuenta con tres sistemas de QS; dos de ellos basados en la deteccién de N-acil-homoserina
lactonas (sistemas Las y Rhl) y uno en la deteccién de 2-alquil-4(1H)-quinolonas (sistema
Pgs), estos sistemas estan relacionados de manera jerdrquica, siendo el sistema Las el que
regula positivamente a los otros dos sistemas. Esta jerarquia ha sido descrita en bacterias
crecidas en medios ricos y ha sido el referente para propuestas en las que se pretende apagar
la respuesta de QS bloqueando al sistema Las. En el presente proyecto, se demuestra como
en un medio con bajo fosfato el sistema Las pasa a ser dispensable. Lo anterior se sustenta
principalmente a dos niveles: a) Expresion genética: al inactivar a LasR no se genera ningin
cambio significativo en el patrén de expresion genética (RNAseq) y b) Fenotipo: al inactivar
a LasR no se afecta significativamente la produccién de factores de virulencia. En el caso del
sistema Rhl, su importancia en esta condicién es evidenciada por la sobreexpresion de rhiR,
dicha expresion es mediada directamente por PhoB, como se demuestra en el presente trabajo.
Ademsds, Rhl se vuelve completamente responsable de la expresién de factores de virulencia,
incluso de la elastasa (LasB), la cual en medio rico depende también del sistema Las. Esta

reestructuracién de la jerarquia de los sistemas de QS es muy relevante debido a que la bac-



teria se enfrenta a condiciones de bajo fosfato al momento de establecer una infeccién. Por lo
anterior, es de suma importancia comprender la regulacién de los sistemas de QS en este tipo
de ambientes para poder plantear propuestas anti-QS méds acertadas, dado que, inactivar al

sistema Las en esta condicién no tendria efecto.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Generalidades de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa, aerdbica, presenta morfologia
de bacilos de 0.5-0.8 pum por 1.5-3.0 pm, la mayoria de las cepas presentan un solo flagelo
polar y se encuentra distribuida ampliamente en la naturaleza. Es un patégeno oportunista
en animales y plantas debido a que produce un gran nimero de factores de virulencia. Tiene
la capacidad de crecer 6ptimamente entre 25°C - 37°C. Sin embargo, puede crecer lentamente
o al menos sobrevivir a mayores y menores temperaturas; su habilidad para crecer a 42°C la

distingue de muchas otras especies de Pseudomonas.

Como se menciond, esta especie produce una gran variedad de factores que contribuyen
a su virulencia como son la toxina A, cuya toxicidad se atribuye a su habilidad para inhibir
la sintesis de proteinas; las hemolisinas, de las cuales se encuentra mayor produccién en cepas
clinicas que en cepas ambientales; la piocianina, la cual es un metabolito secundario con la
capacidad para oxidar y reducir otras moléculas y se ha demostrado que retarda el crecimiento
de otras bacterias facilitando la colonizacion por P. aeruginosa; las proteasas, que contribuyen

a la destruccién del tejido, entre otros (Iglewski, 1996).

La principal razon de su estudio se debe a que su adaptabilidad y resistencia intrinseca

a una gran cantidad de antibiéticos la convierten en uno de los patégenos oportunistas mas
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importantes en personas que padecen enfermedades de las vias respiratorias como fibrosis
quistica, bronquiectasia, y enfermedad obstructiva crénica; ademas es una de las mayores
causas de infecciones nosocomiales, principalmente en la unidad de cuidados intensivos. Como
resultado de esto, las infecciones por P. aeruginosa muestran altos indices de morbilidad y
mortalidad, especialmente en pacientes con el padecimiento genético llamado fibrosis quistica

(Fagon et al., 1996).

1.2. El sistema sensor de quérum o quorum sensing

Los factores de virulencia de P. aeruginosa son controlados a nivel transcripcional a
través del sistema de quorum sensing (QS). El sistema QS es el mecanismo por el cual la
bacteria regula la expresién de genes especificos en respuesta a una concentracion critica de
moléculas senal que se producen de manera endégena y son reflejo de la densidad de poblacién
(Venturi, 2006). Estas moléculas, llamadas autoinductores, son producidas constitutivamente
por cada bacteria y actian como co-factores de proteinas reguladoras especificas de la trans-
cripcién cuando alcanzan altas concentraciones, lo que desencadena una respuesta coordinada

de activacién de genes especificos en toda la poblacién (Gellatly y Hancock, 2013).

El QS fue descubierto en Aliivibrio fischeri especie bacteriana marina la cual emite
bioluminiscencia cuando hay una alta densidad celular gracias a la induccién del operén que
codifica para la luciferasa. Esta bacteria vive en asociacion con varios hospederos eucariontes
(peces, calamares, etc.), los cuales han desarrollado érganos especializados donde habita A.
fischeri a una gran densidad celular, cada hospedero utiliza la luminiscencia para distintos
propédsitos como son atraer presas, encontrar pareja, entre otros (Miller y Bassler, 2001).
El sistema de QS de A. fischeri comprende a dos proteinas llamadas Luxl y LuxR; LuxI
es la sintasa del autoinductor N-3-oxohexanoil-homoserina lactona que se une al regulador
transcripcional LuxR y juntos activan la transcripcién del operén luzICDABE responsable
de la produccién de luminiscencia (Engebrecht y Silverman, 1984). El operén luzICDABE se
transcribe de manera basal todo el tiempo, por lo que el autoinductor es producido a bajo nivel
de manera constitutiva, por lo tanto, la cantidad de autoinductor el cual difunde libremente

por la membrana es reflejo de la densidad celular; de esta manera cuando la densidad es baja
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no hay suficiente autoinductor para activar la transcripcién, pero cuando la densidad celular
es alta el autoinductor se acumula a una concentracién suficiente (1-10 pg/mL) que es capaz
de unirse a la proteina LuxR citoplasmatica, dicha interaccién propicia que el sitio de unién
al DNA de LuxR quede expuesto y pueda unirse al DNA y activar la transcripcién del operén

(Hanzelka y Greenberg, 1995).

1.3. El quorum sensing en P. aeruginosa

P. aeruginosa posee tres sistemas de QS, dos de ellos denominados Las y Rhl funcionan
como el sistema descrito para A. fischeri basados en la sintesis de N-acil-homoserina-lactonas
(AHL), que actiian como inductores de un sistema de deteccién y respuesta. En el sistema las,
Lasl es la sintasa que dirige la sintesis de N-3-oxododecanoil-homoserina-lactona (3-O-C12-
HSL) la cual interacciona con LasR y activa los promotores de sus genes blanco (Passador et
al., 1993) . En el sistema rhl, es Rhll quien dirige la produccién de N-butanoil-homoserina-
lactona (C4-HSL) quien interacciona con RhIR y activa los promotores blanco (Winson et
al., 1995). Ambos sistemas estan relacionados y regulan la produccién de multiples factores
de virulencia. Los genes que codifican para las sintasas de cada AHL son expresados a nivel
basal y las AHLs producidas difunden cruzando la envoltura celular y acumulandose progresi-
vamente en el medio extracelular. La autoinduccién se genera cuando la acumulacion de una
AHL alcanza una concentracién umbral, lo que provoca la activacién de los reguladores trans-
cripcionales LasR y RhIR, de esta manera, se encargan de promover la transcripcién de los
genes lasl y rhll, respectivamente, generando un circuito de retroalimentacién positivo (Seed
et al., 1995). El tercer sistema de QS se denomina Pgs (Pseudomonas quinolone signal), éste
se basa en la sintesis y deteccién de alquil-quinolonas (denominadas PQS y HHQ), las cuales
interaccionan con la proteina reguladora PqsR para regular la produccién de ciertos factores
de virulencia. Especificamente, se ha demostrado que mutantes en dicho sistema muestran
una produccién disminuida de factores como piocianina, elastasa y ramnolipidos (Diggle et al.,
2003). Este sistema también se encarga de regular positivamente la transcripcién del operén
pgsABCDE implicado en la sintesis de alquil-quinolonas, generando de esta manera su propio

circuito de retroalimentacién (McGrath et al., 2004; Maura et al., 2016).
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1.4. Los sistemas Las y Rhl

Los sistemas Las y Rhl fueron los primeros en ser descritos y por lo tanto han sido
mayormente estudiados con el objetivo de conocer su relacién, los genes blanco que activan y
los mecanismos moleculares por los que se logra dicha activacién. LasR, la proteina reguladora
del sistema Las, fue identificada por tener una funcién clave en la regulacién del gen lasB
codificante de elastasa (Gambello e Iglewski, 1991); sin embargo, también se demostré que
esta proteina regula la expresién de aprA, lasA and torA (Gambello et al., 1993; Toder et
al., 1991), genes codificantes para proteasas y toxina A, por lo que la activacién mediada por

LasR/3-0-C12-HSL se pensé como un sistema regulador global de la virulencia.

LasR es una proteina de la familia LuxR, los miembros de esta familia son activadores
transcripcionales que tienen homologia con LuxR en dos regiones de la proteina; una regién
localizada en la porcién amino terminal que se sugiere es necesaria para la unién al autoin-
ductor y una regién que se encuentra en la porcién carboxilo terminal donde se encuentra el
dominio de unién a DNA el cual contiene un motivo hélice-vuelta-hélice (Stevens y Greenberg,
1999). Para que LasR realice su funcién activadora requiere que exista 3-O-C12-HSL en el
medio desde que la proteina es sintetizada ya que promueve que ésta se pliegue de manera
adecuada, una vez que se ha sintetizado la proteina se dimeriza formando un complejo que
contiene dos monémeros de LasR cada uno unido a una molécula de 3-O-C12-HSL, de esta

manera el complejo es capaz de unirse al DNA (Kiratisin et al., 2002; Bottomley et al., 2007).

En el caso del sistema Rhl se demostré que controla la produccién de varios factores de
virulencia como son piocianina, hemolisina, ramnolipidos e incluso elastasa (Brint y Ohman,
1995). RhIR también es una proteina de la familia LuxR por lo que se sugiere funciona
de manera similar a LasR, sin embargo se ha demostrado que RhIR puede dimerizar en
ausencia de su autoinductor (Ventre et al., 2003) y ademads es capaz de unirse a algunos de
sus sitios blanco en presencia y ausencia de su autoinductor C4-HSL (Medina, Judrez, et
al., 2003; Gonzélez-Valdez et al., 2014). No obstante para su actividad como activador de la
transcripcién es necesaria la presencia del complejo Rh1R/C4-HSL al igual que el sistema Las

(Latifi et al., 1996; Pesci et al., 1997).

Como se menciond anteriormente, la activacion de los genes blanco de cada sistema se
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lleva a cabo mediante interaccién directa de los complejos LasR/3-O-C12-HSL y RhIR/C4-
HSL con secuencias de DNA conservadas las cuales se encuentran en la regién reguladora de
los genes blanco. Dicha secuencia se ha denominado caja las-rhl y fue descrita analizando
algunas secuencias de unién a LasR, RhIR o a ambos que habian sido identificadas previa-
mente. Se trata de una secuencia de 20 pb en donde en la mayoria de los casos permanecen
invariables los nucledtidos 3, 4, 17, 18 (Tabla 1.1) (Schuster et al., 2003; Soberén-Chéavez et
al., 2005; Gonzalez-Valdez et al., 2014). Sin embargo se ha observado que no todos los genes
blanco del sistema Las cuentan con secuencias parecidas a las secuencias consenso (Schuster
y Greenberg, 2007); esto es compatible con las observaciones de que LasR es capaz de inter-
accionar con distintas secuencias, varias de ellas con poca conservacion haciéndolas dificil de

predecir (Schuster et al., 2004; Wang et al., 2021), lo que sugiere que presenta una interaccién

compleja.
Gen caja las-rhl
rsal AACTAGCAAATGAGATAGAT
lasI ATCTATCTCATTTGCTAGTT
lasA TACTGGAAAAGCTGATAGTT
lecA TCCTGCATGAATTGGTAGGC
rhlA TCCTGTGAAATCTGGCAGTT

Tabla 1.1: Ejemplo de cajas las-rhl. Se resaltan en negritas
lo nucleétidos 3, 4, 17 y 18 considerados como invariables.

Extracto de Soberén-Chavez et al, 2005.

1.5. El sistema Pqs

El sistema Pqs esta conformado por la proteina reguladora PqsR y las moléculas senal de
este sistema son alquil-quinolonas (2-alquil-4(1H)-quinolonas) (AQs), especificamente las que
son capaces de interaccionar y activar a PqsR son la 4-hidroxi-2-heptilquinolona (HHQ) y la 2-

heptil-3,4-dihidroxiquinolona (PQS). Estas AQs son sintetizadas por las proteinas codificadas
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en el operones pgsABCDE, phnAB y por el gen pgsH que se encarga de catalizar la conversién
de HHQ en PQS (Garcia-Reyes et al., 2020). Este sistema regula la transcripcién de al menos
35 loci entre los que destacan los operones pgsA BCDE, phnAB y genes de respuesta al estrés
oxidativo (Cao et al., 2001; Maura et al., 2016).

La principal aportacion de este sistema a la regulacién de factores de virulencia es a
través de la modulacién de la actividad del sistema Rhl, ya que la inactivacién de PgsR afecta
fenotipos dependientes de dicho sistema, especialmente piocianina (Cao et al., 2001; Farrow
et al., 2008). Sin embargo, esta modulacién no es realizada por el complejo PqsR-PQS/HHQ),
sino por la proteina PgsE codificada en el operén pgsA BCDE, la ausencia de PgsE afecta la
produccién de piocianina sin afectar la sintesis de AQs (Gallagher et al., 2002). Se ha sugerido
que PgsE funciona como una sintasa de un autoinductor desconocido que podria interaccionar
con RhIR, propiciando la activacién de sus genes blanco (Mukherjee et al., 2018), sin embargo,
esta hipdtesis no ha sido soportada en subsecuentes investigaciones (Groleau et al., 2020), y
recientemente se sugirié que PgsE podria interaccionar directamente con RhIR para favorecer

su actividad (Taylor et al., 2021).

1.6. Relacion entre los sistemas de quorum sensing

Como se mencioné anteriormente, una caracteristica importante de los sistemas de QS
es que presentan un circuito de autorregulacién positivo, lo cual permite que se amplifique su
sefial una vez que se ha activado el sistema. En el caso del sistema Las, el complejo LasR/3-
0O-C12-HSL activa la transcripcién de las] promoviendo asi la sintesis de la molécula senal
de este sistema (Latifi et al., 1996). En el caso del sistema Rhl, el complejo RhIR/C4-HSL
es capaz de promover la transcripcion del operén rhlABRI donde se encuentran codificadas
RhIR y RhlII (Morales et al., 2017). En cuanto al sistema Pgs, es el complejo PqsR-PQS/HHQ

el que activa directamente la transcripcién del operén pgsABCDE (Wade et al., 2005).

Ademas de esta autorregulacién, los sistemas de QS de P. aeruginosa también presentan
interregulacion. El elemento caracteristico de esta interregulacion, es la relacién jerarquica que

presenta el sistema Las sobre los otros dos sistemas. Especificamente, Las regula al sistema
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Rhl de dos formas: (I) activando la transcripcién de rhlR (Latifi et al., 1996; Pesci et al.,
1997) , y (II) activando la transcripcién de rhll incluso de manera dominante a la activacién
dada por el sistema Rhl (de Kievit et al., 2002). Mientras tanto, el sistema Las también ejerce
control sobre el sistema Pqs de dos maneras: (I) regula positivamente a pgsH quien participa
en la sintesis de PQS (Gallagher et al., 2002), (II) la transcripcién de PgsR, la proteina
reguladora del sistema, también es regulada por LasR (Wade et al., 2005), estableciendo asi
una relacion estrecha entre los sistemas de QS dependientes de AHLs y el sistema Pgs. Con

dichas evidencias el sistema Las se propuso como el regulador principal del QS.

En el caso del sistema Rhl, éste ejerce regulacién negativa sobre el sistema Pqs de dos
maneras: (I) regula negativamente la transcripcién de pgsR (Wade et al., 2005), y (II) regula
de manera negativa la traduccion de pgsABCDE, ya que promueve la transcripcién de este
operén desde un promotor distal que provoca la sintesis de una isoforma de mRNA que no es

capaz de traducirse (Brouwer et al., 2014).

Finalmente, como se explicé a detalle con anterioridad, el sistema Pqs se considera un
regulador positivo del sistema Rhl, ya que al inactivar al sistema Pqs se afectan los fenotipos
dependientes del sistema Rhl (Diggle et al., 2003). De esta manera los tres sistemas de QS

muestran regulacién entre si, creando una red regulatoria compleja (Fig. 1.1).

1.7. Factores de virulencia regulados por quorum sensing

P. aeruginosa es considerada un patégeno con gran capacidad de causar dano en el
hospedero, debido a la gran cantidad de factores de virulencia que es capaz de producir, entre
ellos exotoxinas, proteasas, fosfolipasas, lectinas y fenazinas. En este apartado se detallara
sobre tres factores de virulencia que son regulados por QS y que ademds son considerados de

gran importancia al momento de establecer una infeccion.

La piocianina es una fenazina producida por P. aeruginosa, ésta es la responsable del
color caracteristico verde-azul que se suele observar en los cultivos de esta especie. Es consi-
derada un factor de virulencia debido a que provoca interferencia en el transporte de iones

y produccién de secreciones mucosas (Denning et al., 1998), no obstante, se considera que
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Figura 1.1: Los sistemas de quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa. Los genes son representados
como flechas de colores indicando su direccién en el genoma, las proteinas y moléculas sefial son representadas
con figuras de colores, las flechas con punta negra indican regulacién positiva, mientras que las lineas con
punta perpendicular indican regulacién negativa, lineas continuas indican regulacién directa, mientras las lineas
punteadas indican que el mecanismo de regulacién no ha sido determinado con exactitud. C12: 3-O-C12-HSL,

C4: C4-HSL.



su principal actividad radica en la participacion en reacciones de oxido-reduccién provocan-
do acumulacién de superdxido y peroxido de hidrégeno lo que desencadena estrés oxidativo
(Britigan et al., 1997). La piocianina es sintetizada por un grupo de enzimas codificadas por
dos operones denominados phzA1B1C1D1E1IF1G1 y phzA2B2C2D2E2F2G2 y dos genes adi-
cionales phzM y phzS (Mavrodi et al., 2001). El complejo RhlR/C4-HSL regula positivamente
la transcripcién de ambos operones (Jimenez et al., 2012; Higgins et al., 2018), aunque sola-
mente se ha identificado la presencia de una caja las-rhl en la regién reguladora del operén
phzA1 (Whiteley y Greenberg, 2001). Debido a que la sintesis de este factor de virulencia
es afectada por los tres sistemas de QS, es considerado un excelente fenotipo indicador del

estatus de los sistemas de QS.

La elastasa LasB es considerada la exoproteasa predominante en P. aeruginosa, es capaz
de hidrolizar gran cantidad de proteinas del hospedero provocando dano en los tejidos, ademés
de alterar la respuesta inmune y promover inflamacién (Galdino et al., 2019). Fue el primer gen
descrito como blanco de regulacién de LasR (Gambello y Iglewski, 1991) y se ha comprobado
la presencia de dos cajas las-rhl y la interaccién directa de LasR con éstas (Rust et al.,
1996; Schuster et al., 2004) (Gilbert et al., 2009). Sin embargo, lasB también es regulado
positivamente por el sistema Rhl y es necesaria la presencia de ambos sistemas para que su

sintesis alcance los niveles éptimos (Soto-Aceves et al., 2019).

Los ramnolipidos son biosurfactantes producidos por algunas bacterias, incluida P. ae-
ruginosa, son considerados biomoléculas con potencial biotecnoldgico (Soberén-Chévez et al.,
2021), sin embargo, en el contexto de la infeccién se consideran factores de virulencia ya que
estan relacionados con la formacién de biopelicula (Davey et al., 2003), la movilidad tipo
swarming (Caiazza et al., 2005) y afectan el transporte mucociliar en el epitelio respiratorio
del hospedero (Read et al., 1992). La regulacién de la sintesis de los ramnolipidos depende di-
rectamente del sistema Rhl, especificamente, RhIR /C4-HSL activa la transcripcién del operén

rhlAB y el gen rhiC, encargados de la sintesis de ramnolipidos.
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Capitulo 2

Antecedentes

2.1. jPor qué estudiar condiciones de bajo fosfato?

El fosfato es esencial para toda célula debido a su funcién como componente de bio-
moléculas primordiales como los nucleétidos y los fosfolipidos, ademas de participar en la
transduccién de seniales mediante la fosforilacion. La importancia de estudiar el sistema de
QS en condiciones de bajo fosfato radica principalmente en que las concentraciones de fos-
fato disponible en el hospedero son consideradas bajas (1.12-1.45 mM) (Bansal, 1990), ya
que para P. aeruginosa se consideran concentraciones 6ptimas de fosfato alrededor de 4 mM
(Gallarato et al., 2014). Esta condicién se intensifica en tejidos con reciente cirugia o pacientes
que recibieron quimioterapia generando una condicién de hipofosfatemia (<0.3-0.4 mM), esto
promoveria un fenotipo agresivo por parte de P. aeruginosa en infecciones intrahospitalarias
(Long et al., 2008; Markou y Apidianakis, 2013). Por lo anterior, el estrés por bajo fosfato se

trata de una condicién comun en ambientes donde la bacteria establece infecciones.

P. aeruginosa ha desarrollado mecanismos que le permiten sobrevivir en ambientes
con poca disponibilidad de fosfatos. Por ejemplo, se ha reportado que en esta condicion
se incrementa el movimiento bacteriano tipo swarming a través de la sobreproducciéon de
ramnolipidos lo que le confiere al organismo la capacidad de desplazarse hasta encontrar un
nicho adecuado para su desarrollo éptimo (Bains et al., 2012). Sin embargo, la produccién de

ramnolipidos no es el Unico factor de virulencia que se sobreexpresa en condiciones de bajo
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fosfato, como se mencioné anteriormente, la produccién general de varios factores de virulencia
dependientes del sistema de QS estd aumentada, llegdndose a considerar como una condiciéon
potenciadora de la expresién de un fenotipo letal en Pseudomonas aeruginosa (Zaborin et
al., 2009). Lo anterior sumado a la resistencia intrinseca a gran variedad de antibiéticos que
presenta la especie hace ain mas dificil combatir la infeccion generada. Bajo esta premisa se
han propuesto enfoques en los que el suministro de fosfato a la zona afectada puede ayudar a
disminuir los efectos de la infeccién facilitando asi la recuperacién (Mohammadi-Samani et al.,
2016). En este contexto, es de particular interés determinar cémo se regula la expresién de los
genes involucrados en los sistemas de QS en condicién de bajo fosfato para poder desarrollar

tratamientos mas efectivos contra P. aeruginosa.

2.2. Los sistemas de QS de P. aeruginosa en condiciones de

bajo fosfato

Como se menciond anteriormente, existen varios reportes en los que se ha observado que
en condiciones de bajo fosfato la produccién de factores de virulencia regulados por QS en
P. aeruginosa se ve aumentada (Jensen et al., 2006; Zaborin et al., 2009; Bains et al., 2012),
por lo que es necesario evaluar lo que sucede con dichos sistemas. Especificamente, en el caso
del sistema Rhl se demostré que su transcripcion es mayor en medio deficiente de fosfatos
(Jensen et al., 2006), ademds en estas condiciones se detecta la expresion de rhiR a partir
de cuatro transcritos diferentes, mientras en medio rico solamente se encuentra un transcrito

(Medina, Juarez, et al., 2003).

El sistema Pqs también podria desempeniar un papel importante en estas condiciones
debido a que su actividad como regulador se ha visto estrechamente ligada a la respuesta del
sistema Rhl. Ademads se ha reportado un incremento en la producciéon de AQs en condiciones

de bajo fosfato (Jensen et al., 2006) .

Con respecto al sistema Las, no se ha determinado su participacion en este fenotipo de
sobreproduccién de factores de virulencia en condiciones con bajo fosfato disponible y si su

funcién como regulador principal de la jerarquia de QS se mantiene.
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2.3. El sistema PhoB-PhoR

Una explicacién para el fenémeno de sobreproduccién de factores de virulencia, podria
ser atribuida al regulador transcripcional PhoB, esta proteina forma parte de un sistema de
doble componente PhoR-PhoB activado en respuesta a bajos niveles de fosfato. En Escheri-
chia coli, PhoR fosforila a PhoB quien activa la transcripcién de sus genes blanco los cuales
presentan en su regién regulatoria una secuencia conocida como caja pho. En P. aeruginosa el
sistema pho ha sido descrito y se ha reportado la existencia de secuencias parecidas a las cajas
pho descritas para E. coli en la regién reguladora de rhlR e incluso en otros genes relacionados
con el QS y los factores de virulencia como son rhil, phzA1/A2 y pqsR (Jensen et al., 2006;
Bains et al., 2012). Sin embargo la posible interaccién de PhoB con las cajas putativas no ha

sido demostrada directamente.

Lo anterior deja un escenario muy interasnte por resolver como es el determinar si el
sistema Las sigue controlando a los demas sistemas en estas condiciones, determinar si existe
una jerarquia de QS y si es el caso elucidar qué sistema se encuentra en la cima de la cascada
regulatoria, adicionalmente, identificar qué genes relacionados con el QS son regulados por
PhoB y cémo es dicha regulaciéon. Debido a que el panorama atn es poco claro, es necesario
determinar cémo es la relacién entre los sistemas de QS en condiciones donde el fosfato es

limitante.
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Capitulo 3

Objetivos

3.1. Objetivo general

Determinar la dindmica regulatoria de los sistemas de QS en condiciones de crecimiento

con bajas concentraciones de fosfato en Pseudomonas aeruginosa.

3.1.1. Objetivos particulares

1.- Cuantificar la sintesis de los factores de virulencia dependientes de QS en alto y bajo

fosfato.

2.- Determinar la relevancia de cada uno de los sistemas de QS en la sintesis de los

factores de virulencia en alto y bajo fosfato.

3.- Determinar si la expresién de los sistemas de QS se ve afectada por la disponibilidad

de fosfato.

4.- Determinar si la proteina PhoB regula a los sistemas de QS.
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Capitulo 4

Material y métodos

4.1. Cepas bacterianas, plasmidos y oligonucleétidos

La informacién sobre cepas, plasmidos, y oligonucledtidos utilizados en el presente tra-
bajo se encuentran en las tablas 4.1, 4.2 y 4.3. Las secuencias genéticas de P. aeruginosa
usadas como referencia y en las figuras del presente trabajo fueron obtenidas de la base de

datos pseudomonas.com (Winsor et al., 2016).

Cepa Descripcion Referencia
P. aeruginosa

PAO1 Cepa de referencia. Aislado clinico. (Holloway, 1955)

PAO1AlasR Derivada de PAO1, mutante lasR. Tck. (Soto-Aceves et al.,
2019)

PAO1ArhIR Derivada de PAO1, mutante rhlR. Sm’. (Morales et al.,
2017)

PAO1ApgsR Derivada de PAO1, mutante pgsR. (Soto-Aceves et al.,
2021)

Continda en la pagina siguiente.
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Cepa

Descripcion

Referencia

PAO1AphoB

Derivada de PAO1, mutante phoB.

Este trabajo

(Soto-Aceves et al.,

2021)

PAO1AphoB-PB

Derivada de PAO1phoB, complementada con el
plasmido p20PB. Cbf.

Este trabajo
(Soto-Aceves et al.,

2021)

P-PBX Derivada de PAO1 con plasmido pMPBX integrado | Este trabajo
en cromosoma. TcP (Soto-Aceves et al.,
2021)
P-RRX Derivada de PAO1 con plasmido pMRRX integrado | Este trabajo
en cromosoma. Tcf (Soto-Aceves et al.,
2021)
PB-RRX Derivada de PAO1AphoB con pldsmido pM-RRX | Este trabajo
integrado en cromosoma. Tc# (Soto-Aceves et al.,
2021)
PBc-RRX Derivada de PAOlphoB complementada con el | Este trabajo
plésmido p20PB. Con pldsmido pM-RRX integrado | (Soto-Aceves et al.,
en cromosoma. Cb®, Tcft . 2021)
P-LRZ Derivada de PAO1 con plasmido pSLR. Sm?. (Soto-Aceves et al.,
2019)
E. coli
DH5« Cepa no patdgena desarrollada para clonacion. (Hanahan, 1983)

Tabla 4.1: Cepas utilizadas en el presente trabajo. Tc: tetra-

ciclina, Sm: estreptomicina, Cb: carbenicilina. f*: Resistencia
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Plasmido

Descripcion

Referencia

pJET1.2/blunt

Vector de clonacién de productos de PCR. Amp?.

ThermoScientific

pEX18Gm Vector para reemplazo de genes por recombinacién | (Hoang et al., 1998)
en P. aeruginosa. Gm?%

plJ773 Plasmido con el gen aac(3)IV que confiere resisten- | (Gust et al., 2004)
cia a apramicina. Apra® .

pXPBa Plasmido derivado del pEX18Gm conteniendo | Este trabajo
phoB::Apra para inducir sustitucién de phoB por | (Soto-Aceves et al.,
el gen de resistencia a apramicina. Apra’t. 2021)

pUCP20 Vector de clonacién para Escherichia y Pseudomo- | (Olsen et al., 1982)
nas. Cb¥ .

p20PB Plasmido derivado del pUCP20 con phoB bajo el | Este trabajo

control de Pj,.. Cb’t .

(Soto-Aceves et al.,

2021)

mini-CTX-lux

Plasmido integrativo en P. aeruginosa para gene-

(Becher y Schwei-

rar fusiones transcripcionales con el operén luz de | zer, 2000)
Xenorhabdus luminescens como gen reportero. Tclt
pMRRX Vector derivado del mini-CTX-luz con fusion trans- | Este trabajo
cripcional del promotor del gen rhlR. TcP. (Soto-Aceves et al.,
2021)
pMPBX Vector derivado del mini-CTX-luzx con fusién trans- | Este trabajo
cripcional del promotor del gen phoB. Tck. (Soto-Aceves et al.,
2021)
pSEVA421 Vector de clonacién. Sm’. (Silva-Rocha et al.,
2013)
pSLR Plasmido derivado del pSEVA421 conteniendo fu- | (Soto-Aceves et al.,

sién lasR’lacZ. Sm’t .

2019)

Continda en la pagina siguiente.
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Plasmido Descripcion Referencia
pLP170 Vector para construccién de fusiones transcripcio- | (Preston et al.,
nales con lacZ como gen reportero. Amp’ . 1997)
pLZAlz Plasmido derivado del pLP170 conteniendo la re- | Este trabajo
gién promotora de phzA1 generando la fusién ph- | (Soto-Aceves et al.,
2A1’lacZ. Amp™. 2021)
pLZA2z Plasmido derivado del pLP170 conteniendo la re- | Este trabajo
gién promotora de phzA2 generando la fusion ph- | (Soto-Aceves et al.,
2A427lacZ. Amp™. 2021)
pET21a Vector de expresiéon de proteinas con etiqueta de | Novagen
histidinas (His6). Resistencia a Amp®.
pETPB Vector derivado el pET21a para expresiéon de PhoB. | Este trabajo
Amp?® (Soto-Aceves et al.,
2021)
Tabla 4.2: Plasmidos utilizados en el presente trabajo. Amp:
ampicilina, Gm: gentamicina, Apra: apramicina, Tc: tetraci-
clina, Sm: estreptomicina, Cb: carbenicilina. ©: Resistencia
Nimero Regién que am- | Secuencia 5’-3’
identificador | plifica
6824 Regién rio arriba de | TACAAAAAAGCAGGCTAGGCTTCTTGTCCTGGATG
phoB. Fw.
6825 Region rio arriba de | GTCGACGGATCCCCGCAATAGGATTGTCTTGCCAACCAT
phoB. Rv.
6826 Region rio abajo de | GAAGCAGCTCCAGCCTACATTCTCCACCAAGAGCTGAC
phoB. Fw.
6827 Region rio abajo de | TACAAGAAAGCTGGGTCACCGTCCTGCGGGGTCTTC
phoB. Rv.

Continda en la pagina siguiente.
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Numero

Regiéon que am-

Secuencia 5’-3’

identificador | plifica

9522 Gen de resistencia a | TATTCCGGGGATCCGTCGAC
apramicina. Fw.

9523 Gen de resistencia a | TGTAGGCTGGAGCTGCTTC
apramicina. Rv.

3861 Regién codificante | AAAAAGACCATGGTTGGCAAGACAATCCTCATC
de phoB. Fw.

3862 Regién codificante | AAAAAAGCTTGGTCAGCTCTTGGTGGAGAAACG
de phoB. Rv.

1300 Regién reguladora | GCGAAGCTTGAGCCTTGCTGCCATCGT
de ThiR. Fw.

1301 Regién reguladora | GAACTGCAGTCGATAAAATGCATCACAGCA
de ThiR. Rv.

2814 Region reguladora | GCCGAAGCTTATAAAGGGGCTTGCCGTAGT
de phoB. Fw.

2815 Region reguladora | GAACTGCAGGTCGATCTGTCTTGCGCCGC
de phoB. Rv.

607 Regiéon reguladora | CACCTCGAGCAGAGCCTTTTCCTGCGTACC
de phzA1l. Fw.

608 Region reguladora | CACAAGCTTGAAACTTTTCCCTCGCGGCAT
de phzA1. Rv.

613 Regiéon reguladora | CACCTCGAGCTCAACTGAATCGACGCCTC
de phzA2. Fw.

614 Regién reguladora | CACGGATCCGAATCGACTGGCATCCATAC
de phzA2. Rv.

4602 Regién dentro de | AAAAACTCGAGCCGAAACGCCAGGTCAGC

pqsD. Fw.

Contintia en la pagina siguiente.
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Numero

Regién que am-

Secuencia 5’-3’

identificador | plifica

4603 Region dentro de | AAAAGCTTAGTCCATGCGCTTGGACAG
pgsD. Rv.

8057 Regién codificante | CGGGATCCATGGTTGGCAAGACAATCCT
de phoB. Fw.

8058 Regién codificante | CCCAAGCTTGCTCTTGGTGGAGAAACGAT
de phoB. Rv.

8598 Regién dentro de | TTGAGGCTTTCGGCTCCC
pqsE. Fw.

2492 Regién dentro de | CCAAGCTTGGATGTCCCGTCTCAGTC
pgsE. Rv.

5648 Regién dentro de | TGGTGGCGGTCCAGTAGTA
rpsL. Fw.

5649 Regién dentro de | ACTACGCTGTGCTCTTGCAG

rpsL. Rv.

Tabla 4.3: Oligonucleétidos utilizados en el presente trabajo.

Fw: oligonucleétido forward (directo), Rv: oligonucleétido re-

verse (inverso). Se resalta en negritas la secuencia que aparea

con el genoma, la parte restante corresponde a sitios de res-

triccién y/o adaptadores segun el caso.

4.2. Condiciones de cultivo de las cepas

Los pre-cultivos de las cepas de P. aeruginosa y de E. coli se realizaron en medio LB,

cuya composicién es (g/L): 10 de cloruro de sodio, 10 de triptona de caseina y 5 de extracto

de levadura. Las concentraciones de antibiéticos usadas para P. aeruginosa fueron (ug/mL):

apramicina (Apra) 100, carbenicilina (Cb) 200, tetraciclina (Tc) 120, gentamicina (Gm) 100,
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estreptomicina (Sm) 200. Las concentraciones usadas para E. coli fueron (ug/mL): tetraciclina
(Tc) 15, carbenicilina (Cb) 200. Los pre-cultivos fueron incubados a 37°C, con agitacién a

225 rpm por 16 horas.

Para la cuantificacién de factores de virulencia (piocianina, ramnolipidos y actividad
elastolitica), las mediciones de actividad de las fusiones transcripcionales y la extraccién de
RNA de las cepas de P. aeruginosa, se utilizaron los medios FDS (bajo en fosfato) y FDS+
(alto en fosfato). El medio FDS contiene: 1% de D-L alanina, 2% de Glicerol, 0.5mM de
KsHPOy, 20mM de MgCls, 0.1M de NasSO4 vy 50uM de citrato de hierro. Mientras en el
medio FDS+, solo se modifica la concentracién de KoHPO4 quedando en 4.5 mM. Los cultivos
en medios FDS y FDS+ se llevaron a cabo en matraces de 125 mL con 30 mL de medio y se
incubaron a 37°C con agitacién a 225 rpm, fueron inoculados con células provenientes de un

pre-cultivo en medio LB, estas fueron lavadas y se inoculd a una D.O. de 0.1 a 600 nm.

4.3. Extraccion y manipulacion de DNA

Para la extraccién de DNA cromosomal se utilizo el kit DNeasy Blood and Tissue (Qia-
gen), para DNA plasmidico el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Pro-
mega), y para la purificacién de productos de PCR el kit PCR Purification (Jena Bioscience);
siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Los procedimientos para la manipulacién de
DNA se realizaron segtn lo descrito por Maniatis y colaboradores (Maniatis et al., 1982). Las
enzimas de restriccion utilizadas son de New England BioLabs. Para las ligaciones se utiliz6 la
T4 DNA ligasa (Promega). Para las reacciones de PCR se utiliz6 la enzima DNA polimerasa

Phusion High-Fidelity (Thermo Fisher Scientific).

4.4. Protocolo de transformacion

La transformacion de P. aeruginosa se llevé a cabo siguiendo el protocolo de electro-
poracién (Filloux y Ramos, 2014). En sintesis: 1 mL de células provenientes de un cultivo de
16 horas en medio LB se lavan con una solucién de sacarosa al 10 % fria, se mezclan 80 uL

de suspension celular con hasta 10 uL del DNA a una concentracién de 0.1-1 pg/mL, y se
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electroporé utilizando un equipo MicroPulser de Bio-Rad. La seleccion de cepas transforman-
tes se llevd a cabo en cajas de medio sélido con el antibidtico de seleccién correspondiente y

fueron incubadas por 16-20 h a 37°C.

En el caso de E. coli se utilizd el protocolo para preparacién de células competentes
(Chung et al., 1989), las cuales fueron transformadas por choque térmico. La seleccién de
cepas transformantes se llevé a cabo en medio sélido con el antibidtico de seleccién en cajas

incubadas por 16-20 h a 37°C.

4.5. Generacion de mutante en phoB en P. aeruginosa

Para la construccion de la mutante en phoB se utilizé el método reportado por Choi,
et, al. (Choi y Schweizer, 2005) que se basa en la sustitucién del gen blanco por doble re-
combinacién homéloga. Las regiones rio arriba y rio abajo del gen phoB fueron obtenidas por
PCR utilizando los oligonucleétidos 6824 - 6825 y 6826 - 6827, respectivamente. Los oligonu-
cleétidos 9522 - 9523 fueron utilizados para obtener el cassette de resistencia a apramicina
del plasmido plJ773 (Gust et al., 2004). Los tres amplicones fueron unidos por PCR y luego
clonados en el plasmido pEXGm18, obteniendo asi el pldsmido pXPBa utilizado para generar

la mutante en PhoB.

Para complementar la mutante, se construyé el plasmido p20PB de la siguiente manera:
La region codificante del gen phoB fue amplificada con los oligos 3861 y 3862 y el producto
obtenido se cloné en el pldsmido pJET1.2/blunt. Posteriormente se subcloné en el plasmido

pUCP20 en los sitios de restriccién Xbal y HindIII.

4.6. Construccién de fusiones transcripcionales

Para construir las fusiones transcripcionales pMRRX y pMPBX, las regiones promotoras
de los genes rhlR y phoB fueron amplificadas por PCR utilizando los oligonucleétidos 1300 -
1301 y 2814 - 2815, respectivamente. Los productos de PCR fueron digeridos con HindIII y

Pstl y clonados en el plasmido mini-CTX-lux previamente digerido con las mismas enzimas.
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Los plasmidos resultantes fueron verificados por PCR y secuencia para comprobar que la

polimerasa no introdujera cambios.

Las fusiones lacZ de phzA1 y phzA2 se construyeron amplificando la regién promotora de
cada gen con los oligos 607-608 y 613-614, respectivamente. Los productos de PCR fueron clo-
nados en los sitios Xhol-HindIII y Xhol-BamHI, respectivamente, en el plasmido pLP170. Los
plasmidos resultantes se denominaron pLZAlz y pLZA2z. Los pldsmidos resultantes fueron

verificados por PCR y secuencia para comprobar que la polimerasa no introdujera cambios.

4.7. Medicion de actividad de fusiones lux y lacZ

La mediciéon de luminiscencia de las cepas que contienen fusiones con el operén lux se
realizé en placas de 96 pozos negras con fondo transparente (Greiner Bio-one) en el equipo
Synergy HT (BioTek). Los cultivos fueron crecidos en matraces como se indica en la seccién
Condiciones de cultivo de las cepas, para cada medicién se utilizan 200 pLi de cultivo para ser
cargado y leido en la placa. Las unidades relativas de luminiscencia (U.R.L.) se dividen entre
la D.0O.g30nm, ambos valores son arrojados por el equipo. Se realizaron 3 réplicas técnicas y 3

réplicas biolégicas de cada experimento.

La mediciéon de actividad S-galactosidasa fue realizada siguiendo los protocolos estandar
(J. H. Miller, 1972), en sintesis; se obtuvieron por centrifugacién las células de 1 mL del
cultivo y se resuspendieron en 1 mL de Buffer Z, se midié la D.O.gq0pm de dicha suspension
y se tomaron 100 pL. de dichas células para ser agregados al tubo de reacciéon. En el tubo
de reaccién ademas se agregaron 900 L. de Buffer Z, 20 uL. de cloroformo, 20 uL. de SDS al
10% y 100 pL de solucién de ONPG (8 mg/mL), se mezclé y la reaccién se dejé actuar por 4
min en el caso de lasR’lacZ (pSLR) y 1 min en el caso de phzA1/2 (pLZAlz y pLZA2z). La
reaccién se detuvo con 500 ul. de solucién 1M de NayCOs. Como control se realiza la misma
reaccion pero en vez de anadir 100 puL de células, se anaden 100 pL. de Buffer Z. Se mide la

absorbancia a 420 y 550 nm. Las unidades Miller se calculan con la siguiente formula:
(1000*(D.O.420nm—(1.75*D.O.550nm))) / (t*V*D.O.(‘,OOnm)

Donde t= tiempo de reaccién en minutos y v=volumen utilizado de células en suspen-
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sién (en este caso 100 uL). Se realizaron 3 réplicas técnicas y 3 réplicas bioldgicas de cada

experimento.

4.8. Cuantificacion de factores de virulencia

La medicién de piocianina, actividad elastolitica y ramnolipidos se llevé a cabo partiendo
de cultivos crecidos por 24 horas en las condiciones especificadas en la seccién Condiciones de
cultivo de las cepas. Se centrifugé el cultivo a 14000 rpm por 15 minutos a 4°C, el sobrenadante

fue colectado y mantenido en hielo.

Para la medicién de piocianina se utilizé el protocolo de extraccién con cloroformo pre-
viamente reportado (Essar et al., 1990), la concentracién obtenida en pg/mL fue dividida entre

la D.O.g00nm- Se realizaron 3 réplicas técnicas y 3 réplicas bioldgicas de cada experimento.

Para la actividad elastolitica, se utilizé6 un protocolo modificado del reportado previa-
mente (Beatson et al., 2002); en sintesis, se toman 5 mg de elastina-rojo congo (Sigma) y
se agregan 850 ul. de buffer de reaccién que contiene: Tris-HCI (pH 7.5) al 20 mM y CaCly
1 mM, finalmente se agregan 150 ul. del sobrenadante y se incuba a 37°C por 3 h, pasado
el tiempo se realiza medicién en espectrofotémetro a 495 nm. La absorbancia obtenida fue
dividida entre la D.O.ggonm. Se realizaron 4 réplicas técnicas y 3 réplicas biolégicas de cada

experimento.

Los ramnolipidos se extrajeron con cloroformo-metanol y se corrieron en cromatografia
de capa fina usando una fase mévil de métanol-acido acético siguiendo el protocolo reportado
previamente (Matsuyama et al., 1987). Se realizaron 3 réplicas biol6gicas, las imagen mostrada

en el presente trabajo es representativa de las réplicas realizadas.

4.9. Ensayo de Movilidad Electroforética (EMSA)

La region promotora del gen rhlR fue obtenida por PCR utilizando los oligos 1300 y
1301. Este fragmento (460 pb) contiene los cuatro promotores reportados y la posible caja

pho. El promotor de phoB utilizado como control positivo, fue obtenido utilizando los oligos
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2814 y 2815. El fragmento utilizado como control negativo se obtuvo usando los oligos 4602
y 4603, los cuales amplifican un fragmento de 407 pb dentro del gen pgsD. Para expresar la
proteina PhoB se generé el plasmido pETPB, el cual fue construido de la siguiente manera:
Se clond la secuencia estructural de phoB en los sitios BamHI y HindIII del plasmido pET21a
(Novagene), la secuencia estructural de phoB se obtuvo con los oligos 8057 y 8058. PhoB-His
fue purificada usando el nickel-nitrilotriacetic acid spin kit (Qiagen) siguiendo las instruccio-
nes del proveedor. El fragmento de DNA y las proteina PhoB purificada fueron incubados
usando un buffer y protocolo previamente reportados (Bielecki et al., 2015), se usaron 80 ng
de DNA y 0, 10 y 15 uM de PhoB. Las reacciones fueron incubadas a temperatura ambiente
por 30 min. La electroforesis se realizé en geles nativos de poliacrilamida al 6 % en Buffer
TBE 1x (Tris Base 0.13 M, Acido bérico 45 mM, EDTA 2.5 mM, pH 8) a 10 mA por 2 horas

a 4°C. Los geles fueron tenidos con bromuro de etidio y visualizados en luz UV.

4.10. Extraccion y secuenciacion de RNA

La extracciéon de RNA se realizé a partir de tres cultivos independientes de la cepas
PAO1 y su mutante en lasR crecidas en medio FDS y FDS+ por 22 horas. Las células
fueron recuperadas por centrifugacién y la extracciéon de RNA se llevd a cabo siguiendo el
protocolo de TRIzol (Invitrogen), para después ser tratados con DNasa I libre de RNAsas
(Thermo Fisher) hasta que no hubiera DNA detectable por PCR, siguiendo un programa de
30 ciclos con los oligos 8598 y 2492. La integridad del RNA fue analizada por electroforesis
en gel de agarosa al 1% con hipoclorito de sodio al 1%. El RNA ribosomal fue eliminado
por hibridizacién utilizando RiboMinus transcriptome isolation kit-bacteria (Thermo Fisher
Scientific), siguiendo las indicaciones del proveedor. Las bibliotecas de mRNA para cada
uno de los tres cultivos independientes de cada cepa/condicién fueron construidas usando
TrueSeq stranded mRNA library preparation kit (Illumina) y fueron secuenciadas en el equipo
Illumina NextSeq 500 con méas de 10,000,000 lecturas pareadas por muestra. La expresién
diferencial fue evaluada con los paquetes DEseq2 1.11.1 (Love et al., 2014), EdgeR 3.24.1
(Robinson et al., 2011) y limma-vomm 3.38.5 (Ritchie et al., 2015). Las graficas y tablas de

expresion diferencial mostradas corresponden a las obtenidas con el paquete DESeq2. Los
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genes fueron considerados como diferencialmente expresados cuando mostraron un valor de
log2 Fold Change (veces que mds se expresa) arriba de 1 y un valor p y p ajustado debajo
de 0.05. Para la integracién de los andlisis y la generacién de graficas se utilizé el servidor

IDEAMEX (Jiménez-Jacinto et al., 2019).

4.11. Retrotranscripcion - Reaccién en Cadena de la Polime-

rasa (RT-PCR)

Para la reaccién de retrotranscripcion se utilizaron 500 ng de RNA previamente tratado
con DNAsa (como se indico en el apartado Eztraccion y secuenciacion de RNA), se utilizo la
enzima retrotranscriptasa RevertAid (Thermo Fisher Scientific) y los oligonucleétidos reverse
de pgsE (2492) y rpsL (5649). Para la reaccién de PCR punto final se utilizaron 75 ng
del DNA complementario (cDNA) y los oligos 8598-2492 y 5648-5649, para pgsE y rpsL,
respectivamente. La electroforesis de las muestras se realiz6 en gel de agarosa al 0.1 % en buffer
TAE 1x (Tris-acetato 0.4 M, EDTA 0.01 M, pH 8). Los geles fueron tenidos con bromuro de

etidio y visualizados en luz UV.
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Capitulo 5

Resultados

5.1. Produccion de factores de virulencia en bajo fosfato

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar los sistemas de QS en condiciones de
bajo fosfato, para esto se utiliz6 un medio de cultivo basado en el previamente reportado
(Frank y DeMoss, 1959) que ha sido utilizado en estudios previos en P. aeruginosa (Jensen et
al., 2006). El medio contiene KoHPO4 como fuente definida de fosfato, en este caso se utilizé
0.5 mM en el medio bajo en fosfato (FDS) y a 4.5 mM en la condicién de alto fosfato (FDS+)
(la formulacién completa de los medios se encuentra en la seccién Material y Métodos). El
crecimiento de la cepa PAO1 (cepa de referencia) es muy similar en ambos medios sin mostrar

diferencias de crecimiento significativas (Fig. 5.1).

Con el objetivo de determinar el fenotipo de la cepa PAO1 en condiciones de alto y bajo
fosfato. Se midié la produccién de piocianina en los medios FDS y FDS+. Coincidiendo con
reportes previos (Jensen et al., 2006; Zaborin et al., 2009), se observé mayor produccién de
piocianina en el creciemiento en medio FDS (bajo fosfato). Esto es visible desde las 16 horas,
momento en el que inicia la fase estacionaria (Fig. 5.2 a) y siendo més acentuado a las 24

horas (Fig. 5.2 b).

Para determinar si este fendmeno de sobreproducciéon de piocianina también sucede con

otro fenotipo dependiente de QS, se analizé la produccién de ramnolipidos, la deteccién se
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realiz6 por cromatografia de capa fina (Fig. 5.3). Al igual que la piocianina, se observé mayor
produccién de ramnolipidos en medio FDS, este resultado correlaciona con un estudio previo
en el que se reportd que en bajo fosfato aumenta el movimiento tipo swarming ya que este tipo
de motilidad esta estrechamente relacionada con la produccién de ramnolipidos (Blus-Kadosh

et al., 2013).
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a) Curva de crecimiento PAO1
(escala artimética)

- FDS + (Alto P)
-~ FDS (BajoP)

0 246 8101214161820222426283
Horas

(a) Curva graficada en escala aritmética

b) Curva de crecimiento PAO1
10 (escala semi-logaritmica)
- FDS + (Alto P)

=6~ FDS (Bajo P)

D.O. g40

0 246 8101214161820222426283
Horas

(b) Curva graficada en escala semi-logaritmica

Figura 5.1: Curva de crecimiento de la cepa PAO1 en los medios FDS y FDS+. La linea negra
representa el medio FDS+ (alto fosfato), mientras la linea gris representa el medio FDS (bajo fosfato). Los
resultados mostrados son el promedio de tres réplicas biolégicas, las barras de error representan la desviacion

estdndar.
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a) Produccion de piocianina
(comparativa visual)

PAO1
FDS+ FDS

(a) Comparativa visual de la produccién de ramnolipidos en ambos

medios de cultivo a las 16, 20 y 24 horas de crecimiento.
b) Produccion de piocianina

6- *kkk

Il FDS + (Alto P)
[ FDS (BajoP)

PAO1

(b) Cuantificacién de la produccién de piocianina a las 24 horas

de crecimiento.

Figura 5.2: Produccién de piocianina en FDS y FDS+.Los resultados mostrados son el promedio de

tres réplicas bioldgicas, las barras de error representan la desviacién estdndar, los asteriscos indican significancia

estadistica por prueba T (**** p<0.0001)
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PAO1

Mono- cm
ramnolipidos

-
ramnolipidos |

Detecciéon de Ramnolipidos

FDS+ | FDS
(Alto P) |(Bajo P)

Figura 5.3: Produccién de ramnolipidos en FDS y FDS+. Deteccién de ramnolipidos por cromatografia

de capa fina, se observan los dos tipos de ramnolipidos producidos por P. aeruginosa.
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5.2. El sistema Rhl: RhIR se sobreexpresa en bajo fosfato

La produccién de los fenotipos analizados anteriormente es regulada por QS, especifica-
mente por el sistema Rhl (Fig. 1.1), por lo que estas observaciones podrian explicarse por una
sobreexpresion del sistema Rhl en estas condiciones, como ya se ha sugerido anteriormente
para la cepa SCV 20265 (Jensen et al., 2006). Sin embargo, en dicha cepa la sobreexpresién
de rhiR se observa en tiempos muy tardios de la fase estacionaria (38.5 y 45 horas). Con el
objetivo de evaluar si en la cepa PAO1 ocurre esta sobreexpresién, se evalué la transcripcion
de rhlR utilizando una fusién transcripcional en 5 puntos durante la fase estacionaria (16-24
horas). Se observé que, efectivamente, la expresion de rhlR estd aumentada en medio con bajo
fosfato, analizamos la expresion de PhoB observandose un mayor incremento a las 22 horas
(Fig.5.4a). Dado que el sistema PhoB-PhoR responde a bajas concentraciones de fosfato, ana-
lizamos la expresién de phoB en medio FDS y FDS+, como se esperaba, se observé una mayor
expresion de phoB en bajo fosfato (Fig.5.4a), validando los medios de cultivo usados en este
estudio. A partir de esta medicién, se selecciond el punto de las 22 horas para la medicién de

expresién genética (Fig.5.4b).

Se ha propuesto que rhlR es regulado por PhoB debido a la presencia de una caja pho
putativa en su regién regulatoria (Jensen et al., 2006) (Fig. 5.5), lo cual explicaria esta sobre-
expresion en bajo fosfato, condicién en la que estd activo el sistema PhoR-PhoB. Para probar
si la induccién de rhlR en medio FDS es dependiente de PhoB, evaluamos su actividad trans-
cripcional en una mutante phoB. Se observé que la actividad disminuye aproximadamente
un 50 % en ausencia de PhoB. La complementacién de la mutante PhoB en trans restaura el
nivel de expresién de rhlR observado en la cepa silvestre (Fig. 5.6a). Lo anterior sugiere que

la expresiéon de rhiR es parcialmente dependiente de PhoB en la condicién de bajo fosfato.

Con el objetivo de verificar si se trata de un regulacion directa, se realiz6 un ensayo
de movilidad electroforética (EMSA) utilizando PhoB purificada y el fragmento de la regién
reguladora de rhiR (Croda-Garcia et al., 2011; Jensen et al., 2006) (Fig. 5.5). Como se observa
en la (Fig. 5.6b), la presencia de PhoB ocasioné un retardo en el corrimiento del fragmento
en el gel de acrilamida, sugiriendo una interacciéon directa. Como control positivo del ensayo

se utilizé el promotor de phoB ya que también tiene una caja pho para su autorregulacién
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a) Actividad transcripcional
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(a) Actividad transcripcional de las fusiones a las 16, 18, 20, 22 y 24 horas.

b) Actividad transcripcional
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(b) Actividad transcripcional de las fusiones a las 22 horas.

Figura 5.4: Expresién de fusiones transcripcionales de rhlR y phoB en FDS y FDS+. Los resultados
mostrados son el promedio de tres réplicas biolégicas, las barras de error representan la desviacién estandar.

Los asteriscos indican significancia estadistica por prueba T (*, p<0.05).
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(Anba et al., 1990).

Los resultados anteriores sugieren que dentro de la region reguladora de rhlR se encuen-
tra una caja pho funcional. Sin embargo, la caja pho propuesta por Jensen et al (2006) se
encuentra sobrelapada con los dos inicios de la transcripciéon més proximales (Fig. 5.5), esta
posicién es poco comun en reguladores positivos de la transcripcién. Con el objetivo de deter-
minar la presencia de otras posibles cajas pho en dicha regién, se realizé una bisqueda basada
en la secuencia consenso para cajas pho recién reportada por Wang et al (2021) utilizando el
software Prodoric (Miinch et al., 2003). Como resultado se proponen tres nuevas cajas pho

putativas mostradas en la Fig. 5.5.
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‘cajas las-rhl J
. . .caja pho (Jensen, 2006)
a) Reglon regl“atona de rhiIR ‘cajas pho propuestas :

,inicios de transcripcions

GAGCCTTGCTGCCATCGTGCGCCGGGCTGGTCCATCCGGGCGGTATCGGCGCCAT
GAGCCTAGCCTTGGCGGCGGGGGTGCCGCAGGTGCTGCTGCCCTGTGCCCACGAC
CAGTTCGACAATGCCGAACGGCTGGTCCGGCTCGGCTGCGGGATGCGCCTGGGCG
TGCCGTTGCGCGAGCAGGAGTTGCGCGGGGCGCTGTGGCGCTTGCTCGAGGACCC
GGCCATGGCGGCGGCCTGTCGGCGTTTCATGGAATTGTCACAACCGCACAGTATC
GCTTGCGGTAAAGCGGCCCAGGTGGTCGAACGTTGTCATAGGGAGGGGGATGCTC
GATGGCTGAAGGCTGCGTCCTGAACGGTGCTGGCATAACAGATAGGGTTGCCATG
ATTTTGCCGTATCGGCAAGGCTGCGCGCTTGACAGCGTCATACCCCGGGCCAATT
CTGCTGIGATGCATTTTATCGATCAGGGCTTACTGCAATC

b) Comparacion de cajas pho putativas en rhiIR

'phoB (Anba, 1990) TGTCACATACCTGACACE
'rhlR (Jensen, 2006) GCTGTGATGCATTTTAT:
'rhlR-1 TGGTCCATCCGGGCGGT:
'rhlR-2 TGGCATAACAGATAGGGE
'rhlR-3 CGTCAnggggGGGCCAz
= MAETCTENE
:caja pho (Wang, 2021) ;xlgqu 1 A;xc-A :

Figura 5.5: Regién reguladora de rhiR y sus cajas pho putativas. a) Se resalta en naranja la caja
pho putativa reportada por Jensen et al (2006), en rojo las tres cajas pho putativas propuestas en el presente
trabajo, en verde-azul las cajas las-rhl y en letras rojas los nucledtidos correspondientes a los 4 inicios de
la transcripcién. b) Se comparan las cajas pho putativas encontradas en la regién regulatoria de rhlR (una
reportada por Jensen et al (2006) y tres propuestas en el presente trabajo) con la caja pho de phoB considerada
caja de referencia y con el consenso de caja pho reportado recientemente por Wang et al (2021). Se muestran

en negritas los nucleotidos conservados en las cajas putativas con respecto al consenso de Wang.
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a) Actividad transcripcional de rhIR
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(b) Ensayo de movilidad electroforética con la proteina PhoB.

Figura 5.6: PhoB regula directamente a rhiR. a) Actividad transcripcional de rhlR en la cepa PAO1,
su mutante en phoB y la mutante complementada con phoB, los asteriscos indican significancia estadistica
por prueba T (** p<0.001). Los resultados mostrados son el promedio de tres réplicas bioldgicas, las barras
de error representan la desviacién estandar. b) Ensayo de retardo o de movilidad electroforética (EMSA) de la
proteina PhoB con la regién regulatoria de phoB (usada como control positivo), la regién reguladora de ThiR

y un fragmento interno del gen pgsD (usado como control negativo, ver material y métodos).
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5.3. Relevancia de los sistemas de QS en la produccion de

factores de virulencia en bajo fosfato

La sobreexpresiéon de rhlR en condiciones de bajo fosfato correlaciona con el fenotipo
de sobreexpresién de piocianina y ramnolipidos anteriormente mostrados y sefialan al sistema
Rhl como importante en la activacién de la expresion de estos factores en condiciones de
bajo fosfato. Sin embargo, es necesario determinar la relevancia de los sistemas Las y Pqgs
en esta condicion. Con dicho objetivo, se generaron mutantes en los genes que codifican para
las proteinas reguladoras de cada sistema (lasR, rhlR y pgsR) y se analizé la produccién de

piocianina en cada cepa.

En el caso del medio FDS+ (alto fosfato), s6lo se observa produccién de piocianina
en la cepa silvestre, mientras que en las tres mutantes de los sistemas de QS no se detecta
produccién (Fig. 5.7a). Estos resultados se ajustan a la jerarquia canénica del QS (Fig. 1.1),
en la que el sistema Las se encuentra en la cima y es necesario para activar a los otros
sistemas, y los sistemas Rhl y Pgs son requeridos para la expresion de piocianina. Siguiendo
esta jerarquia, la inactivacion de cualquiera de los tres sistemas afecta la produccion de este

factor de virulencia.

En el caso del medio FDS (bajo fosfato), sorprendentemente la mutante del sistema Las
no se ve afectada en su capacidad para producir piocianina (Fig. 5.7a), esto sugiere una rees-
tructuracién de la regulacion de los sistemas de QS que provoca que se vuelva independiente
del sistema Las. Anteriormente se ha observado produccién de piocianina en mutantes lasR
pero esto se ha observado en tiempos tardios (3 - 4 dias) y en cultivo estético en la cepa PA14
(Cabeen, 2014). En el caso de la mutante en rhlR, ésta no fue capaz de producir piociani-
na en ninguno de los dos medios (Fig. 5.7a). Esto confirma la importancia del sistema Rhl
como regulador directo de la produccién de piocianina, contrastando con el sistema Las que
sélo es indispensable en condiciones de alto fosfato siguiendo la jerarquia candénica. Mientras
tanto, la mutante en pgsR en el medio FDS (bajo fosfato) muestra produccién de piocianina
reducida, lo cual confirma la relevancia de dicho sistema como modulador de la produccién

de piocianina pero su presencia no es indispensable en condiciones de bajo fosfato.
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Adicionalmente se analiz6 la produccién de ramnolipidos detectados por cromatografia
de capa fina, lo observado fue muy similar a lo visto con piocianina (Fig. 5.7b); la mutante en
el sistema Las, no es capaz de producir ramnolipidos en medio FDS+ (alto fosfato), mientras
si es capaz en medio FDS (bajo fosfato). Sugiriendo una vez més que el sistema Las pierde

relevancia en condiciones de bajo fosfato.

Por otro lado, se analizé también la mutante en phoB en su produccién de piocianina
y ramnolipidos (Fig. 5.7), se observé que en medio FDS+ (alto fosfato) la produccién de los
factores de virulencia es similar a la cepa silvestre, sugiriendo que PhoB no tiene actividad
en esta condicién y su ausencia no causa ningin efecto. Mientras tanto, en medio FDS (bajo
fosfato) la produccién de ambos factores de virulencia se ve gravemente afectada por la au-
sencia de phoB. Lo anterior sugiere que la actividad del sistema PhoB-R en la regulacién de

factores de virulencia a través de QS sélo ocurre en condiciones de bajo fosfato.
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Figura 5.7: Produccién de piocianina y ramnolipidos en FDS y FDS+ por cepa PAO1 y sus mu-
tantes derivadas a)Cuantificacién de la produccién de piocianina. Los resultados mostrados son el promedio
de tres réplicas bioldgicas, las barras de error representan la desviacién estandar, los asteriscos indican signi-
ficancia estadistica por prueba T (*, P<0.05; **, P<0.01; *** P<0.001, n.s.= no significativo). b)Deteccién
de ramnolipidos por cromatografia de capa fina, se observan los dos tipos de ramnolipicos producidos por P.

aeruginosa; Mono-rhl: monoramnolipidos, Di-rhl: diramnolipidos.
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5.4. El sistema Las: LasR es dispensable en condiciones de

bajo fosfato

El anélisis de factores de virulencia en la mutante lasR sugiere que la relevancia de esta
proteina reguladora es versatil y pasa de ser estrictamente necesaria para la produccién de
piocianina y ramnolipidos, a ser completamente dispensable para estos fenotipos en condicio-
nes de bajo fosfato. Con el objetivo de estudiar mas a fondo la regulacién del sistema Las, se
analizé la expresion de una fusion transcripcional de lasR en medio FDS y FDS+ utilizando
una fusién transcripcional. Se ha reportado la presencia de una caja pho putativa en su regién
reguladora (Jensen et al., 2006) (Fig. 5.8a), por lo que es posible que este gen sea regulado por
PhoB en funcién de la disponibilidad de fosfato. Sin embargo, nuestros resultados muestran
que la actividad transcripcional de lasR permanece en los mismos niveles en ambos medios
(Fig. 5.8b), lo que sugiere que lasR no es sujeto de regulacién diferencial en funcién de la
disponibilidad de fosfato. El andlisis de la posible caja pho de LasR, muestra un menor grado
de conservacién con respecto a la caja pho de PhoB (Fig. 5.8, este hecho en conjunto con la
falta de expresién diferencial por disponibilidad de fosfato sugieren que no se trata de una

caja pho funcional.

Los resultados anteriores senalan que el sistema Las pierde relevancia en la regulacién
de factores de virulencia en condiciones de bajo fosfato. Sin embargo, es necesario evaluar
la funcién regulatoria global de LasR en esta condicién. Con dicho objetivo, se realizdé un

transcriptoma de la cepa PAO1 y su mutante en lasR en medio FDS y en FDS+.

Medio alto en fosfato: La comparacién de los transcriptomas de ambas cepas en
medio FDS+ (alto fosfato) mostré 107 genes que son regulados positivamente por LasR (Fig.
5.9a); en este escenario, se confirma la relevancia de LasR como un regulador positivo tanto
de los sistemas de QS (lasl, rhlR, rhll, pgsH ) y otros moduladores de QS (rsaL, gscR, vgsR),
como de genes relacionados con la produccién de factores de virulencia (lasA, lasB, operones
phzA-G y rhlAB, rhiC) (Lista completa de genes y sus funciones en Anexo 1). Ademds se
observé que LasR regula negativamente a 12 genes (Anexo 2), los cuales estan implicados en

dos complejos; (I) La bomba de eflujo formada por MexAB-OprM, que se ha relacionado con el
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transporte de 3-O-C12-HSL, lo cual podria indicar que el sistema Las promueve la inactivacién
de esta bomba para mantener dicho autoinductor adentro de la célula y mantener el sistema
activo, y (II) genes incluidos en la isla del sistema de secrecién tipo VI (clp V1, VgrG1, tagQ1,
tssL1), anteriormente se habia reportado la regulaciéon negativa de LasR contra otro gen de
dicha isla (Lesic et al., 2009). LasR ha sido considerado como un regulador positivo global
lo cual se confirma en este medio. Sin embargo, su funcién como regulador negativo, al ser

menor, ha sido poco explorada. En la seccién de discusion se aborda mas sobre este tema.

Medio bajo en fosfato: Sorprendentemente, en medio FDS (bajo fosfato) la compa-
racién entre PAO1 y su mutante en lasR no mostré genes diferencialmente expresados (Fig.
5.9b) (a excepcién de lasR, al ser una comparativa entre la cepa silvestre y la mutante en
dicho gen). Esta conclusién es soportada por los tres paquetes estadisticos utilizados para
analizar la expresién diferencial (DESeq, edgeR y limma-vomm). Estos resultados apoyan la
premisa de que en medio con bajo fosfato el sistema Las, en especifico la proteina LasR, se
vuelve dispensable y esto no sélo es a nivel de la regulacién de los factores de virulencia que se
evaluaron, sino que se trata de un fenémeno global. Esta aportacién es de gran importancia
debido a que el sistema Las es blanco de muchos de los esfuerzos que buscan inactivar la
respuesta de QS para contrarrestar las infecciones, por lo que es necesario hacer notar que

existen condiciones en las que bloquear al sistema Las no tendria efecto alguno.

Con el objetivo de corroborar la dispensabilidad de lasR en un fenotipo directamente
dependiente del sistema Las, se analizé la produccién de elastasa LasB en la cepa PAO1 y
sus mutantes en lasR y rhlR en medio FDS y FDS+. Como se observa en la Fig. 5.10a, en
el medio FDS+, la produccién de elastasa se ve afectada con la inactivacién de cualquiera de
los dos sistemas de QS, como se habia reportado previamente para medios ricos (Soto-Aceves
et al., 2019). Sin embargo, en medio FDS (bajo fosfato) la inactivacién del sistema Las no
afecta la produccién de elastasa (Fig. 5.10b), pasando a ser un fenotipo dependiente sélo del

sistema Rhl.
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a) Caja pho en lasR

S _ Comparacion de caja pho de /asR
Region rio arriba de /asR con las cajas de referencia

CAGTTCGCATAAAATGTGATCTAGATCACATTTAAACGTTTGC CCCTC!
FrCh IR TAGhTCA Y TTTIGCTTACCCICT | bhoB (Anba, 1990) TGTCACATACCTGACAC

AGGACGGGTATCGTACTAGGTGCATCAAACGCTGCGGTCTATTGTTAAGTGGGA
CTGAAATGTGCCTTTCCGGCACAACGCCAACTCTATAGAGTGGGCTGACTGGAC | €aja pho (Wang, 2021) I IgA%Aieégl ISA%
SXBALAESE ALS

ARxS

ATCTTCAGGGGTCGTCGGGCACGGGCGCATGCGCCTCGGCAGGAAGCCGGGATT
lasR (Jensen, 2006) TTCGCATAAAATGTGAT
CTCGGACTGCCGTACAACGTGCCGGATATCGGGTGCCGAATCCATATTTGGCTG

ATTGGTTAATAGTTTAAGAAGAACGTAGCGCTATG

(a) Andlisis de la caja pho putativa de lasR
b) Actividad transcripcional de /lasR
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(b) Actividad transcripcional de la fusién de lasR

Figura 5.8: La expresién de lasR no estd regulada por la disponibilidad de fosfato. a)lzquierda:
la caja pho putativa de lasR se muestra resaltada en color. Derecha: se muestra la comparacién de la caja
pho putativa de lasR con las secuencias de referencia. b) Actividad transcripcional de la fusién de lasR. Los
resultados mostrados son el promedio de tres réplicas biolégicas, las barras de error representan la desviacion

estandar, n.s.= no hay significancia estadistica por prueba T.
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PAO1 vs AlasR
a) FDS + (Alto P) b) FDS (Bajo P)
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Figura 5.9: La actividad regulatoria de LasR no es significativa en bajo fosfato. Gréficos basados
en los genes considerados como diferencialmente expresados por DESeq2, cada gen es representado como un
punto. Los genes validados estadisticamente como diferencialmente expresados son marcados con rojo. El eje
X muestra el promedio de cuentas normalizadas y el eje Y muestra el log2 del Fold Change (veces que mds
se expresa) entre ambas cepas. Las lineas azules denotan el limite establecido de log2 del Fold Change, todos
los genes que salen de las lineas rebasan el valor de 1 establecido como minimo. En otras palabras, todos
los genes que rebasan las lineas azules tuvieron una expresién diferencial de mas del doble
comparando la cepa PAO1 contra la mutante en lasR, pero solo aquellos rojos tienen validez
estadistica. a)Comparativa de expresién diferencial genética entre la cepa PAO1 y la mutante lasR crecidas
en FDS+ (alto fosfato). b)Comparativa de expresién diferencial genética entre la cepa PAO1 y la mutante
lasR crecidas en FDS (bajo fosfato), la flecha sefiala al punto que representa a lasR, el cual fue el dinico gen

diferencialmente expresado en dicha comparativa.
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a) Actividad elastolitica b) Actividad elastolitica
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Figura 5.10: Medicién de actividad elastolitica en la cepa PAO1 y sus mutantes en lasR y rhiR.
a) Medicién en medio FDS+ (alto fosfato). b)Medicién en medio FDS (bajo fosfato). Los resultados mostrados
son el promedio de tres réplicas bioldgicas, las barras de error representan la desviacion estandar, los asteriscos

indican significancia estadistica por prueba-T (*, P<0.05, n.s.= no significativo).
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5.5. La produccién de piocianina en el medio con bajo fosfato

depende del operén phzA1

La produccion de piocianina depende de la expresién de las enzimas codificadas en los
operones phzA1 y phzA2, ambos operones contribuyen a la producciéon de piocianina y son
regulados por RhIR/C4-HSL (Jimenez et al., 2012), aunque solo se ha reportado una caja
las-rhl en el promotor de phzA1 (Whiteley y Greenberg, 2001).

Con el objetivo de describir si ambos operones participan en la sobreproduccion de
piocianina independiente del sistema Las que se observa en bajo fosfato (Fig. 5.7), se analiz6
la expresion de fusiones transcripcionales de ambos operones en la mutante lasR en medio
FDS (bajo fosfato) (Fig. 5.11). Se observé que en la mutante lasR el operén phzA1 muestra
altos niveles de transcripcién, mientras el operén phzA2 muestra solo una ligera actividad.
Esto sugiere que la producciéon de piocianina independiente de Las depende principalmente

del operén phzA1.
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Figura 5.11: Actividad transcripcional de la regién reguladora de los operones phz en medio
FDS (bajo fosfato). Los resultados mostrados son el promedio de tres réplicas bioldgicas, las barras de error
representan la desviacién estdndar, los asteriscos indican significancia estadistica por prueba T (*, P<0.05,

®HHx P<0.0001)
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5.6. PhoB y su relaciéon con PqsE

Con el objetivo de analizar si la regulacién que ejerce PhoB sobre rhlR es suficiente para
explicar el fenotipo de sobreexpresion de piocianina, se utilizé a la mutante phoB, la cual en
bajo fosfato produce muy poca piocianina (Fig 5.7) y se complementé con los elementos del
sistema Rhl: rhlR, C4-HSL y con pgsE. Como se mencioné antes, la proteina PqsE codificada
en el operén pgsABCDE, participa en la regulacién de la producciéon de piocianina, con un

mecanismo que aun no se ha descrito con exactitud.

Se observé que la mutante en phoB es capaz de sintetizar piocianina si se sobreexpresa
pgsE en trans (Fig. 5.12). Esto podria sugerir que PhoB ademaés de regular a rhlR podria
regular a pgsE propiciando la sobreproducciéon de piocianina. Para corroborarlo se analizé la
expresion de pgsE por RT-PCR, para lo que se extrajo RNA a las 16 y a las 22 horas de

crecimiento de las cepas PAO1 y su mutante phoB.

Se observé que a las 22 horas en la mutante en phoB la cantidad de transcrito de pgsE
es menor que en la cepa silvestre (Fig. 5.13). Esto sugiere que la transcripcién de pgsE es
menor en la mutante phoB. Estos resultados indicarian que existe regulacién por parte de
PhoB sobre pgsE. Sin embargo, ain es necesario determinar si la regulacién de pgsE estd
determinada por el promotor de su operén (pgsA) o de un posible promotor interno, y validar
esta expresién con qPCR, por lo que los resultados atin no son concluyentes. La contribucién
de PgsE a este fenotipo no es el objetivo principal de este trabajo y aun quedan elementos

por determinar.
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Figura 5.12: Produccién de piocianina en la cepa mutante en phoB complementada con C4-HSL,
rhlR y pqsE en medio FDS (bajo en fosfato). Los resultados mostrados son el promedio de tres réplicas
biolégicas, las barras de error representan la desviacion estandar, los asteriscos indican significancia estadistica

por prueba T (*, P<0.05, n.s.= no significativo)
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Figura 5.13: Gel de electroforesis correspondiente a la RT-PCR del gen pgsE en la cepa PAO1
y su mutante en phoB a las 16 y 22 horas de crecimiento en medio FDS (bajo fosfato). Como
control se utilizé el gen rpsL cuya transcripcién permanece constante. En la seccion inferior se muestra el

andlisis cuantitativo de las bandas observadas incluyendo: grafico, drea bajo la curva y grafico de barras.

Analisis generado con ImagelJ.
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Capitulo 6

Discusion

6.1. La flexibilidad de los sistemas de QS

La necesidad urgente de buscar alternativas para contender con las infecciones de P.
aeruginosa, ha puesto como prioridad la biisqueda de compuestos que puedan inhibir la res-
puesta de QS con el objetivo de evitar que P. aeruginosa active la produccién de factores
de virulencia. Estos enfoques denominados Quorum quenching se han centrado por mucho
tiempo en bloquear al sistema Las principalmente, debido al papel jerdrquico que ejerce en
la regulacién de QS. Sin embargo, la presencia comun de aislados con un sistema Las afec-
tado (principalmente mutantes en lasR), hizo cuestionar la relevancia de este sistema en el

ambiente de infeccién.

Una de las explicaciones que surgieron fue el fenémeno de aprovechamiento de bienes
comunes, el cual se basa en la hipdtesis de que en la infeccién se generan poblaciones ge-
notipicamente diversas, y algunas de ellas aunque no tengan la posibilidad de encender a los
sistemas de QS y producir factores de virulencia, se benefician de los factores de virulencia
producidos por las demads bacterias, que en este contexto serian los bienes comunes. Esta
manera de beneficiarse de los bienes comunes incluso podria brindarles ventajas en crecimien-
to al no estar destinando energia para la produccién de sus propios factores de virulencia.
A este tipo de bacterias se les denomina cheaters. Sin embargo, el caso de las cheaters no

es necesariamente el caso de las mutantes lasR, ya que son capaces de producir factores de

63



virulencia e inducir infeccién por ellas mismas. Esto abrié las puertas al estudio de cepas
atipicas y de condiciones especificas en las que la regulacién de los sistemas de QS podria no
ajustarse al modelo candnico descrito a través de los anos. Algunas de las condiciones ante-
riormente reportadas en las que mutantes lasR son capaces de producir factores de virulencia
han sido tiempos de crecimiento largos (desde 24 horas hasta 3-4 dias) en el caso de la cepa
PA14 (Cabeen, 2014; Dekimpe y Deziel, 2009) o en diferentes aislados tanto ambientales como
clinicos (Grosso-Becerra et al., 2014). En este contexto, se ha argumentado que el papel del
sistema Las es dependiente del tiempo, y es por eso que puede llegar a ser dispensable en
cultivos con largos tiempos (fase estacionaria-fase estacionaria tardia) (Cabeen, 2014), mien-
tras en tiempos tempranos ain se ve su relevancia (fase logaritmica tardia-fase estacionaria

temprana) (Soto-Aceves et al., 2019).

En el presente trabajo se explord la regulacién de los sistemas de QS en una de las
cepas tipo en las que se describié esta jerarquia candnica, la cepa PAO1. Sin embargo, en este
caso se analiz6 dicha regulacién en un medio con fosfato suficiente (FDS+) y un medio con
limitacién de fosfato (FDS) y se observé que dependiendo de la disponibilidad de fosfato se
puede pasar de un modelo jerarquico que depende estrictamente de la proteina LasR a un
modelo en el que LasR pierde su funcién global. Ademéas muestra como la jerarquia puede
llegar a ser flexible independientemente del tiempo de crecimiento, ya que en el medio con
fosfato suficiente (FDS+) la jerarquia es mantenida durante la fase estacionaria, mismo punto
en el que en medio FDS (bajo fosfato) la jerarquia dependiente de LasR es inoperante. Estos
resultados nos permiten proponer dos modelos regulatorios (Fig. 6.1) y muestra como existen
distintas formas en que la jerarquia de QS se adapta y puede llevar a la dispensabilidad del

sistema Las, lo cual explicaria por qué es comun aislar mutantes en lasR.

Con respecto al sistema Rhl, se perfila como el sistema ma&s importante para la produc-
cién de factores de virulencia, ya que mantiene su relevancia en ambas condiciones e incluso
su sobreexpresién realza su importancia en condiciones de bajo fosfato, gracias a la regulacién
directa ejercida por PhoB. Mientras tanto el sistema Pgs, mantiene su papel de modulador
de la respuesta de QS en condiciones de bajo fosfato, ya que en ambas condiciones contribuye
especialmemente a la regulacién de la sintesis de piocianina. Ademads se observé que pgsE

podria tener una regulacion PhoB dependiente. El afio pasado se publicé un estudio en el

64



que se reporta que pgsR y pgsA se expresan mas en condiciones de bajo fosfato de manera
PhoB dependiente (Meng et al., 2020). Lo anterior complementa los resultados del presente

proyecto con respecto a la situacion del sistema Pqgs en esta condicién de bajo fosfato.

6.2. La produccion de factores de virulencia en bajo fosfato

En el presente trabajo se analizaron tres de los principales factores de virulencia de P.
aeruginosa; piocianina, elastasa y ramnolipidos. En el caso de la elastasa LasB, codificada
por uno de los principales genes dependientes del sistema Las, se observé como su produccién
pasa de ser dependiente de los sistemas Las y Rhl en condiciones de fosfato suficiente, y se
vuelve completamente dependiente del sistema Rhl e independiente del sistema Las en medio
con bajo fosfato (Meng et al., 2020). Resulta interesante como uno de los principales genes
blanco del sistema Las logra sobrepasar esa dependencia en condiciones de bajo fosfato. En
este contexto, se ha reportado que lasl, otro de los principales genes blanco de LasR y que
codifica para la sintasa de 3-O-C12-HSL, puede ser regulado por PhoB. Sin embargo, a pesar
de esta regulacién, los niveles de 3-O-C12-HSL permanecen sin cambios significativos en alto
y bajo fosfato. Como se reporta en este trabajo, la actividad del sistema Las es dispensable
en condiciones de bajo fosfato y el significado bioldgico, si lo hubiera, de la regulacién que

ejerce PhoB sobre lasl atn tendra que ser determinado.

Los ramnolipidos fueron analizados de manera semi-cuantitativa, se observé que en
bajo fosfato existe mayor produccién de dichos surfactantes y que esta produccién depende

del sistema Rhl tnicamente, ya que su produccion fue posible en ausencia de lasR y de pgsR.

La piocianina fue el fenotipo analizado a mayor detalle, se observé que en bajo fosfato
se sobreexpresa y que esta produccion se vuelve Las-independiente. Ademds la produccién
de piocianina se ve afectada en un 50 % por la ausencia de pgsR. Si bien se ha mencionado
que el sistema Pgs modula positivamente los fenotipos dependientes de Rhl, en este medio se
observa claramente que la modulacion es mas importante para el fenotipo de piocianina y no
muy perceptible para el fenotipo de ramnolipidos, en el que la ausencia de pgsR no muestra

un efecto notorio. Esta posibilidad del sistema Pgs de regular de manera mas marcada a un
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Figura 6.1: Los sistemas de quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa y su regulacién en alto
y bajo fosfato. Los genes son representados como flechas de colores indicando su direccién en el genoma, las
proteinas y moléculas sefial son representadas con figuras de colores, las flechas con punta negra indican regu-
lacién positiva, mientras que las lineas con punta perpendicular indican regulaciéon negativa, lineas continuas
indican regulacién directa, mientras las lineas punteadas indican que el mecanismo de regulacién no ha sido

determinado con exactitud. C12: 3-O-C12-HSL, C4: C4-HSL.
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fenotipo que a otro, ain cuando ambos son fenotipos Rhl dependientes, se sigue investigando
y podria revelar aspectos importantes de su mecanismo molecular. Ademds de los sistemas
Rhl y Pgs, existen otros elementos que podrian aportar a este fenotipo de sobreexpresién de
piocianina. Recientemente se reporté que PhoB puede regular al operén phzA1 (Huang et al.,
2019), lo que se podria tratar de una regulacién positiva que contribuiria a la sobreexpresién
de este operén que se observé en este trabajo (Fig. 5.11). La produccién de piocianina re-
quiere varios pasos para su sintesis, es por eso que seguramente existen otros mecanismos que

contribuyen a su sobreexpresién en bajo fosfato.

La produccion de piocianina es un importante factor de virulencia en el contexto médico
debido a su alta capacidad de generar estrés oxidativo. Sin embargo, en el contexto biolégico, se
ha reportado que una posible explicacién para esta sobreproduccion de fenazinas puede estar
relacionada con la obtencién de fésforo de otras fuentes gracias a su accién redox (McRose y
Newman, 2021), esto brinda una posible explicacién para la elevada produccién de piocianina

observada en estas condiciones.

6.3. LasR como regulador negativo de la respuesta de QS

Si bien LasR no presenté una funcién evidente en el medio bajo en fosfato (FDS) en la
fase estacionaria, no se puede descartar la posibilidad de que tenga un papel regulatorio en
otra etapa del crecimiento, lo cual podria ser objeto de estudio en investigaciones préximas.
Sin embargo, por ahora si podemos analizar més a detalle su papel regulatorio global en el

medio FDS+ (alto fosfato) en donde si se obtuvieron genes diferencialmente expresados.

LasR es considerado como un importante regulador positivo en P. aeruginosa, lo cual ha
sido ampliamente estudiado y se comprobd con los resultados del transcriptoma, sin embargo,

es importante recalcar que su papel como regulador negativo no se ha explorado a fondo.

Basandonos directamente en los resultados obtenidos, los genes regulados negativamente
que cuentan con un mejor respaldo estadistico (por sus valores de p-ajustada) son los genes
de la bomba MexAB-OprM (Anexo 2). Como se menciéno anteriormente, esta bomba se ha

relacionado con el transporte de 3-O-C12-HSL, lo cual podria indicar que el sistema Las
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promueve la inactivacién de esta bomba para mantener dicho autoinductor adentro de la
célula y mantener el sistema activo. Estos genes forman parte de un operdén, en donde el
primer gen es mexA. Hasta el momento solo hay un reporte de un estudio masivo en donde
se reporta que LasR regula a mezA (Huang et al., 2019). Con estos antecedentes, se buscé la
presencia de cajas las-rhl en el promotor de mexA y se encontré una posible caja (Fig. 6.2)

(Anexo 3), lo que sugiere que se podria tratar de una regulacién directa.

Ademds de estos genes regulados negativamente, se detectaron algunos genes que son
regulados positivamente por LasR, pero que su funcion esté relacionada con actividades que
provocarian una regulaciéon negativa hacia la respuesta de QS, especialmente hacia el siste-
ma Pqs. Tal es el caso de los genes de los operones antABC y zylXYZL y sus respectivos
reguladores antR y xylS, estos genes se encuentran en el mismo cluster y participan en la
degradacién de antranilato a catecol (Fig. 6.3) (Kanehisa y Goto, 2000). El antranilato es un
precursor de la sintesis de las moléculas senal del sistema Pqs (PQS y HHQ), por lo que el
hecho de que LasR lo regule positivamente estaria provocando una regulaciéon negativa hacia
el sistema Pqs al limitar la sintesis de sus moléculas senal. Se buscé la presencia de cajas
las-rhl en estos genes y se encontraron cajas putativas en las regiones rio arriba de antA,
antR y zylX (Fig. 6.2, 6.3) (Anexo 3), lo que sugiere que se podria tratar de una regulacién

directa.

Otro caso similar es el de la bomba MexGHI-OmpD que también se ve regulada posi-
tivamente por LasR, la actividad de dicha bomba se ha considerado como favorable para los
sistemas de QS. Sin embargo, esta bomba se encarga de exportar antranilato o sus derivados
(Aendekerk et al., 2005), lo cual en exceso podria limitar la sintesis de las moléculas sefial del

sistema, Pqs.

En resumen, el sistema Las presenta regulacién positiva de elementos que participan en
la degradacién y exportaciéon de antranilato, la importancia biolégica de esta regulaciéon podria
contribuir a mantener el equilibrio entre los sistemas y a exportar intermediarios que pueden
ser toxicos en exceso. Este breve andlisis busca resaltar el papel de LasR como un regulador
negativo de la respuesta de QS en condiciones de fosfato suficiente donde su funcién es muy

relevante. Por lo anterior, es importante considerar a LasR tanto como regulador positivo
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como negativo de la respuesta de QS, lo cual nos permitird entender de mejor manera los

fenotipos que se obtienen en cepas en donde se sobreexprese o se elimine esta proteina.
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Comparacion de las
secuencias identificadas:

rsal AACTAGCAAATGAGATAGAT
lasI ATCTATCTCATTTGCTAGTT
rhlR-1  CCCTGTGCCCACGACCAGTT
rhlR-2  TGCTGGCATAACAGATAGGG
rhlR-3  GGCTGCGCGCTTGAC-AGCG
mexA(l) TTCTTCGAGCCGGTGCAGCG
antA(1l) TGCTGGAACTGCACC-AGTC
antR(1) TTCTTTTCGAAGATC-AGCT
antR(2) ATCTCCAGGTCGAAC-AGCT
xylX (1) TGCTGACCCTGCTGA-AGAC
xylX(2) CGCTGTTCGAGCGCC-AGCT
mexG(l) AACTCGCCCCGGCAGGAGGT
mexG(2) ACCTCAACTTAACTTGAGGT

Figura 6.2: Cajas las-rhl putativas comparadas con cajas las-rhl de referencia. Se muestran las cajas
putativas encontradas en la regién rio arriba de los genes mexzA, antA, antR, zylX y mexG comparadas con
cajas previamente descritas de rsal, lasl y rhlR. En color se resaltan los nucleétidos considerados invariables

para cajas las-rhl.

70



a) ‘LasR

antA antB antC Xyl xylZ xylv xyX  xylS

b) oy oH OH
NH, antABC OH

Co0108 cooogo

Antranilato xyIXYZL Catecol

coo1s0
Benzoato

Figura 6.3: Regulacién de LasR sobre la degradacién de antranilato. a)Se muestra la localizacién de
los genes de los operones antABC' y zylXYZL y sus respectivos reguladores antR y zylS. Se muestran lineas
punteadas a las regiones reguladoras en las que se encontraron cajas las-rhl putativas. b)Participacién de las
enzimas codificadas por los operones antABC y xzylXYZL en la degradacién de antranilato. Basado en la base

de datos KEGG: Kyoto Enciclopedia of Genes and Genomes.
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Capitulo 7

Conclusiones

1.- La jerarquia de interregulacion de los sistemas de QS en la que el sistema Las se
encuentra en la cima, no es valida para condiciones de bajo fosfato, donde el sistema Las es

dispensable y practicamente carece de funcién.

2.-FEl sistema Rhl es indispensable para la produccién de piocianina, ramnolipidos y
elastasa tanto en condiciones de alto fosfato como en condiciones de bajo fosfato. En esta
dltima condicién, PhoB se encarga de promover la sobreexpresién de rhiR lo que puede

explicar la sobreexpresién de dichos fenotipos en esa condicién.

3.- El sistema Pqs mantiene su papel de modulador de la respuesta de QS en condiciones
de bajo fosfato. Su contribucion a la regulacién de la sintesis de piocianina es importante pero

no indispensable en condiciones de bajo fosfato.

4.- Los resultados presentados en el presente trabajo demuestran que el sistema Las
puede llegar a ser dispensable y apuntan al sistema Rhl como el més importante, esto es de
gran relevancia para poder enfocar los esfuerzos de investigacién que buscan bloquear el QS

para contender contra las infecciones de P. aeruginosa.
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Capitulo 8

Perspectivas

1.- El presente proyecto deja abierta la posibilidad de esclarecer la regulaciéon de PhoB
sobre pgsE y determinar si esta ocurre desde el promotor de pgsA o bien desde un posible

promotor de pgskE.

2.- Con el objetivo de determinar otros elementos que podrian contribuir a la sobreex-
presién de piocianina en bajo fosfato, se podria analizar a detalle la expresién de otros genes
que codifican para enzimas involucradas en la sintesis de piocianina ya que se trata de una via
que involucra varios pasos. Asi como analizar la participacién de RNAs pequenios que podrian

participar en dicha modulacién.

3.- Debido a la relevancia del sistema PhoB-R en la regulacién de los sistemas de QS,
se podria analizar si al inactivar dicho sistema se disminuye la virulencia de P. aeruginosa en

modelos animales o cultivos celulares.

4.- Retomando las hipétesis exploradas en la discusién sobre LasR como un regulador
negativo, se podria sobreexpresar LasR para maximizar su efecto regulatorio y analizar si se

ve afectada negativamente la expresién de los sistemas de QS y factores de virulencia.
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Anexo 1: Genes regulados

positivamente por LasR

Genes regulados positivamente por LasR
medio FDS+ (alto fosfato)

locus Nombre Descripcion log2 Fold | p-ajustada
Change
PA1900 | phzB2 Biosintesis de fenazinas | -6.4759 1.30E-29
PA2515 | zylL cis-1,2- -6.1770 1.23E-25
dihidroxiciclohexa-

3,4-diene  carboxilato

deshidrogenasa
PA2512 | antA Subunidad de dioxige- | -5.6318 1.50E-32
nasa de antranilato
PA2300 | chiC Quitinasa -5.3904 1.23E-25
PA2069 Proteina hipotética -5.2124 7.49E-27
PA1432 | lasl Sintesis de autoinductor | -5.0199 3.62E-27

3-0-C12-HSL, Quorum

sensing

PA2514 | antC Dioxigenasa reductasa | -4.9048 2.88E-17

de antranilato

Contintda en la pagina siguiente.
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locus Nombre Descripciéon log2 Fold | p-ajustada
Change

PA1899 | phzA2 Biosintesis de fenazinas | -4.8986 1.86E-17

PA2513 | antB Subunidad de dioxige- | -4.6166 2.14E-16
nasa de antranilato

PA4206 | mexH Proteina de bomba de | -4.4925 1.81E-16
eflujo

PA2570 lecA Lectina -4.4528 1.18E-11

PA3904 | PAAR4 Subunidad de toxina -4.4302 7.65E-05

PA3479 | rhiA Ramnosiltransferasa, -4.3848 1.66E-11
sintesis de ramnolipidos

PA3478 | rhiB Ramnosiltransferasa, -4.2197 3.69E-15
sintesis de ramnolipidos

PA2516 | aylZ Componente de 1,2- | -4.1913 1.35E-13
dioxigenase de toluato

PA1902 | phzD2 Biosintesis de fenazinas | -3.9215 1.67E-12

PA4142 Proteina hipotética -3.9162 2.81E-15

PA2067 Proteina hipotética -3.8417 2.06E-11

PA4208 | opmD Proteina de bomba de | -3.8321 2.78E-15
eflujo

PA4215 | phzF'1 Biosintesis de fenazinas | -3.7259 3.47E-12

PA4213 | phzD1 Biosintesis de fenazinas | -3.7022 2.85E-10

PA2068 Proteina hipotética -3.6983 3.75E-13

PA4207 | mexl Proteina de bomba de | -3.6458 5.74E-13
eflujo

PA4205 | mexG Proteina de bomba de | -3.6375 1.59E-09
eflujo

PA1869 Proteina hipotética -3.5698 3.47E-12

Contintda en la pagina siguiente.
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locus Nombre Descripcion log2 Fold | p-ajustada
Change
PA1904 | phzF2 Biosintesis de fenazinas | -3.5431 1.16E-11
PA2274 Proteina hipotética -3.4624 5.21E-09
PA0865 | hpd 4-hidroxifenilpiruvato -3.4343 4.32E-10
dioxigenasa
PA0122 | rahU Aerolisina -3.4218 1.44E-13
PA4210 | phzA1 Biosintesis de fenazinas | -3.4101 1.84E-06
PA3724 | lasB Elastasa -3.3968 4.18E-12
PA4141 Proteina hipotética -3.3618 1.11E-06
PA3477 | rhiR Proteina  reguladora, | -3.3417 1.05E-12
Quorum sensing
PA5460 Proteina hipotética -3.3260 0.000308392
PA0852.1 Proteina hipotética -3.2289 6.85E-06
PA1903 | phzE2 Biosintesis de fenazinas | -3.2261 1.05E-10
PA3361 | lecB Lectina -3.2075 1.27E-08
PA2511 antR Regulador de operén | -3.1451 5.10E-10
ant
PA2066 Proteina hipotética -3.0787 3.50E-08
PA3520 Proteina hipotética -3.0760 0.002536504
PA4214 | phzE1 Biosintesis de fenazinas | -3.0715 9.97E-10
PA4216 | phzG1 Biosintesis de fenazinas | -3.0483 7.67E-08
PA2566 Proteina hipotética -3.0099 2.64E-10
PA1871 | lasA Proteasa -2.9760 7.99E-07
PA2682 Proteina hipotética -2.9668 7.55E-07

PA2588

Proteina hipotética

-2.9446

1.95E-08

Continta en la pagina siguiente.
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locus Nombre Descripciéon log2 Fold | p-ajustada
Change

PA1906 Proteina hipotética -2.9178 1.34E-06

PA2305 | ambB Sintesis de acido | -2.9054 5.10E-10
L-2-amino-4metoxi-
trans-3-butenoico

PA1168 Proteina hipotética -2.9054 0.017075739

PA2517 | aylY toluato 1,2-dioxigenasa | -2.8967 0.005280663

PA2565 Proteina hipotética -2.7941 6.28E-06

PA4143 Proteina hipotética -2.7857 5.44E-08

PA0154 | pcaG protocatechuate 3,4- | -2.7830 0.000246794
dioxygenasa

PA1656 | hsiA2 Proteina del H2-T6SS -2.7798 1.75E-05

PA2591 vgsR Proteina  reguladora, | -2.7448 6.90E-05
Quorum sensing

PA0852 cbpD chitin-binding protein | -2.7430 5.43E-08
CbpD precursor

PA4144 Proteina hipotética -2.6567 7.31E-06

PA1905 | phzG2 Biosintesis de fenazinas | -2.6063 1.69E-06

PA0187 Proteina hipotética -2.5666 0.02967028

PA1712 | exsB exoenzyme S synthesis | -2.5452 0.000130691
protein B

PA1747 Proteina hipotética -2.5039 0.000308953

PA1907 Proteina hipotética -2.4600 1.03E-05

PA3476 | rhll Sintesis de autoinduc- | -2.4591 0.000308392
tor, Quorum sensing

PA1131 Proteina hipotética -2.4508 1.20E-05

Contintda en la pagina siguiente.
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locus Nombre Descripcion log2 Fold | p-ajustada
Change
PA2302 | ambE Sintesis de acido | -2.4098 8.12E-07
L-2-amino-4metoxi-
trans-3-butenoico
PA2518 | aylX Subunidad de  1,2- | -2.3822 0.001895998
dioxigenasa de toluato
PA1711 ersk Proteina secretada por | -2.3656 0.000172233
SST3
PA1431 rsal Proteina  reguladora, | -2.3632 5.57E-05
Quorum sensing
PA1251 Proteina hipotética -2.3142 3.99E-05
PA0188 Proteina hipotética -2.2912 0.02152543
PA0153 | pcaH Subunidad de  pro- | -2.2802 0.000682583
tocatechuato 3,4-
dioxigenasa
PA2275 Proteina hipotética -2.2665 0.000103814
PA1710 | exsC Sintesis de exoenzima S | -2.2553 2.50E-05
PA2303 | ambD Sintesis de acido | -2.1905 0.003192755
L-2-amino-4metoxi-
trans-3-butenoico

PA1130 | rhiC Ramnosiltransferasa 2, | -2.1712 0.000111418
sintesis de ramnolipidos

PA5220 Proteina hipotética -2.1513 0.000130606

PA2193 | hend Sintasa de cianuro de | -2.1376 0.020070995
hidrégeno

Contintda en la pagina siguiente.
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locus Nombre Descripcion log2 Fold | p-ajustada

Change

PA1705 Regulador en SST6 -2.0778 0.032789115

PA2510 | catR Regulador transcripcio- | -2.0370 0.002040015
nal
PA2564 Proteina hipotética -2.0219 0.000155815

PA1707 | perH Proteina  reguladora, | -1.9281 0.026071765
SST3

PA1709 | popD Proteina translocadora, | -1.8528 0.016997126
SST3

Continta en la pagina siguiente.
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locus Nombre Descripciéon log2 Fold | p-ajustada
Change
PA3325 Proteina hipotética -1.7900 0.018235208
PAO872 | phhA Fenilalanina-4- -1.7388 0.014761375
hidroxilasa
PA4209 | phzM Biosintesis de fenazinas | -1.7256 0.008152449
PA2304 | ambC Sintesis de acido | -1.6952 0.033973461
L-2-amino-4metoxi-
trans-3-butenoico
PA5163 | rmlA Glucose-1-fosfato timi- | -1.6951 0.003315687
dililtransferasa, sintesis
de ramnolipidos
PA4212 | phzC1 Biosintesis de fenazinas | -1.6835 0.00460566
PA1714 exsD Antiactivador trans- | -1.6775 0.008091607
cripcional, SST3
PA1706 | perV Proteina de secrecién, | -1.6708 0.041355371
SST3
PA1898 qscR Proteina  reguladora, | -1.6260 0.03215205
Quorum sensing
PA2576 Proteina hipotética -1.6100 0.038898527
PA0143 | nuh Purina nucleosidasa -1.5505 0.038294857
PA4677 Proteina hipotética -1.5352 0.045742594
PA3360 Proteina hipotética -1.4833 0.048520065
PA1872 Proteina hipotética -1.4604 0.034146534

Continta en la pagina siguiente.
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locus

Nombre Descripciéon log2 Fold | p-ajustada

Change

Tabla 8.1: Genes regulados positivamente por LasR (FDS+),
se marcan con el mismo color genes relacionados en su funcién
biolégica. lasR fue el principal gen diferencialmente expresa-
do ya que se compard una cepa silvestre contra la mutante
en lasR, dicho gen no se muestra en la tabla. SST6: Sistema

de Secrecién Tipo 6, SST3: Sistema de Secrecién Tipo 3
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Anexo 2: Genes regulados

negativamente por LasR

Genes regulados negativamente por LasR
medio FDS+ (alto fosfato)

PA0424

mexR

Regulador transcripcio-

nal

2.0773

locus Nombre Descripciéon log2 Fold | p-ajustada
Change

PA0425 | mezA Proteina de bomba de | 3.2195 1.88E-12
eflujo

PA0427 | oprM Proteina de bomba de | 3.1824 8.91E-13
eflujo

PA0426 | mezB Proteina de bomba de | 2.8692 2.37E-10
eflujo

PA1634 | kdpB ATPasa, transporte de | 2.4736 0.033973461
potasio

PA4918 | pcnA nicotinamidasa 2.1570 0.000461538

0.000589213

Contintia en la pagina siguiente.




locus Nombre Descripcion log2 Fold | p-ajustada

Change
PA3729 Proteina hipotética 2.0265 0.030324952
PA0132 | bauA Beta-alanine:piruvate 1.5641 0.042010686

transaminasa

Tabla 8.2: Genes regulados negativamente por LasR (FDS+),
se marcan con el mismo color genes relacionados en su funcién

bioldgica. SST6: Sistema de Secreciéon Tipo 6
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Anexo 3: Localizacion de cajas

las-rhl putativas

97



Regidn rio arriba de mexA

TATGGGCCATGGCGCCGGGTGGATAACCGGCCATCGAGCTAAAACG
TTTCAGGTGTTTTCACGCGAGGCTTTCGGACGTTTACAAACACCTA
TGAATGTAAGTATTTTGCCTGCCTTCTTCGAGCCGGTGCAGCGCCT
TCACGCTGCATCGGCCGCTTTCGCTCATGAGGACAACGCTATG

Region rio arriba de antA

AGCCGAGGGTGGTGCACATCGACTTCAGCACGTTGCCGTGGTGCTGG
AACTGCACCAGTCCCGGGCTCGCCGCTTCGAGCCGGTGCGGCCCGCA
GACCTTCGACATCCAGGAACGGGCGGCGGCCAGGTCCAGGTGGTCGG
CATGGAGATCGCCACGATCGGCGACGGGATGGGTCCTCATCATGGTT
CGGCACTCGACACGGCAAGGCTGGGGGTGCGCTCTGCTGGCGCTCTG
TTTTCAGCAAAATGCAAGGCATATGCCGGCGCAAGGCCGGCTCCCCG
CATCCTCCACTATCCGGATAGCGTTCGCCGACTTTCCGGACAAAGCG
TCCGCCGCAAGCGCCGCTCGAACCTCGGCCGAGCCCTCCGCGAGCCC
CCCGGCCGCTCCTCGGCGGCTGCGGATTTTCGGGATGCGCATCGTCG
ACTAAGCGGATAGCCCGCCCCCGCTCGCGGCCGTTGAATGGGTCACC
CATAACGACAACGCACAAGGGTGAGAACGCATG

Regiodn rio arriba de antR

GTTCGCTTTCGTGGCAGGCGTAGATCCAGTTCTTTTCGAAGATCAGCT
CCATCTCCAGGTCGAACAGCTCCGGTTCGGTGAACATGTCCCGGGCGA
TGCGGAAGATGCCTTCCTCGGGACGGAAGTCGAGGCAGCCGCCGACAT
AGTCGCGCCACTGTTCGAGGCTTCTGCGGGTAGCGTTCATGCGTTCTC
ACCCTTGTGCGTTGTCGTTATGGGTGACCCATTCAACGGCCGCGAGCG
GGGGCGGGCTATCCGCTTAGTCGACGATGCGCATCCCGAAAATCCGCA
GCCGCCGAGGAGCGGCCGGGGGGCTCGCGGAGGGCTCGGCCGAGGTTC
GAGCGGCGCTTGCGGCGGACGCTTTGTCCGGAAAGTCGGCGAACGCTA
TCCGGATAGTGGAGGATGCGGGGAGCCGGCCTTGCGCCGGCATATGCC
TTGCATTTTGCTGAAAACAGAGCGCCAGCAGAGCGCACCCCCAGCCTT
GCCGTGTCGAGTGCCGAACCATG

Regidn rio arriba de xylX

AGCAAGCTGCTGACCCTGCTGAAGACCAACGTCAGCCGCGAGGACCCC
GGCGATGCGCAGGTCGTCTTCGCCCGCCTCGATGCCTACATCCGCCGC
CATCTGCAGAGCGAGATCGAGGTCGCGGCGCTGGCCGAGCAGGCGCAC
ATGAGCACCCGTTCGCTGTACGCGCTGTTCGAGCGCCAGCTTGGCGAG
AGCCCTCGGCAATACATTCGCCGGCTGCGCCTGGAGCGCATCCGCGCC
TGCCTGGAAGACCCCGGCTGCCGGGTACGCAACCTCACCGAACTGGCC
CTGGACTTCGGTTTCGCCCACCTCGGCCGCTTCGCCGAGCAATATCGC
CGGCAGTTCGGCGAGCTGCCTTCGGAAACCCTGCGCCGGCGCGCCTAG
CGCCGACCGCCACGGCGTGCAGGAATCGGCCAGCGATCCGCAGGCAAC
GGATATCCCCAGCAGCACGCGCTACCTAACCTGACCGGGCCTGAACAA
TAACAACGGAGGCCCCGGCCATG

Region rio arriba de mexG

AGACGATGGGGTAGCTAACTCGCCCCGGCAGGAGGTCGAATCGTCGCG
CAGCGGGTCGAGCGACAGTGATGCCGCGAAGGCGTCTCGCTCCAGGGG
GAACCGTCGCGACGGGTTGCCCGCAAGCTACACCCAGCCCCTCCCCCA
ATAGTCCCCGCGACCAATCGTCAGCCCCTCATCCCACCGTCCCGCGGC
ACCAACGAATCCACCTGAAACCCACGCCCAGCAAGGCCTATAGCACTA
ATCACAGACGCCCTTGACCTCAACTTAACTTGAGGTTTTATAGTCCCC
GCTGCGGTCATACCGCCCCGTTTCCCCAGGACCACGAACCGCCCCCAC
GGCCGCTTCGCGGCGCCGGATGGCGACCAGCACAAGGAACGACCCATG

Figura 8.1: Cajas las-rhl putativas. Resaltadas en color se muestran las cajas putativas encontradas en

la regién rio arriba de los genes mezA, antA, antR, zylX y mexG. En negritas se marcan los nucleétidos

considerados invariables para cajas las-rhl.
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ABSTRACT Pseudomonas aeruginosa is a major nosocomial pathogen that presents
high-level resistance to antibiotics. Its ability to cause infections relies on the produc-
tion of multiple virulence factors. Quorum sensing (QS) regulates the expression of
many of these virulence factors through three QS systems: Las, Rhl, and PQS. The
Las system positively regulates the other two systems, so it is at the top of a hierar-
chized regulation. Nevertheless, clinical and environmental strains that lack a func-
tional Las system have been isolated, and, surprisingly, some of them still have the
ability to produce virulence factors and infect animal models, so it has been sug-
gested that the hierarchy is flexible under some conditions or with atypical strains.
Here, we analyze the PAO1 type strain and its AlasR-derived mutant and report, for
the first time, a growth condition (phosphate limitation) where LasR absence has no
effect either on virulence factor production or on the gene expression profile, in con-
trast to a condition of phosphate repletion where the LasR hierarchy is maintained.
This work provides evidence on how the QS hierarchy can change from being a
strictly LasR-dependent to a LasR-independent RhIR-based hierarchy under phos-
phate limitation even in the PAO1 type strain.

IMPORTANCE Pseudomonas aeruginosa is an important pathogen, considered a prior-
ity for the development of new therapeutic strategies. An important approach to
fight its infections relies on blocking quorum sensing. The Las system is the main
regulator of the quorum-sensing response, so many research efforts aim to block
this system to suppress the entire response. In this work, we show that LasR is dis-
pensable in a phosphate-limited environment in the PAO1 type strain, which has
been used to define the quorum-sensing response hierarchy, and that under this
condition RhIR is at the top of the regulation hierarchy. These results are highly sig-
nificant, since phosphate limitation represents a similar environment to the one that
P. aeruginosa faces when establishing infections.

KEYWORDS LasR dispensability, Pseudomonas aeruginosa, RhIR-dependent regulation,
antivirulence therapy, quorum-sensing hierarchy

seudomonas aeruginosa is a widespread bacterium (1, 2) that represents a deep

concern in the medical field due to its intrinsic and acquired multidrug resistance
(3) and the high incidence of its infections in immunocompromised individuals and
cystic fibrosis (CF) patients (3). P. aeruginosa produces a variety of virulence factors,
such as proteases (elastase and alkaline protease), pigments (pyocyanin and pyover-
din), and exotoxin A, among others. The production of many of its virulence factors is
controlled by quorum-sensing (QS) systems at the transcriptional level. These systems
consist of two principal components: a signal molecule, which is produced constitu-
tively at low cell densities and secreted, and a regulatory protein, which is only active
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when bound to the signal molecule and activates transcription of its target genes.
They are population dependent, since the autoinducer concentration is proportional
to the number of bacterial cells, so they activate phenotypes that are biologically rele-
vant when produced at high cell concentration.

P. aeruginosa harbors three QS systems (4) that have been studied mainly in the
PAO1 and PA14 type strains, showing a close conservation of this regulatory network
in these and other well-studied P. aeruginosa strains (4). The Las system consists of the
LasR regulatory protein and Lasl, which synthesizes the signal molecule N-3-oxo-
dodecanoyl-.-homoserine lactone (30-C12-HSL). The Rhl system consists of the RhIR
regulatory protein and the Rhll synthase of N-butanoyl-.-homoserine lactone (C4-HSL).
The PQS system consists of the PqsR regulatory protein and the signal molecules,
which are, in this case, 2-alkyl-4 (1h)-quinolones (4-hydroxy-2-heptylquinoline [HHQ]
and 2-heptyl-3,4-dihydroxyquinoline [PQS]) that are synthesized by the proteins
encoded by the pgsABCDE and phnAB operons and the pgsH gene (5). These three sys-
tems are arranged in a hierarchized way, where the Las system positively regulates the
Rhl and PQS systems. Nevertheless, several reports where Las-defective strains are ca-
pable of producing virulence factors led to propose scenarios where the QS hierarchy
is flexible (6-11). The high frequency of lasR mutants is particularly apparent among CF
isolates (10), and one of these isolates has been shown to produce QS-regulated viru-
lence factors using RhIR as the main transcriptional regulator (11). However, the altered
QS hierarchy is mainly accepted to be representative of atypical strains, and, in the
case of type strains, the absence of LasR has been associated with a delayed QS
response (see Table S1 in the supplemental material), suggesting that the importance
of LasR lies in the timing of the QS system activation (6, 7).

Phosphate limitation is a common stress condition that P. aeruginosa faces when
establishing an infection, since the availability of phosphate in a healthy person is low
(1.25mM) and is even lower (<0.03 mM) in patients on chemotherapy or who have
undergone a recent surgery (12-14). Furthermore, this stress condition is relevant,
since it has been reported that virulence factor production is enhanced at low phos-
phate concentrations (13-15), especially for pyocyanin, which, besides being a toxin, is
considered a terminal signaling factor of the QS cascade (16, 17). It has been proposed
that phosphate limitation leads to the activation of a P. aeruginosa hypervirulent phe-
notype (18).

PhoB is the regulator protein that the PhoR kinase phosphorylates when phosphate
is scarce. When PhoB is phosphorylated, it can regulate the transcription of its target
genes by direct binding to the pho box (19). In P. aeruginosa, putative pho boxes have
been located in some QS genes, such as rhIR and lasR (15), suggesting that phosphate
availability influences QS.

As mentioned above, the production of the phenazine pyocyanin is enhanced
under phosphate limitation. Pyocyanin production depends on the Las system, which
positively regulates the Rhl system that then activates the transcription of both of the
redundant operons phzA1B1CIDIETF1G1 (phz1) and phzA2B2C2D2E2F2G2 (phz2) (20).
The enzymes encoded by these operons are involved in the synthesis of the pyocyanin
precursor phenazine-1-carboxylic acid (PCA) (21). Thus, the enhanced production of
pyocyanin could be explained by PhoB-dependent rhIR expression.

In this work, we analyze the role of the Las and Rhl QS systems in virulence factor
production and its control by the PhoB regulator under low and sufficient phosphate
conditions using the PAOT1 type strain as a model. We determined whether the QS hier-
archy described previously for this type strain under nonstressed conditions applies to
this nutrient-limited environment. Our results show that while under phosphate reple-
tion LasR is indispensable to activate QS response, under phosphate limitation this reg-
ulator is completely dispensable, with RhIR at the top of the QS hierarchy. In addition,
we show that under phosphate limitation, PhoB directly activates rhiR transcription
and that the global transcription pattern of the PAO1-derived lasR mutant is indistin-
guishable from that of the PAO1 strain under phosphate-limited conditions. This
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P. aeruginosa QS Is Rhl Dependent in Low Phosphate

phenomenon of global LasR dispensability is supported by the fact that elastase LasB,
a classical LasR target, becomes dependent only on the Rhl system under this
condition.

RESULTS

Pyocyanin is overproduced under a low-phosphate condition. To characterize
the effect of phosphate limitation on P. aeruginosa PAO1 pyocyanin production, low-
phosphate (FDS) and sufficient-phosphate (FDS+) media containing 0.5mM and
4.5 mM K,HPO,, respectively, were used to culture this bacterium. The growth in FDS
was slightly lower, but this was not statistically significant (see Fig. S1 in the supple-
mental material).

We found that pyocyanin production was higher in FDS than FDS+ medium. This
was evident from 16 h of growth (Fig. S2a), and at 24 h the level was eight times higher
(Fig. S2b). This correlates with previous reports (14, 15) that proposed that this higher
production can be explained by the regulation that PhoB exerts on rhIR transcription
(15).

To determine whether rhamnolipids, a virulence-associated trait that is mainly de-
pendent on RhIR/C4-HSL activity (22), were also overproduced in low-phosphate FDS
medium, we detected these biosurfactants by thin-layer chromatography (TLC). We
found that rhamnolipids were also overproduced in FDS (Fig. S2c), a result consistent
with a previous report in which enhanced swarming, a rhamnolipid-related phenotype,
was observed under phosphate limitation (23).

Taken together, these results suggest that under low-phosphate conditions, the
production of RhIR-dependent phenotypes is increased.

PhoB directly regulates rhiIR transcription. As mentioned above, the observed
overexpression of the two phenotypes analyzed under the low-phosphate condition,
pyocyanin and rhamnolipid production, can be explained by an increased expression
of RhIR, as previously reported for the SCV 20265 strain (15). In that report, however,
the phenomenon was observed at very late culture times of growth (38.5 and 45 h).
Thus, we used an rhiIR'lux transcriptional fusion to evaluate its expression in PAO1 cul-
tured in FDS and FDS+ at earlier points in the stationary phase (18 to 24 h) (Fig. S3)
and found, in accordance with this hypothesis, an increased expression in this period
(Fig. S3), with 22 h being the time of highest increase of rhiR expression (Fig. S3), nearly
doubling rhIR expression (Fig. 1a).

To test whether rhIR induction in low-phosphate medium was PhoB dependent, we
first tested a phoB transcriptional fusion in FDS and FDS+ media to corroborate that
the PhoR-PhoB system was more active under phosphate limitation. This fusion
showed a four-times-higher activation on FDS than on FDS+ (Fig. 1a). We then eval-
uated the rhlR transcriptional fusion in a phoB mutant on FDS medium and found a
reduced expression of about 40%, showing that rhiIR transcription is partially PhoB de-
pendent under low-phosphate conditions. Moreover, complementation of the phoB
mutant with phoB in trans restored its expression (Fig. 1b). A putative pho box has
been reported within the rhIR promoter region (14) (Fig. S4), so it has been proposed
that rhIR regulation by PhoB is direct. To test this hypothesis, we performed an electro-
phoretic mobility shift assay (EMSA) using purified PhoB. This assay suggested a direct
interaction, since the migration of a DNA fragment containing the rhIR promoter
region is delayed in the presence of PhoB (Fig. 1c).

LasR expression is not affected by phosphate limitation. The existence of a puta-
tive pho box within the lasR promoter region has been reported (15) (Fig. S4), suggest-
ing that PhoB could also regulate /asR in response to phosphate limitation. To test this,
a lasR'lacZ fusion was evaluated in PAO1 grown in low-phosphate FDS and high-phos-
phate FDS+ media at 22 h. We found that its expression remained at the same level in
both media (Fig. S5). This assay was also evaluated at the beginning of the stationary
phase (16 h) (not shown), leading to the same conclusions. These results suggest that
lasR is not subject to significant regulation by phosphate availability.
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FIG 1 rhiIR transcription is induced under low-phosphate conditions by PhoB. (a) rh/R and phoB transcriptional fusion
activity in FDS+ and FDS media in PAO1 cultured for 22 h. R.L.U,, relative light units. (b) rhIR transcriptional fusion
activity in FDS+ and FDS media in PAO1, its phoB mutant (harboring empty vector pUCP20), and the complemented
mutant (harboring p20PB). The results shown are the means from three biological replicates, and error bars denote the
standard deviations. Asterisks indicate statistical significance by t test (*, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001). ns.,
nonsignificant. (c) PhoB EMSA with rhIR promoter fragment. phoB promoter fragment was used as a positive control,

and a structural sequence (see Materials and Methods) was used as the negative control.

Pyocyanin production under a low-phosphate condition is LasR independent.
The observation that /asR expression is not subject to phosphate regulation through
PhoB (Fig. S5), in contrast to rhIR expression (Fig. 1a), led us to hypothesize that under
low-phosphate conditions, the Rhl system is determinant for the QS system response,
but the role of the Las and Pgs systems was not clear. To determine the relevance of
the QS systems in pyocyanin overproduction under this condition, lasR, rhiR, and pgsR
mutants were grown in FDS and FDS+ media.

In FDS+ medium, pyocyanin was detected only in the wild-type strain (Fig. 2). This
result is in accordance with the reported QS regulation cascade in which the three sys-
tems have a role in pyocyanin production, since (i) the Las system activates the Rhl sys-

Pyocyanin production

— Bl FDS + (High P)
i e Bl FDS (Low P)

PAO1 AlasR ArhIR ApgsR  AphoB AphoBAlasR

FIG 2 RhIR-dependent pyocyanin production under low-phosphate conditions is independent of LasR
activity. Quantification of pyocyanin production by PAO1 and its isogenic lasR, rhiR, pgsR, phoB, and
phoB-lasR mutants. The results shown are the means from three biological replicates, and error bars
denote the standard deviations. Asterisks indicate statistical significance by t test (*, P<0.05; **,
P <0.01; ***, P<0.001). n.s., nonsignificant.
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FIG 3 Increased pyocyanin production under low-phosphate conditions in the absence of LasR is
only due to the expression of the phzl operon. Transcriptional fusion activity of phzA1 and phzA2
promoters of PAO1 and the lasR mutant grown in low-phosphate FDS medium. The results shown
are the means from three biological replicates, and error bars denote the standard deviations.
Asterisks indicate statistical significance by t test (*, P < 0.05; ****, P<0.0001). n.s., nonsignificant.

tem (24, 25), (i) the Rhl system is a positive regulator of the phz operons (20), and (iii) the
Pgs system regulates pyocyanin production through PgsE, acting on RhIR activity (5).

Surprisingly, in low-phosphate FDS medium, pyocyanin was overproduced not only
by the wild-type strain but also by the /asR mutant at practically the same levels (Fig.
2). This suggests that under low-phosphate conditions LasR is dispensable for pyocya-
nin production, while RhIR is still indispensable. The pgsR mutant was still able to pro-
duce about 50% of the pyocyanin produced by PAO1 (Fig. 2). This result confirms the
importance of this system in pyocyanin production but suggests that it is not indispen-
sable, since pyocyanin production is still possible in its absence.

Additionally, to assess the relevance of PhoB regulation, the phoB mutant was also
evaluated. In FDS+ it produced levels similar to those of the PAO1 strain, as expected,
since PhoB is inactive in this medium (Fig. S3). However, in FDS the phoB mutant was
unable to overproduce pyocyanin (Fig. 2), evidencing the relevance of PhoB under this
condition. In line with this, the lasR-phoB double mutant showed an affected produc-
tion in FDS+, comparable to that of the lasR single mutant, since in this medium LasR
is relevant but PhoB is inactive. On the other hand, in FDS, the production of the lasR-
phoB mutant was similar to that of the phoB single mutant, since, under this condition,
LasR is irrelevant and PhoB is active (Fig. 2).

Taken together, these results support the hypothesis that, under low-phosphate
conditions, PhoB regulates RhIR, which becomes the main QS regulator for pyocyanin
production, while LasR is dispensable.

The expression of the phz1 operon is mainly responsible for LasR-independent
pyocyanin production. To determine whether both phz operons contribute to LasR-
independent pyocyanin production, transcriptional lacZ fusions to both promoter
regions were evaluated in the lasR mutant grown in FDS and FDS+ media. In FDS+,
no detectable activation of either operon was observed, correlating with the absence
of pyocyanin production (Fig. 2). In FDS, the phz1 operon promoter showed high tran-
scription levels, while the phz2 operon promoter showed only a slight activity (Fig. 3).
These results suggest that the LasR-independent pyocyanin production relies on tran-
scription of the phz1 operon, which is directly regulated by RhIR (20), so its induction
could be explained by RhIR overexpression in this medium.

LasR is globally dispensable under a low-phosphate condition. Since LasR
turned out to be dispensable for pyocyanin production when the PAO1 strain was cul-
tivated in low-phosphate FDS medium, we wondered whether this also applied to
other QS-dependent phenotypes. To test this with another well-characterized RhIR-
dependent phenotype (26), we visualized rhamnolipid production by TLC of the lasR
mutant grown in FDS and FDS+ media. While in FDS+ medium rhamnolipids were
not detected, in FDS they were produced at a lower but significant level in the lasR
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FIG 4 LasR transcriptional activity is not significant under low-phosphate conditions. MA plots based on DESeq2 differentially expressed genes. This plot
represents each gene with a dot. The x axis is the average expression over the mean of normalized counts, and the y axis is the log, fold change between
conditions. Genes declared as differentially expressed are highlighted in red. (a) Comparison of gene expression between PAO1 and the /asR mutant grown
in high-phosphate FDS+ medium. (b) Comparison of gene expression levels between PAO1 and lasR mutant grown in low-phosphate FDS medium. The
point indicated with the arrow represents lasR, which naturally was the only statistically differentially expressed gene.

mutant compared to the level in the wild-type strain (Fig. S6). This led us to hypothe-
size that LasR dispensability under a low-phosphate condition was not restricted to py-
ocyanin production and could be a global effect.

To assess this question, a transcriptome sequencing (RNA-seq) analysis of the wild-
type and lasR mutant strains grown in FDS and FDS+ media was performed.
Comparison between the transcriptome of both strains in FDS+ medium showed 106
downregulated genes in the lasR mutant (Fig. 4a), which includes genes that are well-
known targets of LasR positive regulation, such as las/ and rhiR.

We also found that the main contribution of LasR is as a transcriptional activator,
since there are only 12 genes that are negatively regulated by LasR (Table 1 and Table
S2); 4 of these 12 genes belong to the same efflux system (mexAB-oprM operon and
mexR). The regulation of MexA by LasR has also been observed in a recent report (27).
It has been suggested that 30-C12-HSL is a substrate of this MexAB-OprM efflux pump
(28). Thus, the biological significance of the LasR negative regulation of this pump
could be in maintaining high concentrations of this signal molecule to favor Las system
activity.

The comparison between PAO1 and its /asR mutant in FDS medium, surprisingly,
showed no statistically significant differentially expressed genes (Fig. 4b). This con-
clusion is sustained by three statistical programs used to analyze the results (DEseq,
edgeR, and limma-vomm) showing log fold change correlation values of >0.9956
and correlation P values of >0.9356 between each comparison method. These
results show that LasR becomes dispensable under a low-phosphate condition not
only for pyocyanin and rhamnolipid production but also at a global level. Thus, we
can conclude that in the PAO1 type strain, which is representative of the canonical
QS response, under low-phosphate conditions the classical hierarchy is not con-
served, since expression of QS-dependent genes becomes LasR independent and
solely dependent on RhIR.

Elastase production under a low-phosphate condition is LasR independent. To
assess the global LasR dispensability in a well-characterized LasR-dependent
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TABLE 1 Main differentially expressed genes in the lasR mutant compared to PAO14

Locus and regulation Log, fold

status in lasR mutant Gene change P value

Downregulated
PA1900 phzB —6.4759458 4.60E—33
PA2515 xylL —6.177013216 1.22E—28
PA2512 Anta —5.631837667 2.65E—36
PA2300 chiC —5.390440529 1.30E—28
PA2069 Probable carbamoyl —5.212351705 5.29E—-30

transferase

PA1432 lasl —5.019915647 1.92E—-30
PA2514 antC —4.904814066 4.58E—20
PA1899 phzA —4.898585114 2.63E—-20
PA2513 antB —4.616625506 417E—-19
PA4206 mexH —4.492450527 3.20E—19
PA3479 rhlA —4.384775865 8.20E—14
PA3724 lasB —3.396848792 1.85E—14
PA3477 rhiR —3.341738031 3.72E—15
PA2591 vgsR —2.744781033 7.81E—07
PA3476 rhll —2.459061252 4.13E—06
PA1431 rsal —2.363228919 6.20E—07

Upregulated
PA0090 clpV1 2.075320352 0.000953813
PA0424 mexR 2.077265258 8.33E—06
PA0078 tssL1 2.127012507 0.000530181
PA4918 pcnA 2.15701244 6.36E—06
PA0091 vgrG1 2.202895755 0.000525718
PA0070 tagQ1 2417410024 0.000159362
PA1634 kdpB 2.473555242 0.000660378
PA0426 mexB 2.869241451 1.30E—12
PA0427 oprM 3.182374754 2.99E—15
PA0425 mexA 3.219524718 7.30E—15

aThe 10 most upregulated and downregulated genes are shown. Shaded lines represent additional loci that are
important, well-characterized LasR-dependent genes. The values shown correspond to DEseq2 analysis. No
gene was statistically differentially expressed compared to levels in low-phosphate FDS medium.

phenotype, we measured the LasB elastase activity in both media. In FDS+, the activity
was very low and the absence of either lasR or rhiR affected elastase activity (Fig. 5a).
This was expected, since it has been reported that both regulators partially activate
lasB expression in rich medium (9). Nevertheless, in FDS, this phenotype becomes LasR
independent, and it depends exclusively on RhIR (Fig. 5b). Furthermore, the absence of
phoB only affected this phenotype in FDS medium, as under this condition it is active
and positively regulates rhiR expression. These results confirm the dispensability of

a) Elastase activity b) Elastase activity
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FIG 5 Elastase activity of PAO1 and its derived mutants. Quantification of elastase activity by PAO1
and its isogenic lasR, rhiIR, and phoB mutants are shown. (a) FDS+ medium. (b) FDS medium. The
results shown are the means from three biological replicates, and error bars denote the standard
deviations. Asterisks indicate statistical significance by t test (*, P < 0.05). n.s., nonsignificant.
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LasR under low-phosphate conditions due to the newly established hierarchy where
RhIR is at the top of the QS response.

DISCUSSION

QS-dependent regulation of virulence factor production under phosphate
limitation. As we have shown here, elastase LasB, an important LasR target, becomes
LasR independent under a low-phosphate condition. In line with this, a recent report
demonstrated that PhoB can bind the las/ promoter and activate its transcription (29).
This supports the idea that LasR becomes dispensable even for the regulation of las],
its main target gene. The LasR-independent regulation of las/ was previously reported,
as it has been suggested that RhIR can induce /as/ transcription in a heterologous
Escherichia coli system (8). Nevertheless, under low-phosphate conditions, the biologi-
cal relevance of the regulation that PhoB exerts on las/ might not have a great impact,
since the concentration of 30-C12-HSL is only slightly affected (29).

The synthesis of pyocyanin depends on the expression of enzymes encoded by the
redundant operons phzl and phz2, which synthesize the pyocyanin precursor PCA,
subsequently transformed by PhzM and PhzS to pyocyanin (21). The classical QS con-
trol of pyocyanin synthesis implies that LasR coupled with 30-C12-HSL activates rhIR
and rhll transcription, and then RhIR/C4-HSL positively regulates both phz operons
(30), although only the phz1 operon has a predicted las-rhl box (31).

We have shown here that under phosphate-limited conditions, RhIR-dependent,
LasR-independent pyocyanin production occurs, and this phenomenon depends
mainly on the phz1 operon, which shows high levels of transcription in the lasR mu-
tant, while the phz2 operon shows only a slight activation, even lower than the activity
shown in the PAO1 wild-type strain. This difference could not be observed in the RNA-
seq analysis due to the inability to distinguish between the transcripts coming from ei-
ther operon due to the high nucleotide identity they share (>98%) (19).

RhIR directly activates transcription of the phzl operon, and there are reports that
other transcriptional factors also act on the phzAT promoter. In this respect, it has been
shown recently that PhoB can directly bind to the phzl operon (29). In addition,
another element that participates in the regulation of the phz operons is Rsal, which
has been shown to act as a negative regulator of the phz1 operon (32) and a positive
regulator of the phz2 operon. Thus, the LasR-independent overexpression of pyocyanin
under a low-phosphate condition can be caused not only by RhIR but also by PhoB
and Rsal, as they can play a role in the regulation of phz1. However, our results suggest
that the RhIR-dependent, LasR-independent induction under low-phosphate condi-
tions of other QS-regulated phenotypes, such as rhamnolipid production, as well as
the global dispensability of LasR under this stress condition, is mainly due to the LasR-
independent rhIR expression.

Taken together, these results highlight the need for a new model for P. aeruginosa
QS-dependent regulation of virulence factor production in phosphate limitation
depending only on the Rhl system.

The flexibility of the QS hierarchy. P. aeruginosa is considered a major nosocomial
pathogen; a better understanding of its virulence trait production is needed to design
new strategies to control infections caused by this bacterium and especially those
caused by the frequently isolated antimicrobial-resistant strains. The QS response is an
important target for compounds that inhibit P. aeruginosa virulence, since it regulates
the expression of many of the virulence factors produced by this opportunistic patho-
gen. The Las system was originally thought to be the main QS regulator and is still con-
sidered an important target for quorum-quenching (QQ)-based therapies (33, 34).
Nevertheless, different works have provided evidence showing that under certain con-
ditions in laboratory type strains (6-9) and isolates (11, 35-37), the Las system can be
less relevant for QS activation. In Table S1 in the supplemental material, we have sum-
marized some of the evidence reported in the literature of the flexible nature of the QS
response of the PAO1 type strain, which is the strain used in this work, and PA14,
which shows a very similar QS response (4). In these works, all performed under

March 2021 Volume 203 Issue 5 e00475-20

Journal of Bacteriology

jb.asm.org 8

OOIX3N 3A YWONOLNY T¥YNOIOVYN avalSHIAINN ¥e L20g ‘8 Arenigad uo /Bio wse ql/:dny wolj papeojumo(q


https://jb.asm.org
http://jb.asm.org/

P. aeruginosa QS Is Rhl Dependent in Low Phosphate

conditions of phosphate repletion, LasR seems to be important only for the timing of
the response, as the activation of QS-dependent phenotypes is affected by LasR at ear-
lier times of growth and is unaffected at later times (8, 9). Nevertheless, in this work,
we show that the LasR hierarchy relevance is maintained in the stationary phase in a
high-phosphate medium (FDS+), since the absence of LasR has important effects on
the phenotype and gene expression. On the other hand, in a low-phosphate medium
(FDS), this LasR hierarchy seems to be irrelevant, since in the stationary phase its ab-
sence has no effect on the phenotype or on gene expression. These results expose a
distinct pattern of how the LasR hierarchy acts and highlight the conclusion of differ-
ent paths that can lead to LasR dispensability. It is important to note that our conclu-
sions were reached by analyzing the PAO1 strain cultured in FDS+ at a time (18 to 22
h of growth) when the reported hierarchy of LasR as the master regulator is very clear,
with cultivation at the same time points in FDS medium that show an RhIR-dependent
hierarchy. It is possible that at later time points LasR dispensability could also be appa-
rent even in the FDS+ medium, since at late stationary phase the QS response has
been reported to be dependent on RhIR (8).

Occurrence and relevance of lasR mutants. An experimental evolution strategy
has been used to select PAO1 lasR mutant derivatives that were still able to express
RhIR-regulated virulence factors in casein broth (which is a high-phosphate condition),
suggesting that the Las-independent production of virulence factors that we show to
exist under low-phosphate conditions can be selected during the course of an infec-
tion (38). It is also possible that /lasR mutants have increased antibiotic resistance due
to the overexpression of the MexAB-OprM efflux pump and, thus, are positively
selected.

It has been recognized that lasR mutants are frequently involved in P. aeruginosa
infections, particularly in CF patients (10). Since LasR is considered the main transcrip-
tional regulator and the first in the QS hierarchy, this phenomenon has opened the
question of how it is possible that mutants lacking the main QS regulator can establish
an infection. Social cheaters have been proposed as an explanation for this phenom-
enon (39). Nevertheless, there are several reports showing that P. aeruginosa lasR
mutants can be virulent per se (11, 35, 36, 40), and recently it has been shown that Las-
defective, RhIR-proficient P. aeruginosa isolates do not constitute a phylogenetic group
but can originate from different clades (41).

In this context, the results presented here indicate that under some conditions,
such as low phosphate availability, the LasR regulator becomes dispensable because
RhIR is the head of the QS regulatory cascade. This can explain the success of lasR
emergent strains but also demonstrates that LasR dispensability is not exclusive to the
atypical strains, since this can occur in the well-studied PAO1 type strain. This is rele-
vant for P. aeruginosa health impact, as this stress condition could represent an envi-
ronment similar to the one that this bacterium faces when establishing an infection,
since it has been reported that under certain clinical scenarios, such as patients that
have undergone surgeries, the phosphate level is extremely low (14).

To our knowledge, this is the first report showing that under a specific environmen-
tal condition, LasR becomes completely dispensable for the expression of the P. aerugi-
nosa QS response, which becomes only RhIR dependent; thus, it has a significant scien-
tific value but is also relevant for the design of therapeutic strategies that are based on
the inhibition of QS-dependent virulence factor production.

MATERIALS AND METHODS

Microbiological methods. The strains and plasmids used in this work are shown in Table S3 in the
supplemental material. In all experiments we used strain MPAO1, provided by the University of
Washington, referred to as PAO1. Precultures were grown in LB broth. Antibiotics were used at the fol-
lowing concentrations: for E. coli, 200 ng/ml carbenicillin (Cb), 15 wg/ml tetracycline (Tc), and 30 ug/ml
streptomycin (Sm); for P. aeruginosa, 200 ug/ml Cb, 120 ug/ml Tc, and 200 wg/ml Sm. FDS medium
[20 ml/liter glycerol, 10 g/liter pL-alanine, 50 uM iron(lll) citrate, 0.1 M Na,SO,, 20 mM MgCl,, 0.5 mM
K,HPO,, pH 7.4] and FDS+ medium (same components, except 4.5 mM K,HPO, was used) were used to
analyze phenotypic traits as well as transcriptional and translational fusions and for the RNA extraction.
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The FDS and FDS+ phosphate concentrations were set based on the levels used in previous reports (15,
19). Specifically, in FDS the concentration was even lower than that reported to maximize the differen-
ces, but the total density obtained in stationary phase, where QS is expressed, was not significantly
affected (Fig. S1). Cultures were inoculated with washed cells at an optical density at 600 nm (ODg,) of
0.1. The flasks were incubated with continuous shaking (225 rpm) at 37°C. No antibiotics were added to
FDS and FDS+ media.

Determination of virulence factor production. Phenotypic traits were analyzed at 24 h of growth.
Pyocyanin concentration and elastase activity were measured as reported previously (9). The pyocyanin
concentration and elastase activity are divided by the optical density (600 nm) of the culture to avoid
the growth difference effect. Statistical significance was determined by Student's t test (P < 0.05), per-
formed with Prism 6 software from GraphPad. Rhamnolipid thin-layer chromatography was performed
as reported previously (9).

DNA manipulation and construction of mutants. Oligonucleotides used in this work are listed in
Table S4. DNA was purified and manipulated by using standard techniques (42). All plasmids were rou-
tinely maintained in E. coli DH5« and were introduced by electroporation into P. aeruginosa as described
previously (43). The phoB deletion was generated by the construction and insertion of the pXPBa plas-
mid into the PAO1 or AlasR strain to obtain the AphoB and AphoB-AlasR mutants, respectively. This plas-
mid insertion was followed by FLP-mediated cassette removal according to the protocol reported by
Choi and Schweizer (44). pXPBa plasmid was constructed by cloning the phoB upstream and down-
stream flanking regions, with an apramycin resistance cassette in the middle, into the Hindlll site of
PEXGm18. The primers 6824 and 6825 were used to obtain the upstream phoB flanking region, while
6826 and 6827 were used to obtain the downstream phoB flanking region. Primers 9522 and 9523 were
used to obtain the apramycin resistance cassette from plJ773 (45). To complement the phoB mutant, the
plasmid p20PB was constructed as follows. The structural sequence of phoB was obtained using oligonu-
cleotides 3861 and 3862, and this fragment was cloned in pJET1.2/blunt to add restriction sites (Xbal
and Hindlll). Finally, the phoB coding sequence was cloned in pUCP20 in the restriction sites mentioned.

The pgsR mutant was generated with the same procedure but using the plasmid pEX-pgsR:Apra.
This plasmid was constructed by cloning the pgsR upstream and downstream flanking regions, with an
apramycin resistance cassette in the middle, into the Hindlll site of pPEXGm18. Oligonucleotides pgsRup
and pgsR5Aa were used to obtain the upstream pgsR flanking region, while pgsR3Aa and pgsRdown
were used to obtain the downstream pgsR flanking region.

Construction of transcriptional fusions. The rhiR'-lux (PMRRx) and phoB’-lux (pMPBx) plasmids
were constructed by PCR amplification of each promoter region using the oligonucleotide pairs 1300-
1301 and 2814-2815, respectively. The PCR products were cloned in the HindllI-Pstl sites of mini-CTX-lux
(46). phzA1'-lacZ (pLZA1z) and phzA2'-lacZ (pLZA2z) were constructed by PCR amplification of each pro-
moter region using the oligonucleotide pairs 607-608 and 613-614, respectively. The PCR products were
cloned in the Xhol-Hindlll sites and Xhol-BamHI sites, respectively, in pLP170 (47).

Measurement of reporter fusion activity. 5-Galactosidase activity of phzA1'-lacZ, phzA2'-lacZ, and
lasR'-lacZ was measured using standard protocols (48). The activity of the lux transcriptional fusions was
measured using cells cultured in flasks under the conditions stated in the text. Aliquots were put in 96-
well black plates with clear bottoms, and luminescence measurements were made in the Synergy HT
equipment (BioTek). Statistical significance was determined by Student's t test (P < 0.05) performed
with Prism 6 software from GraphPad.

EMSA. The rhIR promoter fragment was obtained using primers 1300 and 1301. This fragment con-
tains the four reported promoters and the putative pho box. The phoB promoter fragment used as a pos-
itive control was obtained using primers 2814 and 2815. The negative control was obtained using pri-
mers 4602 and 4603, which amplify a fragment within the pgsD gene. To express the PhoB protein, the
plasmid pETPB was generated. pETPB was constructed by cloning the phoB structural gene into the
BamHI and Hindlll sites of pET21a (Novagene); the phoB structural gene was obtained by PCR amplifica-
tion with oligonucleotides 8057 and 8058. PhoB-His was purified using the nickel-nitrilotriacetic acid
spin kit (Qiagen) by following the provider's instructions. The DNA fragment and PhoB protein were
incubated by following a protocol and with a buffer previously reported (18) using 80 ng of DNA and
0, 10, and 15 uM PhoB. The reaction samples were incubated at room temperature for 30 min.
Electrophoresis was performed using 6% polyacrylamide native gels in 0.5x Tris-buffered saline buffer
at 10 mA for 2 h at 4°C. The gels were stained using ethidium bromide and visualized with UV light.

RNA extraction, sequencing, and analysis. For RNA extraction, three independent cultures of strain
PAO1 and its lasR mutant derivative were grown in FDS and FDS+ media for 22 h. Cells were harvested
by centrifugation, and RNA isolation was carried out using the TRIzol (Invitrogen)-based protocol. Total
nucleic acids were treated with RNase-free DNase | (Thermo Fisher) until no PCR product was detected
after 30 cycles using primers 8598 and 2492. RNA integrity was analyzed by gel electrophoresis. rRNA
was depleted by subtractive hybridization with the RiboMinus transcriptome isolation kit-bacteria
(Thermo Fisher). mRNA libraries for each of the three independent cultures of each strain were con-
structed using the TrueSeq stranded mRNA library preparation kit (lllumina) and sequenced in lllumina
NextSeq 500 equipment with up to 107 paired reads/sample. Differential expression was evaluated with
packages DESeq2 1.22.1 (49), edgeR 3.24.1 (50), and limma-vomm 3.38.3 (51). Genes were considered
differentially expressed if they showed a log, fold change above 1.5 and a false discovery rate-controlled
P value below 0.05 (52).
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