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RESUMEN 

 

Pseudomonas aeruginosa es una gamma-proteobacteria ambiental de importancia 

médica. Este patógeno oportunista es capaz de infectar seres humanos, causando 

infecciones de difícil erradicación y que representan altos índices de mortalidad a 

nivel mundial. La virulencia de la bacteria es multifactorial, pero involucra la 

secreción de diversos factores de virulencia cuya producción es controlada a nivel 

transcripcional por los sistemas de percepción de quórum o quorum sensing (QS). 

P. aeruginosa posee tres sistemas de QS, llamados Las, Rhl y Pqs, los cuales se 

activan de manera proporcional al incremento en la densidad celular y se organizan 

en una cascada de regulación, con el sistema Las en la cima.  

Después de la activación del sistema Rhl, el regulador transcripcional RhlR se une 

al autoinductor N-butiril-homoserina lactona (C4), que es sintetizado por la enzima 

RhlI, para controlar la expresión de genes importantes para la virulencia de la 

bacteria, entre ellos el sistema de secreción tipo III (SST3). Este último permite la 

inyección de exotoxinas directamente en el citoplasma de la célula huésped, para 

inhibir la respuesta inmune y favorecer la sobrevivencia de la bacteria. 

Debido a que el efecto que ejercen los sistemas de QS sobre la expresión del SST3 

no es claro, en el presente trabajo nos enfocamos en describirlo. Mediante fusiones 

transcripcionales de genes representativos del SST3 con el reportero lux y ensayos 

de producción de exotoxinas, demostramos que en condiciones de inducción el 

regulador RhlR regula positivamente la expresión del operón exsCEBA, a partir del 

cual se transcribe exsA como último elemento; el cual se traduce a la proteína 

reguladora ExsA para formar un circuito de auto-regulación positiva, que tiene como 

consecuencia la activación de todos los elementos del SST3. En este sentido, la 

inactivación de rhlR abate la expresión de genes del SST3 y la producción de las 

exotoxinas S y T; mientras que LasR parece tener un efecto post-transcripcional 

negativo. Lo anterior demuestra la versatilidad de los sistemas de QS para controlar 

la actividad del SST3, un determinante crítico para la virulencia de P. aeruginosa.  
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CAPÍTULO I.- INTRODUCCIÓN 

La percepción de señales químicas, físicas y/o metabólicas, permite que las 

bacterias se adapten a diversos microambientes. A pesar de que algunas de estas 

señales son desconocidas, se han logrado describir los mecanismos involucrados 

en el control de los genes que son necesarios para la adaptación bacteriana [1]. 

1.1. Pseudomonas aeruginosa 

El género Pseudomonas está compuesto por más de 140 especies. Son γ-

proteobacterias, ubicuas y se clasifican como bacilos Gram negativos. Su amplia 

versatilidad metabólica le permite adaptarse a cualquier microambiente y habitar 

una amplia variedad de entornos incluyendo tierra y agua [2]. Pseudomonas 

aeruginosa es la especie de mayor importancia médica por su capacidad de infectar 

seres humanos. Es un patógeno oportunista que ha sido aislado de infecciones 

pulmonares en pacientes con fibrosis quística, inmunocomprometidos, quemaduras 

e infecciones urinarias y oculares, entre otras. De igual manera ha sido aislado de 

dispositivos médicos inanimados como catéteres, equipos de diálisis y respiradores 

[3]. Es naturalmente resistente a diversos antibióticos y ha adquirido plásmidos que 

favorecen su resistencia a los principales antibióticos utilizados para el tratamiento 

de estas infecciones. Se ha reportado que al menos el 13% de las infecciones son 

causadas por cepas multidrogo resistentes (MDR), las cuales frecuentemente son 

aisladas de pacientes con fibrosis quística en EUA y Europa. Esto representa un 

problema de salud debido a los índices de morbilidad y mortalidad que presentan 

estas infecciones [4]. 

La cepa de referencia PAO1 posee un genoma de 6.3 Mpb, que codifica para 

aproximadamente 5567 marcos de lectura abiertos. Se estima que al menos el 9% 

de su genoma son genes que codifican para proteínas con capacidad reguladora, 

algunos de las cuales están involucradas en controlar el crecimiento, mecanismos 

de resistencia antimicrobiana y virulencia. El potencial regulatorio de P. aeruginosa 



11 

 

podría explicar su versatilidad metabólica, lo que indica que tiene un amplio 

repertorio de genes que favorecen su capacidad de adaptación y resiliencia [5]. 

Además de poseer flagelo y adhesinas, que favorecen su movilidad y agregación 

respectivamente, P. aeruginosa es capaz de producir y secretar un amplio repertorio 

de factores de virulencia como: exoproteasas, fosfolipasas, cianuro de hidrógeno 

(HCN), exolisina A, piocianina, ramnolípidos, exopolisacaridos para la formación de 

biopelículas, entre otros. Algunos de estos factores de virulencia son regulados a 

nivel transcripcional por los sistemas de percepción de quórum o quorum sensing 

(QS) que posee la bacteria. El control de la producción de estos factores de 

virulencia ha desencadenado la posibilidad de desarrollar componentes anti-QS que 

permitan reducir su virulencia, y con ello disminuir el uso de antibióticos que 

favorezcan la selección positiva de cepas multirresistentes [6, 7]. 

1.2. Sistemas de percepción de quórum (Quorum Sensing) 

Para adaptarse en diversos microambientes, las bacterias han desarrollado un 

lenguaje químico dependiente de la densidad celular que le permite monitorear los 

cambios extracelulares. De manera directamente proporcional a la densidad celular, 

se producen y secretan moléculas de bajo peso molecular, conocidas como auto-

inductores (AIs). En bacterias Gram negativas los AIs son moléculas orgánicas 

conocidas como acil homoserina lactonas (AHLs), las cuales son sintetizadas por 

enzimas de la familia LuxI a partir de S-adenosil-metionina (SAM) y cadenas de 

ácidos grasos. Las AHLs se forman por un anillo de lactona unido a una cadena 

orgánica de carbonos con grupos acilo de diferente longitud, donde el sustituyente 

del carbono 3 puede ser variable. Estos AIs se producen de manera proporcional a 

la densidad celular, de tal manera que cuando alcanzan una alta concentración 

extracelular —lo cual es un reflejo del incremento del crecimiento celular— los AIs 

re-ingresan al citoplasma bacteriano para unirse a reguladores transcripcionales 

(RT). La formación del complejo RT-AI favorece que el RT exponga sus dominios 

de unión al ADN para controlar la transcripción de genes específicos. La regulación 
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génica por la respuesta de QS permite coordinar una respuesta colectiva, que 

favorece su adaptación y virulencia [8]. 

Este tipo de comunicación química inicialmente se describió al evaluar la relación 

mutualista entre la bacteria marina Aliivibrio fischeri y la sepiolida Euprymna 

scolopes. La bacteria posee genes de bioluminiscencia coordinados por un sistema 

de QS, su activación brinda un fenómeno de contra-iluminación a E. scolopes en 

aguas poco profundas para evitar la depredación y sobrevivir. Su estudio permitió 

identificar los genes luxI y luxR, los cuales codifican para la sintasa del autoinductor 

N-3-oxo-hexanoil-homoserina-lactona (C6) y para el regulador transcripcional 

cognado, respectivamente. La unión del complejo LuxR-C6 activa la transcripción 

del gen luxI —lo que incrementa la producción del AI— y del operón luxCDABE, el 

cual codifica para la luciferasa una enzima capaz de producir luz (Figura 1). 

Posteriormente, se identificaron genes homólogos a luxI/luxR en P. aeruginosa y 

otras bacterias, resaltando la importancia de los sistemas QS para el control de la 

expresión génica [9]. 

P. aeruginosa es un modelo para el estudio de los sistemas de QS. Esta bacteria 

posee tres sistemas, dos de ellos son homólogos del sistema Lux, conocidos como 

Las y Rhl. Adicionalmente, posee un tercer sistema llamado Pqs en donde el 

regulador transcripcional pertenece a la familia LysR y los AIs son moléculas de 

naturaleza alquil-quinolona (AQ). Estos sistemas están organizados de manera 

jerárquica, con el sistema Las en la cima de la cascada regulatoria. Los sistemas 

Las y Rhl controlan la expresión —directa e indirecta— de 300 a 600 genes, lo cual 

corresponde del 6 al 10 % del genoma de la cepa PAO1 [10]. Análisis de 

transcriptomas han demostrado que los sistemas de QS controlan genes que 

codifican para reguladores transcripcionales y post-transcripcionales, genes 

metabolismo central del carbono y ácidos grasos; así como genes de virulencia, lo 

que demuestra la importancia de los sistemas de QS para la fisiología y virulencia 

de la bacteria [11, 12]. 



13 

 

  

 
 

Figura 1. Comunicación celular por quorum sensing (QS). La concentración del autoinductor (C6), 

sintetizado por la sintasa (LuxI), aumenta de manera proporcional a la densidad celular y difunde libremente 

por las membranas bacterianas. Al alcanzar una concentración critica, el C6 reingresa al citoplasma 

bacteriano y se acopla al regulador transcripcional (LuxR) para formar el complejo LuxR-C6, que se une al 

ADN para activar la transcripción de los genes luxCDABE, los cuales producen la enzima luciferasa. 

[Modificado de referencia 9]. 
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 1.2.1. Sistema Las 

En 1991, los estudios realizados en la cepa P. aeruginosa PA103 —una 

bacteria incapaz de producir elastasa a pesar de tener el gene lasB intacto— 

permitieron el descubrimiento del regulador transcripcional LasR y la posterior 

descripción del sistema [13]. El sistema Las está integrado por LasR y su 

autoinductor N-3-oxo-dodecanoil-L-homoserina lactona (3-O-C12-HSL o C12), que es 

sintetizado por la enzima LasI. La formación del complejo LasR-C12 reconoce una 

secuencia consenso de ADN, conocido como las- box en la región promotora de los 

genes que regula. Además, el sistema Las se auto-regula de manera positiva al 

favorecer la expresión de los genes lasR y lasI. Sin embargo, para controlar los 

niveles del complejo LasR-C12, el mismo sistema activa la transcripción del gen rsaL 

que codifica la proteína RsaL. Este último es un represor del sistema Las y se une 

al promotor bi-direccional rsal-lasI para bloquear su expresión, formando un circuito 

de autorregulación negativa. El regulón del sistema Las comprende al menos 300 

genes, algunos de los cuales están involucrados en la producción de exoproteasas, 

HCN y exotoxina A. Adicionalmente, activa la expresión de los genes rhlI y rhlR (que 

forman parte del sistema Rhl) y los genes pqsR y pqsH (que forman parte del 

sistema Pqs) [14, 15].  

 1.2.2. Sistema Rhl 

En 1995 se describió al segundo sistema de regulación de QS, conocido 

como Rhl. Este sistema se compone del regulador transcripcional RhlR y la enzima 

RhlI, responsable de sintetizar N-butiril-L-homoserina lactona (C4-HSL o C4). La 

formación del complejo RhlR-C4 regula directamente la transcripción de los genes 

rhlA, rhlB, cuyos productos son enzimas responsables de la síntesis de 

ramnolípidos. Además, el regulón del sistema Rhl incluye genes involucrados en la 

producción de piocianina, lectinas, HCN y elastasa [15]. 

La regulación del sistema Rhl es compleja, el regulador Vfr reprime la expresión de 

rhlR, lo cual se contrarresta por la unión del complejo LasR-C12 en la región 
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promotora de los genes rhlR y rhlI, de esta manera, conforme aumenta la activación 

del sistema Las también incrementa la expresión del sistema Rhl. Una vez activo el 

sistema Rhl, se genera un circuito de autorregulación positiva mediante la unión del 

complejo RhlR-C4 al promotor de rhlA, lo cual permite la expresión de un ARNm 

policistrónico que comprende los genes rhlABRI [16, 17]. Sin embargo, se ha 

observado que en cepas aisladas de infecciones crónicas de pacientes con fibrosis 

quística —las cuales tienen inactivo al sistema Las— el sistema Rhl está activo, por 

lo cual se ha propuesto una activación del sistema Rhl que es independiente del 

sistema Las [18]. Respecto a lo anterior, se ha observado que en modelos de 

evolución prolongada se generan cepas con un LasR inactivo, por lo cual se 

reconfigura la jerarquía de activación de los sistemas de QS (sistema de QS atípico); 

para lo cual se ha sugerido que se debe a mutaciones en el regulador MexT en la 

cepa PAO1 [19] o por el incremento en la expresión de rhlI en la cepa PAE90, un 

aislado clínico [20].  

A diferencia del sistema Las, el regulador RhlR puede dimerizar sin la unión de C4, 

por lo cual se ha propuesto que RhlR puede tener una actividad dual sobre la 

transcripción de los genes rhlA y rhlB; de tal manera que cuando RhlR se une sin 

C4 reprime la transcripción, pero se activa por la unión del complejo con RhlR-C4 

[17]. Por otro lado, se ha planteado que RhlR podría unirse a otro AI que le permita 

adoptar una conformación distinta a la canónica y con ello reprimir o activar otros 

genes. La hipótesis anterior involucra a la proteína PqsE, una proteína con actividad 

tioesterasa —la cual forma parte del tercer sistema de QS, llamado Pqs— y que 

podría favorecer la actividad no-canónica de RhlR [21]. 

Además de los reguladores transcripcionales involucrados en la expresión del 

sistema Rhl, se han identificado otros mecanismos que controlan su expresión, por 

mencionar algunos: 1) la formación de estructuras secundarias que funcionan como 

un termómetro de ARN y controlan la expresión del gen rhlA [22]; 2)  la expresión 

de RsmA, un regulador  post-transcripcional que reprime la traducción de rhlI [23]; 

3) la expresión de RhlS, un ARN pequeño no codificante (sARN) que evita la 

represión generada por el ARN anti-sentido (AsRhlS), el cual reprime la 
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transcripción de rhlI [24] y 4) la expresión de PhrD, otro sARN que regula 

positivamente la expresión del gen rhlR [25]. Lo anterior demuestra la compleja 

regulación de sistema Rhl y resalta la importancia de este sistema para la fisiología 

y virulencia de P. aeruginosa.  

 1.2.3. Sistema Pqs 

 El tercer sistema de QS fue caracterizado en el año 2001. Este circuito no es 

homólogo de los sistemas LuxR/I, sino que se basa en la síntesis y detección de 

alquil-quinolonas (AQs). Aunque se han identificado más de 50 tipos de AQs, solo 

las moléculas 2-heptil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona (PQS), 2-heptil-4(1H)-quinolona 

(HHQ) y 4-hidroxi-2(1H)-quinolona (DHQ), pueden unirse al regulador 

transcripcional PqsR (también conocido como MvfR), un miembro de la familia de 

los reguladores transcripcionales LysR. La unión del complejo PqsR-AQ en la región 

promotora de los operones pqsABCDE y phnAB permite formar un circuito de auto-

regulación positiva que incrementa la producción de AQs.  

La activación del sistema Pqs es importante para la producción de piocianina (PYO), 

una fenazina tricíclica con actividad redox. En medios de cultivo ricos, el complejo 

PqsR-PQS está involucrado en la producción de PYO, mientras que en condiciones 

de estrés —bajos niveles de oxígeno o fosfato— participa el complejo PqsR-HHQ 

[15]. Para la producción de PYO, la proteína PqsE (codificada por el último gen del 

operón pqsABCDE) interactúa con sistema RhlR, para activar la transcripción los 

operones reiterados —llamados phzA1-G1 (phz1) y phzA2-G2 (phz2)— encargados 

de la biosíntesis de piocianina a partir del ácido corísmico. Esto sugiere que los 

elementos bajo el control del sistema Rhl pueden ser co-dependientes de PqsE y 

de esta manera adaptarse para controlar la producción no solo de piocianina [26], 

sino también de elastasa y ramnolípidos; ya que la sobre-expresión de la proteína 

PqsE también favorece la expresión de los genes lasB y rhlA [27, 28]. Así mismo, 

se ha observado que al aumentar la concentración de la molécula PQS también 

incrementa la expresión de los genes pcrV, pcrH, exsC, exsB, exoS y spcS, los 

cuales forman parte del sistema de secreción tipo III (SST3) [29]. Lo anterior 
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demuestra la importancia y versatilidad del sistema Pqs en el control de la virulencia 

de este patógeno oportunista. 

1.3. Organización jerárquica de los sistemas de QS 

Mientras la bacteria crece hay una expresión basal de los elementos de los sistemas 

de QS. Para evitar una activación prematura del sistema, los reguladores 

transcripcionales son atrapados por las proteínas anti-activadoras QteE, QscR y 

QslA, hasta que son desplazados por el incremento en la concentración de los AI 

[14]. Por esta razón, la activación de los sistemas de QS incrementa en la fase 

logarítmica tardía (DO600 > 0.8), cuando la concentración de AI es suficiente para 

unirse y activar a sus reguladores transcripcionales [30]. 

A pesar de que cada sistema de QS tiene un regulón particular, estos se organizan 

en una cascada regulatoria. El sistema Las regula positivamente al sistema Rhl al 

activar directamente la expresión de los genes rhlR y rhlI, además activa los genes 

pqsR y pqsH que forman parte del sistema Pqs, por lo tanto, se propone que el 

sistema Las se encuentra en la cima de esta cascada [31]. Una vez que se activa 

el sistema Rhl, este a su vez favorece la transcripción del operón pqsABCDE, pero 

reprime la expresión de pqsR —componentes del sistema Pqs. La unión del 

complejo RhlR-C4 tiene un efecto positivo en la expresión del operón pqsABCDE, 

sin embargo, se produce un ARNm largo que adopta una estructura secundaria que 

impide el acceso al sitio de unión al ribosoma (RBS) e impide su traducción. En este 

sentido, el resultado que ejerce RhlR sobre PqsA es un efecto post-transcripcional 

negativo que disminuye la síntesis PQS en la cepa PA14 [32]. Por su parte, se ha 

propuesto que el sistema Pqs regula de manera positiva a los sistemas Las y Rhl al 

favorecer la expresión de los genes lasI y rhlI [33]. Esta organización jerárquica 

permite que la bacteria controle su virulencia de manera coordinada cuando 

alcanzan una densidad celular suficiente para establecer una infección (Figura 2). 

Debido a la importancia de los sistemas de QS, sus elementos se han convertido 

en blancos terapéuticos para el desarrollo de estrategias anti-QS.  
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Figura 2. Organización jerárquica de los sistemas de QS en P. aeruginosa. Cada sistema regula directamente la 

expresión de un grupo particular de genes, los cuales están involucrados en la producción de diversos factores de 

virulencia. Los sistemas se organizan en una cascada regulatoria con el sistema Las en la cima. El sistema Las activa a 

los sistemas Rhl y Pqs, mientras que el sistema Rhl regula negativamente al sistema Pqs, pero éste a su vez regula 

positivamente a los sistemas Las y Rhl. La actividad de los sistemas Las y Rhl controla la expresión de 6 al 10% del 

genoma de la cepa PAO1. [Modificado de referencia 15]. 
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1.4. Máquinas de secreción bacteriana 

Para adaptarse e infectar, las bacterias secretan factores de virulencia con la 

finalidad de inhibir la respuesta inmunológica del huésped, hidrolizar compuestos 

de carbono, secuestrar moléculas, y/o favorecer mecanismos de resistencia 

antimicrobiana y desintoxicación. Sin embargo, algunos factores de virulencia no 

pueden difundir libremente por las membranas bacterianas, por lo cual deben ser 

secretados mediante sistemas especializados [34]. Se han descrito nueve sistemas 

de secreción (SST1 al SST9) algunos de los cuales están conservados en los tres 

dominios de la vida y se clasifican con base en los mecanismos generales de 

secreción Sec y Tat, los cuales son utilizados para el ensamblaje de estos complejos 

multiproteícos en las membranas celulares [35,36] (Tabla 1). P. aeruginosa posee 

cinco sistemas de secreción (SST1, SST2, SST3, SST5 y SST6); de ellos, el SST2 

permite la secreción de elastasa y el SST6 secreta indirectamente PQS, ambos 

productos son factores de virulencia regulados por QS [37] (Figura 3). 

1.5. Sistema de secreción tipo III (SST3) de P. aeruginosa  

Además de producir diversos factores de virulencia, que son regulados por los 

sistemas de QS, P. aeruginosa posee un determinante crítico de su virulencia, el 

SST3 o inyectisoma, mediante el cual inyecta toxinas directamente en el citoplasma 

de la célula blanco [38]. Este sistema multiproteíco de aproximadamente 6.4 MDa, 

tiene relación evolutiva con el flagelo bacteriano, y aunque no se ha identificado un 

ancestro común, se ha propuesto que el flagelo cambio su función de movilidad por 

una función secretora, para adaptarse e infectar eucariontes. Adicionalmente, se 

descubrió que el SST3 está conservado en diversas bacterias patógenas de 

mamíferos y plantas [39]. La actividad secretora del SST3 es contacto-dependiente, 

aunque se desconocen las señales y el mecanismo molecular que activan al SST3. 

Sin embargo, se puede lograr una inducción in vitro utilizando medios de cultivo con 

concentraciones mM de Mg2+ y µM de Ca2+ que activan la secreción [38, 39]. 

  



20 

 

 

Tabla 1.- Máquinas de secreción bacteriana  

Sistema Clasificación Características Mecanismo Sustratos 

 

SST1 

 

Sec-Tat 

independiente 

Relación evolutiva con 

bombas de eflujo, 

involucradas en la 

resistencia 

antimicrobiana. 

La proteína citoplasmática IMC, reconoce 

secuencias repetidas de glicina en el CTD de 

la proteína. 

La asociación IMC-MFP-TolC permiten la 

abertura del canal con hidrólisis de ATP para 

liberar al sustrato. 

 

Hemolisina (HylA) de 

E. coli 

 

SST2 

 

Sec-Tat 

dependiente 

Las proteínas Xcp de P. 

aeruginosa son 

homologas a Gsp de E. 

coli. 

Tipo pistón. 

Cuando la proteína hace contacto con la 

secretina se estimula la función de ATPasa 

(XcpE) para retraer el pili (XcpG) y empujar 

las proteínas. 

 

Elastasa 

 

SST3 

Sec-Tat 

independiente 

Relación evolutiva con 

flagelo bacteriano 

Secreción contacto dependiente 

Funciona como una jeringa molecular que 

permite el traslado de exotoxinas. 

Exotoxina S, T, Y, U 

Flagelina 

Espermidina 

 

SST4 

 

Sec-Tat 

independiente 

 

Involucrado en 

transferencia horizontal 

de genes 

Formación de pili para adhesión celular 

(VirB11 – VirB4) 

Secreción de DNA contacto dependiente La 

cual es mediada por mecanismos de 

conjugación bacteriana 

(VirB11 – VirD4). 

 

Transferencia de 

DNA plasmídico 

 

SST5 

 

Sec-Tat 

dependiente 

 

----- 

Sustratos autosecretables 

Tienen su propio dominio barril-β que se 

inserta en membrana, se pliega por 

chaperonas para formar un canal y sale. 

 

Proteasa de 

inmunoglobulina A 

 

SST6 

 

Sec-Tat 

independiente 

 

Relación evolutiva con 

tallos contráctiles de 

fagos 

Secreción contacto dependiente 

El tallo (polímero de hemolisina) cargado con 

efector se encuentra en una vaina 

citoplasmática anclada a membrana que se 

contrae por señal extracelular. 

Secreción indirecta 

de PQS y 

sideróforos. 

 

SST7 

 

----- 

Identificado en M. 

bovis, S. aureus, L. 

monocytogenes y B. 

anthrasis. 

 

Se desconoce 

 

 

----- 

 

SST9 

 

Sec 

dependiente 

Presente en el 62% de 

todos los Bacteroidetes. 

principales patógenos 

orales. 

 

Complejo de 16 proteínas y 2 reguladores. 

 

----- 

Se muestran los principales sistemas de secreción y algunas de las características más relevantes. [Modificado de referencias 35, 36] 
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Figura 3. Sistemas de secreción de Pseudomonas. La clasificación de los sistemas de secreción se 

realiza con base en el tipo de mecanismo implicado en su biogénesis. MH, membrana del huesped; MEB, 

membrana extracelular bacteriana; MIB, membrana interna bacteriana. [Modificado de referencia 36]. 
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El SST3 de las bacterias Yersinia spp, Aeromonas salmonicida, Photorhabdus 

luminescens, Vibrio parahaemolyticus, Bordetella spp, Desulfovibrio vulgaris y P. 

aeruginosa se agrupan en la familia Ysc. La función del SST3 es similar, pero cada 

especie tiene vías de regulación, proteínas efectoras; estrategias de infección y 

nichos de vida diferentes.[40]. 

En P. aeruginosa las proteínas que conforman el SST3 están codificadas en 43 

genes, 36 de ellos organizados en 5 operones que se ubican en una región de 25.7 

kpb (Figura 4). Estos genes codifican las proteínas necesarias para la formación del 

cuerpo basal, aparato exportador, complejo clasificador, filamento, translocadores y 

proteínas reguladoras (Figura 5). El resto de los genes están distribuidos en el 

cromosoma y codifican las proteínas chaperonas, así como las toxinas ExoS, ExoT, 

ExoY y ExoU. El SST3 permite la manipulación la respuesta inmune, dinámica del 

citoesqueleto, transporte vesicular y transducción de señales de la célula que 

infecta; lo cual favorece la patogenicidad de la bacteria [41]. 

 

Figura 4.- Esquema de la organización cromosómica de los genes del SST3 en P. aeruginosa PAO1. 

El conjunto de genes responsables de la formación de esta nanomáquina molecular está organizado en 43 

genes, 36 de ellos dispuestos en una isla de patogenicidad de 25.7 kpb y organizados en 5 operones. Las 

exotoxinas y chaperonas están distribuidos en el resto del cromosoma. [Modificado de referencia 41] 
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 1.5.1. Estructura del SST3 

 Se compone por más de 25 proteínas, para las cuales se asignaron nombres 

únicos según la bacteria en donde fueron descubiertas, lo que vuelve un poco 

confusa la comparación. El prefijo Sct (secretion and cellular translocation) se utiliza 

como nomenclatura unificada para los componentes conservados. Sin embargo, 

para referirse al SST3 de P. aeruginosa se utiliza el prefijo Psc (Tabla 2). [38] Sus 

principales componentes se describen a continuación: 

   

 
 

Figura 5.- Estructura del SST3 de P. aeruginosa. Se muestra un esquema de los principales componentes del SST3, 

se sugiere revisar la Tabla 2 para una descripción detallada sobre la función cada proteína. [Modificado de las 

referencias 38, 39]. 
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Tabla 2.- Principales componentes estructurales del SST3 de P. aeruginosa 

Estructura Nomenclatura 

unificada 

Flagelo P. aeruginosa Función propuesta Principal operón que 

los codifica en PAO1 

 

 

 

 

Cuerpo basal 

 

SctC ----- PscC Anillo externo  

 

 

 

 

pscBCDEFGHIJKL 

----- ----- ExsB Pilotina 

SctD FliG PscD Anillo interno 

SctJ FliF PscJ Anillo interno 

SctF FlgE PscF Aguja o filamento 

SctI ----- PscI Anillo interno 

----- FlgJ ----- Transglicosilasa  

 

 

 

Aparato de 

exportación 

SctU* FlhB PscU Auto-proteasa  

 

 

pscUTSRQPON 

popNpcr1234DR 

SctV* FlhA PcrD Compuerta 

exportadora 

SctR FliP PscR Anillo interno 

ScrS FliQ PscS Anillo interno 

SctT FliR PscT Anillo interno 

 

Complejo 

clasificador 

SctQ FliM-FliN PscQ Anillo C  

pscUTSRQPON 

exsDpscB-L SctN* FliI PscN ATPasa 

SctL FliH PscL Estator 

SctO FliJ PscO Eje 

SctK ---- PscK Cofactor de ATPasa 

Interruptores SctP* 

 

SctW* 

FliK PscP 

 

PopN 

Longitud de 

filamento 

Interruptor  

pscUTSRQPON 

popNpcr1234DR 

 

Translocadores 

SctB 

SctE 

SctA 

---- 

---- 

---- 

FliC 

---- 

PopD 

PopB 

PcrV 

PcrG 

Poro translocador 

Poro translocador 

Punta de aguja 

Interruptor 

 

pcrGVHpopBD 

Se muestra la nomenclatura unificada y particular de los principales componentes del SST3 de P. aeruginosa, así como sus homólogos 

flagelares. Se menciona su función y el operón biosintético, principales. No se muestran todos los elementos, ya que de algunos se desconoce 

su función o no se han identificado. * Proteínas que regulan el orden de secreción [Modificado de referencia 38]. 

  



25 

 

 1.5.1.1. Cuerpo basal  

 Está formado por anillos hidrofóbicos que permiten el anclaje a ambas 

membranas bacterianas. Las proteínas PscJ y PscD forman anillos centrales en la 

membrana interna, mientras que la secretina PscC forma el anillo externo guiada 

por la pilotina ExsB [38, 42]. 

 1.5.1.2. Aparato exportador  

 Se ubica en el citoplasma bacteriano, por debajo del cuerpo basal. Se 

estructura de manera compleja por las proteínas PscR, PscS, PscT, PscU y PcrD, 

que se organizan en pentámero con PscR en el centro y PcrD en los extremos. Esta 

estructura se asocia con la ATPasa (PscN) y funciona como puerta de entrada para 

los sustratos hacia el filamento [38]. 

 1.5.1.3. Complejo clasificador 

 Se ubica debajo del aparato exportador y se une al cuerpo basal mediante la 

proteína PscI. Se compone por el anillo C —complejo de proteínas PscQ, PscO 

(eje), PscL (estator) y PscK— y la proteína PscN (ATPasa). Su función es reconocer 

los complejos efector-chaperona, para desplegar al efector y permitir que pase hacia 

el aparato exportador [38, 39]. 

 1.5.1.4. Filamento o aguja 

 Se compone por más de 100 unidades de la proteína PscF y forma un 

conducto que mide de 2 a 2.5 nm de ancho por 60 a 80 nm de largo, cuya longitud 

es controlada por la proteína PscP [43]. El filamento rota y permite el transporte de 

los efectores mediante la fuerza protón motriz (FPM) derivado del gradiente de 

protones que fluye desde el periplasma hacia el citoplasma por mecanismo similares 

a los descritos en para la rotación del flagelo y la ATP sintasa mitocondrial [44]. Sin 

embargo, en un estado inactivo, la punta del filamento está cubierta por la proteína 

PcrV, lo cual adopta una conformación que bloquea la salida de efectores en 

algunas bacterias [43]. 
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 1.5.1.5. Translocadores  

 Cuando la secreción se activa, la proteína PcrV cambia su conformación y 

permite la exportación de las proteínas translocadoras PopB y PopD, las cuales 

identifican señales en la superficie de la célula huésped — como al receptor CCR5, 

señales de sulfatación, fucosilación, presencia de colesterol y/o vimentina— para 

formar el complejo PopB-PopD, el cual forma poros sobre la superficie de la célula 

huésped; lo anterior, permite la salida de iones y modifica la osmolaridad de la célula 

huésped, lo cual puede ser fatal para la célula eucariota. Sin embargo, si la célula 

eucariota no muere, entonces el complejo PopB/D se asocia con la proteína PcrV 

del filamento, para formar el complejo translocador y de esta manera se forma un 

conducto que conecta ambos citoplasmas y permite la liberación de exotoxinas [45]. 

La formación del complejo PopB-PopD puede considerarse como un inmunógeno 

con actividad similar a las toxinas formadoras de poro que son dependientes de 

colesterol como listeriolisina, perfringolisina y pneumolisina [46]. 

 1.5.1.6. Proteínas que regulan la jerarquía de secreción  

 Los sustratos son secretados en orden temporal y secuencial. Para ello, las 

proteínas PscU y PscP controlan la secreción de sustratos tempranos 

(componentes de los anillos internos y aguja) permitiendo que el filamento se 

extienda. Mientras que, PcrD junto con PscU controlan la secreción de sustratos 

medios (translocadores) para la formación del poro translocador en la membrana 

huésped. Finalmente, las proteínas PscN, PopN y la chaperona PcrG controlan la 

secreción se sustratos tardíos (efectores) para liberar exotoxinas y generar daño 

[38]. La región central de la proteína PcrG —chaperona del translocador PcrV— se 

asocia con la proteína PscO, la cual a su vez regula la FPM que permite la rotación 

del filamento; mientras que el extremo CTD se asocia con el complejo PopN-PcrD 

para bloquear el acceso al exportador. [47]. 

 1.5.1.7. Efectores 

 P. aeruginosa posee los genes exoS, exoT, exoY y exoU, los cuales codifican 

para sus respectivas exotoxinas, y que poseen diferente actividad enzimática. Su 
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ubicación es aleatoria en el cromosoma, pero cerca de genes que codifican para 

sus proteínas chaperonas. Sin embargo, no se han identificado los cuatro genes en 

una sola cepa de P. aeruginosa, lo cual muestra una distribución excluyente entre 

la presencia de los genes exoS en las cepas del clado I (cepa PAO1) y exoU en 

cepas del clado II (cepa PA14). Las exotoxinas se traducen como proteínas 

inactivas para no dañar a la bacteria que las produce, sus dominios catalíticos son 

activados por cofactores presentes en el citoplasma eucariota. El grupo de 

exotoxinas no garantiza el poderío infeccioso, por lo cual, la versatilidad funcional 

depende de la especie. ExoU posee actividad de fosfolipasa, por lo cual induce 

apoptosis celular. ExoY posee actividad de adenilato ciclasa que incrementa el 

cAMP intracelular e interrumpe funciones de células pulmonares. Mientras que, 

ExoT y ExoS comparten un 76% de identidad a nivel de secuencia de aminoácidos 

y poseen dominios bifuncionales que modifican la dinámica del citoesqueleto y la 

transducción de señales, lo cual favorece la supervivencia de la bacteria y la evasión 

de la respuesta inmune del huésped [48]. P. aeruginosa es considerada una 

bacteria extracelular, pero posee una etapa intracelular transitoria que favorece su 

persistencia y resistencia a los antibióticos [49] (Figura 6 y Tabla 3). 

 
 

Figura 6.- Dominios catalíticos de las exotoxinas de P. aeruginosa. Se muestran la extensión y función 

de los dominos de unión a chaperona (CBD); secuencia señal (S); actividad de GTPasa (GAP); ADP ribosil-

transferasa (ADPRT); fosfolipasa (PLA2); y de unión al ATP. Los dominios se activan al entrar en contacto 

con factores del citoplasma el huésped [Modificado de referencia 48]. 
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Tabla 3.- Características de las exotoxinas de P. aeruginosa  

Exotoxina Tamaño 

(KDa) 

Chaperona 

asociada 

Dominio 

enzimático 

Sustrato  Cofactor de 

activación  

Efecto 

 

 

ExoS 

 

 

48 

 

 

SpcS 

GAP 

(NTD) 

Rho, Rac Proteínas tipo 

14-3-3 

Desorganización del 

citoesqueleto 

ADPRT 

(CTD) 

Ras -- Inhibición de la síntesis de 

proteínas. 

Apoptosis y piroptosis en 

células inmunes 

 

ExoT 
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SpcS 

GAP 

(NTD) 

Rho, Rac Proteínas tipo 

14-3-3 

Desorganización del 

citoesqueleto 

ADPRT 

(CTD) 

CRKI, CRKII  Apoptosis  

ExoU 74 SpcU PLA2 Fosfolípidos Cu2+, Zn2+ Necrosis. 

ExoY 42 -- Adenilato 

ciclasa 

ATP -- Incrementa cAMP intracelular 

(penetración y permeabilidad) 

Abreviaturas: GAP (GTPasa); ADPRT (ADP ribosil-transferasa); PLA2 (fosfolipasa A2); Rho (GTP); Rac/Ras (familia de proteínas G pequeñas 

que son transductores de señales); CRKI (proteínas-cinasas dependientes de calcio); NTD (dominio amino-terminal); CTD (dominio carboxilo-

terminal). [Modificado de referencia 48] 
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1.6. Regulación transcripcional del SST3 

La activación de la secreción del SST3 es contacto-dependiente; sin embargo, se 

puede inducir experimentalmente utilizando medios de cultivo con concentraciones 

mM de Mg2+ y µM de Ca2+, lo cual sugiere la intervención de múltiples sistemas 

reguladores involucrados en el control del SST3; algunos de los cuales controlan 

actividades celulares como motilidad, producción de polisacárido, formación de 

biopelículas, etc., en respuesta a señales ambientales. A pesar de que los 

mecanismos moleculares aún son desconocidos, parecen estar acoplados al 

estadío del metabolismo celular e integradas dentro de un circuito maestro que 

asimila señales endógenas y exógenas [41, 50]. 

1.6.1. Regulación intrínseca  

 1.6.1.1. Regulador maestro del SST3 

 ExsA es el regulador central del SST3 en P. aeruginosa, se ubica en el 

citoplasma bacteriano y pertenece a la familia de reguladores tipo AraC/XylS, los 

cuales generalmente están involucrados en el metabolismo de carbono, respuesta 

a estrés y patogénesis. Este tipo de reguladores poseen un dominio amino terminal 

(NTD) —para el reconocimiento del ligando— y un dominio carboxilo terminal (CTD) 

con motivos hélice-vuelta-hélice para la unión al ADN [40]. La proteína ExsA 

reconoce la secuencia consenso (tAaAAAnwnMyGrCynnnmYTGayAk) ubicada a 

45 pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción del operón exsCEBA (PexsC) 

para formar un circuito de auto-regulación positiva. La activación de este promotor 

permite una fuerte expresión de exsA como último elemento de un ARNm 

policistrónico [49] (Figura 7).  

ExsA comparte un 79% de identidad con su homólogo LcrF de Yersinia pestis. Se 

ha demostrado que la expresión de exsA, desde un plásmido, es capaz de 

complementar una mutante en lcrF y viceversa. Sin embargo, sus propiedades de 

unión son distintas, ExsA dimeriza directamente sobre el ADN, mientras que LcrF 

dimeriza y después se une [50].  
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Figura 7.- Modelo del reconocimiento de promotores dependiente de ExsA y reclutamiento del 

complejo σ70- RNA polimerasa. El regulador transcripcional ExsA se une de manera secuencial al 

promotor para formar un dímero. ExsA clasifica como un regulador tipo II, debido a que interactúa con el 

factor sigma 70 para iniciar la transcripción de sus genes blanco [Modificado de referencia 40] 
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Por otra parte, además de controlar al SST3, un análisis de ChIP-seq demostró que 

ExsA regula al menos 1249 genes, de los cuales puede unirse directamente a 17 

promotores (incluidos genes del SST3), algunos de ellos han sido verificados por 

ensayos de retardo de la movilidad electroforética (EMSA) y su actividad ha sido 

evaluada por qRT-PCR [51]. Las cepas que carecen del gen exsA, no pueden 

expresar los genes del SST3 y su virulencia —dependiente del SST3— se atenúa 

en cultivos celulares y en diversos modelos de infección. Por lo anterior, se han 

desarrollado compuestos que bloquean la actividad de ExsA y que funcionan como 

inhibidores de la virulencia de P. aeruginosa [52]. 

 1.6.1.2. Cascada ExsCEDA 

 La actividad de ExsA es controlada por un mecanismo intrínseco, que se 

basa en su captura y liberación, también llamado cascada ExsCEDA. Este 

mecanismo involucra la participación de ExsA (activador) y las proteínas ExsC (anti-

antiactivador), ExsE (proteína secretada) y ExsD (antiactivador), las cuales son 

codificadas por el operón exsCEBA y el gene exsD, respectivamente. En 

condiciones no-permisivas (ausencia de señales inductoras), los componentes del 

SST3 se expresan en niveles basales, es decir la maquinaria está parcialmente 

formada, lista para iniciar la respuesta defensiva. Cuando la secreción esta 

apagada, en el citoplasma bacteriano el regulador ExsA es atrapado por ExsD, 

mientras que ExsE forma complejo con ExsC [53]. Este fino equilibrio se altera en 

presencia de señales inductoras las cuales —por mecanismos aún desconocidos— 

permiten la activación de la secreción y la exportación de la proteína ExsE. Como 

resultado, disminuye la concentración citoplasmática de ExsE, por lo cual ExsC 

queda libre para formar un complejo con ExsD. De esta manera, el regulador ExsA 

queda libre para activar la expresión de los todos los genes del SST3 [54]. Este 

mecanismo de regulación intrínseca permite magnificar la expresión del SST3, 

incrementando el número de inyectisomas activos (Figura 8). Además, esta 

conservado en algunos miembros de la familia Ysc [53]. 
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Figura 8.- Mecanismo de regulación intrínseca que controla la liberación de ExsA. Cuando la 

secreción esta apagada, el regulador ExsA está atrapado por el anti-activador ExsD. Si la proteína ExsE 

es liberada, entonces el anti anti-activador ExsC se une a ExsD y así ExsA queda libre para poder unirse 

a los promotores de los genes que regula y activar de manera súbita la expresión del SST3. [Modificado 

de referencia 54].  
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1.6.2. Regulación extrínseca del SST3 

Además de la regulación intrínseca, existen otras vías de regulación que controlan 

la disponibilidad de ExsA. Se han identificado al menos 30 productos de genes que 

afectan la expresión del SST3, la mayoría afectan la expresión transcripcional o 

post-transcripcional del regulador ExsA desde alguno de los dos sitios promotores 

que permiten la expresión del gen exsA [54] y que a continuación se describen:  

 1.6.2.1 Control de la actividad desde el promotor PexsC. 

 La actividad del promotor del operón exsCEBA (PexsC), además de ser 

regulado positivamente por ExsA, es controlado por regulador transcripcional PsrA, 

un miembro de la familia TetR. La activación de la transcripción mediada por PsrA 

depende de la baja concentración de ácidos grasos de cadena larga (LCFAs por 

sus siglas en inglés), como resultado de procesos de alta demanda metabólica 

como la β-oxidación. PsrA se une al promotor PexsC y lo regula positivamente [55]. 

 1.6.2.2. Control de la actividad desde el promotor interno PexsA 

 Este promotor interno se ubica en la región intergénica que forman los genes 

exsB y exsA. La activación de PexsA permite la transcripción de un ARNm 

monocistrónico de exsA, pero al no depender de ExsA, su activación es menor 

comparada con el promotor PexsC. La expresión de este promotor es regulada por: 

la unión del complejo Vfr-cAMP —aproximadamente a 42 pb hacia arriba del sitio 

de inicio de la transcripción— en respuesta a la activación de sistemas de mecano-

transducción de señales o por estrés hiperosmótico [52]. Sin embargo, se han 

identificado sitios putativos de unión a Fis, una proteína asociada a nucleoide, que 

se une al ADN y favorece su apertura [56]; VqsM, un regulador transcripcional tipo 

AraC [57]; y MvaT/U, proteínas asociadas al nucleoide tipo histona que reprimen la 

expresión de genes al competir por los factores transcripcionales o al interferir con 

la formación del complejo σ70-ARN polimerasa [58]. La expresión de PexsA podría 

encargarse de mantener parcialmente estructurado al SST3 en condiciones no-

permisivas.  
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1.7. Control post-transcripcional de ExsA 

El sistema Gac/Rsm es importante para controlar el cambio entre los fenotipos de 

infección aguda y crónica de P. aeruginosa. La proteína RsmA (ortólogo de CsrA de 

E. coli) reconoce motivos GGA, presentes en las estructuras secundarias de los 

ARNm, para modular su eficiencia de traducción. Aunque se desconoce el 

mecanismo molecular, RsmA estimula la expresión del SST3 mediante alguno de 

los siguientes mecanismos: 1) favorece la estabilidad del ARNm de los genes vfr y 

cyaB, lo cual incrementa la cantidad del complejo Vfr-cAMP e impacta en la 

actividad del promotor interno PexsA; 2) favorece la eficiencia de traducción del 

transcrito de exsA; y 3) disminuye los niveles de c-di-GMP, un regulador negativo 

del SST3 [59]. 

Sin embargo, la actividad de RsmA es controlada por los ARNs pequeños no 

traducidos (sARNs) llamados RsmZ, RsmY, RsmV y RmsW, los cuales secuestran 

a la proteína RsmA y antagonizan su actividad. A su vez, la expresión de estos 

sARNs es controlada por el sistema de dos componentes GacS/GacA, mientras que 

este último es modulado negativamente por la histidina cinasa híbrida de membrana 

RetS y positivamente por la histidina cinasa LadS (en respuesta a altas 

concentraciones de calcio extracelular) [60]. Además del sistema Gac, existen otros 

factores que controlan de manera indirecta la actividad de RsmA, por ejemplo: la 

polinucleótido fosforilasa (PNPasa) que estabiliza a RsmY y RsmZ [61]; la proteína 

TspR, que reprime la transcripción de RsmY y RsmZ [62]; y el regulador CysB que 

controla la expresión de RetS [63]. En este sentido, el control de la actividad de la 

proteína RsmA es un factor importante para el control del SST3, por lo cual la 

inactivación de rsmA abate la expresión de ExsA e inactiva al SST3 [59]. 

Adicionalmente a RsmA existe una helicasa dependiente de ATP, llamada DeaD, la 

cual modifica la estructura que adopta el ARNm de exsA para favorecer el acceso 

al RBS y mejorar su eficiencia de traducción. Esta función es similar al efecto de 

RsmA, por lo cual ambas favorecen la traducción de exsA [54].  
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Además del control por proteínas reguladoras, se ha demostrado la participación de 

los segundos mensajeros cAMP (activador del SST3) y del c-di-GMP (inhibidor del 

SST3); cuya producción es multifactorial [64, 65]. No obstante, podrían existir vías 

de regulación a la espera de ser descritas. En la figura 9 se presenta un diagrama 

de los principales componentes involucrados en la regulación de ExsA. 

 

 
 
  

  
 

Figura 9.- Mecanismos de regulación que controlan la expresión de ExsA. A nivel transcripcional PsrA es 

un regulador positivo del operón regulador exsCEBA. Mientras que, Vfr controla la expresión del promotor interno 

de exsA. Además, existen sitios de unión putativos para VqsM y Fis en la región promotora de exsA. A nivel 

post-transcripcional las proteínas RsmA y DeaD modifican la traducción de ExsA. El regulador ExsA forma un 

circuito de auto-regulación positiva al unirse al promotor del operón exsCEBA y regula positivamente todos los 

genes del SST3. [Modificado de referencia 54]. 
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CAPÍTULO II.- ANTECEDENTES 

Considerando la importancia de los sistemas de QS y el SST3 en la patogenicidad 

de bacterias Gram negativas, varios grupos de investigación han tratado de 

determinar la relación que existe entre ambos sistemas; sin embargo, los 

mecanismos, hasta ahora descritos, parecen ser particulares de cada cepa [35]. 

En P. aeruginosa, el análisis de microarreglos de cepas mutantes en los sistemas 

Las y Rhl, han demostrado que existe una relación con el SST3 [10, 11]. En 2004, 

Hogardt M y cols., realizaron ensayos a nivel de células individuales y reportaron 

que en altas densidades celulares el sistema Rhl y el factor sigma de fase 

estacionaria RpoS regulan de manera negativa la expresión del SST3, a través de 

cuantificar la actividad de la fusión traduccional exoS´-gfp en mutantes de los genes 

rhlR, rhlI y rpoS de la cepa PAO1 [66]. Algo similar fue reportado en 2005 por Bleves 

S y col., quienes al evaluar fusiones transcripcionales construidas con el reportero 

lacZ y los promotores de genes representativos del SST3 en la cepa PAO1, 

demostraron que la inactivación del gen rhlI, incrementa la expresión de genes del 

SST3 en medio inductor durante la fase estacionaria, sugiriendo que el sistema Rhl 

regula de manera negativa al SST3. Sin embargo, la expresión del operón exsCEBA 

no se modifica a pesar de ser el principal responsable de la autorregulación del 

SST3 en condiciones de inducción [67]. 

Por otro lado, se ha demostrado que la inactivación de los sistemas Las y Rhl no 

abate la virulencia de cepas clínicas de P. aeruginosa. En 2019 López-Jacome LE 

y cols., demostraron que el uso de la N-acil-homoserina-lactonasa AiiM —enzima 

que degrada a los autoinductores C12 y C4— disminuye la producción de factores 

de virulencia QS-dependientes, pero no afecta la secreción de exotoxinas por el 

SST3; aunque, no se demostró la inactivación del autoinductor PQS [68]. De igual 

manera, Soto-Aceves M y cols., reportaron que la doble inactivación de los genes 

lasR y rhlR en la cepa PAO1, disminuye la producción de factores de virulencia QS-

dependientes (excepto la producción de quinolonas); sin embargo, no se suprime la 

virulencia de la bacteria en modelo de formación de absceso en ratón, lo cual se 
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asocia a que hay secreción de las exotoxinas S y T por el SST3 [69]. Además de 

observar que la inactivación de los sistemas Las y Rhl, parece no afectar la 

producción de PQS y quinolonas, estos trabajos sugieren que su inactivación no 

afecta la secreción de exotoxinas por el SST3 en cepas clínicas. 

Sin embargo, lo anterior contrasta con los resultados obtenidos en 1999 por 

Rumbaugh K y cols., debido a que la doble inactivación de los genes lasI y rhlI en 

la PAO1 disminuye la diseminación de la bacteria en tejidos, por lo cual la bacteria 

es menos virulenta en modelo de infección de ratón quemado [70]. Adicionalmente, 

se ha demostrado que la inactivación del gen rhlR en las cepas clínicas, PAE90 y 

PA14, disminuye la virulencia de las cepas en diferentes modelos de infección, sin 

embargo, la inactivación de rhlI no afecta su virulencia [20, 71]. De igual manera, 

resultados obtenidos por nuestro grupo de trabajo, sugieren que el regulador RhlR 

activa la expresión del SST3 en la cepa PAO1; ya que los niveles de las exotoxinas 

S y T, visualizados mediante Western Blot (WB), disminuyen al inactivar al gen rhlR. 

Este efecto se observa tanto en sobrenadante como en la fracción insoluble y los 

niveles de las exotoxinas se restauran a niveles similares de la cepa silvestre al 

trans-complementar con el gen rhlR bajo el control de un promotor independiente 

(datos no publicados). 

Considerando la importancia de los sistemas de QS para la producción de diversos 

factores de virulencia, y por lo tanto la patogenicidad de la bacteria en diferentes 

cepas clínicas; es importante, describir el efecto regulatorio que ejercen los sistemas 

de QS sobre la actividad del SST3, con la finalidad de determinar si lo hacen de 

manera positiva o negativa en la cepa PAO1 y de ser así, poder sugerir si es de 

manera directa o indirecta.  
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CAPÍTULO III.- HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

3.1. Hipótesis: 

Los sistemas de percepción de quórum o quorum sensing (QS) regulan la expresión 

de genes del SST3 en P. aeruginosa PAO1. 

3.2. Objetivo general: 

Analizar el efecto que ejercen de los sistemas de percepción de quórum sobre la 

regulación de los genes del SST3. 

 3.2.1. Objetivos particulares: 

● Evaluar el efecto que producen las mutaciones sencillas en los elementos del 

sistema Rhl sobre la expresión de genes representativos del SST3. 

● Evaluar el efecto que producen las mutaciones sencillas en el sistema Las 

sobre la expresión de genes representativos del SST3. 

● Determinar el efecto de la doble inactivación de los genes lasR y rhlR sobre 

la expresión de genes representativos del SST3. 
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CAPÍTULO IV.- MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Cepas bacterianas, plásmidos y condiciones de cultivo 

Las cepas bacterianas y plásmidos utilizados en este trabajo se muestran en la tabla 

MS1 del material suplementario. En todos los experimentos de expresión se utilizó 

la cepa de referencia Pseudomonas aeruginosa PAO1 —la cual fue aislada de una 

herida en 1954 por Bruce Holloaway en Melbourne, Australia [72], mientras que la 

cepa E. coli DH5α, fue utilizada como cepa de propagación para las técnicas de 

clonación. Para complementar la deleción de los genes rhlR y lasR, se utilizaron los 

plásmidos pGMYC (rhlR++) y pMT1 (lasR++), los cuales sobre-expresan los genes 

estructurales rhlR y lasR bajo el control del promotor plac. Mientras que el plásmido 

pUCP20 se utilizó como control negativo o vector vacío. 

Las cepas de P. aeruginosa y E. coli fueron cultivadas en medio Luria-Bertani (LB) 

a 37 °C y 225 rpm, a menos que se especifiquen otras condiciones. Para los 

ensayos de expresión, el medio LB fue utilizado como medio no-permisivo, mientras 

que para la inducción del SST3, se utilizó medio LB suplementado con EGTA 5 mM 

y MgCl2 20 mM (medio inductor) [63]. Cuando fue necesario, como marcadores de 

selección, se utilizaron los antibióticos en las siguientes concentraciones finales, 

para P. aeruginosa: tetraciclina (Tc) 120 µg/ml, estreptomicina (Sm) 200 µg/ml, 

carbenicilina (Cb) 200 µg/ml, apramicina (Apc) 150 µg/ml. Mientras que para E. coli: 

tetraciclina (Tc) 15 µg/ml, ampicilina (Amp) 200 µg/ml y estreptomicina (Sm) 30 

µg/ml [73].  

4.2. Técnicas de manipulación del ADN  

El ADN genómico utilizado como ADN molde fue obtenido de la cepa PAO1 

mediante el sistema de purificación de ADN GeneJET (Thermo Scientific ®). Para 

construir los plásmidos y fusiones transcripcionales el ADN fue purificado y 

manipulado de acuerdo a técnicas estandarizadas [74]. Las enzimas de restricción 

y la enzima T4 ADN ligasa fueron obtenidas de New England Biolabs® y Promega®, 

respectivamente y se siguieron los protocolos recomendados para su uso. El diseño 
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de los oligonucleótidos se realizó con base en los datos genómicos de la cepa PAO1 

que se encuentran disponibles en pseudomonas.com [5]. La síntesis de los 

oligonucleótidos y la secuenciación de ADN fue realizada por la unidad de síntesis 

y secuenciación de ADN del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional 

Autónoma de México (UNAM). Los oligonucleótidos y condiciones utilizadas para 

las reacciones de PCR se enlistan en la tabla MS2. Para amplificar las regiones de 

ADN se utilizó la enzima ADN-polimerasa de alta fidelidad Phusion (Thermo 

Scientific®). Los fragmentos de ADN fueron obtenidos de las bandas del gel de 

agarosa y purificados utilizando el protocolo de Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega®) 

4.3. Construcción de fusiones transcripcionales 

Para la construcción de las fusiones transcripcionales se utilizó el plásmido mini-

CTX-lux, que se integra al genoma de P. aeruginosa, mediante recombinación 

sencilla. Este vector contiene un marcador de resistencia a tetraciclina (Tc), y el 

grupo de genes reporteros luxCDABE como se reportó previamente [75]. Como 

control negativo inicialmente se utilizó el plásmido mini-CTX-lux (plásmido pX); sin 

embargo, en nuestras condiciones mostro una actividad basal alta, por lo que se 

reemplazó por el control negativo 2 (plásmido pX2). Cada secuencia promotora fue 

amplificada con un par de oligonucleótidos específicos, asegurándonos de incluir 

los sitios de unión -10/-35 para la ARN polimerasa y el motivo de unión a ExsA, pero 

no el RBS. Los productos de PCR se purificaron y se clonaron entre los sitios XhoI 

y HindIII del vector mini CTX-lux. Para la digestión, el ADN purificado fue tratado 

con las endonucleasas XhoI y HindIII utilizando el buffer 2.1 en un volumen final de 

40 µl que se incubó a 37 °C durante 2 h. Los productos de digestión (regiones 

promotoras y el vector mini CTX-lux) fueron sometidos a reacciones de ligación en 

relación 1:3 (vector: promotor) en un volumen final de 20 µl que se incubaron a 4 °C 

durante 12 h. La reacción de ligación fue movilizada por choque térmico a la cepa 

E. coli DH5α para su propagación. Después, las clonas de E. coli DH5α fueron 

seleccionadas por su perfil de resistencia a tetraciclina (Tc), y se purificaron los 

plásmidos. Posteriormente se movilizó aproximadamente 1 µg de cada plásmido a 
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las diferentes cepas de P. aeruginosa PAO1 (Tabla MS2) —mediante el método de 

electroporación, previamente reportado [76]. Las clonas se seleccionaron en 

medios diferenciales, y finalmente se comprobó su integración al cromosoma por 

reacciones de PCR, utilizando un oligonucleótido delantero especifico (Fw) que 

reconoce la región de cada promotor clonado y un oligonucleótido reverso (LuxRv) 

que reconoce el gen luxC del plásmido mini-CTX-lux. 

4.4. Ensayos de luminiscencia 

A partir de pre-cultivos de las clonas seleccionadas se prepararon diluciones para 

obtener una densidad celular inicial D.O.600 = 0.05 en 15 ml de medio no-permisivo 

(LB) y/o medio inductor (LB + 5mM EGTA + 20mM MgCl2), los cuales se incubaron 

hasta alcanzar la densidad celular final correspondiente a fase logarítmica tardía 

(D.O.600 = 0.8) o fase estacionaria (D.O.600 = 2.0), según corresponda. Para cada 

ensayo biológico se tomaron 200 μL de cada cultivo a la densidad celular deseada 

y se depositaron, por triplicado, en placas de poliestireno de 96 pocillos con fondo 

transparente (Corning incorporated®). La luminiscencia producida se cuantificó 

utilizando el lector Synergy HT Plate Reader (Biotek®) [55, 62, 63]. Se determinó la 

relación de unidades relativas de luminiscencia sobre el valor de la D.O.600 al 

momento de la toma de las células (U.R.L/D.O.). Los resultados representan el 

promedio de tres ensayos biológicos ± desviación estándar.  

4.5. Análisis estadístico 

Se realizaron pruebas t-student utilizando el programa estadístico Graph Prism 6.0® 

(Graph-Pad Software, Inc., La Jolla, CA). Utilizando un 95% de confianza con un 

valor significancia P=0.05, los datos con diferencia significativa tienen un valor de 

P<0.05 y se representan en las gráficas con asteriscos: P<0.05 (*); P<0.01 (**); P< 

0.001 (***) y P<0.0001 (****).  
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4.6. Ensayos de producción de efectores por el SST3 

A partir de pre-cultivos de las cepas seleccionadas se prepararon diluciones para 

obtener una densidad celular inicial (D.O.600 = 0.05) en 15 ml de medio inductor, que 

se incubaron durante 3-4 h a 37 º C y 225 rpm, hasta alcanzar la densidad celular 

final correspondiente a fase logarítmica tardía (D.O.600 = 0.8). Posteriormente, se 

tomó 1 ml del cultivo y se centrifugó a 4 °C (19,750 x g, 2 min) para obtener la pastilla 

celular, la cual se resuspendió con 200 µL de amortiguador de carga SDS-PAGE 

normalizado con el valor de la densidad celular al momento de la toma de la 

muestra. Posteriormente, las muestras fueron desnaturalizadas a 95°C durante 5 

minutos. Para la separación de proteínas se utilizaron 7 µl de cada muestra que se 

depositaron en los pocillos de geles SDS-PAGE al 12%, siguiendo los protocolos de 

Bio-rad ®. Después de la separación electroforética, las proteínas fueron 

transferidas a una membrana de nitrocelulosa de 0.2 µm durante 12 h a 4 °C. El 

bloqueo de la membrana se realizó amortiguador salino Tris pH=7.4 suplementado 

con detergente Tween-20 al 0.1 % (TBS-T) durante 2 h a 4 °C con agitación. La 

membrana bloqueada fue lavada durante 15 minutos con 15 ml de TBS-T, tres 

veces. Posteriormente, se añadió el anticuerpo primario anti-ExoS diluido 1:2,000 

en TBS-T y se incubó durante 1 h a 4 °C. El anticuerpo policlonal anti-ExoS fue 

producido por el grupo de trabajo de la D. en C. Bertha González Pedrajo, y permite 

la identificación de los péptidos de las exotoxinas ExoS y ExoT, debido a su alto 

nivel de similitud [69]. La membrana se lavó tres veces con TBS-T y se añadió el 

anticuerpo secundario comercial anti-IgG-GAR (Jackson Immunoresearch®) diluido 

1:20,000 en TBS-T y se incubó durante 1 h a 4 °C con agitación. Finalmente, la 

membrana se lavó tres veces con TBS-T y se añadió el sustrato quimioluminscente 

HRP del kit comercial Immobilon Western (Millipore®). Las bandas se revelaron en 

una película de rayos X (Carestream MXB-Blue film®). 

Para el control de carga, la misma membrana se lavó con 15 ml del Stripping buffer 

(glicina 25 mM, SDS 1%, pH=2.0) durante 1 h a 4 °C con agitación. Posteriormente, 

se lavó tres veces con 15 ml de TBS-T hasta remover el amortiguador. La membrana 

fue bloqueada nuevamente y se incubó durante 12 h a 4°C para después lavar con 
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TBS-T e incubar con anti-GroEL 1:2,000 (Sigma®). Después se lavó con TBS-T y 

se incubó con anti-IgG-GAR diluido 1:20,000. Finalmente se reveló cómo 

anteriormente se describió.  

Para determinar de manera descriptiva la distribución e intensidad de las bandas 

obtenidas en los análisis de Western Blot se utilizó el programa ImageJ (National 

Institutes of Health®), se determinó el área relativa de cada una de las bandas y se 

reportó con base en el valor normalizado de acuerdo al control de carga y el control 

positivo de cada gel. 

4.7. Construcción del plásmido pExsA (exsA+++) 

A partir de DNA genómico de la cepa PAO1, se amplificó el gen estructural 

correspondiente al regulador transcripcional exsA utilizando los oligonucleótidos 

ExsA_Fw y ExsA_Rv (Tabla MS2). La banda correspondiente se purificó y clonó 

entre los sitios BamHI-HindIII del plásmido pUCP20. Después de la movilización, 

propagación y selección en la cepa E. coli DH5α, el plásmido —llamado pExsA— 

se purificó y se realizó un ensayo de restricción con las endonucleasas BamHI-

HindIII y el buffer 2.1 en un volumen final de 20 µl para confirmar la liberación del 

fragmento de 975 pb; adicionalmente se comprobó la integridad de la región 

clonada, sin cambios en su secuencia (no mostrado). Después, 1 µg del plásmido 

pExsA se introdujo por electroporación a la cepa PAO1 ΔrhlR y derivadas. 

Finalmente se seleccionaron las clonas que aceptaron el plásmido, en medios 

diferenciales, y se comprobó la presencia del plásmido mediante PCR.  

4.8. Generación de mutantes por deleción 

La construcción de las mutantes se realizó con base en el protocolo previamente 

reportado [77] con mínimas modificaciones. Brevemente, la deleción del gen lasR 

se logró utilizando el plásmido pXLRApS, previamente construido [80], para el cual 

se amplificación 487 pb hacia arriba y 644 pb hacia abajo del gen estructural de 

lasR; mientras que el marcador de apramicina se obtuvo del plásmido pIJ773. Los 

tres amplificados se utilizaron para realizar un PCR de tres piezas, el producto 



44 

 

obtenido fue digerido con HindIII, purificado y clonado en el sitio HindIII del plásmido 

pEX18ApGW, para obtener el plásmido pXLRApS. Este plásmido fue movilizado a 

la cepa receptora PAO1 silvestre para reemplazar al gen lasR por el marcador de 

resistencia a apramicina —mediante doble intercambio alélico— y de esta manera 

obtener la mutante sencilla lasR (ΔlasR-Ap). El mismo plásmido (pXLRApS) fue 

movilizado a la cepa receptora PAO1 ΔrhlR, previamente construida [17], para 

obtener la doble mutante (ΔlasR-Ap /ΔrhlR). En cada caso las clonas candidatas 

fueron seleccionadas en medios diferenciales con los respectivos antibióticos y la 

presencia de los marcadores de resistencia fue confirmado por PCR y 

secuenciación de la región modificada. 

4.9. Extracción de autoinductores 

Los pre-cultivos de las cepas de P. aeruginosa, fueron utilizados para inocular 15 

ml del medio líquido PPGAS [78] sin antibióticos y obtener una densidad celular 

inicial (D.O.600=0.05) que se incubaron durante 24 h a 37 ºC y 225 rpm. Después, el 

cultivo fue centrifugado a 4 °C (16,000 x g, 10 min) y se colectó el sobrenadante en 

tubos de polipropileno. Posteriormente, una muestra de 10 ml del sobrenadante se 

extrajo dos veces con volúmenes iguales de acetato de etilo acidificado que fueron 

agitados vigorosamente durante 15 min, y después se centrifugaron a 4 °C (8,000 x 

g, 10 min). La fase superior se colocó en un tubo seco de polipropileno y se dejó 

secar hasta que se evaporó el disolvente. Los residuos secos en tubos de 

microcentrífuga se preservaron a -20°C hasta su uso, para lo cual fueron 

reconstituidos con 50 µl de metanol grado biología molecular [17].  

4.10. Ensayo para cuantificar la producción de C12 

Para comprobar la funcionalidad del regulador transcripcional LasR, se realizaron 

bioensayos en sistemas heterólogos. Para ello, se utilizaron pre-cultivos de la cepa 

E. coli DH5α y el plásmido pECP64, el cual contiene la fusión traduccional lasB´-

lacZ; y expresa al gen lasR bajo el promotor plac [14]. Se inocularon 15 ml de LB 

sin antibióticos con el volumen de pre-cultivo necesario para alcanzar una 
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D.O.600=0.05, a estos cultivos se añadieron 30 µL de los autoinductores, 

previamente extraídos de las cepas a evaluar. Se utilizaron metanol grado biología 

molecular y C12 sintético a una concentración final de 10 µM como controles 

negativo y positivo, respectivamente. Los cultivos fueron incubados hasta alcanzar 

la fase estacionaria (D.O.600= 2.0), posteriormente se tomaron alícuotas de 1ml de 

cada cultivo y se centrifugaron a 4°C (16, 000 x g, 2 min), la pastilla celular se secó 

y se utilizó para cuantificar la actividad β-galactosidasa como se describió 

previamente [79]. 
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CAPÍTULO V.- RESULTADOS 

5.1. Evaluación del sistema de expresión 

 5.1.1 Construcción de fusiones transcripcionales pC-lux y pP-lux 

 Con el objetivo de evaluar el efecto que ejerce los sistemas de QS sobre la 

expresión de genes representativos del SST3, se utilizaron las fusiones 

transcripcionales previamente construidas pA-lux, pS-lux y pT-lux, las cuales 

incluyen las regiones reguladoras de los genes exsA, exoS y exoT, 

respectivamente; así como el control negativo 2 (plásmido pX2) [80] (Figura 10a). 

No obstante, como parte integral del SST3 decidimos evaluar la expresión del 

principal operón regulador exsCEBA y el gen spcS; que codifica para la chaperona 

SpcS y es necesaria para la secreción de las exotoxinas S y T [49]. Las regiones 

reguladoras de estos genes fueron clonadas como se mencionó en materiales y 

métodos, para obtener las fusiones transcripcionales pC-lux (exsCEBA) y pP-lux 

(spcS). Su integridad se comprobó por ensayos de restricción (Figura 10b) y 

secuenciación de la región clonada (no mostrado). 

 
 

Figura 10.- Fusiones transcripcionales. a)- Las regiones promotoras mostradas se amplificaron del ADN genómico 

de la cepa PAO1 y se clonaron entre los sitios XhoI y HindIII del vector mini-CTX-lux. b). -Ensayo de restricción utilizando 

las enzimas XhoI y HindIII, la flecha roja indica la liberación de los fragmentos en gel de agarosa: 1) plásmido pP-lux sin 

digerir; 2-4) digestión del plásmido pP-lux purificado de 3 clonas (357 pb); 5) plásmido pC-lux sin digerir; 6-7) digestión 

del plásmido pC-lux purificado de 2 clonas (353 pb). 

a b 

Xhol Hindlll P.M. 1 2 3 4 5 6 7 

tcR orí 

3 kb 

Promoror Tamaño Fusión 
(gen} (pb) transcripclonal 

Esl/Udural 400 pX, 1 kb 
exsA 388 pA-lux 

! ! exos 257 ps-Jux 

exoT 257 pH.0t 

exsCEBA 353 pe.lux 

spcS 357 pP-lux 
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 5.1.2. Comprobación de la integración cromosomal de las fusiones  

 Los plásmidos pA-lux (exsA), pS-lux (exoS), pT-lux (exoT), pC-lux 

(exsCEBA), pP-lux (spcS) y pX2 (control negativo de luminiscencia) fueron 

insertados por electroporación a la cepa PAO1 silvestre, la cepa ΔrhlR, y las cepas 

complementadas ΔrhlR-pGMYC (rhlR+++) y ΔrhlR-pUCP20 (plásmido vacío). La 

integración cromosomal de las fusiones transcripcionales mencionadas, fue 

confirmada por reacciones de PCR utilizando un oligonucleótido directo reconoce la 

cada promotor clonado y un oligonucleótido reverso que reconoce el gen luxC 

(Figura 11). DE esta manera se obtuvieron las cepas silvestres PAO1-pX, PAO1-

pA-lux, PAO1-pS-lux, PAO1-pT-lux, PAO1-pC-lux, PAO1-pP-lux, como controles 

positivos; las cepas mutantes ΔrhlR-pA-lux, ΔrhlR-pS-lux, ΔrhlR-pS-lux, ΔrhlR-pC-

lux, ΔrhlR-pP-lux, y sus derivadas complementadas (Tabla MS1). 

  

 
 
Figura 11.- Comprobación de la integración cromosomal de las fusiones transcripcionales.  a). - Para las 

reacciones de PCR se utilizó un oligonucleótido directo que reconoce la región promotora de cada promotor clonado 

y un oligonucleótido reverso que reconoce el gen luxC. b) .- Identificación de productos de PCR en geles de agarosa: 

1) PAO1-pX2; 2) control negativo de reacción de PCR; 3) ΔrhlR-pX2; 4) PAO1-pT-lux; 5) ΔrhlR-pT-lux; 6) control 

negativo de reacción de PCR; 7) ΔrhlR-pT-lux-pGMYC; 8) ΔrhlR-pT-lux-pUCP20; 9) PAO1-pS-lux; 10) ΔrhlR-pS-lux; 

11) ΔrhlR-pS-lux-pGMYC;12) ΔrhlR-pT-lux-pUCP20; 13) PAO1-pA-lux; 14) control negativo de reacción de PCR; 15) 

ΔrhlR-pA-lux; 16) ΔrhlR-pA-lux-pGMYC; 17) ΔrhlR-pA-lux-pUCP20; 18) PAO1-pC-lux; 19) ΔrhlR-pC-lux; 20) ΔrhlR-

pC-lux-pGMYC; 21) PAO1-pP-lux; 22) ΔrhlR-pP-lux; 23) ΔrhlR-pP-lux-pGMYC. Condiciones de PCR tabla MS2. 

a b 

oligoucleótido directo Fw oligoucleótido reverso LuxRv 
(reconoce promotor clonado) (reconoce JuxC) - -► ~- -
~~~ 

\ I 1 kpb 

P.M. 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

Fusión Producto 
Integrada (pb) 

pX2 966 

pA-lux 926 

pS-lux 795 
P.M. 18 19 20 21 22 23 

pT-lux 795 1 kpb 
pC-lux 891 

pP-lux 895 
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 5.1.3. Cuantificación de la actividad de las fusiones en inducción 

 Para evaluar las condiciones de inducción del SST3 utilizadas en este 

proyecto, inicialmente se cuantificó la expresión de las fusiones transcripcionales en 

la cepa PAO1 silvestre (controles positivos) durante la fase logarítmica tardía en 

micro-cultivo. El medio LB fue considerado como medio no-permisivo; mientras que 

el medio inductor consiste en medio LB suplementado con EGTA 5 mM y MgCl2 20 

mM. Este ensayo preliminar se realizó al añadir, por triplicado, 200 μL del cultivo a 

una densidad celular inicial de D.O.600= 0.05 directamente en los pocillos de placas 

de poliuretano. Las placas se incubaron en el lector de luminiscencia a 37 °C sin 

agitación, hasta alcanzar una D.O.600= 0.4. En estas condiciones, el crecimiento de 

la bacteria es limitado por lo cual este valor de D.O.600 corresponde a la fase 

logarítmica tardía en pocillo. 

Como se observa en la figura 12, la actividad basal del plásmido mini-CTX-lux (pX), 

utilizado inicialmente como control negativo, es independiente de la concentración 

de calcio, debido a que sus niveles de expresión no cambian en ambas condiciones. 

Por otro lado, la fusión pA-lux (exsA) se activa débilmente con respecto al valor 

basal de pX, pero se actividad se mantiene sin cambios tanto en medio no-permisivo 

como en medio inductor. Lo anterior confirma que la actividad de exsA —a partir de 

su promotor interno— es independiente de la concentración de calcio presente en 

el medio de cultivo, como se había descrito previamente [67]. Sin embargo, la 

expresión de pC-lux, que corresponde al promotor del operón regulador exsCEBA, 

incrementó al menos 3 veces en condiciones de inducción con respecto al medio 

no-permisivo, lo mismo sucede para la actividad de las fusiones pS-lux (exoS) y pT-

lux (exoT) y pP-lux (spcS) en condiciones de micro-cultivo (Figura 12). Estos 

resultados demuestran que las fusiones transcripcionales pC-lux, pS-lux, pP-lux y 

pT-lux se activan en las condiciones propuestas y permitirán evaluar el efecto que 

ejercen los sistemas de QS sobre su expresión (Tabla 4).  
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Figura 12.- Actividad de las fusiones transcripcionales en inducción. La expresión de genes representativos 

del SST3 se activa en condiciones de inducción (LB+EGTA 5 mM+MgCl2 20 mM) con respecto a las condiciones 

no-permisivas (LB). Cada replica biológica se realizó al añadir, por triplicado, 200 μL de cultivo a una densidad 

celular inicial de D.O.600=0.05 directamente en los pocillos de la placa de poliestireno con fondo transparente, 

que se incubaron a 37 °C sin agitación hasta alcanzar una D.O.600=0.4; en estas condiciones de micro-cultivo 

este valor de densidad celular corresponde a la fase logarítmica tardía. pX (mini-CTX-lux), pC-lux (exsCEBA), 

pA-lux (exsA), pS-lux (exoS), pP-lux (spcS) y pT-lux (exoT). Se muestra el promedio de 3 réplicas biológicas ± 

desviación estándar. Diferencia significativa t-student: (*, P<0.05); (**, P<0.01); (***, P<0.001); n.s.= no 

significativo. 

Tabla 4.- Actividad de las fusiones transcripcionales en 
condiciones de inducción en micro-cultivo 

Fusión transcripcional 
(promotor) 

PAO1 silvestre 
(x103) 

LB Inducción 

       pC-lux (exsCEBA)   66.4±15.3 193.7±6.5 

pA-lux (exsA) 31.3±4.0   29.2±2.2 

pS-lux (exoS) 20.9±1.6     68.6±17.1 

pP-lux (spcS) 19.4±3.8     61.8±10.4 

pT-lux (exoT) 30.8±3.0     61.1±13.9 

En condiciones de micro-cultivo el valor de la actividad del control negativo pX (mini-
CTX-lux) es menor a 16.0 x103. Plásmidos: pC-lux (exsCEBA), pA-lux (exsA), pS-lux 
(exoS), pP-lux (spcS) y pT-lux (exoT). Cada replica biológica se realizó al añadir, por 

triplicado, 200 μl de cultivo a una D.O.600 = 0.05 directamente en los pocillos de las placas 

de poliestireno que se incubaron en el lector a 37 ºC sin agitación, hasta alcanzar la fase 
logarítmica tardía, que en estas condiciones de micro-cultivo corresponde a D.O.600= 0.4. 

Se muestra el promedio de 3 réplicas biológicas ± desviación estándar. 

 

2501 *** 
200 
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En estas condiciones de micro-cultivo observamos que el crecimiento de la bacteria 

esta reducido, ya que la fase logarítmica tardía corresponde a D.O.600= 0.4 y la fase 

estacionaria a D.O.600= 1.0. Por lo cual decidimos modificar las condiciones para 

posteriores análisis; es decir dejamos de incubar las muestras directamente en el 

lector y decidimos incubar por separado las cepas en 15 ml de medio de cultivo a 

37 °C con agitación constante, ya que mejora su crecimiento y las cepas alcanzan 

la fase logarítmica tardía aproximadamente a una D.O.600= 0.8 y la fase estacionaria 

a D.O.600= 2.0 como se ha reportado previamente [30]. De esta manera el lector 

solo sería utilizado para determinar las unidades relativas de luminiscencia (U.R.L.) 

de 200 μl de cultivo tomados a la densidad celular deseada, la cual fue determinada 

por espectrofotometría a 600nm.  

Adicionalmente, desde los primeros ensayos de inducción utilizando al control 

negativo mini-CTX-lux (pX) observamos que su actividad basal era de 

aproximadamente 16.0 x103 U.R.L./D.O. (Tabla 4); por lo cual, fue reemplazado por 

el plásmido pX2, el cual contiene una región no codificante de 400 pb clonada entre 

los sitios XhoI y HindIII del vector mini-CTX-lux [80]. El plásmido pX2, se movilizó a 

la cepa PAO1 silvestre y se comprobó su integración cromosomal mediante PCR, 

generando la cepa PAO1-pX2 (Figura 11), posteriormente se cuantificó su expresión 

en 15 ml de medio inductor a 37 °C y 225 rpm durante la fase logarítmica tardía, con 

un valor menor a 5.0 x103 U.R.L./D.O. y menor a 3.0 x103 U.R.L./D.O., durante la 

fase estacionaria, por lo cual fue utilizado como control negativo de luminiscencia 

para los siguientes ensayos de expresión. El valor del control negativo pX2 se 

representa en las gráficas por una línea roja punteada. 

5.2. Efecto del sistema Rhl en la expresión del SST3  

 5.2.1. Efecto de la inactivación del gen rhlR en la expresión de genes del 

SST3 durante la fase logarítmica tardía 

  Después de establecer las condiciones para los ensayos de expresión, 

decidimos evaluar el efecto de la inactivación del gen del regulador transcripcional 
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RhlR (cepa ΔrhlR) en la expresión de las fusiones transcripcionales durante la fase 

logarítmica tardía. Los resultados de la figura 13 demuestran que la inactivación del 

gen rhlR disminuye significativamente la expresión de las fusiones transcripcionales 

pS-lux (exoS) y pP-lux (spcS), mientras que la actividad de la fusión transcripcional 

pC-lux, que corresponde a la actividad del operón regulador del SST3 (exsCEBA) 

reduce 90% su expresión en la cepa ΔrhlR. 

Sin embargo, la fusión transcripcional pA-lux (exsA), cuya actividad no responde a 

las condiciones de inducción, tampoco se afecta en la capa ∆rhlR (no mostrado), y 

el efecto en la expresión de pT-lux (exoT) no es significativo con respecto a la cepa 

silvestre. La actividad de las fusiones transcripcionales afectadas se recupera 

prácticamente a niveles silvestres después de trans-complementar con el gen rhlR 

constitutivo (plásmido pGMYC), sin efecto del vector vacío (plásmido pUCP20). Los 

resultados sugieren que, a diferencia de lo reportado previamente, RhlR es un 

regulador positivo del SST3, ya que su inactivación afecta la expresión de los genes 

exoS, spcS, y del operón exsCEBA. 

 5.2.2. Efecto de la sobre-expresión de ExsA en la cepa ΔrhlR 

 Los resultados anteriores sugieren que RhlR podría afectar: 1) 

selectivamente a cada promotor de los genes evaluados; 2) directamente la 

expresión del regulador maestro ExsA que se transcribe como pate de un ARNm 

policistrónico que proviene del operón exsCEBA. Por lo cual, considerado que el 

promotor interno exsA (pA-lux) no se afecta por la inactivación de rhlR, pero la 

actividad del promotor del operón exsCEBA (pC-lux) disminuye 90% en la cepa 

ΔrhlR comparada con la cepa silvestre, nos enfocamos en la hipótesis de que RhlR 

regula la expresión de exsA al alterar la actividad del promotor del operón exsCEBA. 

Para comprobarlo decidimos sobre-expresar al regulador ExsA, desde un promotor 

constitutivo e independiente en la cepa ΔrhlR, y verificar la actividad de las fusiones 

transcripcionales. Para ello se utilizó el plásmido pExsA (exsA++), que fue construido 

para este proyecto como se menciona en materiales y métodos y se resume en la 

figura MS1.  
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Figura 13.- Efecto de la inactivación de rhlR y la sobre-expresión de exsA durante la fase logarítmica tardía. La 

deleción del gen rhlR disminuye la expresión de todas las fusiones transcripcionales, excepto pT-lux. La actividad se 

recupera al trans-complementar con rhlR constitutivo. Adicionalmente, la expresión de todas las fusiones incrementa al 

sobre-expresar a exsA constitutivo, a pesar de la inactivación del gen rhlR. Cada replica biológica se realizó al evaluar, 

por triplicado, 200 μL de cultivo a una D.O.600=0.8 (fase logarítmica tardía) obtenidos de 15 ml de medio inductor 

incubados a 37 ºC y 225 rpm. Plásmidos: pC-lux (exsCEBA), pS-lux (exoS), pP-lux (spcS) y pT-lux (exoT), pExsA 

(exsA++), pGMYC (rhlR++), pUCP20 (plásmido vacío). La línea punteada-roja corresponde al valor de la cepa PAO1-pX2, 

utilizado como control negativo de luminiscencia. Se muestra el promedio de 3 réplicas biológicas ± desviación estándar. 

Diferencia significativa t-student: (*, P<0.05); (**, P<0.01); (***, P<0.001); n.s.= no significativo. 

Tabla 5.- Efecto de la inactivación de rhlR y la sobre-expresión de exsA en la actividad 
transcripcional de genes representativos del SST3 durante la fase logarítmica tardía 

Fusión transcripcional 
(promotor) 

PAO1 silvestre 
(x103) 

∆rhlR 
(x103) 

∆rhlR/vacío 
(x103) 

∆rhlR/rhlR++ 

(x103) 

∆rhlR/exsA++ 

(x103) 

      pC-lux (exsCEBA) 150.3±18.7 14.5±0.7 16.7±5.1 104.2±10.0   376.5±37.5 

pS-lux (exoS) 30.5±5.5 11.7±0.3 13.2±3.0 25.0±3.0 156.5±9.6 

pP-lux (spcS) 26.0±4.3 11.5±1.3 14.4±2.3 20.7±1.7   398.8±43.0 

pT-lux (exoT) 16.9± 2.1 11.7±3.5 10.6±0.3 17.3±3.0   209.3±25.2 

El valor de la actividad del control negativo pX2 es menor a 5.0 x103en fase logarítmica tardía (D.O.600= 0.8). Plásmidos: pC-lux 

(exsCEBA), pA-lux (exsA), pS-lux (exoS), pP-lux (spcS) y pT-lux (exoT). Cada replica biológica se realizó evaluando, por triplicado, 

200 μl, de muestra obtenida a partir del cultivo de 15 ml en medio inductor incubado a 37 ºC y 225 rpm. Se muestra el promedio de 

3 réplicas biológicas ± desviación estándar. 
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Los resultados de la figura 13 indican que la sobre-expresión de exsA en la cepa 

ΔrhlR, incrementa la actividad de todas las fusiones transcripcionales comparadas 

con la cepa silvestre. Es decir, la activad de los promotores exsCEBA, exoS, spcS 

y exoT incrementan su expresión 2, 6, 16 y 12 veces respectivamente, a pesar de 

la inactivación de rhlR (Tabla 5).  

En este sentido, los resultados sugieren que RhlR regula de manera positiva la 

expresión del operón exsCEBA, lo cual permite la transcripción de exsA como último 

elemento del operón, el cual a su vez se traduce a la proteína ExsA para activar a 

los demás genes del SST3 con distintos niveles de activación según su afinidad por 

ExsA. De esta manera es menos probable que, durante la fase exponencial tardía, 

RhlR regule diferencialmente a cada uno de los genes del SST3. Estos datos nos 

permiten proponer la cascada de regulación: RhlR→ exsCEBA→ SST3. 

 5.2.3. Efecto de la inactivación de rhlR y la sobre-expresión de ExsA en la 

producción de exotoxinas. 

 Con la finalidad de evaluar si el efecto observado a nivel transcripcional se 

reflejaba en la cantidad de proteína, realizamos un perfil de producción de las 

exotoxinas ExoS y ExoT, en la cepa ΔrhlR y la cepa ΔrhlR-pExsA. Los ensayos de 

producción de exotoxinas se realizaron en las mismas condiciones de crecimiento 

e inducción utilizadas durante la evaluación de la actividad de las fusiones 

transcripcionales. La identificación de ExoS y ExoT se realizó con el anticuerpo 

policlonal anti-ExoS, el cual permite identificar ambos polipéptidos por su alto nivel 

de identidad [69]. Como control negativo en la producción de exotoxinas se utilizó 

la cepa de P. aeruginosa ATCC 9027, una mutante natural del SST3 (Figura MS2) 

[78].  

Los resultados de la figura 14, confirman lo observado a nivel transcripcional, ya 

que la inactivación del gen rhlR abate la producción de las exotoxinas, y se restaura 

a niveles similares de la cepa silvestre, después de trans-complementar con rhlR 

constitutivo (rhlR++); de igual manera la sobre-expresión de ExsA (exsA++) tiene 
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como efecto la sobre-producción de exotoxinas en la cepa ΔrhlR. De esta manera 

se fortalece la hipótesis en la cual el regulador transcripcional RhlR favorece la 

expresión de ExsA durante la fase logarítmica tardía.  

  

 
 

Figura 14.- Efecto de la inactivación de rhlR y la sobre-expresión de exsA en la producción de exotoxinas. 

La inactivación de rhlR abate la producción de las exotoxinas S y T, lo cual se revierte parcialmente al 

complementar con rhlR bajo un promotor constitutivo (rhlR++), mientras que la expresión constitutiva de ExsA 

(exsA++) sobre-produce exotoxinas a pesar la inactivación de rhlR. PAO1 (control positivo), ATCC9027 (control 

negativo. La pastilla celular (pellet) fue obtenida de la toma de 1 ml de cultivo en medio inductor a D.O.600=0.8. Se 

utilizó el suero diluido del anticuerpo policlonal anti-ExoS para la identificación de los polipéptidos ExoS y ExoT por 

su alto nivel de identidad. Como control de carga se utilizó el anticuerpo comercial anti-GroEL (Sigma®). La 

abundancia relativa de las bandas fue analizada con ImageJ®. 
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 5.2.4. Efecto de la inactivación de rhlR y la sobre-expresión de exsA en la 

expresión de genes del SST3 durante la fase estacionaria 

 El siguiente objetivo fue evaluar si el efecto observado en la fase logarítmica 

tardía, se mantenía durante la fase estacionaria por lo cual decidimos evaluar el 

efecto de la inactivación de rhlR en la actividad de genes representativos del SST3 

a una D.O.600 = 2.0, cuando los sistemas de QS están completamente activos [11, 

30]. Los resultados de la figura 15 nos permiten confirmar que, durante la fase 

estacionaria se mantiene el efecto de la inactivación del gen rhlR sobre la expresión 

de pC-lux (exsCEBA); es decir su actividad disminuye un 63% con respecto a los 

valores de la cepa silvestre, pesar de que en general disminuye la actividad de todo 

el sistema de expresión. Por otro lado, a pesar de que la inactivación de rhlR, parece 

favorecer la expresión de exoS y exoT en fase estacionaria; esta reducción no es 

significativa (Tabla 6). Es decir, las fusiones pS-lux, pT-lux, pP-lux, muestran una 

expresión similar a las condiciones de no inducción (Figura 12), lo cual indica que 

el sistema se encuentra apagado. Además, la sobre-expresión de ExsA en la cepa 

ΔrhlR aumenta la actividad de las fusiones transcripcionales evaluadas en la fase 

estacionaria, similar a lo que sucede en la fase logarítmica tardía, indicando que el 

blanco de regulación de RhlR es la expresión de exsA, como último elemento del 

operón exsCEBA. Por lo cual, controlar los niveles del regulador maestro del SST3, 

permitiría tener el control de prácticamente todo el SST3. Sin embargo, será 

necesario realizar un perfil de producción de exotoxinas durante la fase estacionaria, 

para confirmar que el efecto positivo de RhlR, sobre la expresión de exsCEBA, se 

mantiene en la fase estacionaria.  

La regulación transcripcional positiva de RhlR sobre el SST3 es congruente, ya que 

conforme la bacteria crece, se va preparando para establecerse e infectar para lo 

cual la activación coordinada del SST3, junto con otros factores de virulencia QS-

regulados, es importante para el éxito de la infección. 
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Figura 15.- Efecto de la inactivación de rhlR y la sobre-expresión de exsA durante la fase estacionaria. La actividad 

transcripcional del SST3 de la cepa PAO1 disminuye en fase estacionaria a pesar de la inducción. Sin embargo, la inactivación 

de rhlR disminuye la expresión de pC-lux y se recupera al complementar con rhlR constitutivo. Mientras que la expresión de 

todas las fusiones transcripcionales incrementa al trans-complementar con exsA constitutivo, a pesar de la inactivación del 

gen rhlR. Cada replica biológica se realizó al evaluar, por triplicado, 200 μL de cultivo a una D.O.600= 2.0 (fase estacionaria) 

obtenidos de 15 ml de medio inductor incubados a 37 ºC y 225 rpm. Plásmidos: pC-lux (exsCEBA), pS-lux (exoS), pP-lux 

(spcS) y pT-lux (exoT), pExsA (exsA++), pGMYC (rhlR++), pUCP20 (plásmido vacío). La línea punteada-roja corresponde al 

valor de la cepa PAO1-pX2, utilizado como control negativo de luminiscencia. Se muestra el promedio de 3 réplicas biológicas 

± desviación estándar. Diferencia significativa t-student: (*, P<0.05); (**, P<0.01); (***, P<0.001); n.s.= no significativo. 

Tabla 6.- Efecto de la inactivación de rhlR y la sobre-expresión de exsA en la actividad 
transcripcional de genes representativos del SST3 durante la fase estacionaria 

Fusión transcripcional 
(promotor) 

PAO1 silvestre 
(x103) 

∆rhlR 
(x103) 

∆rhlR/vacío 
(x103) 

∆rhlR/rhlR++ 

(x103) 

∆rhlR/exsA++ 

(x103) 

       pC-lux (exsCEBA) 34.5±3.8 14.6±3.3 20.3±5.6 39.8±3.5   548.1±54.3 

pS-lux (exoS) 13.3±3.1 15.7±4.5 17.3±3.5 12.2±2.8 228.2±8.2 

pP-lux (spcS)   8.4±4.4   9.8±3.1 10.6±1.6 10.7±1.8   233.9±31.0 

pT-lux (exoT)   6.0±3.7 11.2±3.4 10.0±2.5   8.7±1.0     98.7±22.9 

El valor de la actividad del control negativo pX2 es menor a 3.0 x103en fase estacionaria (D.O.600= 2.0). Plásmidos: pC-lux 

(exsCEBA), pS-lux (exoS), pP-lux (spcS) y pT-lux (exoT), pExsA (exsA++), pGMYC (rhlR++), pUCP20 (plásmido vacío). Cada replica 

biológica se realizó evaluando, por triplicado, 200 μl, de muestra obtenida a partir del cultivo de 15 ml en medio inductor incubado 

a 37 ºC y 225 rpm. Se muestra el promedio de 3 réplicas biológicas ± desviación estándar. 
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 5.2.5. Efecto de la inactivación de los genes rhlI y pqsE en la producción de 

exotoxinas 

 Se ha reportado que la inactivación del gen rhlI no tiene un fenotipo similar al 

de ∆rhlR sobre la virulencia de diversas cepas clínicas [20, 71]. Con el objetivo de 

evaluar si sucede algo similar en la actividad del SST3, decidimos evaluar cómo se 

afectaba el perfil de producción de las exotoxinas en una cepa con el gen rhlI 

inactivo utilizando la cepa PAOΔrhlI, previamente construida. El gen rhlI codifica 

para la sintasa del autoinductor N-butiril-homoserina lactona (C4) necesario para la 

activación canónica de RhlR, por lo cual, si el SST3 es controlado por un Rhl 

canónico, esperaríamos que la inactivación de rhlI tuviera el miso efecto que la 

inactivación de rhlR. Sin embargo, los resultados demuestran que la cepa ΔrhlI 

sigue produciendo exotoxinas a niveles similares que la cepa silvestre (Figura 16).  

Lo anterior nos llevó a plantear dos hipótesis: 1) la ausencia de C4 en la cepa 

PAOΔrhlI es restaurada por otro autoinductor que pueda unirse a RhlR, el cual 

podría ser sintetizado por PqsE [21] y 2) RhlR podría ejercer un efecto sin C4, similar 

a cuando afecta la transcripción de los genes rhlA y qscR, ya que a pesar de que el 

complejo RhlR-C4 puede activar su expresión, la unión del regulador RhlR (sin C4) 

la reprime [81, 82]. Para comprobar la primera hipótesis, decidimos evaluar el efecto 

en la producción de exotoxinas en una cepa con el gen pqsE inactivo (ΔpqsE), ya 

que se ha reportado que esta proteína, con actividad de tioesterasa, podría estar 

involucrada en la producción de otra molécula señalizadora. Sin embargo, los 

resultados (Figura 16) demuestran que la inactivación de pqsE, aparentemente solo 

afecta la producción de ExoT; aunque el hecho de no identificarlo en los Western 

Blot, podría deberse a la baja reproducibilidad para su identificación ya que la 

naturaleza del anticuerpo anti-ExoS permite identificar de manera secundaria a 

ExoT. De ser así la producción de exotoxinas no se afectaría en este fondo genético, 

similar a lo que sucede con la cepa PAOΔrhlI. 
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Lo anterior, sugiere que quizá la ausencia de una proteína se suple por la presencia 

de la otra, para lo cual proponemos que en posteriores proyectos se determine el 

efecto de la doble inactivación de los genes que codifican para la sintasa RhlI y la 

tioesterasa PqsE (ΔrhlI-ΔpqsE) y así definir si RhlR necesita de cualquiera de los 

productos sintetizados por estas proteínas; de no ser así, entonces RhlR podría 

ejercer su efecto sin autoinductor o depender de la presencia de otra molécula 

señalizadora que no es sintetizado por RhlI ni PqsE. 

 
 

 

  

 
 

Figura 16.- Efecto de la inactivación de rhlI y pqsE en la producción de exotoxinas. La inactivación de rhlI o 

pqsE no fenocopian la inactivación de rhlR en la producción de exotoxinas S y T. PAO1 (control positivo), 

ATCC9027 (control negativo). La pastilla celular (pellet) fue obtenida de la toma de 1 ml de cultivo en medio inductor 

a D.O.600=0.8. Se utilizó el suero diluido del anticuerpo policlonal anti-ExoS para la identificación de los polipéptidos 

ExoS y ExoT por su alto nivel de identidad. Como control de carga se utilizó el anticuerpo comercial anti-GroEL 

(Sigma®). La abundancia relativa de las bandas fue analizada con ImageJ®. 
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5.3. Efecto de sistema Las sobre el SST3  

 5.3.1. Efecto de la inactivación de lasR en la actividad exsCEBA y exoS 

 La organización jerárquica de los sistemas de QS en la cepa PAO1 indica 

que el sistema Las activa al sistema Rhl [10, 17]. Por lo tanto, se esperaría que la 

inactivación de lasR tenga un efecto negativo indirecto sobre la expresión del SST3. 

Para comprobarlo, movilizamos las fusiones transcripcionales pC-lux (exsCEBA) y 

pS-lux (exoS) —como genes representativos del SST3— hacia la cepa ΔlasR-Ap y 

se comprobó su integración por reacciones de PCR a partir de las colonias 

seleccionadas que crecieron en medios diferenciales (Figura MS3), generando así 

las cepas ΔlasR-Ap-pS-lux y ΔlasR-Ap-pC-lux (Tabla MS4). Adicionalmente, las 

fusiones pC-lux y pS-lux fueron movilizadas a las cepas PAO1-pMT1 y PAO1-

pUCP20, las cuales contienen los plásmidos pMT1 (que expresa al gen lasR desde 

un promotor constitutivo) y pUCP20 (plásmido vacío), respectivamente. Finalmente 

se evaluó su expresión en inducción y durante la fase logarítmica tardía. 

Como se muestra en la figura 17 y la tabla 7, la fusión transcripcional pC-lux 

(exsCEBA), disminuye 80% su actividad; mientras que la fusión pS-lux (exoS) 

disminuye 63% en la cepa ΔlasR-Ap. Es decir, la reducción de la actividad de 

exsCEBA en la cepa ΔlasR-Ap es similar al efecto observado en la cepa ∆rhlR, 

donde disminuye un 90%. Esto sugiere que la disminución de la actividad de las 

fusiones evaluadas es secundaria a la disminución de los niveles de RhlR, como 

consecuencia de la inactivación de lasR, lo cual se podría comprobar al expresar a 

rhlR constitutivo en la cepa ∆lasR-Ap y observar si se recupera la actividad de 

exsCEBA a niveles similares a los de la cepa silvestre. De ser así se demostraría 

que la jerarquía del sistema Las sobre el sistema Rhl se mantiene en estas 

condiciones de inducción del SST3. No obstante, estos resultados son preliminares 

ya que faltaría complementar la inactivación del gen lasR en la cepa ΔlasR-Ap y 

evaluar la actividad de las fusiones transcripcionales. 
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Figura 17.- Efecto de la inactivación de lasR y su sobre-expresión en la expresión de genes del SST3. La 

deleción del gen lasR disminuye la expresión de las fusiones transcripcionales pC-lux y pS-lux, mientras que en 

la cepa PAO1 silvestre la sobre-expresión de lasR (plásmido pMT1) disminuye la actividad de pC-lux, pero no la 

de pS-lux. Cada replica biológica se realizó al evaluar, por triplicado, 200 μL de cultivo a una D.O.600= 0.8 (fase 

logarítmica tardía) obtenidos de 15 ml de medio inductor incubado a 37 ºC y 225 rpm. Plásmidos: pC-lux 

(exsCEBA), pS-lux (exoS), pMT1 (lasR++), pUCP20 (plásmido vacío). La línea punteada-roja corresponde al 

valor de la cepa PAO1-pX2, utilizado como control negativo de luminiscencia. Se muestra el promedio de 3 

réplicas biológicas ± desviación estándar. Diferencia significativa t-student: (*, P<0.05); (**, P<0.01); (***, 

P<0.001); n.s.= no significativo. 

Tabla 7.- Efecto de la inactivación de lasR y su sobre-expresión en la actividad transcripcional de 
genes representativos del SST3 durante la fase logarítmica tardía 

Fusión transcripcional 
(promotor) 

PAO1 silvestre 
(x103) 

∆lasR-Ap 
(x103) 

PAO1 silvestre/vacío 
(x103) 

PAO1 silvestre/lasR++ 

(x103) 

       pC-lux (exsCEBA) 150.3±18.7 23.9±1.8 114.7±14.0 74.2±8.4 

pS-lux (exoS) 30.5±5.5   9.8±0.5 15.6±3.0 32.5±6.8 

El valor de la actividad del control negativo pX2, durante fase logarítmica tardía es menor a 5.0 x103. Plásmidos: pC-lux (exsCEBA), 

pS-lux (exoS), pMT1 (lasR++), pUCP20 (plásmido vacío). Cada replica biológica se realizó evaluando, por triplicado, 200 μl de 

muestra obtenida a partir del cultivo de 15 ml en medio inductor incubado a 37 ºC y 225 rpm. Se muestra el promedio de 3 réplicas 
biológicas ± desviación estándar. 

 

~:~1 
100 o 

o - 40 (') 

- o . ..-
--! >< 30 
~ 

:::J 20 

10 

o 

n.s. 

*** 

pC-lux 

* 

* 

** * 

- PA01 silvestre 
c::::::::J !)./asR-A p 

c:::::::::J PA01/vacío 
PA01//asR++ 



61 

 

Por lo tanto, si la cascada de QS se mantiene en estas condiciones de inducción, 

entonces la sobre-expresión del regulador LasR incrementaría la expresión del 

sistema Rhl y en consecuencia la actividad transcripcional del SST3. Para nuestra 

sorpresa, la sobre-expresión de LasR en la cepa silvestre PAO1 reduce al 50% la 

expresión de exsCEBA (pC-lux); pero no afecta la actividad de exoS (pS-lux); 

además, observamos un efecto del vector vacío pUCP20 sobre la actividad de 

ambas fusiones en la cepa silvestre que no se explica. 

El efecto que tiene la sobre-expresión de lasR en la cepa PAO1 silvestre y que 

reduce al 50% la expresión de exsCEBA podría deberse a: 1) que se active la 

transcripción del represor transcripcional RsaL, como consecuencia de un 

incremento en la actividad del sistema Las; de ser así, RsaL podría reprimir la 

expresión de lasR, y con ello la cascada de QS, que se reflejaría en menos RhlR y 

por ende menor trascripción de los genes del SST3; 2) que RsaL reprima la 

expresión del operón exsCEBA directamente; y 3) la participación de otros 

elementos que afectan la actividad el SST3 que podrían depender del sistema Las. 

De cualquier manera, a pesar de que la sobre-expresión de lasR en la cepa silvestre 

disminuye al 50% la expresión de exsCEBA, lo que significa menos ExsA, tal 

disminución de ExsA no afecta la expresión de exoS, sugiriendo la existencia de 

mecanismo adicionales implicados en su regulación.  

El efecto a nivel transcripcional podría aclararse si se analiza el efecto que ejerce la 

expresión constitutiva de RsaL (desde un promotor independiente) en la cepa PAO1 

silvestre de tal manera que, si la actividad de exsCEBA muestra un comportamiento 

similar al de una cepa con el gen lasR inactivo, sería sugestivo de que RsaL reprime 

la actividad del SST3. Adicionalmente, podría evaluarse el efecto de la inactivación 

de rsaL sobre la expresión de genes del SST3, se esperaría que en este fondo 

genético incremente la actividad del SST3. 
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 5.3.2. Efecto de LasR en la producción de exotoxinas  

 Para comprobar si el efecto observado a nivel transcripcional en la cepa 

∆lasR se reflejaba a nivel traduccional, decidimos evaluar el efecto en la producción 

de las exotoxinas en las mismas condiciones. Para nuestra sorpresa, la inactivación 

de ΔlasR no afecta la producción de exotoxinas con respecto a la cepa silvestre; sin 

embargo, la sobre-expresión de lasR desde el vector pMT1 en la cepa silvestre, 

abate su producción (Figura 18). Estos resultados contrastan con lo esperado, ya 

que la inactivación de lasR reduce la transcripción de las fusiones evaluadas, pero 

no se refleja al nivel de producción de exotoxinas. El efecto a nivel transcripcional 

sugiere que LasR funciona como un regulador positivo; pero no queda claro por qué 

la inactivación de lasR no afecta la producción de exotoxinas; mientras que su 

sobre-expresión —en la cepa silvestre— abate la síntesis de ExoS y ExoT. 

 
 

Figura 18.- Efecto de la inactivación de lasR y su sobre-expresión en la producción de exotoxinas. 

La inactivación de lasR no afecta la producción de exotoxinas S y T, es decir, no fenocopia a la mutante 

rhlR en la producción de exotoxinas. Sin embargo, la sobre-expresión de lasR++ (plásmido pMT1) en la 

cepa silvestre, abate la producción de exotoxinas. PAO1 (control positivo), ATCC9027 (control negativo). 

La pastilla celular (pellet) fue obtenida de la toma de 1 ml de cultivo en medio inductor a D.O.600=0.8. Se 

utilizó el suero diluido del anticuerpo policlonal anti-ExoS para la identificación de los polipéptidos ExoS y 

ExoT por su alto nivel de identidad. Como control de carga se utilizó el anticuerpo comercial anti-GroEL 

(Sigma®). La abundancia relativa de las bandas fue analizada con ImageJ®. 
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Estos datos sugieren que LasR regula de manera indirecta al SST3, a través de la 

activación de RhlR, pero que su inactivación no afecta la producción de exotoxinas, 

quizá porque hay una activación de RhlR independiente de LasR, como se ha 

demostrado en aislamientos de pacientes con fibrosis quística y/o porque en 

ausencia de LasR se activan mecanismo de regulación post-transcripcional. 

Considerando que 1) la sobre-expresión de LasR en la cepa silvestre abate la 

producción de exotoxinas y reduce la actividad de exsCEBA y 2) la inactivación de 

lasR no afecta la producción de exotoxinas, pero disminuye la expresión de 

exsCEBA; estos datos podrían indicar que se activan mecanismos adicionales que 

podrían ser controlados por el sistema Las. Una explicación podría involucrar al 

regulador RsaL como represor del SST3, de ser así, la expresión de RsaL (que es 

mayor en la fase estacionaria) podría explicar porque las fusiones transcripcionales 

en las cepas silvestres disminuyen su expresión durante la fase estacionaria (Figura 

15) a niveles similares que cuando no hay inducción (Figura 12). Para confirmarlo, 

podríamos sobre-expresar a RsaL en la cepa silvestre y observar si se abate la 

producción de las exotoxinas de manera similar al efecto de la sobre-expresión de 

LasR (Figura 18). Sin embargo, debido a las diferencias entre la actividad a nivel 

transcripcional y traduccional al inactivar y/o al sobre-expresar a lasR en la cepa 

silvestre, no descartamos la participación de reguladores post-transcripcionales que 

afecten la actividad de los genes del SST3. Estos resultados indican que la 

regulación del SST3 por el sistema Las es complicada e involucra la participación 

de reguladores adicionales, que dependen de este sistema de QS. 

.  
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5.4. Efecto la doble inactivación de los genes lasR y rhlR sobre la actividad 

de genes representativos del SST3 

 En términos generales, sigue en debate el efecto que causa la doble 

inactivación de los sistemas Las y Rhl sobre la virulencia de P. aeruginosa PAO1 

[68-70]. Además, en nuestras condiciones, el efecto de la inactivación del gen rhlR 

demuestra que no hay expresión del SST3 ni producción de exotoxinas, lo cual 

difiere con lo reportado previamente [66, 67]. Por lo anterior, decidimos evaluar el 

efecto de la doble inactivación de los genes de los reguladores transcripcionales 

LasR y RhlR. Para ello, fue necesario construir la doble mutante ΔlasR-Ap /ΔrhlR, 

la cual posee marcadores de resistencia diferentes a los que se utilizan para la 

selección de las fusiones transcripcionales y que impedían utilizar una doble 

mutante, previamente construida (ΔlasRΔrhlR) [69], para los ensayos de expresión 

con nuestras fusiones transcripcionales.  

 5.4.1. Efecto de la doble mutante ΔlasR-Ap /ΔrhlR sobre la expresión de las 

fusiones y la producción de exotoxinas  

 Después de construir la cepa doble mutante ΔlasR-Ap /ΔrhlR y confirmar la 

inactivación de los genes lasR y rhlR, las fusiones transcripcionales pC-lux y pS-lux 

se insertaron por electroporación a esta cepa (Figura MS3), y se analizó su 

expresión durante la fase logarítmica tardía. Como resultado, la expresión de 

exsCEBA y exoS disminuye 90% y 56%, respectivamente en la cepa ΔlasR-Ap 

/ΔrhlR comparados con la cepa PAO1 silvestre (Figura 19). Esta reducción a nivel 

transcripcional se refleja a nivel traduccional, ya que se abate la producción de 

exotoxinas (Figura 20). En consecuencia, observamos que la cepa ΔlasR-Ap /ΔrhlR 

fenocopia a la cepa ΔrhlR, tanto a nivel transcripcional como traduccional, 

sugiriendo que el efecto de la inactivación de rhlR es dominante sobre la inactivación 

de lasR (Tabla 8). Esto podría comprobarse si se expresa constitutivamente a rhlR 

en la doble mutante ΔlasR-Ap /ΔrhlR y observar que incrementa la expresión de las 

fusiones transcripcionales y se recupera la producción de exotoxinas a niveles 

silvestres.  
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Figura 19.- Efecto de la doble mutante ΔlasR-Ap/ΔrhlR en la expresión del SST3. A nivel transcripcional la doble 

inactivación de los genes lasR y rhlR (cepa ΔlasR-Ap/ΔrhlR) disminuye la actividad de las fusiones transcripcionales pC-

lux y pS-lux, de manera similar a una mutante sencilla en rhlR. Cada replica biológica se realizó al evaluar, por triplicado, 

200 μL de cultivo a una D.O.600= 0.8 (fase logarítmica tardía) obtenidos de 15 ml de medio inductor incubados a 37 ºC y 

225 rpm. Plásmidos: pC-lux (exsCEBA), pS-lux (exoS). La línea punteada-roja corresponde al valor de la cepa PAO1-

pX2, utilizado como control negativo de luminiscencia. Se muestra el promedio de 3 réplicas biológicas ± desviación 

estándar. Diferencia significativa t-student: (*, P<0.05); (**, P<0.01); (***, P<0.001); n.s.= no significativo. 

Tabla 8.- Efecto de la inactivación de lasR y rhlR en la actividad transcripcional de 
genes representativos del SST3 

Fusión transcripcional 
(promotor) 

PAO1 silvestre 
(x103) 

∆lasR-Ap 
(x103) 

∆rhlR 
(x103) 

∆lasR-Ap/∆rhlR 
(x103) 

pC-lux (exsC) 150.3±18.7 23.9±1.8 14.5±0.7 17.8±4.5 

pS-lux (exoS) 30.5±5.5   9.8±0.5 11.7±0.3 16.1±5.1 

El valor de la actividad del control negativo pX2, durante fase estacionaria es menor a 3.0 x103. Plásmidos: pC-lux 
(exsCEBA), pS-lux (exoS). Cada replica biológica se realizó evaluando, por triplicado, 200 μl de muestra obtenida 

a partir del cultivo de 15 ml en medio inductor incubado a 37 ºC y 225 rpm. Se muestra el promedio de 3 réplicas 
biológicas ± desviación estándar. 
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Figura 20.- Efecto de la doble mutante ΔlasR-Ap /ΔrhlR en la producción de exotoxinas. A nivel 

traduccional la doble inactivación de los genes lasR y rhlR (cepa ΔlasR-Ap/ΔrhlR) fenocopia a la cepa 

∆rhlR en la producción de exotoxinas S y T. PAO1 (control positivo), ATCC9027 (control negativo). La 

pastilla celular (pellet) fue obtenida de la toma de 1 ml de cultivo en medio inductor a D.O.600=0.8. Se 

utilizó el suero diluido del anticuerpo policlonal anti-ExoS para la identificación de los polipéptidos 

ExoS y ExoT por su alto nivel de identidad. Como control de carga se utilizó el anticuerpo comercial 

anti-GroEL (Sigma®). La abundancia relativa de las bandas fue analizada con ImageJ®. 
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 5.4.2. Diferencias entre las cepas dobles mutantes sobre la producción de 

exotoxinas  

 Debido a nuestro perfil de producción de exotoxinas (Figura 20) contrasta con 

lo reportado previamente [69], decidimos repetir el ensayo de producción de 

exotoxinas utilizando las cepas ΔlasR y ΔlasRΔrhlR reportadas por Soto-Aceves M 

y col., las cuales fueron construidas de manera similar a la doble mutante que se 

construyó para este trabajo, lo único que cambia es el marcador de selección que 

se utilizó para reemplazar al gen lasR, ya que se utilizó el plásmido pXLRTc que 

intercambia el gen lasR por el marcador de resistencia a tetraciclina. Como se 

mencionó previamente, las cepas reportadas por Soto-Aceves M y col., solo fueron 

consideradas para evaluar el perfil de producción de exotoxinas.  

En nuestras condiciones, un primer ensayo, demostró que ambas mutantes 

sencillas en lasR (cepas ΔlasR y ΔlasR-Ap) muestran el mismo perfil de producción 

de exotoxinas; es decir, producen exotoxinas a niveles silvestres. Sin embargo, la 

doble mutante ΔlasRΔrhlR, reportada por Soto-Aceves M y col., sigue produciendo 

exotoxinas a niveles similares a los de la cepa silvestre como previamente se había 

reportado [69]. Mientras que en la doble mutante ΔlasR-Ap /ΔrhlR, construida para 

este proyecto, se abate la producción de exotoxinas (Figura MS4). 

Debido a las diferencias en el perfil de producción de exotoxinas entre las cepas 

dobles mutantes; decidimos comprobar nuevamente las mutaciones por reacciones 

de PCR, secuenciación de la región modificada y finalmente evaluar los niveles de 

producción del autoinductor C12 —perfil dependiente del regulador LasR. Lo anterior 

nos permitió confirmar la correcta construcción de ambas dobles mutantes y que no 

existen modificaciones, al menos en las regiones de recombinación, que expliquen 

las diferencias observadas en el perfil de producción de exotoxinas (Figuras MS5 y 

MS6).  

Debido a que la única diferencia entre estas dobles mutantes es el marcador de 

resistencia que se utilizó para inactivar al gen lasR. Decidimos comprobar que la 
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expresión de rhlR era suficiente para restaurar la producción de exotoxinas en 

nuestra doble mutante. Por lo cual, movilizamos el plásmido pGMYC a nuestra cepa 

ΔlasR-Ap /ΔrhlR y posteriormente evaluamos el perfil de producción de exotoxinas 

durante la fase logarítmica tardía en condiciones de inducción a 37 ºC y 225 rpm 

(Figura 21). 

  

 
 

Figura 21.- Efecto de las dobles mutantes en la producción de exotoxinas. El perfil de producción de exotoxinas 

S y T entre las cepas dobles mutantes es distinto. La cepa ∆lasR∆rhlR (reportada por Soto-Aceves M y cols.) 

produce exotoxina S, mientras que en la cepa ∆lasR-Ap/∆rhlR (construida para este proyecto) se abate su 

producción. PAO1 (control positivo), ATCC9027 (control negativo). La pastilla celular (pellet) fue obtenida de la toma 

de 1 ml de cultivo en medio inductor a D.O.600=0.8. Se utilizó el suero diluido del anticuerpo policlonal anti-ExoS 

para la identificación de los polipéptidos ExoS y ExoT por su alto nivel de identidad. Como control de carga se utilizó 

el anticuerpo comercial anti-GroEL (Sigma®). La abundancia relativa de las bandas fue analizada con ImageJ®. 
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Nuevamente observamos la baja reproducibilidad para la identificación de la 

exotoxina T, lo cual podría deberse a la especificidad del anticuerpo utilizado, como 

se mencionó anteriormente. No obstante, los resultados de la figura 21 demuestran 

que la trans-complementación con rhlR constitutivo en nuestra cepa doble mutante 

ΔlasR-Ap /ΔrhlR, es suficiente para restaurar la producción de las exotoxinas a los 

niveles de la cepa PAO1 silvestre, los cuales son similares a los de la cepa ΔlasR-

Ap. Lo anterior demuestra que RhlR es necesario para la producción de exotoxinas 

y que se mantiene la cascada de QS en estas condiciones de inducción.   

Es razonable que la doble inactivación de los genes lasR y rhlR, muestre un fenotipo 

similar a la cepa ∆rhlR a nivel transcripcional y traduccional. Debido a que, si LasR 

es un regulador negativo y RhlR un regulador positivo, se explicaría porque la 

ausencia de ambos reguladores abate la producción de exotoxinas y disminuye la 

transcripción. Sin embargo, no poseemos suficiente evidencia para explicar por qué 

la doble mutante (reportada por Soto-Aceves M y cols.) sigue produciendo 

exotoxinas, lo cual podría deberse a mecanismo QS-independientes aún sin 

explorar. Por lo tanto, enviamos a secuenciar el genoma de ambas cepas con la 

finalidad de que, en posteriores estudios, se analicen acuciosamente los genomas 

para identificar posibles diferencias que expliquen este efecto. 

Los resultados de nuestra cepa ΔlasR-Ap /ΔrhlR y su complementación con rhlR, 

que restaura la producción de exotoxinas, nos permiten confirmar que el regulador 

RhlR es indispensable para la activación de los genes del SST3 durante fase 

logarítmica tardía. 
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CAPÍTULO VI. - DISCUSIÓN 

El éxito de las infecciones causadas por P. aeruginosa se basa en la producción de 

diversos factores de virulencia; algunos de los cuales son controlados a nivel 

transcripcional, por los sistemas de percepción de quórum que posee la bacteria. 

Se considera que los sistemas —Las, Rhl y Pqs— están organizados de manera 

jerárquica con el sistema Las en la cima de esta cascada de regulación, la cual 

permite coordinar una respuesta colectiva al controlar la expresión de al menos el 

10% del genoma de la cepa PAO1 [8, 10]. 

El sistema Rhl tiene funciones relevantes en la patogenicidad de la bacteria debido 

a que: 1) controla la producción de factores de virulencia como piocianina, elastasa, 

lectinas, ramnolípidos y HCN [14, 17]; 2) puede activarse de manera independiente 

del sistema Las [18-20]; 3) la inactivación del gen rhlR (regulador transcripcional) 

reduce la virulencia de P. aeruginosa en diferentes modelos de infección, mientras 

que la inactivación del gen rhlI (sintasa del autoinductor C4) no lo hace [83-85]; 4) 

se ha propuesto la existencia de un grupo particular de genes que son controlados 

por un sistema Rhl no-canónico, destacándose la participación de la proteína PqsE 

para tal efecto [71, 86, 87]. Debido a la expresión de los genes que forman parte 

del sistema Rhl es finamente controlada [22-25, 83] y que a diferencia de LasR, no 

se han identificado cepas con un RhlR inactivo de manera natural, se resalta la 

importancia de este regulador. Además, parece ser que la actividad de RhlR es 

versátil, por lo cual podría responder a otras moléculas señalizadoras para controlar 

la virulencia de la bacteria, aún en ausencia de su autoinductor cognado C4 [20, 83-

85], por lo cual se convierte en un blanco terapéutico interesante para reducir la 

virulencia de esta bacteria.  

6.1. Efecto del sistema Rhl en la actividad del SST3 

La regulación que ejercen los sistemas Las y Rhl sobre la expresión de los genes 

del SST3 en la cepa PAO1 no ha se ha definido con claridad, por lo cual en este 

trabajo nos enfocamos en elucidarla. Mediante fusiones transcripcionales y ensayos 
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de Western Blot demostramos que, en condiciones de inducción, RhlR regula 

positivamente la expresión del operón exsCEBA, donde la expresión de exsA —

como último elemento del operón— se traduce a la proteína ExsA, la cual activa la 

expresión de todos los elementos del SST3. 

Nuestros resultados sugieren la existencia de la cascada de regulación 

transcripcional RhlR→ exsCEBA→ SST3. Además, demostramos que la sobre-

expresión de ExsA es suficiente para revertir el efecto de la inactivación de rhlR, por 

lo cual, la actividad de las fusiones transcripcionales incrementa 3 veces su 

actividad con respecto a la cepa silvestre. Así mismo, este efecto se mantiene en la 

fase estacionaria, aunque con menor fuerza, para la región promotora del operón 

exsCEBA, indicando que RhlR regula positivamente a exsCEBA en fase logarítmica 

tardía y estacionaria. 

Sin embargo, nuestros resultados contrastan con los reportados por Bleves S y col., 

quienes, utilizando las mismas condiciones de inducción, evaluaron fusiones 

transcripcionales de los principales genes del SST3 con el reportero lacZ en la cepa 

PAO1 a diferentes densidades celulares. Sus resultados muestran que la expresión 

de las fusiones incrementa al inactivar a rhlI, pero disminuye a los niveles silvestres, 

después de complementar con el autoinductor C4 sintético. Además, este grupo 

reporta que la exotoxina ExoS se secreta de manera temprana en la mutante en rhlI 

comparada con la cepa silvestre. Por lo cual propusieron que el complejo RhlR-C4 

regula negativamente la expresión de los genes del SST3 [67]. No obstante, la 

expresión del operón exsCEBA no se modifica en la cepa ∆rhlI, a pesar de la 

importancia de este operón para la auto-regulación positiva del SST3. Lo anterior 

podría deberse a que su fusión transcripcional (pC-lacZ) contiene 249 pb del 

promotor del operón exsCEBA, mientras que nosotros, clonamos 353 pb del 

promotor —sin incluir el RBS— y lo fusionamos al reportero lux para obtener la 

fusión pC-lux. La diferencia entre las regiones clonadas son 104 pb, donde podrían 

ubicarse sitios de reconocimiento para RhlR o para algún otro regulador involucrado 

en la expresión de este operón, como es el caso de PsrA, un regulador positivo de 

exsCEBA [56], como se discute más adelante.  
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Adicionalmente, nuestros resultados muestran que la expresión del operón 

regulador exsCEBA, en la cepa PAO1, tiene un máximo de actividad de 3 a 5 h post-

inducción, lo que corresponde a la fase logarítmica tardía. Estos niveles de actividad 

disminuyen cuando la bacteria alcanza la fase estacionaria, y son similares a los 

niveles basales del control negativo (pX2), indicando que el sistema se apaga. Un 

efecto similar fue reportado por Zhou L y col., quienes reportaron un máximo de 

actividad de 3 a 5 h post-inducción para la fusión transcripcional exsCEBA-lacZ en 

la cepa PAO1 [88]. De la misma manera Milne-Davies B y col., reportaron que el 

SST3 de Y. enterocolitica —que pertenece a la familia Ysc, a la cual pertenece el 

SST3 de P. aeruginosa— tiene un máximo de secreción 2 a 3 h post-inducción a 37 

ºC [89].  

Esto indica que se requiere la activación del SST3 durante las primeras fases del 

crecimiento de la bacteria, lo cual tiene una relevancia biológica ya que prepara a la 

bacteria para colonizar su nicho, no obstante, esta actividad debería disminuir 

después de que la bacteria se adapta; probablemente en respuesta a la expresión 

de reguladores QS-dependientes que se activan en altas densidades celulares. Sin 

embargo, Bleves S y col., reportan que al inactivar el gen rhlI, incrementa la 

expresión de genes del SST3 y tal efecto persiste en densidades celulares mayores 

a un valor D.O.600= 6.0 sin que la expresión del sistema disminuya, incluso en la 

cepa silvestre. Otro inconveniente, es que en sus ensayos para identificar la 

exotoxina ExoS, no se observan cambios en la cantidad de la exotoxina secretada 

después de 3 h, lo que contrasta con el incremento de la actividad transcripcional 

reportada para sus fusiones, lo cual es sugestivo de la existencia de mecanismos 

adicionales que controlen la producción de las exotoxinas. 

Nuestros resultados, también contrastan con los obtenidos por Hogardt M y cols., 

quienes realizaron ensayos de expresión a nivel de células individuales para 

cuantificar la actividad de la fusión traduccional exoS´-gfp en mutantes de los genes 

rhlR, rhlI y rpoS, desde la fase exponencial hasta el inicio de la fase estacionaria. 

Sus resultados muestran que el sistema Rhl regula de manera negativa la expresión 

del SST3 [66]. Sin embargo, reportan que una desventaja de los ensayos en células 
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individuales, son los fenómenos de biestabilidad ya que no representan un 

comportamiento grupal, y podrán estar cuantificando la actividad de células no 

cooperadoras. Además, en sus condiciones de inducción del SST3 utilizan 

glutamato monosódico 100 mM, el cual modifica la osmolaridad del medio y 

presumiblemente tiene un efecto a nivel metabólico —alterando el ciclo del ácido 

cítrico— lo que permite la generación de metabolitos derivados del acetil-CoA; los 

cuales además de activar al SST3, presumiblemente tengan otros efectos en la 

fisiología celular como se ha reportado previamente [90].  

El SST3 es un determinante crítico para la virulencia de P. aeruginosa y necesario 

para establecer una infección, por lo cual está activo en fases tempranas del 

crecimiento [39-41]. No obstante, su actividad debe disminuir gradualmente, una 

vez que la bacteria ya se ha establecido en un nicho de infección. Es por ello que la 

regulación positiva de exsCEBA (principal operón regulador del SST3) por RhlR, en 

fases tempranas del crecimiento, le permitiría expresarse en coordinación con la 

activación de los sistemas de QS, y de esta manera la bacteria podría orquestar la 

síntesis de varios factores de virulencia importantes para su patogenicidad. 

Existen ejemplos que demuestran una asociación entre la actividad de RhlR y la 

virulencia de diversas cepas de P. aeruginosa; por ejemplo, estudios realizados en 

la cepa de PAE90 —un aislado clínico con un LasR inactivo—demuestran que la 

inactivación del gen rhlR disminuye la citotoxicidad de la bacteria en modelos de 

infección aguda, la cual es mediada por el SST3 [20]. De manera similar, se ha 

reportado que la inactivación de rhlR en la cepa PA14 disminuye su virulencia en 

diferentes modelos de infección [71]. También, se ha observado que en la cepa 

MPAO1, la virulencia se atenúa como consecuencia de una disminución en la 

expresión de rhlR, lo cual se revierte al complementar con el gen rhlR constitutivo 

[83]. Por otro lado, la cepa de P. aeruginosa ATCC 9027, que no posee los genes 

que permiten la estructura y regulación del SST3, se ha reportado como no virulenta 

en modelo de ratón quemado [78]. Estos datos sugieren que la inactivación del gen 

rhlR provoca una reducción en la virulencia a través de disminuir la producción de 

factores de virulencia como elastasa, ramnolípidos, piocianina, HCN y posiblemente 
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al disminuir la expresión de los genes del SST3. En este contexto, nuestros 

resultados son relevantes y sugieren un mecanismo diferente al descrito 

previamente, que consideraba a RhlR como un regulador negativo del SST3. 

Además, reportamos por primera vez el efecto positivo de RhlR sobre esta región 

promotora del operón exsCEBA.  

Sin embargo, queda por determinar si el efecto de RhlR depende del autoinductor 

C4 (sintetizado por RhlI) y/o de la presencia de la proteína PqsE, ya que ambas 

mutantes sencillas (ΔrhlI y ΔpqsE) siguen produciendo exotoxinas a niveles 

similares a los de la cepa silvestre. Por lo tanto, será necesario evaluar una doble 

mutante ΔrhlI-ΔpqsE para poder definir si RhlR necesita de los productos o de la 

actividad de estas dos proteínas, o quizá de alguna otra molécula señalizadora, que 

le permita a RhlR adoptar una conformación no-canónica y activar la transcripción 

del operón exsCEBA. De lo contrario, RhlR podría regular sin la necesidad de su 

autoinductor cognado C4, como se ha demostrado para la regulación de rhlA [17].  

De la misma manera, será necesario definir si la regulación de RhlR sobre exsCEBA 

es de manera directa o indirecta. Respecto a esto, un primer acercamiento fue la 

búsqueda bioinformática de motivos de unión para RhlR en las regiones reguladoras 

de los genes del SST3 utilizando la plataforma MAST [91], sin resultados positivos, 

lo cual es sugestivo de que RhlR regula de manera indirecta al SST3 (Figura MS7). 

Por lo tanto, es posible que RhlR pueda regular la actividad de algún activador 

transcripcional del operón exsCEBA, tales como PsrA o PA_2592. Como se 

mencionó anteriormente, PsrA regula positivamente la expresión del operón 

exsCEBA, lo cual se ha demostrado por fusiones transcripcionales y ensayos 

EMSA, utilizado 332 pb del promotor del operón exsCEBA y PsrA purificado. Sin 

embargo, no se ha reportado que la expresión de psrA sea regulada por RhlR ni se 

han descrito motivos de unión para RhlR [56].  

Por otro lado, existe un motivo las-box en la región promotora ubicada entre los 

genes vqsR y PA_2592 de la cepa PAO1 [92], para este último gen se ha 

identificado un homólogo en la cepa de P. aeruginosa PAE90, llamado 
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PAE90_2721, el cual disminuye su expresión después de la inactivación de rhlR y 

ha sido propuesto como un regulador positivo del transportador de poliaminas 

EspEFGH [20]. Este sistema tipo ABC permite importar espermidina, un probable 

ligando de ExsA, que favorece la expresión del operón exsCEBA; ya que se ha 

demostrado que mutaciones en los elementos de este transportador provocan una 

disminución de la expresión de la fusión transcripcional exsCEBA-lacZ [93]. Por lo 

tanto, considerando que no se identificaron motivos de unión a RhlR en la región 

reguladora del operón exsCEBA, es probable que la regulación sea de manera 

indirecta. Por lo tanto, sería relevante evaluar si se modifica la expresión de los 

genes del operón espEFGH, así como los genes PA_2592 y psrA en una cepa 

∆rhlR, y así definir una regulación indirecta de RhlR sobre el operón exsCEBA a 

través de cualquiera de estos genes. 

6.2. Efecto del sistema Las en la actividad del SST3 

Con base en la organización jerárquica de los sistemas de QS, el sistema Las activa 

al sistema Rhl, a través de activar la transcripción de los genes rhlR y rhlI [14, 82, 

84], es por ello que uno de los objetivos de este trabajo fue determinar la regulación 

del SST3 por el sistema Las. 

Los resultados de la actividad de las fusiones transcripcionales en la cepa ∆lasR-

Ap contrastan con los datos obtenidos por Bleves y col., debido a que ellos reportan 

que el regulador transcripcional LasR no participa en la regulación del SST3 [67]. 

Sin embargo, nosotros observamos que el efecto de la inactivación de lasR en la 

expresión de los genes del SST3 es similar al de la cepa ∆rhlR, lo cual sugiere que 

la jerarquía del sistema Las sobre el sistema Rhl existe en estas condiciones de 

inducción. No obstante, esta reducción en la expresión no se refleja en la producción 

de exotoxinas. Además, la expresión constitutiva de lasR a partir del plásmido pMT1 

en la cepa silvestre, abate la producción de exotoxinas y disminuye la actividad de 

del promotor exsCEBA. Es decir, la inactivación del gen lasR —que tiene como 

consecuencia la disminución en la expresión de exsCEBA— sugiere que funciona 
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como un regulador positivo, pero su sobre-expresión —que abate la producción de 

las exotoxinas— sugiere que funciona como un regulador negativo del SST3.  

Considerando los efectos de la inactivación de lasR, una posible explicación es que 

la reducción de la actividad de exsCEBA es consecuencia de la disminución de RhlR 

en ausencia de LasR. Es decir, se inactiva la cascada de QS (Las→ Rhl) —lo cual 

a su vez disminuye la cantidad de RhlR— y, por lo tanto, disminuye la actividad de 

exsCEBA. Mientras que, a nivel traduccional, la inactivación de lasR permitiría la 

activación de algún regulador post-transcripcional que favorezca la traducción del 

20% de ARNm de exsA, que es producido en la cepa ΔlasR-Ap, por lo cual 

observamos producción de exotoxinas. De esta manera, la sobre-expresión de 

LasR en la cepa silvestre, inactivaría a ese posible regulador post-transcripcional e 

impactaría en la producción de las exotoxinas, abatiendo su producción. Aunque no 

podemos descartar algún efecto represor de RsaL, que podría activarse al sobre-

expresar a LasR en la cepa silvestre y con ello disminuir la producción de exotoxinas 

y la actividad del promotor de exsCEBA. En este sentido, sería interesante evaluar 

el efecto de la inactivación de rsaL y su sobre expresión en la cepa PAO1 silvestre 

y analizar qué sucede con la actividad del SST3 a nivel transcripcional y 

traduccional. 

Respecto a la regulación a nivel post-transcripcional del SST3, existen diversos 

mecanismos que controlan la traducción de ExsA. Después de la transcripción del 

ARNm de exsA, su traducción a proteína es regulada positivamente por la 

endoribonucleasa RNAasa E [94], las proteínas RsmA y DeaD [59]; mientras que 

es regulada negativamente por al menos un ARN pequeño no codificante, llamado 

sARN 0161, presumiblemente con la asistencia de Hfq [95]. Sin embargo, existe 

mayor evidencia de la participación de RsmA, un regulador post-transcripcional que 

forma parte del sistema Gac/Rsm, y que controla la expresión de varios genes de 

virulencia, entre ellos al SST3 en P. aeruginosa [96-100]. Además, la inactivación 

de rsmA fenocopia a una mutante en exsA en la expresión de genes del SST3, 

donde se abate su expresión [54], sin embargo, no se ha demostrado que RsmA 

reconozca la secuencia leader del transcrito de exsCEBA por ensayos de retardo 



77 

 

de ARN [99], por lo cual el mecanismo molecular de regulación post-transcripcional 

que ejerce RsmA sobre la traducción de exsA no ha sido descrito.  

Considerando que RsmA favorece la traducción de ExsA, y que, en nuestras 

condiciones, la inactivación de lasR disminuye la cascada RhlR→ exsCEBA; 

además que la sobre-expresión de lasR en la cepa PAO1 abate la producción de 

exotoxinas; proponemos que el sistema Las regula negativamente a RsmA. Sin 

embargo, no hay evidencia de que LasR regule directamente de forma negativa, por 

lo cual tendría que regular positivamente a alguno de los antagonistas de RsmA, 

como son los sARNs RsmV/W/Y/Z, los cuales adoptan estructuras secundarias de 

ARN que atrapan a RsmA y antagonizan su actividad [101]. Aunque también podría 

ser que LasR active la expresión de RsaL, y este último reprima directamente a 

RsmA. Lo que es claro es que existe un efecto a nivel post-transcripcional que está 

bajo el control del sistema Las y que afecta la actividad del SST3. 

Lo anterior permitiría explicar por qué en la cepa ΔlasR-Ap disminuye la actividad 

de las fusiones transcripcionales, pero que no se refleja en la producción de 

exotoxinas. Es decir, ya que en nuestras condiciones de inducción se mantiene la 

cascada de QS, la ausencia de LasR disminuye al 20% la actividad de exsCEBA, 

como consecuencia de la disminución de la expresión de RhlR; sin embargo, 

también disminuiría la expresión de los sRNAs y se permitiría la liberación de RsmA 

para favorecer la traducción del poco ARNm de exsA —que proviene del 20% de 

actividad del operón exsCEBA— lo cual, sería suficiente para activar la producción 

de exotoxinas en la cepa ΔlasR-Ap. Adicionalmente, permitiría explicar por qué la 

sobre-expresión de LasR en la cepa silvestre PAO1 abate la producción de 

exotoxinas, ya que se sobre-expresarían los sRNAs para antagonizar el efecto 

positivo de RsmA sobre el transcrito de exsA y disminuiría su traducción a pesar de 

que haya expresión del promotor exsCEBA. Por lo tanto, estos resultados sugieren 

que existe una regulación a nivel post-transcripcional controlada por RsmA, el cual 

a su vez podría ser antagonizado por LasR (de manera indirecta) o por RsaL (de 

manera directa). 
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Nuestra hipótesis podría fortalecerse si en estudios posteriores se evalúa el motivo 

de unión a LuxR presente en la región promotora del gen rsmZ, la cual localizamos 

al realizar una búsqueda bioinformática utilizando la plataforma MAST [91] (Figura 

MS7).  

6.3. Efecto de la doble mutante ΔlasR-Ap /ΔrhlR en la actividad del SST3 

Nuestra cepa doble mutante ΔlasR-Ap /ΔrhlR fenocopia a la cepa ΔrhlR; es decir, 

disminuye la expresión de las fusiones pC-lux (exsCEBA) y pS-lux (exoS) y se abate 

la producción de exotoxinas.  

Nuestros resultados coinciden con los resultados obtenidos por Rumbaugh K y col., 

quienes al evaluar una doble mutante en las sintasas lasI-rhlI de la cepa PAO1 en 

un modelo de ratón quemado, demostraron que no es virulenta. Esto sugiere que 

podría haber una reducción de los factores de virulencia dependientes de QS, 

incluido el SST3 [70]. No obstante, contrastan con lo reportado por López-Jácome 

LE y col., quienes reportan que el tratamiento con la N-acil-homoserina-lactonasa 

AiiM, una enzima degrada los anillos de lactona de los autoinductores C12 y C4 [102], 

tiene como consecuencia la reducción en la producción factores de virulencia 

regulados por QS, excepto el SST3, en las cepas de referencia PAO1, PA14 y cepas 

clínicas aisladas de pacientes quemados [68]. La degradación de los autoinductores 

C12 y C4, se comprobó por HPLC, pero no se confirmó la degradación del 

autoinductor PQS; el cual es un autoinductor de naturaleza alquil-quinolona y 

pertenece al tercer sistema de QS que posee P. aeruginosa. En este sentido, la 

presencia de PQS junto con PqsR favorecen la formación del complejo PqsR-PQS, 

el cual activa la expresión del operón pqsABCDE, involucrado en la síntesis de 

alquil-quinolonas y la proteína PqsE, esta última junto con RhlR podrían 

desencadenar la activación del SST3. Lo anterior podría explicar porque hay 

secreción de exotoxinas, a pesar de la degradación de los autoinductores C12 y C4. 

De igual manera, el perfil de producción de exotoxinas obtenido de nuestra doble 

mutante (ΔlasR-Ap /ΔrhlR) tampoco coincide con lo reportado por Soto-Aceves M y 
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col., quienes concluyen que la doble inactivación de lasR y rhlR no afecta la 

actividad del SST3 ni la producción de alquil-quinolonas, por lo cual la cepa sigue 

siendo virulenta en el modelo de absceso en ratón [69]. Después de comparar los 

perfiles de producción de las exotoxinas, en nuestras condiciones de inducción, para 

la doble mutante ΔlasRΔrhlR reportada por Soto-Aceves M y col., así como nuestra 

doble mutante ΔlasR-Ap /ΔrhlR confirmamos que existían diferencias en la 

producción de exotoxinas. Sin embargo, no son resultado de posibles mutaciones 

adicionales en las regiones utilizadas para generar la inactivación de los genes en 

ambas dobles mutantes, ya que dichas regiones fueron amplificadas y 

secuenciadas. Además, las mutaciones fueron comprobadas nuevamente por PCR 

y se evaluó la producción del autoinductor C12 mediante un bioensayo en un modelo 

heterólogo —que depende de un LasR funcional. Los resultados mostraron que no 

hay diferencias entre ambas dobles mutantes, lo cual podría resolverse al analizar 

los resultados de la secuenciación del genoma de ambas cepas, donde quizá 

podamos encontrar mutaciones con ganancia de función que reviertan el efecto de 

la inactivación de rhlR en la cepa reportada por Soto-Aceves M y col., o la existencia 

de mecanismos no descritos que estén involucrados en la activación del SST3 QS-

independiente.  

Los resultados obtenidos de nuestra doble mutante ΔlasR-Ap /ΔrhlR fortalecen 

nuestra hipótesis donde RhlR es un regulador positivo y LasR un regulador post-

transcripcional negativo. Esto permitiría explicar lo siguiente: 1) el efecto observado 

al inactivar a rhlR, ya que sin RhlR no habría transcripción de exsCEBA; 2) el efecto 

de la cepa ∆lasR-Ap, ya que la usencia de LasR permitiría la liberación de RsmA 

para favorecer la traducción del 20% de transcrito de exsA, y así activar al SST3; 3) 

la inactivación del SST3 en la cepa ΔlasR-Ap /ΔrhlR, ya que la inactivación de lasR, 

permitiría la liberación de RsmA, pero no habría transcrito que controlar porque no 

hay RhlR que active la expresión del exsCEBA, en consecuencia, el resultado neto 

sería una reducción en la actividad del SST3 en la doble mutante. 

Finalmente, nuestros resultados demuestran que —en condiciones de inducción—, 

el regulador transcripcional RhlR es indispensable para la activación transcripcional 
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del operón exsCEBA. Sin embargo, el mecanismo por el cual ejerce su efecto queda 

aún sin resolverse, pero hemos observado que depende parcialmente de la 

actividad de RhlI y/o PqsE. De esta manera, los reguladores que afecten la 

expresión de RhlR, tendrían un efecto indirecto sobre la expresión del SST3. 

Mientras que LasR podría ejercer un efecto negativo a nivel post-transcripcional al 

antagonizar la actividad de RsmA, ya sea indirectamente al favorecer la expresión 

de los sARNs que titulan a RsmA, o directamente mediante el represor RsaL.  

El análisis de los resultados de este proyecto nos permite proponer un modelo de 

regulación del SST3 por los sistemas de QS (Figura 22). Futuras investigaciones 

podrían enfocarse en evaluar nuestras hipótesis y definir los mecanismos. 

   

  
 

Figura 22.- Modelo de regulación de los sistemas Las y Rhl sobre la actividad del operón 

regulador exsCEBA. LasR podría regular positivamente la expresión de los antagonistas de RsmA; 

mientras que RhlR es un regulador positivo y probablemente indirecto del operón exsCEBA.  
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CAPITULO VII. – CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Los resultados obtenidos de este proyecto nos permiten concluir lo siguiente: 

1) RhlR regula de manera positiva de la expresión de exsCEBA, principal 

operón regulador del SST3 en P. aeruginosa PAO1, tanto en fase logarítmica 

tardía como en fase estacionaria.  

2) La inactivación de la sintasa RhlI, así como la inactivación de la tioesterasa 

PqsE, no afectan la producción de exotoxinas por el SST3. 

3) La inactivación de LasR no afecta el perfil de producción de exotoxinas, pero 

su sobre-expresión abate su producción, lo cual sugiere que el sistema Las 

participa como un regulador negativo del SST3. 

Considerando el beneficio de la perspectiva, se sugiere: 

1) Evaluar el efecto de la inactivación de rhlR en el perfil de producción de 

exotoxinas durante la fase estacionaria. 

2) Determinar si el efecto positivo que ejerce RhlR sobre la actividad del SST3 

depende de la presencia RhlI y PqsE, evaluando el perfil de producción de 

exotoxinas en una doble mutante rhlI-pqsE.  

3) Determinar si RhlR regula de manera indirecta la expresión del operón 

exsCEBA, a través de evaluar la expresión de los genes psrA, y PA_2592 en 

una cepa ∆rhlR.  

4) Determinar si LasR regula a alguno de los sARNs que antagonizan la 

actividad del regulador post-transcripcional RsmA. 

5) Evaluar el efecto del represor RsaL sobre la actividad del SST3. 
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Tabla MS1.- Cepas y plásmidos 

Cepa Genotípo y/o fenotípo relevante Referencia 
 

E. coli DH5αF´ 
 

 
F-ϕ80lacZΔM15, Δ(lacZYA-argF) U169, recA1, endA1 hsdR17(rk

-, mk
+), phoA 

supE44 λ-, thi-1, gyrA96, relA1. 

 
Invitrogen® 

 
P. aeruginosa 

 
 
 

 
PAO1 

 
PAO1-pX2 

 

PAO1-pA-lux 
 

PAO1-pS-lux 
 

PAO1-pT-lux 
 

PAO1-pC-lux 
 

PAO1-pP-lux 
 

 
Cepa silvestre, Protótrofa del grupo PAO1 
 
TcR; PA01 con el control negativo pX2 integrado al cromosoma 
 
TcR; PA01 con la fusión transcripcional pS-lux integrada al cromosoma  
 
TcR; PA01 con la fusión transcripcional pS-lux integrada al cromosoma  
 
TcR; PA01 con la fusión transcripcional pT-lux integrada al cromosoma 
 
TcR; PA01 con la fusión transcripcional pC-lux integrada al cromosoma 
 
TcR; PA01 con la fusión transcripcional pP-lux integrada al cromosoma 

 
79 
 

Este trabajo  
 

Este trabajo  
 

Este trabajo  
 

Este trabajo  
 

Este trabajo 
 

Este trabajo 

 
ΔrhlR 

 
ΔrhlR-pX2 

 

ΔrhlR-pA-lux 

 
ΔrhlR-pS-lux 

 
ΔrhlR-pT-lux 

 
ΔrhlR-pC-lux 

 
ΔrhlR-pP-lux 

 

 
SmR; PAO1 mutante sencilla con deleción del gene rhlR 
 
SmR; ΔrhlR con el control negativo pX2 integrado al cromosoma 
 
SmR; ΔrhlR con la fusión transcripcional pA-lux integrada al cromosoma 
 
SmR; ΔrhlR con la fusión transcripcional pS-lux integrada al cromosoma 
 
SmR; ΔrhlR con la fusión transcripcional pT-lux integrada al cromosoma 
 
SmR; ΔrhlR con la fusión transcripcional pC-lux integrada al cromosoma 
 
SmR; ΔrhlR con la fusión transcripcional pP-lux integrada al cromosoma 

 
17 
 

Este trabajo 
 

Este trabajo  
 

Este trabajo  
 

Este trabajo  
 

Este trabajo  
 

Este trabajo  

 
PAOΔrhlI 

 
PAO1 mutante sencilla con deleción del gene rhlI, tratada con recombinasa 
Flp para retirar el marcador de selección 

 
No publicado 

 

 
ΔlasR 

 
ΔlasRΔrhlR 

 
TcR; PAO1 mutante sencilla con deleción del gene lasR 
 
TcR SmR; PAO1 doble mutante con deleción de los genes lasR y rhlR 

 
 

69 
 

 
ATCC 9027 

 

 
Cepa no virulenta, aislada de oído externo. No posee SST3 
 

 
78 
 

 
ΔlasR-Ap 

 
ΔlasR-Ap-pS-lux 

 
ΔlasR-Ap-pC-lux 

 

 
ApraR; PAO1 mutante sencilla con deleción del gene lasR 
 
ΔlasR-Ap; con la fusión transcripcional pS-lux integrada al cromosoma 
 
ΔlasR-Ap; con la fusión transcripcional pC-lux integrada al cromosoma 
 
 

 
80 
 

Este trabajo 
 

Este trabajo 



86 

 

 
ΔlasR-Ap/ΔrhlR 

 
ΔlasR-Ap /ΔrhlR-pS-lux 
 
ΔlasR-Ap /ΔrhlR-pC-lux 
 

 
ApraR SmR; PAO1 doble mutante, con deleción de los genes lasR y rhlR 
 
ΔlasR-Ap/ΔrhlR: con la fusión transcripcional pS-lux integrada al cromosoma 
 
ΔlasR-Ap/ΔrhlR: con la fusión transcripcional pC-lux integrada al cromosoma 
 

 
Este trabajo 

 
Este trabajo 

 
Este trabajo 

 
ΔpqsE 

 
GmR; PAO1 con deleción del gene pqsE 

 
No publicado 

 

Plásmidos Características Referencia 
 

pX 
(mini-CTX-lux) 

 
 

 
TcR; vector de clonación HKBS1 (integrativo en Pseudomonas). Permite hacer 
fusiones transcripcionales unicopia acopladas al cluster de genes del 
reportero de luminiscencia luxCDABE (AF251497). 

 
75 
 
 

 
pX2 

 

 
TcR; fragmento de 400 pb que contiene una región no codificante clonada 
entre los sitios XhoI y HindIII del vector mini-CTX-lux. Control negativo de 
luminiscencia. 
 

 
80 
 

 
pA-lux 
(exsA) 

 
 

 
TcR; fragmento de 388 pb que contiene la región promotora del gen exsA, de 
la cepa P. aeruginosa PAO1, clonada entre los sitios XhoI y HindIII del vector 
mini-CTX-lux. 

 
80 

 

 
pS-lux 
(exoS) 

 

 
TcR; fragmento de 257 pb que contiene la región promotora del gen exoS, de 
la cepa P. aeruginosa PAO1, clonada entre los sitios XhoI y HindIII del vector 
mini-CTX-lux. 
 

 
80 
 
 

 
pT-lux 
(exoT) 

 
 

 
TcR; fragmento de 257 pb que contiene la región promotora del gen exoT, de 
la cepa P. aeruginosa PAO1, clonada entre los sitios XhoI y HindIII del vector 
mini-CTX-lux. 

 
80 
 
 
 

 
pC-lux 
(exsC) 

 

 
TcR; fragmento de 353 pb que contiene la región promotora del operón 
exsCEBA, de la cepa P. aeruginosa PAO1, clonada entre los sitios XhoI y 
HindIII del vector mini-CTX-lux. 
 

 
 

Este trabajo 

 
pP-lux 
(spcS) 

 

 
TcR; fragmento de 357 pb que contiene la región promotora del gen spcS, de 
la cepa P. aeruginosa PAO1, clonada entre los sitios XhoI y HindIII del vector 
mini-CTX-lux. 

 
Este trabajo 

 
 

 

 
pUCP20 
(vacío) 

 

 
CbR; vector de clonación movilizable de alto número de copias; MCS bajo el 
control del promotor plac. 
 

 
82 
 

 
pMT1 

(lasR++) 

 
CbR; plac-lasR; gen estructural lasR clonado en el vector pUCP20. Usado para 
trans-complementar la mutación en lasR. (Sobre expresa al gen lasR nativo) 

 
84 
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pGMYC 
(rhlR++) 

 

 
CbR; plac-rhlR; gen estructural rhlR clonado en el vector pUCP20. Utilizado 
para trans-complementar la mutación en rhlR. (Sobre-expresa al gen rhlR 
nativo) 
 

 
82 
 

 
pPqsE 

(pqsE++) 

 
CbR; plac-pqsE; gen estructural pqsE clonado en el vector pUCP20. Utilizado 
para trans-complementar la mutación en pqsE. (Sobre-expresa al gen pqsE 
nativo) 
 

 
No publicado 

 
pExsA 

(exsA++) 

 
CbR; plac-exsA; gen estructural exsA clonado en el vector pUCP20. Utilizado 
para sobre-expresar al gen exsA en trans. 

 
Este trabajo 

 
pEX18ApGW 

 
ApcR; vector de reemplazamiento de genes derivado de la clonación del 
fragmento de recombinación gateway en el sitio de clonación múltiple de 
pEX18Ap. 
 

 
77 

 
pXLRApS 

 
ApcR; plásmido derivado de pEX18ApGW que funciona como un alelo de 
deleción para reemplazar al gen lasR nativo por el marcador de resistencia a 
apramicina. El gen de resistencia a apramicina fue obtenido del plásmido   
pIJ733 con los oligonucleótidos 9522 y 9523 (2014). 
 

 
No publicado 

 
pECP64 

 
ApcR; biosensor que contiene la fusión traduccional lasB´-lacZ (3.75 kpb) 
derivado del plásmido pTS400 que fue clonado en pECP59 tacp-lasR. 
Utilizado como para cuantificar la producción del autoinductor C12. 
 

 
14 

Abreviaciones: estreptomicina 200µg/ml (SmR); apramicina 200µg/ml (ApcR); tetraciclina 120µg/ml (TcR); carbenicilina 
200µg/ml (CbR); gentamicina 100µg/ml (GmR) transcripción bajo promotor lac (plac); transcripción bajo promotor tac (tacp), 
sitio de clonación múltiple (MCS). 
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 Tabla MS2.- Oligonucleótidos utilizados para la construcción de plásmidos y las 
condiciones de PCR utilizadas en este estudio 

Nombre Oligonucleótidos  Secuencia en dirección 5´→3’ Código 
IBT 

Tm 
(°C) 

Producto 
(pb) 

 
 

pX2 

 
Lux_Fw 

 
Lux_Rv 

 

 
CACTATAGGGCGAATTGGGTA 

 
CCTGGCCGTTAATAATGAATG 

   
2016-7460 

 
2015-11508 

 
 

60 

 
 

985 

 
 

pA-lux 
(exsA) 

 
PexsA_Fw 

 
PexsA_Rv 

 

 
GAACTCGAGGAGTGCCTGGCAACAGGT 

 
GCGAAGCTTGTCGTACCTTGAATGCCCC 

 

 
2018-4359 

 
2018-4360 

 
 

60 

 
 

388 

 
 

pS-lux 
(exoS) 

 
PexoS_Fw 

 
PexoS_Rv 

 

 
GAACTCGAGGCTGAGTACGCTCTCCTCGT 

 
GCGAAGCTTGATGTTTCTCCGCCAGTCTA 

 

 
2018-4355 

 
2018-4356 

 
 

60 

 
 

257 

 
 

pT-lux 
(exoT) 

 
PexoT_Fw 

 
PexoT_Rv 

 

 
GAACTCGAGGCACCATAGCAGCAGACGAC 

 
GCGAAGCTTATGTTTCCCCGCCAGTCTAG 

 

 
2018-4357 

 
2018-4358 

 
 

60 

 
 

257 

 
 

pC-lux 
(exsC) 

 
PexsCEBA_Fw 

 
PexsCEBA_Rv 

 

 
CCGCTCGAGTGGCCAACACGGTGATCCAGT 

 
CCCAAGCTTCTCAGCGCATGCTAGCACCG 

 

 
2019-384 

 
2019-385 

 
 

60 

 
 

353 

 
 

pP-lux 
(spcS) 

 
PspcS_Fw 

 
PspcS_Rv 

 

 
CCGCTCGAGGTGCCGCACCCAAGCGAGCG 

 
CCCAAGCTTAGTCACTGGAGGCAGCCATT 

 
2019-386 

 
2019-387 

 
 

60 

 
 

357 

 
 

pExsA 
(exsA++) 

 
ExsA_Fw 

 
ExsA_Rv 

 

 
TAAGGATCCAAAACGGAGCGTATTCAT 

 
AAAAAGCTTAATTTGGGCCGATTCTACT 

 
2019-4426 

 
2019-4427 

 
 

54 

 
 

975 

 
 
 
 
pXLRApS 

 
lasR_Up 

 
lasR5_Apra 

 

 
tacaaaaaagcaggctCCGAACTGGAAAAGTGGC 

 
gtcgacggatccccggaataCTTAAACTATTAACCAATC 
 

 
2015-6709 

 
2015-8653 

 
 

60 

 
 

487 

 
lasR3_Apra 

 
lasR_Down 

 

 
gaagcagctccagcctacaAATATTCGGCGGAAGTTCG 

 
tacaagaaagctgggtCGAAAACCTGGGCTTCAG 

 
2018-6514 

 
2015-6710 

 
 

60 

 
 

644 
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Figura MS1.- Construcción del plásmido pExsA. Se amplificaron 975 pb del ADN genómico de la cepa 

PAO1, esta región contiene solamente el gen estructural de exsA. El ADN digerido, purificado y clonado entre 

los sitios BamHI y HindIII del vector pUCP20, para obtener el plásmido pExsA (exsA++). La región clonada se 

verificó por ensayo de restricción y su integridad se comprobó por secuenciación, sin mostrar cambios. 

 

Figura MS2.- Deleción de 25.7 kpb en la cepa ATCC 9027 que inactiva al SST3. El esquema de comparación 

entre la cepa del clado I (PAO1) y las cepas del clado II (ATCC 9027 y PA7) muestra la región genómica donde se 

ubican genes indispensables para la formación y regulación del SST3. La cepa ATCC 9027 carece de ésta región, 

por lo cual no tiene SST3 funcional. 
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1------------- Deleción de 25.7 kpb 

PA7 

___ .., 
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I 
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' ' 
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Figura MS3.- Comprobación de la integración cromosomal de pC-lux y pS-lux en las 

cepas ΔlasR-Ap y ΔlasR-Ap /ΔrhlR. 1) ΔlasR-Ap-pC-lux; 2) ΔlasR-Ap-pS-lux; 3) ΔlasR-

Ap /ΔrhlR-pC-lux; 4) ΔlasR-Ap /ΔrhlR-pS-lux. Las condiciones se muestran en la tabla MS2. 

 

  

 

Figura MS4.- Producción de exotoxinas en las cepas dobles mutantes. Diferencias en el perfil de 

producción de exotoxinas entre las dobles mutantes. A.- Cepas reportadas por Soto-Aceves M y col; ΔlasR 

(mutante sencilla en lasR, con marcador de resistencia a tetraciclina); ΔlasRΔrhlR (doble mutante que 

produce exotoxinas); B.- Cepas utilizadas en este trabajo: ΔlasR-Ap (mutante sencilla en lasR, con marcador 

de resistencia a apramicina); ΔlasR-Ap / ΔrhlR (doble mutante que no produce exotoxinas); PAO1 (control 

positivo), ATCC9027 (control negativo). La pastilla celular (pellet) fue obtenida de la toma de 1 ml de cultivo 

en medio inductor a D.O.600=0.8. Se utilizó el suero diluido del anticuerpo policlonal anti-ExoS para la 

identificación de los polipéptidos ExoS y ExoT por su alto nivel de identidad. Como control de carga se utilizó 

el anticuerpo comercial anti-GroEL (Sigma®). La abundancia relativa de las bandas fue analizada con 

ImageJ®. 
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Figura MS5.- Comprobación de los marcadores de resistencia en las dobles mutantes. Se 

realizaron reacciones de PCR para demostrar que se reemplazaron los genes silvestres lasR (A) y rhlR 

(B), por los marcadores de resistencia correspondientes. 1) cepa ΔlasR ΔrhlR reportada por Soto-

Aceves y col.; 2) cepa ΔlasR-Ap /ΔrhlR construida para este trabajo.  
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Tetraciclina (Te): 2.6 Kpb Estreptomicina (Sm): 2.6Kb 
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Figura MS6.- Cuantificación de la producción del autoinductor C12. Bioensayo heterólogo para determinar la 

producción del autoinductor C12 (que depende de un LasR activo) en la cepa E. coli DH5α. Se cuantificó la actividad 

de la fusión traduccional lasB´-lacZ (plásmido pECP64) a partir de los autoinductores previamente de extractos de 

las diferentes cepas de P. aeruginosa. La cuantificación de la actividad β-galactosidasa se representa en unidades 

Miller. Diferencia significativa t-student: (*, P<0.05); (**, P<0.01); (***, P<0.001); n.s.= no significativo. 
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Figura MS7.- Análisis bioinformático para la identificación de motivos LuxR. La búsqueda 

bioinformática se realizó utilizando las plataformas MAST ® y Prodoric ®. Se evaluaron las 

regiones reguladoras de genes que pertenecen al SST3, sistema RetS/LadS/Gac/Rsm, 

componentes del transportador de espermidina y del regulador PsrA. Solo se muestran los 

promotores donde se identificaron sitios putativos de unión a RhlR o LuxR. 

RhlR-box LuxR LuxR-box ChlP-seq 

(MAST®) (MAST®) (Prodoric®) [51] 

Promotor Valor de P Valor de P # Matñces Valor max. RhlR LasR 

exsCEBA - --- 3 9.89 --- ---

exoS 3.9 e·5 3.2 e·5 5 11 .02 - - - - -

exoT 4.3 e-5 --- 3 9.41 --- ---

popN - 3.2 e·5 4 10.02 --- ---

retS 1.4 e·5 --- 3 9.93 -- - ---

rsmY 7.5 e·5 -- - 5 10.01 --- ---

rsmZ - 9.6 e.s 6 10.57 - - - - -

PA 2592 1.5 e·9 1.6 e·8 6 11 .1 7 -- - Si 

spuF - 8.8 e·5 6 9.98 --- ---

psrA - --- 6 9.97 --- - - -
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