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1. RESUMEN 

Burkholderia cenocepacia es un patógeno oportunista que puede causar infecciones 

pulmonares graves en pacientes con fibrosis quística. Algunas cepas de B. 

cenocepacia son altamente transmisibles y resistentes a la mayoría de los antibióticos 

empleados en la clínica. Dentro del genoma de B. cenocepacia se encuentran 

codificadas 4 proteínas tirosina fosfatasas de bajo peso molecular (LMW-PTP, por sus 

siglas en Inglés). La actividad de las LMW-PTP se ha relacionado con diversos 

procesos celulares como la biosíntesis de polisacáridos extracelulares y la respuesta a 

diferentes tipos de estrés, aspectos que impactan en la patogenicidad bacteriana y en la 

persistencia intracelular en macrófagos. Particularmente, la actividad de la LMW-PTP, 

BPtpA, se ha implicado en la respuesta a condiciones de nutrientes limitados. En este 

trabajo, con el objetivo de identificar proteínas sustrato de la fosfatasa BPtpA de B. 

cenocepacia, se realizaron ensayos de captura de sustrato (pull-down), utilizando como 

cebo una versión inactiva de esta enzima (BPtpAD127A). Los resultados obtenidos 

indican que una proteína de aproximadamente 30 kDa co-purifica con BPtpA. Además, 

dicha proteína resultó reactiva al anticuerpo anti-P-Tyr, lo que sugiere fuertemente un 

estado fosforilado de la misma. Por medio de espectrometría de masas, se determinó la 

presencia de las proteínas 30S ribosomal S2 y acetil-glutamato cinasa, en la región 

correspondiente a los 30 kDa de las muestras co-purificadas con BPtpAD127A. La 

caracterización de la posible regulación por medio de fosforilación en tirosinas de las 

proteínas 30S ribosomal S2 y acetil-glutamato cinasa permitirá un mejor entendimiento 

de la fisiología de B. cenocepacia y su relación con los mecanismos de adaptación a 

condiciones de estrés. 
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2. INTRODUCCIÓN  

 

2.1 Género Burkholderia 

William Burkholder en 1949 aisló una bacteria causante de la podredumbre de los 

bulbos de cebolla [1], se describió que podía ocasionar tanto enfermedades en las 

plantas, como infecciones en el humano, nombrando a esta bacteria como 

Pseudonomonas cepacia  [2]. Posteriormente, gracias al análisis de las secuencias de 

rARN 16S, los valores de homología ADN-ADN, la composición de lípidos y ácidos 

grasos celulares y las características fenotípicas, en 1992 se propuso un nuevo género, 

denominado Burkholderia. En éste fueron asignadas siete especies pertenecientes al  

grupo II de homología de ARN del género Pseudomonas, B. cepacia, B. mallei, B. 

pseudomallei, B. caryophylli, B. gladioli, B. pickettii y B. solanacearum [3]. A 

diferencia del género Pseudomonas, Burkholderia pertenece a la subdivisión β del 

filo Proteobacteria [4]. 

A su vez, la especie B. cepacia se divide en 5 grupos genómicos, denominados 

genomavares, enumerados del I al V, donde se agrupan cepas con características 

fenotípicas similares, pero diferentes genotípicamente [5]. 

A la fecha el género Burkholderia se encuentra constituido por alrededor de 100 

especies [6], éstas pueden colonizar y habitar en diferentes nichos, como suelo, agua, 

rizósfera, suelo y semillas. Algunas especies tienen la capacidad de establecer 

simbiosis con plantas, ya sea como microorganismos endófitos  de cítricos [7], o 

desarrollando nódulos en leguminosas (p. ej. en Stylosanthes) [8]. Además, el género 

Burkholderia tiene un importante potencial biotecnológico como fuente de nuevos 

antibióticos, metabolitos secundarios bioactivos, control biológico, promoción del 

crecimiento vegetal, biorremediación y degradación de contaminantes [9]. 

En este sentido, se describió que B. vietnamiensis G4, degrada tricloroetileno (TCE), 

uno de los contaminantes orgánicos más abundantes detectados en los acuíferos de agua 

subterránea en los EE. UU., en presencia de moléculas inductoras aromáticas como el 

tolueno o el fenol [10]. Además, las especies de B. cenocepacia IIIA, B. 
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vietnamiensis, B. cepacia y B. multivorans, se describieron como degradadoras de 

benzo(a)pireno, componente perteneciente a los hidrocarburos aromáticos policíclicos 

(HAP) que es uno de los principales contaminantes en plantas de tratamiento de aguas 

residuales [11].   

Otras especies como B. bryophila y B. megapolitana, aislados de musgo mostraron 

actividad antifúngica contra fitopatógenos, así como propiedades promotoras del 

crecimiento de las plantas [12]. 

Como microorganismos fitopatógenos dentro del género Burkholderia se encuentran 

B. glumae y B. gladioli, causantes de la alteración de las hojas de tabaco, marchitez y 

pudrición de las semillas de arroz [13]. B. fungorum se ha aislado del hongo de la 

podredumbre blanca Phanerochaete chrysosporium, que puede inducir enfermedades 

en los árboles [14]. Por su parte, B. caryophylli induce marchitez en varias especies de 

plantas, incluida la genciana de la pradera de Russel en Japón [15]. 

El muermo es una enfermedad zoonótica poco común ocasionada por B. mallei, que 

infecta a solípedos como caballos, mulas y burros. Cursa con la proliferación de 

nódulos y ulceraciones en el tracto respiratorio superior y en los pulmones, existe 

también una forma cutánea. El muermo es raro en humanos, pero aquellos que están en 

contacto cercano con solípedos infectados pueden infectarse. Las bacterias entran por 

los ojos, la nariz, la boca o heridas en la piel [16-18]. 

La melioidosis es una enfermedad infecciosa causada por B. pseudomallei y, dentro de 

su espectro clínico, incluye neumonía, septicemia e infección localizada de varios 

órganos. Este tipo de infecciones se han reportado tanto en vacas, terneros y ovinos, 

así como en otros animales alrededor del mundo [19, 20]. Al igual que B. mallei, la 

melioidosis puede infectar a humanos, principalmente aquellos con factores de riesgo 

subyacentes, como diabetes, enfermedad renal, abuso de alcohol y talasemia, aunque 

los individuos sanos también pueden contraer la enfermedad [21, 22]. 

De manera importante la especie B. cepacia comenzó a aislarse de las vías respiratorias 

de pacientes con fibrosis quística (FQ) con una frecuencia cada vez mayor a parir de 

1980 y, en la actualidad, se reconoce como un patógeno oportunista tanto en pacientes 
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con FQ como con enfermedad granulomatosa crónica (EGC). Éstas infecciones se 

asocian con una rápida propagación comunitaria y son inusualmente agresivas, 

asociándose con elevadas tasas de mortalidad [23, 24]. 

 

 

Figura 1. Género Burkholderia participa en funciones ambientales y como  

patógeno en diversos nichos. Diversas especies del génerogénero Burkholderia 

promueven el crecimiento de plantas, secretando sustancias antifúngicasantifúngicas y 

antibacterianas, contribuyen al flujo de nutrientes en suelo y rizósferarizósfera. En este 

génerogénero existen especies patógenaspatógenas para diversas plantas y semillas, 

causando enfermedades a cultivos como cebollas, tabaco, arroz, etc. En animales, 

algunas especies pueden ocasionar distintas enfermedades (p. ej. muermo, melioidosis 

e infecciones en víasvías respiratorias). 

 

 

 

, 
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2.2 Complejo Burkholderia cepacia 

A partir del análisis molecular de diferentes aislamientos (similitud de los genes 16S 

rARN recA, espectrometría de masas de tiempo de vuelo de desorción/ionización láser 

asistida por matriz (MALDI-TOF MS), análisis de secuencias multilocus (MLST), 

identidades de nucleótidos promedio average nucleotide identities [ANI]), perfiles de 

ácidos grasos y caracterizaciones bioquímicas [25-28]), se han agrupado 24 especies 

genéticamente relacionas, pertenecientes al denominado complejo B. cepacia o Bcc (B. 

cepacia complex). Éste se conforma por las especies B. aenigmatica, B. ambifaria, B. 

anthina, B. arboris, B. catarinensis, B. cepacia, B. cenocepacia, B. contaminans, B. 

diffusa, B. dolosa, B. lata, B. latens, B. metallica, B. multivorans, B. paludis, B. 

pseudomultivorans, B. puraquae, B. pyrrocinia, B. seminalis, B. stabilis, B. stagnalis, 

B. territorii, B. ubonensis y B. vietnamiensis (Tabla 1).  

Dichas especies forman parte de un grupo muy semejante dentro del género 

Burkholderia, el cuál cuando se analiza filogenéticamente presenta hasta el 78% de sus 

genes en común. En general, las especies del Bcc presentan genomas de gran tamaño 

(hasta 9 Mpb) divididos en 2-5 replicones, dispuestos en tres cromosomas y un gran 

plásmido, esta característica aporta una gran versatilidad metabólica [29]. Estas 

especies cuentan con una morfología de bacilos rectos, oxidasa y catalasa positivos. 

Son bacterias móviles con un flagelo polar único o bien con un penacho de flagelos 

polares según las especies. También son mesófilos y no esporulados. Su metabolismo 

es aerobio y como sustancia de reserva pueden utilizar el polihidroxibutirato [30]. 
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 Tabla 1. Especies pertenecientes al complejo B. cepacia. 

No. Especie Ambiente natural Ambiente 

clínico 

Ref. 

1 B. aenigmatica    Ambiente FQ  [31] 

2 B. ambifaria  Rizósfera, suelo, maíz, 

rizósfera de guisantes y pastos 

y hojas 

FQ  [32] 

3 B. anthina    Rizósfera, caña de azúcar FQ, ambiente 

hospitalario 

 

[33] 

4 B. arboris    Rizósfera, suelo, agua, palma 

aceitera 

FQ, IN  

 

 

[34] 

 

5 B. catarinensis    Suelo NR [35] 

6 B. cenocepacia Rizósfera, suelo, plantas, agua, 

animales 

FQ, IN, SM  [36] 

7 B. cepacia  Rizósfera, suelo, agua, cebolla 

podrida 

FQ, IN, SM  [37] 

8 B. contaminans Plantas, animales FQ, IN  [38] [39] 

9 B. diffusa    Suelo, ambiente FQ, IN, EH  [40] 

10 B. dolosa Suelo, nódulo de Alysicarpus 

glumaceus 

FQ  [41] 

11 B. lata    Suelo, agua, flores FQ, IN, SM  [42] 

12 B. latens    NR FQ  [43] 

13 B. metallica    Rizósfera FQ  [44] 

14 B. multivorans Suelo, insectos FQ, IN, EH  [45] 

15 B. paludis    Suelo de pantano  [46] 

16 B. pseudomultivorans Rizósfera FQ, IN  [47] 

17 B. puraquae    Suelo FQ, SM  [48] [25] 

18 B. pyrrocinia Rizósfera, suelo, sedimento NR [49, 50] 

19 B. seminalis Semilla de arroz, caña de 

azúcar 

FQ, IN  [51] 

20 B. stabilis    NR FQ, IN, EH  [52] [53] 

21 B. stagnalis    Suelo FQ, IN [27] 

22 B. territorii    Agua, suelo, plantas NR [54] [55] 

23 B. ubonensis Suelo IN  [56] [57] 

24 B. vietnamiensis Rizósfera, plantas, suelo, agua, 

animales 

FQ, IN [58] [59]  

FQ: muestras de pacientes con fibrosis quística; IN: muestras de pacientes con infecciones 

nosocomiales; EH: muestras de equipo de hospitales; SM: muestras de soluciones de uso 

médico; NR: no reportada. Tabla tomada y modificada de Ludovic y Chapalain, 2011 [60].  
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1503054&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1503055&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=101571&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=60552&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock


 

19 
 

2.3 Burkholderia cenocepacia  

Como se mencionó anteriormente, B. cenocepacia pertenece al Bcc, es una bacteria 

ubicua que puede aislarse a partir de diferentes nichos ecológicos, como en plantas, 

suelos y agua. Puede comportarse como patógeno oportunista en humanos, causando 

infecciones sistémicas graves que amenazan la vida en individuos 

inmunocomprometidos, incluidos pacientes con FQ [61]. Posiblemente estas diversas 

interacciones biológicas ejercen una presión selectiva, dando lugar a bacterias 

altamente adaptables. Esta capacidad adaptativa a diferentes condiciones podría 

contribuir a la resistencia a los antibióticos y a la patogenicidad de B. cenocepacia [62].  

Con base en la secuenciación y análisis de material genético de las 24 especies que se 

encuentran actualmente dentro del Bcc, B. cenocepacia  es la especie mayormente 

asilada, seguida de B. multivorans [63] [64] [65]. B. cenocepacia se pueden subdividir 

en cuatro linajes distintos, IIIA, IIIB, IIIC y IIID [66]. Algunas cepas de B. 

cenocepacia son altamente transmisibles y resistentes a un gran número de 

antibióticos. Aproximadamente un tercio de los pacientes con FQ infectados con B. 

cenocepacia desarrollan el fatal síndrome cepacia [67]. 

B. cenocepacia y las especies pertenecientes a este género tienen uno de los genomas 

bacterianos más grandes y complejos [68]. B. cenocepacia contiene un genoma de más 

de 8 Mbp con un alto porcentaje de G+C, tres cromosomas circulares y un plásmido; 

caracterizado por una estructura multirreplicón, además, posee numerosas 

duplicaciones de genes, secuencias de inserción y elementos móviles [69]. Este genoma 

también puede mutar con rapidez, cuando la bacteria se encuentra en condiciones de 

estrés durante las infecciones o in vitro [70].  

 

2.4 Determinantes de la virulencia de B. cenocepacia 

Mediante mutagénesis etiquetada con firma (STM, por sus siglas en Inglés) se 

identificaron 102 genes de B. cenocepacia necesarios para su supervivencia en un 

modelo de rata. Estas mutaciones están involucradas en la regulación global, la 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/burkholderia-multivorans
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replicación y reparación del ADN, el metabolismo celular, así como algunos que 

codifican proteínas transmembranales y polisacáridos de la pared celular[71]. 

Diferentes estudios han destacado el papel clave de las bombas de eflujo de la familia 

de división de nodulación de resistencia (RND) de B. cenocepacia en la resistencia a 

los fármacos. El análisis de mutantes RND confirmó que algunos transportadores de 

eflujo participan en el eliminación la eliminación de clorhexidina durante el 

crecimiento planctónico (RND-1 y RND-4), mientras que otros (RND-3 y RND-9) 

durante el crecimiento sésil [72]. Por otra parte, se han identificado diferentes β-

lactamasas en B. cenocepacia, tales como AmpC, hidrolizante de cefalosporinas de 

espectro extendidoextendido; AmpD, una enzima de reciclaje de la pared celular [73] 

y PenB, una penicilinasa de clase A extremadamente conservada en el Bcc [74].  

B. cenocepacia también tiene la capacidad de secretar proteínas degradativas, una de 

ellas es la metaloproteasa de zinc extracelular, llamada ZmpB. Ratas infectadas con 

una cepa mutante en zmpB presentaron una menor inflamación del tejido pulmonar en 

comparación con la cepa silvestre. También se ha demostrado que ZmpB puede 

degradar el inhibidor de proteinasa α-1, la α2-macrogobulina, el colágeno tipo IV, la 

fibronectina, la lactoferrina, la transferrina y las inmunoglobulinas [75]. 

El antígeno O del LPS de B. cenocepacia K56-2 estimula la secreción de IL-1β en 

macrófagos murinos mediada por TLR4 ycaspasa-1, ocasionando una importante 

inflamación de las vías respiratorias, daño tisular y muerte celular piroptótica [76].  

Las cepas B. cenocepacia K56-2 o BC7 provocan una mayor expresión de IL-8 en las 

células epiteliales primarias de las vías respiratorias de los pacientes con fibrosis 

quística (FQ) que otros aislados de B. cenocepacia examinados, lo que sugiere que, 

además del LPS, otros factores pro-inflamatorios también pueden contribuir a la 

estimulación excesiva de citosinas inducida por B. cenocepacia [77]. 

Las células fagocíticas producen especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en 

Inglés) para la eliminación de bacterias y, en B. cenocepacia, se han reportado 

numerosos mecanismos para resistir el estrés oxidativo. Diferentes aislados de  B. 

cenocepacia poseen resistencia in vitro frente a a catalasa, peroxidasa y superóxido 
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dismutasa [78]. Se describió que la bacteria oportunista B. cenocepacia C5424 codifica 

dos genes de catalasa/peroxidasa, katA y katB. La proteína KatA es una 

catalasa/peroxidasa especializada que tiene una función novedosa al contribuir en el 

mantenimiento de la actividad normal del ciclo TCA, mientras que KatB representa la 

principal catalasa/peroxidasa y tiene un papel global, ya que se expresa bajo estrés y 

da protección celular en presencia de H2O2 [79]. 

Las biopelículas se han asociado a algunas enfermedades humanas como la FQ [30]. 

Las cepas de B. cenocepacia que expresan los pili de cable (Cbl), como la adhesina de 

22 kDa, se unen fuertemente a la citoqueratina 13 (CK13), son más persistentes en la 

capa de moco apical al formar microcolonias en las células epiteliales de las vías 

respiratorias de las personas con FQ [77]. También se ha reportado que la eliminación 

de genes codificantes de enzimas asociadas a la fosforilación de tirosinas impacta en la 

formación de biopelícula de B. cenocepacia K56-2 [80]. 

 

2.5 Sistemas de fosforilación en residuos de tirosina  

La regulación de la actividad de las proteínas por medio de modificaciones 

postraduccionales, como la fosforilación y la desfosforilación, cumple una función 

importante en determinantes críticos del crecimiento y desarrollo celular normal. La 

fosforilación de tirosinas en bacterias se relacionó, en primer lugar, con la síntesis y 

exportación de polisacáridos asociados con la producción de lipopolisacáridos y 

cápsulas. Las proteínas involucradas en la fosforilación de tirosinas están muy 

extendidas en los proteomas bacterianos, y ahora se sabe que cumplen diversas 

funciones celulares [81].  

Las proteínas responsables de realizar la fosforilación de tirosinas en bacterias difieren 

de sus contrapartes eucariontes por lo que se han agrupado en una nueva familia 

denominada tirosina cinasas bacterianas (BY-kinases, por sus siglas en Inglés). Éstas 

comprenden el grupo principal de enzimas bacterianas con actividad de tirosina 

cinasa. En la mayoría de los casos, las BY cinasas poseen un dominio transmembranal 

que puede funcionar como ancla y sensor, así como un dominio catalítico intracelular 
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(Fig. 2).  Las BY cinasas se autofosforilan en su extremo C-terminal, en una región rica 

en residuos de tirosina, utilizan ATP como fuente de fosfato [82]. El dominio catalítico 

se define por la presencia de motivos canónicos Walker A (P-loop) y Walker B, y la 

presencia de un motivo especial Walker A' (presente en cinasas que fosforilan sustratos 

de bajo peso molecular).  

 

 

Figura 2. Estructura representativa de una BY-cinasa en Proteobacterias. Región 

N-terminal citoplasmática (Amarillo). RP: región periplásmica (Azul). TM: 

Transmembranal (Rojo). Dominio catalítico que contiene motivos Walker A, B y A’ 

(Amarillo oscuro). Región rica en tirosina que contiene sitios de fosforilación presentes 

tanto en el extremo C-terminal, como en la región interna entre el motivo Walker A’ y 

B (verde).  

 

Las BY-cinasas de Proteobacterias además poseen una tirosina interna que es 

susceptible a autofosforilación (entre el motivo Walker A' y Walker B). A pesar de que 

el dominio Walker A' puede estar ausente en algunas BY-cinasas, en todas las enzimas 

de esta familia estudiadas a la fecha se ha descrito su autofosforilación en tirosinas 

situadas en el extremo C-terminal [83] [82].  

La reversibilidad de la reacción se efectúa mediante tres clases principales de proteína-

tirosina fosfatasas: una incluye fosfatasas de tipo eucariota convencionales (PTP) y 

fosfatasas de doble especificidad (DUSPs), otra comprende las enzimas menos 

frecuentes del tipo polimerasa-histinol fosfatasa (PHP) y, una tercera clase, llamadas 
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proteína tirosina fosfatasa de bajo peso molecular (LMW-PTP). Estas tirosinas 

fosfatasas catalizan la desfosforilación de las proteínas fosforiladas en tirosina, lo que 

da como resultado la propagación o la inhibición de la señalización dependiente de 

fosfato [84]. 

Las proteínas pertenecientes a las familias PTP, DUSPs y LMW-PTP utilizan un 

mecanismo catalítico en común, el cual involucra la firma conservada C(X)5R en el 

bucle de unión al fosfato, donde la cisteína funciona como nucleófilo y ataca el átomo 

de fósforo del residuo de fosfotirosina del sustrato. Las PHP contienen un dominio 

característico que consta de 4 regiones centrales conservadas (motivos I-IV) y, 

requieren rasgos indispensables para su actividad, como la presencia de histidinas y 

aspartatos conservados, dos cationes metálicos coordinados, usualmente Mn2+ y un pH 

básico [85]. 

 

2.6 Proteínas tirosina fosfatasa de bajo peso molecular (LMW-PTP) 

Una característica de las enzimas LMW-PTP es una segunda cisteína conservada en el 

motivo del bucle P (CX4CR); mientras que la primera cisteína es el nucleófilo 

catalítico, la segunda cisteína está implicada en la regulación fisiológica por ROS. 

Estas enzimas realizan en tres pasos su reacción catalítica. En primer lugar, 

coordinando el grupo fosfato con ayuda de un residuo de arginina, para situarlo cerca 

al residuo de cisteína catalítico. Posteriormente, ocurre un cambio conformacional en 

el bucle D, donde el residuo de aspartato se localiza en el sitio activo y actúa como 

ácido en la reacción. En un segundo paso, la cisteína ataca al fosfato de la proteína 

fosforilada en tirosina y se forma un intermediario fosfocisteína que desplaza a la 

proteína desfosforilada. Por último, una molécula de agua sustituye el lugar de la 

proteína desfosforilada e hidroliza la cisteína fosforilada, liberando fosfato inorgánico 

y regenerando a la enzima [86-88]. Se ha propuesto que la especificidad del sustrato en 

las LMW-PTP está determinada principalmente por los residuos que recubren el sitio 

activo. 
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Algunas LMW-PTP procariotas se consideran factores de virulencia pues actúan sobre 

sustratos eucariotas [89], un ejemplo de ello son las LMW-PTP de Mycobacterium 

tuberculosis (mPTPA y mPTPB) liberadas al medio extracelular. Éstas alteran 

directamente la señalización del huésped para evadir funciones antimicrobianas, 

promoviendo la supervivencia de M. tuberculosis dentro de los macrófagos [90].  

En un inicio, por su contexto genético, las LMW-PTP se asociaban con el control de la 

biosíntesis de polisacáridos capsulares y extracelulares [91]. Hoy en día se conocen 

otras funciones asociadas, por ejemplo en B. subtilis la LMW-PTP YwqE participa 

en la biosíntesis de polisacáridos, así como en el metabolismo y respuesta al daño del 

ADN bacteriano  [92].  

La evidencia proporcionada a la fecha pone de manifiesto la similitud entre las 

secuencias, estructuras y mecanismos de acción de las LMW-PTP; no obstante, 

realizan funciones diversas dependiendo del microorganismo, por lo que la 

identificación de las proteínas con las que interaccionan estas enzimas nos 

proporcionará un mejor entendimiento de su papel y función en la fisiología procariota. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/anabolism
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dna-metabolism
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dna-metabolism
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3. ANTECEDENTES 

 

3.1 Proteínas involucradas en la fosforilación de tirosina en B. cenocepacia 

Realizando estudios de secuencias del genoma de la cepa B. cenocepacia K56-2, se 

identificaron genes involucrados en la fosforilación de tirosinas. Entre éstos, cuatro 

genes codificantes de LMW-PTP (BCAM0208, BCAM0628, bceD y BCAL2200). De 

acuerdo con lo anterior, se demostró que el gen dpm (BCAM0628) codifica una enzima 

inactiva como fosfatasa que puede ser secretada. Además, se describió que Dpm 

contribuye a la capacidad de detener la maduración de las vacuolas fagocíticas en los 

macrófagos, mediante un mecanismo independiente de su actividad de fosfatasa. [93]. 

Adicionalmente, B. cenocepacia K56-2 codifica dos BY-cinasas, BCAM1331 y BceF 

(BCAM0859). La caracterización inicial de estas proteínas evidenció que las BY-

cinasas BceF, BCAM1331 y la LMW-PTP BCAL2200 (ahora denominada BPtpA) se 

fosforilan in vivo y que las LMW-PTP BceD y BCAM0208 pueden desfosforilar a 

BceF in vitro. Adicionalmente, se demostró que la eliminación de BCAM1331, bceF, 

BCAM0208 y bceD reduce la formación de biopelículas, resultado esperado, ya que 

estos genes se encuentran en regiones relacionadas con la biosíntesis de 

exopolisacáridos (EPS).  

En el caso del gen que codifica BPtpA (fosfatasa no relacionada con la formación de 

biopelículas), se evidenció que su actividad enzimática es necesaria para el crecimiento 

de B. cenocepacia en medio mínimo, sugiriendo que su función se asocia con la 

capacidad de respuesta a condiciones limitantes de nutrientes. BPtpA se encuentra 

codificada en una región altamente conservada en el género Burkholderia, que 

presuntamente es responsable de la biosíntesis de los centros hierro-azufre [Fe-S].  

Estudios previos indican que las tres LMW-PTP de B. cenocepacia no son 

funcionalmente homólogas. Para aclarar las diferencias funcionales entre dichas 

enzimas, las secuencias de aminoácidos se alinearon con múltiples enzimas PTP de 

clase II basadas en Cys, utilizando la transformada rápida de Fourier. Este análisis 

evidenció que BPtpA se agrupa junto con LMW-PTP de eucariotas, mientras que BceD 
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y BCAM0208 se encuentran filogenéticamente relacionadas con enzimas procariotas. 

De acuerdo con lo anterior, se propuso una nueva categorización de las enzimas LMW-

PTP: clase II.I y clase II.II [94]. 

En un estudio reciente, utilizando como modelo de la clase II.I de las enzimas LMW-

PTP, a la proteína BPtpA, se identificaron dos residuos conservados en la hélice α3: 

D80 y F81), los cuales contribuyen a la estabilidad de la proteína, mientras que dos 

residuos conservados en el bucle W (W47 y H48) probablemente desempeñan un papel 

en el reconocimiento del sustrato (Figura 3) [94].  

Debido a la diferencia entre las implicaciones que tienen las 3 fosfatasas en los 

fenotipos de B. cenocepacia, conocer los posibles sustratos de estas LMW-PTP 

ayudarían a dilucidar su función.  

De acuerdo con el contexto genético de bptpA, se hipotetiza que los productos del 

operón ISC, elementos necesarios para la biosíntesis de los centros hierro-azufre [Fe-

S], representan potenciales sustratos a fosforilación en tirosinas y de BPtpA. La 

identificación de sustratos putativos de BPtpA, mediante el uso de una mutante 

catalítica de esta fosfatasa, es una estrategia que puede permitir dilucidar las vías 

celulares reguladas por la LMW-PTP y su contribución a mecanismos asociados a la 

virulencia de B. cenocepacia. 
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Figura 3. Modelo tridimensional de BPtpA. La proteína se representa en listones y 

se incluye la superficie. En esferas se muestran los residuos importantes para la 

complementación del crecimiento en medio mínimo de nutrientes (Rojo: W47, Verde: 

H48, Azul: F81) y en barra se representa el aspartato catalítico sustituido por alanina 

(D127A: amarillo). Se utilizo como templado a la proteína VcLMWPTP-1 de V. 

cholerae (4LRQ).  
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4. HIPOTESIS 

 

 

 

 

La LMW-PTP BPtpA de Burkholderia cenocepacia interacciona y desfosforila 

diferentes sustratos que permiten a la bacteria contender condiciones de estrés.  

La implementación de una versión mutante catalítica de BPtpA permitirá la interacción 

y la co-purificación de sus proteínas sustrato. 
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5. OBJETIVOS 

 

 

Objetivo general 

Buscar proteínas que interactúen con la LMW-PTP BPtpA de Burkholderia 

cenocepacia y evaluar su posible estado fosforilado. 

 

 

 

 

Objetivos específicos 

1. Analizar secuencias de proteínas fosforiladas en tirosina y comparar con 

proteínas de Burkholderia cenocepacia. 

2. Realizar ensayos de co-purificación in vivo utilizando una versión de BptpA 

mutante catalítica. 

3. Evaluar el estado fosforilado de las proteínas co-purificadas. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Alineamiento de secuencias de proteínas fosforiladas en tirosina 

De acuerdo con lo reportado en la base de datos dbPSP (database 

of Phosphorylation Sites in Prokaryotes) 2.0 [95], se seleccionaron las proteínas 

reportadas que pertenecieran al filo de las Proteobacterias y que tuvieran al menos un 

residuo de tirosina fosforilado. Las secuencias registradas se alinearon con BioEdit 

7.2.5  [96] y Uniprot UGENE [97]. Al encontrar homologías en los sitios donde ocurría 

la fosforilación de residuos de tirosina (secuencia de 15 aminoácidos), se prosiguió a 

introducir estas semillas en BLAST [98] e identificar si alguna de estas secuencias era 

homóloga con alguna proteína dentro de la secuencia completa de B. cenocepacia K56-

2 [99].  

Utilizando MEME (Multiple Expectation maximizations for Motif Elicitation) [100] 

se realizó la búsqueda de motivos conservados entre las secuencias de las proteínas 

mencionadas anteriormente.  

 

6.2 Cepas bacterianas 

Los organismos utilizados en este estudio se enlistan en la Tabla 2. Las bacterias se 

cultivaron en medio LB (10 g peptona, 5 g extracto de levadura y 10 g de NaCl) o en 

medio mínimo M9 (Difco, México) suplementado con 0.4% de glucosa, 10 mM de 

MgSO4 y 100 mM de CaCl2 y se incubaron a 37°C. Cuando se requirió, el medio se 

suplementó con tetraciclina [25 μg ml-1], trimetroprim [100 μg ml-1], ampicilina [150 

μg ml-1], kanamicina [50 μg ml-1] y polimixina B [25 μg ml-1] (Sigma-Aldrich, 

México).  

 

 



 

31 
 

 

 

Tabla 2. Cepas bacterianas empleadas en este estudio. 

 

 

 

6.3 Conjugación triparental  

Las cepas donadoras que contenían el plásmido pAT52 y pSCrhaB2 se incubaron toda 

la noche a 37°C en caldo LB. Posteriormente, se movilizaron los plásmidos a las cepas 

de B. cenocepacia ∆bptpA y ∆iscR mediante conjugación triparental, utilizando como 

cepa movilizadora a Escherichia coli DH5α portadora del plásmido pRK2013. Un 
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mililitro de cultivo de la cepa receptora se centrifugó durante 2 minutos a 16,200 g, se 

eliminó el sobrenadante y se añadieron 800 μl de la cepa donadora. A continuación, se 

descartó el sobrenadante y se añadieron 500 μl de la cepa movilizadora. La mezcla se 

centrifugó nuevamente y la pastilla resultante se resuspendió con 100 μl de caldo LB. 

La suspensión celular se colocó en el centro de una placa de agar LB y se incubó 

durante 6 horas a 37 °C. Las colonias resultantes se colectaron y resuspendieron. 

Finalmente, se realizaron diluciones seriadas y se sembraron 100 μl de cada dilución 

en agar LB suplementado con antibióticos trimetroprim [100 μg ml-1], ampicilina [200 

μg ml-1] y polimixina B [12 μg ml-1] (Sigma-Aldrich, México). 

 

6.4 Escrutinio de las células ∆bptpA-BPtpAD127A y ∆iscR-BPtpAD127A 

transformadas 

Las colonias resultantes de la conjugación triparental se analizaron mediante PCR de 

colonia utilizando los pares de oligonucleótidos: 7581 (5´ 

TTTCATATGTCTTACAGCAACAAGG 3’) y 7582 (5’ 

TTTTCTAGAGGCTGCTGCCTGATCGC 3’). Como control positivo se utilizó la 

cepa de B. cenocepacia K56-2. Los productos de las reacciones de PCR se separaron 

en geles de agarosa al 1.2 %. 

 

6.5 Expresión de la proteína BPtpA-10XHis en medio rico en nutrientes y 

estandarización de condiciones óptimas de inducción 

La cepa transconjugante de B. cenocepacia ∆bptpA-BPtpAD127A se inoculóinoculó en 

4 ml de caldo LB suplementado con sus respectivos antibióticos y se incubó a 37°C en 

agitación a 1200 rpm por toda la noche. Posteriormente, se tomó 1 ml del cultivo y se 

inoculó en 250 ml de medio LB, el cual se incubó a 37°C en agitación a 1200 rpm. 

Luego, se midió la DO595nm hasta llegar a 0.4-0.6 y se añadió ramnosa (0.2% y 0.4%, 

concentración final) y después se procedió a recolectar 1 ml de lisados celulares de 

cada medio a diferentes tiempos (0, 4, 6 y 24 horas). Para evidenciar la presencia de la 

proteína BPtpA, se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% de las 

muestras, seguida de una tinción con azul de Coomassie. 
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6.6 Expresión de la proteína BPtpA en condiciones limitantes de nutrientes 

Las cepas transconjugantes de B. cenocepacia ∆bptpA y ∆iscR portadoras del plásmido 

pAT52 se inocularon en 4 ml de caldo LB suplementado con sus respectivos 

antibióticos y se incubaron a 37°C en agitación a 1200 rpm por toda la noche. Se tomó 

1 ml de cada cultivo y se centrifugó a 13.3 rpm por 1 minuto. Posteriormente, se 

descartó el sobrenadante y se resuspendieron las células con 1 ml de agua estéril, 

repitiendo este procedimiento dos veces, a continuación, se resuspendió la pastilla en 

100 ml de medio M9 (M9 1X, glucosa 0.4%, 10 mM de MgSO4 y 100 mM de CaCl2) 

y, cuando el medio alcanzó una DO595nm de 0.4-0.6, se indujo el crecimiento celular 

con ramnosa 0.2%y 1 ml de cada suspensión se reservó a las 0, 4, 6 y 24 horas. Por 

último, las, las pastillas celulares se resuspendieron con SDS 1X de acuerdo con su 

DO595 y se almacenaron a -20°C. Para evidenciar la presencia de la proteína BPtpA, se 

realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida al 15%, seguida de una tinción con 

azul de Coomassie. 

 

6.7 Ensayo in vitro de captura de sustrato 

Las cepas transconjugantes de B. cenocepacia ∆bptpA-BPtpAD127A y ∆iscR- 

BPtpAD127A, así como las cepas control B. cenocepacia ∆bptpA-pSCrhaB2 y ∆iscR- 

pSCrhaB2 se inocularon en 250 ml de caldo LB y se incubaron a 37°C en agitación 

(1200 rpm). Una vez alcanzada una DO595nm de 0.5 se añadió ramnosa a una 

concentración final de 0.2% y se continuó incubando por 4 horas más a 37°C en 

agitación a 1200 rpm. La suspensión celular se centrifugó a 7800 rpm por 20 minutos 

y la pastilla resultante se resuspendió en 14 ml de amortiguador de unión BB (Binding 

Buffer) (20 mM de Tris-HCl y 200mM NaCl a pH 8,). Posteriormente, las células se 

lisaron mediante sonicación (SONIFIER 250, Branson) y se centrifugaron a 16,200 g 

por 1 hora a 4°C. Se lavaron y se equilibraron con amortiguador BB, 700 μl de esferas 

de agarosa (Ni-NTA Agarosa), se trasfirieron al sobrenadante del lisado por 

sonicación y, se incubaron durante 1 hora a 4°C con agitación a 1200 rpm. La 
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solución se transfirió a una columna cromatográfica de polipropileno 1.5 x 14 cm, 

con una base de polietileno de porosidad de 30 mm fijado en la salida de la columna 

y, se realizaron 4 lavados. Primero con 5 ml de amortiguador BB, seguidos de 10 ml 

de amortiguador BB con 20 mM de imidazol, 10 ml de amortiguador BB con 40 mM 

de imidazol y 5 ml de amortiguador BB con 40 mM de imidazol. Finalmente, las 

proteínas co-purificadas se eluyeron con 300 ul de amortiguador BB con 300 mM de 

imidazol y se almacenaron a -20°C. Las fracciones de proteínas co-purificadas se 

sometieron a SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 15% y se tiñeron con azul de 

Coomassie. 

 

6.8 Cuantificación de proteínas co-purificadas 

Utilizando el método colorimétrico de Bradford (Bradford ULTRA Reagent®), en una 

placa de 96 pozos, se colocaron por duplicado 50 μl de cada una de las proteínas, se 

añadieron 50 μl del reactivo de Bradford en cada pozo y se leyó la absorbancia a una 

longitud de onda de 595nm en un lector de placas (iMark™ BIORAD). 

 

6.9 Inmunodetección tipo Western Blot 

Utilizando las eluciones obtenidas en el ensayo de captura de sustrato, se cargaron 

cantidades iguales de proteína en los pocillos del gel de poliacrilamida al 15%. Se 

trasfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se corrieron durante 3 horas a 75 V. Las 

membranas fueron bloqueadas toda la noche utilizando una solución de leche 

semidescremada al 5% en PBS-Tween (PBS 10X, 1% Tween® 20 SIGMA). 

Posteriormente, las membranas fueron lavadas 4 veces con PBS-Tween 1X, con una 

duración de 10 minutos cada lavado, y se incubaron con anticuerpos anti-fosfotirosina, 

diluido 1:4,000 o anticuerpos anti-His Peroxidasa (HRP), diluido 1:5,000 en PBS-

Tween 1X durante 4 horas a 4°C con agitación a 1200 rpm. Las muestras incubadas 

con anticuerpos anti-fosfotirosina se incubaron posteriormente con anticuerpos anti-

GAM-HRP diluido 1:10,000 en 1X TBS-Tween durante 4 horas a 4 °C. Se realizaron 

4 lavados, de una duración de 10 minutos cada uno. Para la detección de la señal se 
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siguieron las recomendaciones del fabricante del kit comercial (MILIPORE Immobilon 

Western®). 

 

6.10 Identificación de péptidos por espectrometría de masas  

Las bandas que resultaron reactivas al anticuerpo anti-P-Tyr se enviaron al servicio de 

identificación de proteínas por medio de la técnica Huella Peptídica e Identificación 

por LCMS (Liquid Chromatography–Mass Spectrometry, por sus siglas en Inglés), del 

Laboratorio Universitario de Proteómica (LUP) del Instituto de Biotecnología, UNAM. 
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7. RESULTADOS  

 

7.1 Identificación de motivos consenso en sitios reportados con residuos de 

tirosina fosforilados 

Al realizar la búsqueda de proteínas reportadas fosforiladas en tirosina de las bacterias 

filogenéticamente relacionadas con B. cenocepacia, solo se recolectó el sitio donde 

ocurría esta modificación, que corresponde a secuencias de 15 aminoácidos (ej. 

IRLAFVAYLAITILD) pertenecientes a 27 especies bacterianas diferentes, tales como: 

Streptomyces coelicolor, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, 

Mycobacterium smegmatis, Neisseria meningitidis, Caulobacter vibrioides, 

Sinorhizobium meliloti, Rhodopseudomonas palustris, Campylobacter jejuni, 

Helicobacter pylori, Citrobacter koseri, E. coli, E. fergusonii, Klebsiella pneumoniae, 

P. aeruginosa, P. fluorescens, Rhizobium meliloti, Salmonella agona, S. typhi, Serratia 

marcescens, Shigella flexneri, Sinorhizobium meliloti, Vibrio vulnificus, Xanthomonas 

axonopodis y Yersinia enterocolitica. Se alineó un total de 162 secuencias de proteínas 

que tenían reportado un residuo de tirosina fosforilada, utilizando BioEdit y UGENE. 

Se evidenció que existían proteínas idénticas que se reportaban más de una vez, pero 

en diferentes bacterias. Posteriormente, se realizó un escrutinio de secuencias para 

descartar las proteínas que se encontraran repetidas y se obtuvo un total de 107 registros 

(Figura 4).  
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Figura 4. Alineamiento de secuencias múltiples. Alineamiento de las proteínas 

reportadas fosforiladas en residuos de tirosina en la base de datos dbPSP, 

pertenecientes a especies representativas del filo Proteobacterias (análisis realizado con 

el programa UGENE). 

 

Una vez generada la base de datos de 107 secuencias no repetidas, se realizó un BLAST 

[98] para comparar las secuencias con proteínas pertenecientes a  Burkholderia 

cenocepacia K56-2 (GenBank: CP053300.1) y observar si existían residuos 

conservados. Se obtuvo un total de 6 secuencias de proteínas con una homología del 

100% con proteínas de B. cenocepacia (Tabla 3). Es importante señalar que las 

proteínas que tuvieron una homología del 100% codificadas en las diferentes bacterias 

representativas corresponden a la misma proteína en B. cenocepacia K56-2. 
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Tabla 3. Proteínas con homología del 100% con los sitios donde ocurre la 

fosforilación en tirosina. 

 

 

Posteriormente, la base de datos de 107 secuencias de 15 aminoácidos se procesó en la 

herramienta MEME [100], con el fin de identificar alguna semilla característica entre 

las secuencias. Esta herramienta arrojó un total de 92 motivos totales, de los cuales 54 

contenían homologías en los residuos de tirosina y solo 34 motivos contenían 

secuencias medianamente conservadas. No se encontraron motivos con más de tres 

secuencias, evidenciando que los péptidos fosforilados en tirosina reportados en la base 

de datos dbPSP no comparten una secuencia consenso. Estos 34 motivos de entre 6-10 

aminoácidos se utilizaron para realizar un BLAST [98] contra la secuencia completa 

de B. cenocepacia K56-2, donde se encontraron otras 6 secuencias homólogas (Tabla 

4). 
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Tabla 4. Proteínas homólogas con las secuencias arrojadas por The MEME suite. 

 

 

7.2 Identificación de motivos consenso en proteínas completas reportadas con 

residuos de tirosina fosforilados 

Se continuó con la búsqueda de motivos conservados en el sitio de fosforilación en 

tirosina (secuencia de 15 aminoácidos) utilizando las secuencias completas de las 107 

proteínas obtenidas con anterioridad. Para encontrar residuos conservados y comparar 

las similitudes con proteínas pertenecientes a B. cenocepacia K56-2 se realizó un 

BLAST.  Se obtuvo un total de 26 proteínas con una homología >50% con proteínas 

codificadas en B. cenocepacia K56-2. Se establecieron criterios de exclusión, 

descartando aquellas proteínas reportadas en el análisis anterior y las proteínas que no 

tenían conservada la tirosina reportada fosforilada en la base de datos dbPSP. Se 

registró un total de 13 proteínas (Tabla 5).  
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Al utilizar MEME, se buscaron motivos conservados entre las secuencias completas 

de las proteínas reportadas fosforiladas en tirosina, pero no se encontró una firma 

identificable. Se obtuvo un total de 432 motivos totales, pero no había motivos con 

más de 3 secuencias homólogas.  

Tabla 5. Proteínas completas con homología >50% con proteínas de B. cenocepacia.  

 



 

41 
 

7.3 Escrutinio de las células ∆bptpA-BPtpAD127A y ∆iscR- BPtpAD127A 

transformadas 

Las colonias resultantes de la transformación de las cepas B. cenocepacia ∆bptpA-

BPtpAD127A y ∆iscR- BPtpAD127A se analizaron mediante PCR, amplificando el gen 

iscU y utilizando como control positivo la cepa B. cenocepacia K56-2. Las colonias 

transformadas correspondientes a B. cenocepacia ∆bptpA-BPtpAD127A amplificaron un 

fragmento de tamaño similar (aproximadamente 420 pb) al del control positivo (Figura 

5-A, Carril 4). De manera similar, la colonia recuperada de la transformación de la cepa 

correspondiente a la trasformación de B. cenocepacia ∆iscR- BPtpAD127A (Figura 5-B, 

Carril 1) amplificó el fragmento de tamaño similar al control positivo. 

 

      

Figura 5. Análisis de colonias transformadas correspondientes a B. cenocepacia.   

Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. Se utilizó marcador de peso molecular (MW) 

de 1Kb. El tamaño de las diferentes bandas se indica en pares de bases (pb). A) PCR 

de colonias correspondientes de la transformación de B. cenocepacia ∆bptpA-

BPtpAD127A, B) PCR de colonias correspondientes de la transformación de B. 

cenocepacia ∆iscR- BPtpAD127A. 

 

 

 

 

A) B) 
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7.4 Condiciones óptimas para la expresión de la proteína recombinante BPtpA 

La inducción de BPtpA se realizó en la cepa B. cenocepacia ∆bptpA/pAT52, utilizando 

dos concentraciones de ramnosa (0.4% y 0.2%). Se tomaron muestras tras 1, 2, 4, y 24 

horas de incubación. Los extractos se sometieron a los procedimientos previamente 

descritos en material y métodos (6.5).  

La expresión de la proteína se evidenció empleando un anticuerpo específico para la 

etiqueta de histidinas. Se observó una banda de aproximadamente 19 kDa (Figura 6-

B), correspondiente al peso molecular de BPtpA, con las dos concentraciones de 

ramnosa utilizados y, en los tiempos de 1, 2 y 4 horas de inducción.  

  

Figura 6. Expresión de la proteína recombinante BPtpAD127AX10His. Se muestran 

los lisados celulares de las muestras de B. cenocepacia ∆bptpA-BPtpAD127A tomados a 

la 1, 2, 4 y 24 horas de inducción con concentraciones de 0.2% y 0.4% de ramnosa. 

MW: Marcador de peso molecular (kDa). A) Análisis mediante SDS-PAGE, B) 

Confirmación por medio de Western blot con anticuerpo anti-His. 

 

 

 

A) 

B) 
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7.5 Medio LB favorece una mayor producción de BPtpA 

Las cepas de B. cenocepacia ∆bptpA y ∆iscR portadoras de pAT52 se inocularon en 

medio LB y M9. En medio mínimo M9 no se detectó la presencia de BPtpA (Figura 

7), mientras que, al utilizar medio LB para la expresión de la proteína, se obtuvo una 

banda del peso correspondiente a BPtpA (Figura 7-B, carril 1-2). Por lo anterior, se 

decidió continuar con los experimentos de co-purificación utilizando solamente medio 

LB y una concentración final de ramnosa de 0.2%. 

 

Figura 7. Evaluación del medio óptimo para la inducción de la proteína 

recombinante BPtpA. A) SDS-PAGE con un gel de poliacrilamida al 15% teñido con 

azul de Coomassie de la inducción de BPtpA en medio limitado de nutrientes. MW: 

Marcador molecular (kDa), B) Inmunoreconocimiento de la fosfatasa BPtpA mutante 

catalítica en medio limitado de nutrientes y medio enriquecido a diferentes tiempos de 

inducción.  

 

 

 

 

 

A) B) 
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7.6 Co-purificación de proteínas posibles sustratos de BPtpA  

Para la co-purificación de las posibles proteínas que interaccionan con la fosfatasa, se 

utilizó BPtpA mutante catalítica como cebo. Se emplearon las células transformadas B. 

cenocepacia ∆bptpA-BPtpAD127A y ∆iscR- BPtpAD127A, así como los controles 

negativos B. cenocepacia ∆bptpA-pSCrhaB2 y∆iscR-pSCrhaB2. Se puede observar 

que las bandas y posibles sustratos de BPtpA poseen tamaños semejantes en ambos 

fondos genéticos utilizados (Figura 8A-B, carriles E1 y E2), así como también se 

observa una banda de 19 kDa correspondiente a BPtpA.  

 

Figura 8. Comparación de proteínas co-purificadas con BPtpA con los fondos 

genéticos de B. cenocepacia ∆bptpA y ∆iscR. Las líneas E1 y E2 corresponden a las 

dos eluciones con una concentración de 400Mm de imidazol. Control: corresponde a 

las cepas B. cenocepacia ∆bptpA y ∆iscR con el plásmido pSCrhaB2 vacío. A) 

Eluciones 1 y 2 de la co-purificación correspondiente al fondo genético B. cenocepacia 

∆bptpA-pSCrhaB2, B) Eluciones 1 y 2 de la co-purificación correspondiente al fondo 

genético B. cenocepacia ∆iscR- pSCrhaB2. 

 

Para evaluar el posible estado fosforilado de las proteínas co-purificadas se realizó un 

Western blot. La señal identificada utilizando el anticuerpo anti-P-Tyr demostró que la 

banda correspondiente a BPtpA y la banda de aproximadamente 30 kDa fueron 

A) B) 
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reactivas al anticuerpo anti-P-Tyr, sugiriendo que se encuentran fosforiladas. (Figura 

9). 

 

Figura 9. Evaluación de las proteínas co-purificadas mediante Western blot. 

Inmunoreconocimiento de BPtpA y proteínas que interactuaron con BPtpA mutante 

catalítica, trasferidas a una membrana de nitrocelulosa e incubadas con anticuerpo anti-

P-Tyr (1:4,000). 

 

7.7 Las proteínas contenidas en la banda de 30 kDa contienen dos posibles 

sustratos de BPtpA 

Los sustratos putativos contenidos en la banda de aproximadamente 30 kDa se 

identificaron realizando un análisis por espectrometría de masas, encontrándose a la 

proteína 30S ribosomal S2 y a la proteína acetil-glutamato cinasa, las cuales participan 

en funciones diferentes en la bacteria (Tabla 6).  
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Tabla 6. Proteínas sustrato putativas identificadas por espectrometría de masas. Se 

incluyeron candidatos de la banda ∼30 kDa (Figura 9, carril E1 y E2, de ∆iscR- 

BPtpAD127A y ∆bptpA- BPtpAD127A). 
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8. DISCUSIÓN 

Burkholderia cenocepacia, así como las especies pertenecientes al Bcc, se encuentran 

distribuidas de manera diversa en la naturaleza, colonizando diferentes nichos y 

contribuyendo al crecimiento de diversas plantas. Sin embargo, estas bacterias pueden 

comportarse como patógenos oportunistas en pacientes con FQ e 

inmunocomprometidas. Dentro del grupo de especies que componen el Bcc, B. 

cenocepacia representa la especie más comúnmente aislada. Las infecciones por esta 

bacteria suelen cursar como cuadros pulmonares agudos, denominados síndrome 

cepacia. Su tratamiento es complicado debido a su resistencia intrínseca a diversos 

antibióticos de uso clínico [68, 101] y su gran capacidad de adaptación. 

Entre sus características de adaptación se encuentra la producción de EPS y la respuesta 

a condiciones de estrés. De las LMW-PTP de B. cenocepacia, BPtpA es la única que 

se ha asociado con la respuesta al estrés nutricional. Las bases moleculares de su 

especificidad de sustrato han sido estudiadas previamente en nuestro equipo de trabajo 

[80, 94]. Este proyecto se enfocó en identificar proteínas que interactúan con BPtpA, 

con el objetivo de comprender de mejor manera el papel de las enzimas que realizan la 

fosforilación de tirosinas en la fisiología procarionte.  

La búsqueda in silico de posibles proteínas fosforiladas de B. cenocepacia utilizando 

la base de datos dbPSP arrojó que 6 sitios de 4 microorganismos diferentes se 

conservaban en B. cenocepacia. Estos 6 sitios pertenecían a las siguientes proteínas: 

factor de elongación Tu (Rhodopseudomonas palustris y Escherichia coli) (Figura 10), 

proteína reguladora del nitrógeno P-II (Rhizobium meliloti), factor de elongación G 

(Escherichia coli), glutamina sintetasa (Pseudomonas taetrolens) y enolasa 

(Escherichia coli).  

Entre las funciones descritas de estas proteínas se puede destacar el factor de 

elongación Tu (EF-Tu). La fosforilación de EF-Tu se identificó en E. coli y 

Rhodopseudomonas palustris (Figura 10), pero también se ha descrito en otras 

bacterias como Thermus thermophiles [102], B. subtilis [103], Corynebacterium 

glutamicum [104], Streptomyces collinus [105], Thiobacillus ferrooxidans [106], S. 

pneumoniae [107], M. genitalium [108] y M. pneumoniae [108]. Mientras que la 
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fosforilación de EF-Tu reduce su afinidad de unión a GTP, reduciendo así la síntesis 

de proteínas, esta modificación post-traduccional también inhibe la unión del 

antibiótico kirromicina, un inhibidor específico de EF-Tu [109]. Además, la 

disminución del crecimiento bacteriano asociada a la fosforilación de EF-Tu se ha 

implicado como una medida de aclimatación a las condiciones de estrés durante la 

infección [110].  

Por otra parte, la glutamina sintetasa (GS) cataliza la condensación dependiente de ATP 

de amonio y L -glutamato, formando así L -glutamina, ADP, fosfato y un protón. En M. 

tuberculosis su función es esencial para el crecimiento de la bacteria tanto in 

vitro como in vivo, ya que afecta la modulación del pH en los fagosomas, previniendo 

la fusión fagosoma-lisosoma, además resulta importante en la biosíntesis de la pared 

celular [111].  

De acuerdo con lo anterior, las proteínas descritas resultan posibles candidatos a 

fosforilación en B. cenocepacia y sustrato de BPtpA.  

 

 

Figura 10. Alineamiento de secuencia de la proteína factor de elongación Tu. 

Alineamiento del sitio donde se ha reportado fosforilación en tirosina en la proteína 

factor de elongación Tu en Rhodopseudomonas palustris y E. coli, con la proteína 

ortóloga de B. cenocepacia. 

 

Al intentar identificar un motivo conservado entre los sitios donde ocurría la 

fosforilación en tirosina encontramos 34 motivos que contenían secuencias 

medianamente conservadas. Un resultado semejante se obtuvo al utilizar la secuencia 

completa de las proteínas reportadas fosforiladas en tirosina. No obstante, no se 

observaron motivos con una homología en más de tres o cinco secuencias, 
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respectivamente. Lo anterior, puede deberse a que el sitio donde ocurre la fosforilación 

no es el reconocido por las BY-cinasas o las fosfatasas, es decir que no hay una firma 

identificable asociada al sitio de fosforilación.  

El alineamiento de las proteínas identificadas con la secuencia completa de B. 

cenocepacia arrojó un total de 14 proteínas con una homología >50%. Entre estas 

proteínas se encuentra la subunidad HslUV (Figura 11), de una proteasa dependiente 

de ATP de dos componentes que desempeña funciones importantes en el control de 

calidad de las proteínas, a menudo eliminando las proteínas dañadas por el calor u otras 

tensiones desestabilizadoras [112]. En E. coli  la expresión de las enzimas HslU y HslV 

aumenta a altas temperaturas y la proteólisis de HslUV es sustancialmente más rápida 

a temperaturas altas que a temperaturas bajas in vitro [112]. En el caso de Leptospira 

interrogan, el proteosoma HslUV contribuye a su supervivencia intracelular al 

degradar los agresomas que se generan durante la infección de las células huésped 

[113]. Además de las funciones de HslUV bajo estrés térmico, esta proteasa también 

cumplen una función importante en la respuesta al estrés en un ambiente ácido [114]. 

Otra proteína de interés como posible sustrato para BPtpA, fue la proteína ribosomal 

30S S6. Después de un choque osmótico en Listeria monocytogenes se vió alterada la 

expresión de varias proteínas, incluida la proteína ribosomal 30S S6, la cual se 

sobreexpresó al someterse a este estrés [115].  

Por otra parte, de los productos codificados por el operón ISC (localizado río abajo de 

bptpA), la proteína de andamio IscU se encuentra implicada en el ensamblaje de grupos 

de hierro-azufre (Fe-S), un grupo prostético implicado en una amplia variedad de 

funciones biológicas, desde el transporte de electrones hasta funciones estructurales y 

de catálisis [116, 117]. En el análisis de alineamiento, IscU de S. flexneri y E. coli se 

encontraron reportadas fosforiladas en tirosina. La evidencia proporcionada por el 

análisis in silico coloca a estas proteínas como posibles sustratos para BPtpA por su 

importancia al participar en procesos indispensables en la bacteria y responder a 

diferentes señales externas, como lo es el estrés por calor o por un ambiente ácido.  

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/proteases
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-catabolism
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/electron-transport
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Figura 11. Alineamiento de la subunidad HslUV de una proteasa dependiente de 

ATP. Alineamiento de la secuencia completa de la subunidad HslUV, con una 

homología del 65% con la proteasa subunidad HslU de B. cenocepacia. 

 

Adicionalmente, se analizó la interacción in vitro de BPtpA con sus posibles sustratos, 

así como el estado fosforilado de los mismos. En E. histolytica, para identificar 

sustratos de su LMW-PTP (GenBank: XP_656359) se realizó una mutante en la 

cisteína catalítica de su sitio activo, lo que permitió identificar 5 proteínas que 

desempeñaban papeles importantes en la virulencia de la ameba. Una en la 

eritrofagocitosis, una en la motilidad y la eritrofagocitosis, dos en el metabolismo y 

una en la transducción de señales, esclareciendo las vías en las que participa esta 

fosfatasa [118].  

Por otra parte, se decidió utilizar una cepa B. cenocepacia ∆iscR, ya que IscR es un 

regulador transcripcional negativo del operón ISC [119] y así se favorecería la 

disponibilidad de las proteínas ISC y su posible interacción con BPtpA.  

Para optimizar la expresión de BPtpA se realizaron ensayos con diferentes 

concentraciones finales de ramnosa (0.2 y 0.4%), de acuerdo con lo reportado por  

Cardona y colaboradores, quienes establecieron que el promotor rha responde a bajas 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/proteases
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concentraciones de ramnosa (0.2%) [120]. La expresión de BPtpA se observó a partir 

de esta concentración. Posteriormente, con la finalidad de evaluar y comparar la 

expresión de nuestra proteína de interés en condiciones óptimas y de estrés en el 

crecimiento, se realizaron inducciones en dos medios de cultivo distintos, uno rico en 

nutrientes (LB) y un medio mínimo (M9). La producción de BPtpA se evidenció 

mediante inmunoreconocimiento con anticuerpos contra la etiqueta de histidinas. La 

expresión de la proteína sólo se observó en medio rico LB (Figura 7-B). Esto sugiere 

que el medio mínimo M9 no favorece la transcripción del gen, la activación del 

promotor en ramnosa o bien la agregación de la proteína codificada como cuerpos de 

inclusión [121].  

A partir de los ensayos de co-purificación se destacó una banda de aproximadamente 

30 kDa en los dos fondos genéticos utilizados, la cual podría contener proteínas sustrato 

de BPtpA.  

Previamente se demostró que BPtpA es reactiva al anticuerpo anti-P-Tyr [80]. Los 

resultados de este trabajo confirman dicha observación (Figura 9, carril 1, 2, 5 y 6, 

banda 19 kDa). Además, la banda de aproximadamente 30 kDa también resulto reactiva 

al mismo anticuerpo, sugiriendo que dicha proteína se encuentra fosforilada y 

representando un sustrato de BPtpA (Figura 9). No obstante, cabe mencionar que se 

han reportado sustratos de PTP que interactúan con otros dominios de la enzima (lejos 

del sitio activo), previo a la reacción de desfosforilación [122].  

La identificación de las proteínas en la banda de aproximadamente 30 kDa mediante 

espectrometría de masas derivó en la identificación de la proteína 30S ribosomal S2 y 

la acetil-glutamato cinasa (Tabla 5). La confirmación de estas proteínas como sustratos 

de BPtpA daría lugar al acercamiento para determinar la función de BPtpA en 

diferentes vías celulares importantes para B. cenocepacia.  
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Figura 12. Estructura tridimensional de los sustratos putativos de BPtpA. A) 

Proteína ribosomal 30S S6, B) Proteína acetil glutamato cinasa.  

 

Nuestro estudio in silico logró identificar la proteína ribosomal 30S S6, dicha proteína 

fue reportada fosforilada en tirosina en E. coli y cuenta con un homólogo en B. 

cenocepacia. Mediante espectrometría de masas se identificó la proteína ribosomal 30 

S2 como proteína co-purificada por BPtpA. La proteína ribosomal S2 está involucrada 

en la formación del complejo de iniciación de la traducción, donde podría entrar en 

contacto con el ARN mensajero y varios componentes del ribosoma [123]. Ensayos de 

captación de sustrato utilizando a la LMW-PTP, Spd1837 de S. pneumoniae 

identificaron a la proteína ribosomal 30 S3 como posible sustrato [124].  Los resultados 

obtenidos apuntan a que diferentes subunidades de la proteína ribosomal 30S, en 

especial la subunidad S6, podrían ser sustratos a fosforilación en tirosinas y, por 

consiguiente, interactuar con BPtpA.  

Por otra parte, la proteína N-acetil-l glutamato cinasa (NAGK) cataliza el segundo paso 

en la síntesis de l-arginina, la cual a su vez forma parte de la biosíntesis de aminoácidos 

y realiza la fosforilación de N-acetil-l-glutamato (NAG) para dar N-acetil-l-glutamato-

5-fosfato [125]. En el caso de las bacterias que no utilizan la ruta lineal de biosíntesis 

de arginina, esta enzima puede ser inhibida, promoviendo la coordinación de 

actividades catalíticas y con ello la supervivencia de la bacteria en medio limitado de 

nutrientes [126]. La alteración en la actividad de esta proteína (por medio de la 

fosforilación y desfosforilación de tirosina) puede tener implicaciones en la capacidad 

de B. cenocepacia para su respuesta al estrés nutricional. 

A

) 

B
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9. CONCLUSIONES 

 

• Por medio de un análisis in silico se identificaron 24 proteínas reportadas 

fosforiladas en residuos de tirosina en la base de datos dbPSP, fueron 

homólogas con proteínas de B. cenocepacia. Entre las funciones de estas 

proteínas se encuentra la respuesta a diferentes tipos de estrés y privación de 

nutrientes. 

• El uso de una mutante catalítica de BPtpA permitió la interacción de al menos 

dos proteínas que co-purificaron con la fosfatasa. 

• Las proteínas co-purificadas con BPtpAD127A en las cepas de B. cenocepacia 

bptpA y iscR fueron semejantes. 

• Las inmunotransferencias con un anticuerpo anti-P-Tyr sugieren que las 

proteínas co-purificadas están fosforiladas. 

• El análisis in silico predijo una de las proteínas que co-purificaron en el ensayo 

in vitro con BPtpAD127A.  

• Las proteínas identificadas por LC-MS/MS dentro de la banda de 

aproximadamente 30 kDa co-purificada con la cepa B. cenocepacia iscR 

corresponden a la proteína 30S ribosomal S2 y a la acetil glutamato cinasa. 
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