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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Modificaciones postraduccionales en bacterias 

La homeostasis puede ser definida como la propiedad de los organismos biológicos de 

mantener un ambiente interno normal ante perturbaciones, con el fin de continuar con el 

funcionamiento correcto del organismo (1).  

Para alcanzar la homeostasis, las bacterias utilizan sistemas de retroalimentación, que 

consisten en moléculas receptoras de estímulos que sensan cambios en el ambiente y que 

activan moléculas mensajeras que transmiten el mensaje a distintos niveles de regulación 

para que se pueda montar una respuesta apropiada. A través de estos mecanismos, una 

bacteria puede ajustar respuestas ante cambios en su entorno y lograr adaptarse a él.  

Debido a que la mayoría de las moléculas que reciben los estímulos y transfieren el mensaje 

son proteínas, las modificaciones postraduccionales (MPT) juegan un rol importante en la 

respuesta homeostática. Las MPT son cambios químicos que ocurren en las proteínas después 

de ser sintetizadas. La mayoría de estos cambios consiste en añadir un grupo funcional de 

manera covalente a la cadena lateral de algún residuo en el péptido (2). Estas modificaciones 

afectan la carga, conformación, localización, interacciones y función de las proteínas. Por lo 

tanto, funcionan como reguladores de estas.  

Históricamente, las MPT en bacterias se describieron años después que en eucariontes, ya 

que no se identifican con la misma facilidad (3). Lo anterior se debe a que las MPT en 

bacterias son menos abundantes, a que los niveles de MPT en bacterias son 

subestequiométricos y a que los algoritmos empleados para identificar MPT no eran los 

adecuados para muestras bacterianas (4). 

Sin embargo, gracias al avance en los instrumentos de análisis y el conocimiento sobre la 

biología molecular de bacterias, actualmente ha sido posible reconocer múltiples MPT en 

estos microorganismos. Hoy en día sabemos que similar a los organismos eucariontes, las 

bacterias llevan a cabo glucosilación, acetilación, y fosforilación de proteínas, entre otras (4), 

activación de proteínas a través de corte proteolítico (5) e incluso marcaje de proteínas con 

otras proteínas para su degradación (6).  
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Las MPT se han asociado a diferentes aspectos de la fisiología bacteriana, como; regulación 

del ciclo celular, regulación del metabolismo, respuesta al estrés, señal de quórum, 

esporulación, patogenicidad, entre otros (4). Además, es común encontrar un péptido con 

múltiples modificaciones, lo que indica una coordinación entre éstas (4). 

La mayoría de estas MPT son dinámicas y reversibles y son catalizadas por enzimas 

especializadas que agregan los grupos funcionales y en contraparte, otro grupo de enzimas 

se encarga de removerlos. Estas enzimas están bien reguladas, y por su capacidad de 

modificar múltiples aspectos de sus sustratos, son las encargadas de mediar la transducción 

de señales (4).  

 

1.2 Fosforilación de tirosinas en bacterias 

La fosforilación en residuos de tirosina consiste en añadir un grupo fosfato (PO4) a un grupo 

hidroxilo libre en la cadena lateral de un residuo de tirosina en una proteína (7). Esta MPT 

fue inadvertida en procariontes por varias décadas e incluso se pensaba que se encontraba 

restringida a organismos eucariontes, en los cuales se describió desde la década de 1950 como 

una MPT importante en la señalización celular (8,9).  

 

En la década de 1970 se identificaron los primeros péptidos bacterianos con aminoácidos 

fosforilados (10), y hasta 1986 los primeros conteniendo tirosinas fosforiladas, a partir de 

muestras de Escherichia coli (11). Posteriormente, para la década de 1990, se había 

comprobado que las bacterias también incorporaban la fosforilación de proteínas como parte 

de la transducción de señales. Sin embargo, ésta ocurría predominantemente en histidina y 

aspartato, formando parte de los bien descritos sistemas de dos componentes (12). A inicios 

de esa misma década, se descubrieron en bacterias genes homólogos a las cinasas eucariontes 

de serina/treonina (STPK), e incluso se caracterizaron algunas de estas proteínas (13,14). 

Finalmente, en 1997, Grangeasse y colaboradores describieron una enzima de Acinetobacter 

johnsonii capaz de autofosforilarse en residuos de tirosina, denominada Ptk (15).  A partir del 

descubrimiento y caracterización de Ptk, se han descrito genes homólogos a ptk en la mayoría 

de los genomas bacterianos secuenciados (16). Actualmente, con mejores procesamientos de 

muestras y la tecnología de espectrometría de masas se ha descrito que fracciones 



3 
 

significativas de proteomas bacterianos incorporan fosforilación en residuos de serina, 

treonina y tirosina (4). De hecho, se ha desarrollado una base de datos de sitios de 

fosforilación en procariontes, dbPSP, por sus siglas en inglés: http://dbpsp.biocuckoo.cn (17). 

De manera general, la fosforilación de tirosinas “activa” a las proteínas, en consecuencia, 

modifican su actividad enzimática su localización intracelular o su interacción con otras 

proteínas. Por otro lado, normalmente la remoción del grupo fosfato (desfosforilación) 

restaura el sistema para prepararlo ante un nuevo estímulo (18). Por lo tanto, las enzimas, 

que llevan a cabo esta MPT funcionan como “interruptores moleculares”.  

 

1.2.1 Cinasas de tirosina bacterianas 

A partir del reporte de la cinasa Ptk, se han identificado proteínas homólogas a ésta en 

diferentes bacterias y se ha confirmado su actividad de tirosina cinasa. Sin embargo, no se 

han encontrado proteínas homólogas a Ptk en eucariontes ni en arqueas (19). Además, la 

estructura y el mecanismo catalítico de Ptk y sus homólogos difieren de las cinasas 

eucariontes (20). Por lo anterior, éstas proteínas se unificaron bajo una misma familia, 

denominada cinasas de tirosina bacteriana o BY-cinasas (del inglés, Bacterial tyrosine-

kinase) (21). 

Las BY-cinasas constan de 3 regiones principales: 1) el dominio N-terminal compuesto por 

dos dominios transmembranales entre los cuales se forma un asa que sobresale hacia el 

periplasma en Proteobacteria o hacia el espacio extracelular en Firmicutes y la que 

probablemente participe en la recepción de un estímulo (22). 2) El dominio C-terminal se 

encuentra en el citoplasma, contiene el sitio catalítico y los dominios que unen al ATP: Walker 

A (A/Gx5GK[S/T]) y Walker B (hhhhDxxP), donde x corresponde a cualquier residuo y h a 

un residuo hidrofóbico; así como un dominio Walker A’ (hhhDxDxR) necesario para unir el 

Mg+2. 3) El clúster de tirosinas (YC), comprende los últimos residuos (10-20 aminoácidos) 

del extremo C-terminal y contiene un grupo de 3 a 7 tirosinas, todas sustrato a 

autofosforilación (20).  

Algo que llama la atención es el hecho de que generalmente, el dominio transmembranal y 

citosólico se encuentran codificados por un solo gen en Proteobacteria, mientras que en 

Firmicutes estos dominios son codificados por genes diferentes. No obstante, la interacción 
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de ambos péptidos es necesaria para su funcionalidad. Además, los genes que codifican para 

las BY-cinasas suelen encontrarse en operones asociados a la síntesis y exportación de 

exopolisacáridos (EPS) (21). 

En cuestión evolutiva, las proteínas más relacionadas con las BY-cinasas son las ATPasas de 

arsenito (ArsA) y MinD. Estudios filogenéticos sugieren que estos tres tipos de enzimas se 

originaron a partir de una ATPasa bacteriana común, ya que comparten los motivos Walker y 

la actividad ATPasa (20). 

El mecanismo catalítico de las BY-cinasas propuesto involucra un octámero, en el que las 

tirosinas del YC de cada subunidad se encuentran unidas al sitio activo de las subunidades 

vecinas, por lo que se llevaría a cabo una trans-autofosforilación (Figura 1) (23–25). Los 

residuos conservados de lisina y arginina en el motivo Walker A y los aspartatos de los 

motivos Walker B y A’ funcionarían para la unión del ATP y del cofactor Mg+2 (22). Se 

propone que los grupos hidroxilo de los anillos aromáticos de las tirosinas interaccionarían 

con el segundo aspartato del motivo Walker A’ de la subunidad adyacente, que sirve como 

catalizador ácido de la trans-autofosforilación (20).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Octámero de la BY-cinasa Wzc de E. coli (PDB:7NHR), representación en 

superficie. Cada subunidad del octámero se encuentra en diferente color. Las flechas indican 

el YC de dos subunidades. Izquierda, amplificación del recuadro marcado. Se retiró la 

superficie de la subunidad (celeste) para observar el YC en el sitio catalítico de la subunidad 

adyacente (naranja). Tomado de (18). 
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A diferencia de las cinasas eucariontes que se suelen activar por la fosforilación de un residuo 

específico, las BY-cinasas suelen fosforilarse en varias tirosinas de su YC (26). De hecho, se 

propone que la fosforilación de múltiples tirosinas en el YC de las subunidades del octámero 

promueve su disociación y esto conlleva a la transferencia del grupo fosfato a otros sustratos 

(27,28) y/o su desfosforilación por alguna tirosina fosfatasa específica (24). Cuando los YC 

de las BY-cinasas se encuentran desfosforilados se promueve su oligomerización y reinicia 

el ciclo (28).  

 

1.2.2 Tirosina-fosfatasas de bajo peso molecular 

Por otro lado, las enzimas que “apagan” el sistema son las que llevan a cabo la remoción del 

grupo fosfato. Estas son las proteínas tirosina fosfatasas (PTP por sus siglas en inglés). En 

bacterias, se han identificado numerosas PTP, de las cuales la mayoría son homólogas a las 

eucariontes (29). Existen distintos tipos de PTP en procariontes: las PTP de tipo eucariota y 

fosfatasas de doble especificidad (DSP por sus siglas en inglés) con especificidad por 

serina/treonina y tirosina, las fosfatasas polimerasa-histidinol (PHP por sus siglas en inglés) 

y las PTP de bajo peso molecular (LMW-PTP). De estas, las PHP son más frecuentes en 

Firmicutes, mientras que las LMW-PTP en Proteobacteria (30).  

 

Las LMW-PTP son fosfatasas ubicuas, con presencia en los tres dominios (31). 

Evolucionaron de un gen ancestral que también dio lugar a las reductasas de arsenito (32). 

En Proteobacteria, los genes que codifican para las LMW-PTP normalmente se encuentran 

adyacentes a los que codifican a las BY-cinasas dentro de operones asociados al metabolismo 

de EPS (20). De ahí que las primeras funciones asociadas a estas enzimas fuera la producción 

de EPS.  

 

La estructura de las LMW-PTP consiste en 3 regiones principales: 1) Un asa P, en donde se 

encuentra el motivo conservado C(X)5R y que contiene la cisteína catalítica. 2) Un asa D, 

que contiene un residuo de aspartato conservado importante para la actividad fosfatasa y 3) 

el asa W que contiene un residuo triptófano importante para el reconocimiento de sustrato 

(Figura 2) (30). 
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El mecanismo de acción consiste en el acomodo del grupo fosfato por el residuo de arginina 

del motivo C(X)5R cerca del residuo cisteína catalítico del mismo motivo. La cisteína lleva 

a cabo un ataque nucleofílico hacia el átomo de fósforo, lo que provoca la ruptura del enlace 

éster. Esto genera un cambio conformacional en la proteína que acerca el aspartato del asa D 

al sitio activo y este se comporta como un catalizador ácido, lo que permite la liberación del 

sustrato desfosforilado y de un fosfato inorgánico (33).  

 

La estructura y mecanismo catalítico de las LMW-PTP bacterianas y eucariontes son 

similares: ambas pueden desfosforilar el p-nitrofenol fosfato (PNPP) y fosfotirosina, son 

inhibidas por el molibdato de amonio y el ortovanadato de sodio, son reguladas por la 

oxidación reversible de las dos cisteínas del sitio activo y no tienen efecto sobre residuos de 

serina o treonina fosforilados (31). A pesar de las similitudes, algunos grupos de 

investigación han sugerido que las LMW-PTP de bacterias y eucariontes pueden separarse 

en dos clases, esto debido a estudios estructurales, filogenéticos y funcionales (30,31,34). 

Estas diferencias podrían explotarse en la investigación y diseño de inhibidores de LMW-

PTP bacterianas, ya que estas enzimas son bien reconocidas por ser factores de virulencia por 

su rol en la biosíntesis de EPS (35). 

 

Figura 2. Representación en listones de la LMW-PTP Wzb de E. coli (PDB: 2FEK). Se muestran 

los residuos catalíticos en barras rojas. Tomado de (18). 
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1.2.3. Implicaciones de la fosforilación de tirosina en la fisiología bacteriana 

Actualmente se reconoce la fosforilación de tirosinas como un mecanismo regulador 

importante que impacta distintos aspectos de la biología bacteriana (7). Sin embargo, 

identificar los sustratos de esta modificación sigue siendo desafiante (4). 

 

Los primeros estudios que atribuyeron alguna función a esta MPT corresponden a trabajos 

relacionados a la biogénesis de los polisacáridos capsulares (PC) (36,37). Esto se debe a que 

como ya se mencionó, la mayoría de los genes que codifican para las BY-cinasas y las PTP 

se encuentran en operones asociados a esta vía fisiológica. En estos trabajos se describe la 

importancia de las BY-cinasas y de las PTP en el proceso de la síntesis y exportación de estos 

polisacáridos (Figura 3). De manera general, se cree que es necesario alternar entre los 

estados fosforilados y desfosforilados de las BY-cinasas en distintas partes del proceso, ya 

que se propone que el octámero conforma una plataforma para la unión de la flipasa y 

polimerasa que realizan la traslocación y polimerización de los PC, respectivamente (23). De 

hecho, las BY-cinasas que participan en este proceso se denominan PCP-2A (del inglés 

polysaccharide co-polymerase class 2A) (38). Adicionalmente, la UDP-glucosa 

deshidrogenasa (Ugd) de E. coli se ha reportado como sustrato de las BY-cinasas Wzc y Etk. 

La fosforilación de Ugd modifica su actividad enzimática, lo que impacta en la cantidad de 

PC de la bacteria (39).  

 

En Streptococcus pneumoniae se ha reportado que la deleción de la BY-cinasa CpsCD 

provoca la acumulación intracelular de PC y genera un efecto letal al secuestrar precursores 

de peptidoglucano (27). Por otro lado, se ha evidenciado que CpsD interactúa con ParB 

(asociada a la segregación cromosómica), y que es necesaria para una correcta división 

celular (Figura 3). Se cree que la síntesis de la cápsula y la segregación del cromosoma están 

regulados por la fosforilación de CpsD (40,41). Otro efecto de la fosforilación de tirosinas 

relacionado a la división celular se ha encontrado en Shigella flexneri, en donde se ha 

reportado que esta MPT podría impactar en la formación del septo, al regular la interacción 

entre FtsA y FtsZ (42).  
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Por otra parte, la fosforilación de tirosinas también parece tener un efecto en la expresión 

genética, al modular la actividad de reguladores transcripcionales (Figura 3). En Bacillus 

subtilis se ha identificado el represor transcripcional SalA como fosforilado en tirosina. Su 

fosforilación conlleva un cambio conformacional que lo vuelve más afín a sus secuencias de 

unión (43). En S. flexneri se ha reportado que el regulador transcripcional VirB es sustrato de 

esta MPT y se cree que pudiera afectar en la expresión de genes de virulencia (42). En E. coli 

enterohemorrágica (EHEC) se ha evidenciado que el regulador transcripcional Cra es 

fosforilado en tirosina. Este regulador se comporta como un represor de genes asociados a 

virulencia. Su fosforilación inhibe su unión al ADN, lo que permite la expresión de estos 

genes (44). De otro modo, en Porphyromonas gingivalis se ha observado que la 

desfosforilación del regulador transcripcional CdhR por la LMW-PTP Ltp1 permite la 

expresión de la fimbria Mfa1, esencial para la formación de biopelícula (45).  

 

La fosforilación de tirosinas en bacterias también contribuye en la respuesta al estrés (Figura 

3). Se ha descrito que la chaperona DnaK de B. subtilis es sustrato de fosforilación en tirosina 

y que esta MPT regula su actividad. Shi y colaboradores reportaron que la tirosina sustrato a 

fosforilación de DnaK era necesaria para la interacción con sus co-chaperonas y en la 

consecuente respuesta al estrés térmico (46). También en B. subtilis se encontró que la 

proteína de unión a cadena sencilla, SSB, incrementa su afinidad por el ADN cuando se 

encuentra fosforilada en tirosina. Se propone que esta MPT regula su unión al ADN y a la 

vez, la actividad de la proteína reparadora de daño RecA. Cuando SSB se desfosforila, 

permite que RecA inicie su función reparadora (47). En el caso de Deinococcus radiodurans 

se ha visto que la fosforilación de RecA en tirosina y treonina aumenta su afinidad por el 

ADN (48). 

 

Adicionalmente, se reportó que mutar la BY-cinasa BceF en Burkholderia contaminans 

disminuye la tasa de recuperación ante estrés por radiación (49), mientras que eliminar la 

LMW-PTP BPtpA en B. cenocepacia afecta negativamente su capacidad de crecimiento ante 

estrés nutricional (50). Estos datos sugieren un papel de la fosforilación de tirosinas en la 

respuesta ante diferentes tipos de estrés en bacterias.  
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1.3. Centros hierro-azufre en bacterias 

Los centros hierro-azufre (Fe-S) funcionan como cofactores para múltiples enzimas. Estos 

cofactores son de los más antiguos en la evolución celular y de hecho un estudio filogenético 

encontró que éstos eran los segundos cofactores más frecuentes en las proteínas del último 

ancestro común universal (LUCA por sus siglas en inglés) (51). Se encuentran en 

prácticamente todos los organismos, se componen por sulfuro inorgánico y de ion ferroso 

(Fe+2) o ion férrico (Fe+3) (52). Son esenciales para el funcionamiento correcto de proteínas 

involucradas en procesos fundamentales como la respiración celular, fotosíntesis, fijación de 

nitrógeno, entre otros (53).  

Estos centros se ensamblan preferentemente en forma de rombo [2Fe-2S] o de cubo [4Fe-

4S]. Normalmente, se unen a las proteínas en residuos de cisteína a través de sus átomos de 

azufre (52). Sin embargo, se han encontrado también unidos a residuos de histidina, arginina, 

glutamato, aspartato y tirosina (52,54).  

El hierro y el azufre libres son altamente tóxicos y reactivos, por lo que las células requieren 

de sistemas bien controlados que ensamblen estos reactivos en los centros Fe-S (53). En 

Figura 3. Implicaciones de la fosforilación de tirosinas en la biología celular bacteriana. 

Octámero de BY-cinasa en azul. Tirosina-fosfatasa (PTP) en café. Tomado de (18). 
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bacterias se han identificado 3 sistemas de biosíntesis de centros Fe-S: 1) el sistema NIF fue 

el primero en ser descrito, su función se relaciona principalmente con el ensamblaje de 

centros Fe-S requeridos para el proceso de fijación de nitrógeno en organismos diazótrofos 

(52). 2) El sistema ISC, es el más conservado en bacterias y se propone que opera de manera 

constitutiva (53). Genes homólogos del sistema ISC están conservados en arqueas y en 

mitocondrias. 3) El sistema SUF fue el último en ser descrito, se encuentra mayormente en 

cianobacterias, en éstas representa el principal sistema para la síntesis de los centros Fe-S. El 

sistema SUF también se encuentra conservado en otras bacterias, como E. coli, en donde se 

activa como respuesta a estrés oxidativo (55). Similar al caso de ISC, homólogos a este 

sistema se encuentran en arqueas y en los cloroplastos de plantas (56). 

1.3.1 Sistema ISC 

El sistema ISC (del inglés Iron Sulfur Cluster) es el más conservado en bacterias, se considera 

de función “housekeeping” (o basal) y, por lo tanto, es esencial en organismos que solo 

cuentan con este sistema. Está compuesto por 8 genes codificados en un operón, cuyos 

productos participan en la biosíntesis de los centros Fe-S (53). De manera general, el sistema 

contiene los siguientes elementos: una fuente de azufre, una fuente de hierro, una fuente de 

electrones, una proteína andamio y proteínas transportadoras del cofactor (Figura 4).  

La fuente de azufre (S) es normalmente una cisteína libre. IscS tiene actividad enzimática de 

cisteína desulfurasa, cataliza la conversión de cisteína en alanina por un mecanismo 

dependiente de piridoxal fosfato (PLP). El azufre queda unido a una cisteína de la desulfurasa 

como persulfuro (57). De acuerdo con la estructura atómica de IscS, la cisteína catalítica se 

encuentra en un bucle que se extiende hacia afuera del sitio activo, y se cree que esta 

conformación es importante para la transferencia del azufre a la proteína andamio (52).  

Seguido de esto, se transfiere el azufre, el hierro y electrones a la proteína andamio, IscU, en 

donde se ensambla el centro Fe-S. Se propone que la fuente de electrones es Fdx, mientras 

que la fuente de hierro se desconoce (52). IscU coordina la unión del azufre a una de sus 

cisteínas conservadas (Cys37, Cys63 y Cys106 en E. coli), se ha propuesto que un residuo 

de histidina (His105 en IscU de E. coli) pudiera operar como el aceptor del hierro, lo anterior 

no se ha confirmado, sin embargo se sabe que dicho residuo es esencial (52). Un estudio 
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reciente identificó la tirosina 3 en IscU de E. coli como esencial para su interacción con IscS 

y, por lo tanto, esta contribuye en la transferencia del azufre a IscU (58).  

IscU forma un dímero en solución y se propone que en cada subunidad se forma un centro 

en forma de rombo, [2Fe-2S]. A partir de estos, se forma el centro cúbico [4Fe-4S]. En 

presencia de oxígeno, éste regresa a los dos centros rombos, por lo que hay un equilibrio 

dinámico entre ambas formas (53).  

Otro dato interesante de IscU es que se ha encontrado en dos conformaciones, una 

desordenada (D) correspondiente a su estado apo (sin centro Fe-S) y una ordenada (S) (con 

Fe-S). Esto sugiere que ocurren cambios conformacionales durante el ensamblaje y la 

transferencia del cofactor (52).  

A la fecha se desconoce la fuente del hierro, se propone a la proteína IscA como un candidato, 

debido a que es capaz de unir centros Fe-S y también hierro mononuclear a través de tres 

cisteínas conservadas (59). Por esta razón, también se propone como posible proteína 

transportadora. Adicionalmente, las proteínas IscX y CyaY (que no es codificada por el 

operón ISC) también se han propuesto como posibles proteínas donadoras del hierro (60,61). 

Por otra parte, el principal candidato a ser el donador de electrones es la proteína Fdx, una 

ferrodoxina, debido a que ya se ha reportado dicha función para estas proteínas (62), y a que 

Fdx es esencial en el sistema, al igual que IscS e IscU (63).  

Las cochaperonas HscA y HscB son las principales proteínas transportadoras de los Fe-S 

ensamblados de IscU a las apo-enzimas. HscA es una proteína con actividad ATPasa, cuya 

interacción con IscU está regulada por HscB. De manera general, se cree que HscB tiene 

afinidad por holo-IscU, Se propone que HscA-ATP se une al complejo HscB-IscU-[Fe-S] 

para formar HscA-ATP-HscB-IscU-[2Fe-2S]. Cuando entra en contacto un aceptor del centro 

Fe-S, HscA hidroliza el ATP, lo que cataliza la transferencia del cofactor, se libera HscB e 

IscU pasa a su forma desordenada y se mantiene unida a HscA. Cuando HscA se une a otra 

molécula de ATP, se libera apo-IscU y ésta puede funcionar nuevamente como andamio (64). 
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1.4 Complejo Burkholderia cepacia 

1.4.1 Historia e identificación del complejo Burkholderia cepacia 

En 1949 Walter H. Burkholder logró aislar una bacteria fitopatógena causante de la 

podredumbre de la cebolla. A esta bacteria se le llamó Pseudomonas cepacia. En la década 

de 1990, gracias a la secuenciación del gen del ARN ribosomal 16s, homología ADN-ADN 

y características fenotípicas, esta especie y otras se establecieron dentro de un nuevo género 

denominado Burkholderia (65).  

 

Posteriormente en 1997, se realizó un estudio taxonómico polifásico de distintas cepas de B. 

cepacia, que incluía electroforesis de proteínas totales, análisis de ésteres metílicos de ácido 

graso e hibridaciones ADN-ADN, entre otras. Los resultados de este estudio, conducido por 

Vandamme y colaboradores, indicaron que las distintas cepas evaluadas pertenecían al menos 

a 5 especies genómicas (o genomovares) diferentes que no podían ser diferenciadas por los 

métodos fenotípicos comunes. Estos 5 genomovares conformaron los primeros miembros del 

complejo Burkholderia cepacia (Bcc por sus siglas en inglés) y se distinguieron con números 

romanos (I-V) (66) .  

Figura 4. Sistema de ensamblaje y transporte de los centros Fe-S. del sistema ISC. Tomado de (51). 
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La identificación específica de las especies del complejo Bcc ha sido difícil. Inicialmente se 

utilizaba el gen del ARN ribosomal 16s, así como análisis de polimorfismos de longitud de 

fragmentos de restricción (RFLP por sus siglas en inglés) de su secuencia (67,68). Luego, en 

el año 2000 se propuso utilizar el gen recA y RFLP de su secuencia, ya que se comprobó que 

funcionaba mejor para distinguir entre los genomovares del complejo (69). Esta última 

metodología determinó que el genomovar III se encontraba compuesto por cuatro subgrupos; 

IIIA, IIIB, IIIC y IIID (70). 

 

Otro método que se ha utilizado para la clasificación específica del Bcc es el análisis 

multilocus de secuencias (MLSA por sus siglas en inglés) (71). Actualmente, este método es 

utilizado en conjunto con otros en estudios de identificación y taxonomía del género 

Burkholderia (72–76). Sin embargo, últimamente se han reportado limitantes de este, siendo 

la más importante el hecho de que muchas secuencias tipo (ST por sus siglas en inglés) no 

han sido reportadas debido a la gran heterogeneidad genética del Bcc (77). 

 

Más recientemente se han propuesto métodos como la espectrometría de masas y el uso de 

genomas completos para la identificación y estudios filogenéticos de las especies del 

complejo Bcc (78–80). No obstante, estas nuevas metodologías no han logrado ser 

estandarizadas y presentan sus propias limitantes (81).  

 

1.4.2 Microbiología, taxonomía y ecología del Bcc 

Como su nombre lo indica, las especies que conforman el complejo Burkholderia cepacia 

pertenecen al género Burkholderia. Este género pertenece al orden Burkholderiales, el cual 

está dentro de la clase Betaproteobacteria. Las especies del Bcc son bacterias Gram negativas 

con forma de bacilo, no fermentadoras, móviles, catalasa positivas y consideradas ubicuas 

(70,82). En el ambiente, se han encontrado asociadas a plantas, animales, cuerpos de agua y 

en el suelo (83). Interesantemente se han encontrado en la rizosfera de varias plantas, 

incluyendo maíz, arroz, chícharo y algodón (84,85). Algunas cepas del complejo presentan 

actividad como promotoras de crecimiento de plantas ya que producen fitohormonas y/o fijan 
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el nitrógeno (86), mientras que otras se comportan como biocontrol de plagas ya que 

producen antimicrobianos (87).  

 

A pesar de esto, algunas cepas son fitopatógenos, como la especie tipo B. cepacia, que causa 

la podredumbre de la cebolla. Otras especies que se han reportado como fitopatógenos son 

B. cenocepacia que puede causar la pudrición suave del dedo del plátano (88) y un 

genomovar aún no caracterizado que causa la podredumbre suave del durazno (89). 

 

Por otro lado, se han descrito cepas del Bcc con potencial en el área de biorremediación, 

capaces de degradar compuestos tóxicos variados (90). Esto va ligado a su habilidad de 

utilizar múltiples fuentes de carbono, como compuestos halogenados, aromáticos y clorados 

como el tricloroetileno (85). No obstante, debido al peligro que estas cepas representan como 

patógenos oportunistas de humano, en Estados Unidos se puso un moratorio a los productos 

que contuvieran a estos microorganismos (91).  

 

En el ambiente urbano, se han encontrado en parques, campos deportivos, jardines, fábricas 

y hospitales. En estos últimos se han encontrado en soluciones desinfectantes, dispositivos 

médicos, productos farmacéuticos y superficies contaminadas (83).  

 

La capacidad de estas bacterias de adaptarse a diferentes ambientes y nichos ecológicos y 

utilizar distintos compuestos como fuentes de carbono se debe a su gran diversidad 

metabólica, conferida por su genoma tan amplio, de 6 a 9 Mb (92).  

 

Actualmente, el Bcc es un complejo conformado por más de 20 especies (Tabla 1) (93). Las 

especies de este complejo tienen la característica de poder comportarse como patógenos 

oportunistas en humanos. Los sujetos principalmente afectados son individuos 

inmunosuprimidos, como pacientes con enfermedad granulomatosa crónica (EGC) y de 

manera importante, pacientes con fibrosis quística (FQ) (83). En estos últimos, las especies 

con mayor prevalencia son B. cenocepacia y B. multivorans (94–96). 
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Tabla 1. Especies pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia descritas hasta el 2024. 

Especie Genomovar Fuente de aislamiento Referencia 

B. aenigmatica  Humano (FQ y otros), contaminante industrial y de 

aguas. 

(97) 

B. alpina  Suelo (98) 

B. ambifaria VII Humano (FQ y otros), suelo y rizósfera. (99) 

B. anthina VIII Humano (FQ), ambiente hospitalario, suelo, 

rizósfera, ríos, plantas.  

(100) 

B. arboris  Humano (FQ y otros), suelo, rizósfera, ríos, 

contaminante industrial. 

(101) 

B. catarinensis  Suelo (73) 

B. cenocepacia III Humano (FQ y otros), suelo, rizósfera, ríos, plantas 

y contaminante industrial.  

(66,70) 

B. cepacia I Humano (FQ y otros), suelo, rizósfera, ríos, plantas.  (65,102) 

B. contaminans  Humano (FQ y otros), ovejas, plantas.  (79) 

B. diffusa  Humano (FQ y otros), suelo. (101) 

B. dolosa VI Humano (FQ), plantas, rizósfera. (103,104) 

B. lata  Humano (FQ y otros), suelo, rizósfera, ríos, plantas 

y contaminante industrial.  

(79) 

B. latens  Humano (FQ) (101) 

B. metallica  Humano (FQ) (101) 

B. multivorans II Humano (FQ y otros), suelo, rizósfera y ríos. (66) 

B. orbicola  Plantas  (105) 

B. paludis*  Pantano (106) 

B. pseudomultivorans  Rizósfera (72) 

B. puraquae  Humano (FQ y otros) y suelo (74) 

B. pyrrocinia IX Humano (FQ y otros), suelo, rizósfera y ríos. (100) 

B. semiarida*  Plantas (107) 

B. seminalis  Humano (FQ y otros), suelo, rizósfera y plantas. (101) 

B. sola*  Plantas (107) 

B. stabilis IV Humano (FQ y otros), ambiente hospitalario y 

plantas.  

(108) 

B. stagnalis  Humano (FQ y otros) y suelo (109) 

B. territorii  Agua del subsuelo (109) 

B. ubonensis  Humano (otros) y suelo (110) 

B. vietnamiensis V Humano (FQ y otros), suelo, rizósfera, ríos, plantas 

y contaminante industrial. 

(111) 

*  Estas especies no cuentan con un nombre validado por el Código Internacional de 

Nomenclatura de Procariontes (ICNP por sus siglas en inglés).  
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1.5 Burkholderia cenocepacia 

En el 2003, Vandamme y colaboradores realizaron análisis filogenéticos y ensayos de 

hibridación ADN-ADN con diferentes cepas de los distintos subgrupos del genomovar III. 

Estos estudios confirmaron que los cuatro subgrupos de este genomovar pertenecían a una 

misma especie y a su vez, que esta especie era diferente a B. cepacia (genomovar I). A esta 

nueva especie se le dio el nombre de B. cenocepacia (el prefijo “ceno” significa nuevo) (70). 

 

Las células de Burkholderia cenocepacia miden de 1.0 a 2.0 µm de largo y de 0.6 a 0.9 µm 

de ancho. Crece a temperatura ambiente y a 37°C, algunas cepas pueden crecer a 42°C y 

producir un pigmento amarillo. La mayoría de las cepas crecen en agar MacConkey, no 

fermentan lactosa ni glucosa y no presentan alfa o beta hemólisis (70).  

 

El genoma de estas bacterias tiene un tamaño de 8 a 9 Mb y está organizado en 3 cromosomas 

y un plásmido. Todos los cromosomas tienen genes esenciales. El genoma tiene un contenido 

GC de aproximadamente 67% y cuenta con duplicaciones génicas, secuencias de inserción, 

elementos móviles e islas genómicas lo que le proporciona plasticidad y una amplia 

versatilidad metabólica (82,90). Estas características hacen que esta especie sea adaptable a 

diferentes entornos (83).  

 

La cepa tipo es la cepa J2315 que se aisló en 1989 a partir del esputo de un paciente con 

fibrosis quística en el Reino Unido (112). La mayoría de los estudios de B. cenocepacia 

utilizan esta cepa o la cepa K56-2, una cepa relacionada clonalmente a la cepa tipo y que 

también fue aislada de un paciente con fibrosis quística (113). Interesantemente, la cepa K56-

2 presenta mayor susceptibilidad a los antibióticos, lo que facilita su manipulación y por lo 

que es más frecuentemente usada en estudios in vitro (82).   
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1.5.1 Relevancia clínica 

Como se mencionó anteriormente, las especies del complejo Bcc tienen la capacidad de 

comportarse como patógenos oportunistas de humanos. Los individuos más susceptibles a 

infecciones por estas bacterias son aquellos con fibrosis quística (FQ), enfermedad 

granulomatosa crónica (EGC) y otros individuos inmunosuprimidos (90).  

 

Los pacientes con EGC tienen una versión defectuosa de la enzima nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato (NADPH) oxidasa. Esto afecta en la producción de especies reactivas 

de oxígeno (ROS) por parte de los fagocitos del paciente, lo que causa que estos no puedan 

destruir a los organismos fagocitados (114). El primer reporte de una infección por 

Pseudomonas cepacia en un paciente con esta enfermedad es del año de 1968 (115). A lo 

largo de las siguientes décadas se publicaron más reportes de infección por este 

microorganismo en pacientes con EGC. En la mayoría de los casos, el sitio de infección es 

el tracto respiratorio con una manifestación clínica de neumonía (116–118).  

 

En el 2009, los resultados de un estudio retrospectivo en Estados Unidos de pacientes con 

EGC infectados con un miembro del Bcc indicaron que la especie más frecuentemente aislada 

es B. multivorans, seguida por B. cenocepacia. Además, se observó que las infecciones 

respiratorias por Bcc en estos pacientes se deben principalmente a reinfecciones que pueden 

ser por distintas cepas, mientras que en los pacientes con FQ, la infección por Bcc es en la 

mayoría de los casos, debido a la persistencia de la misma cepa (114). En otro estudio 

retrospectivo de Estados Unidos que abarcó 4 décadas (1969 – 2012), se reportó a las especies 

del Bcc como el segundo patógeno con mayor incidencia en pacientes con EGC y el segundo 

patógeno con mayor mortalidad, en ambos casos precedido sólo por Aspergillus spp. (119).  

 

Los pacientes con FQ tienen alguna mutación en el gen cftr, lo que hace que el producto de 

dicho gen no sea funcional. Estos pacientes desarrollan una enfermedad pulmonar crónica, 

caracterizada por una obstrucción pulmonar progresiva y con infecciones recurrentes que 

culminan en la muerte temprana del paciente (120).  
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El primer reporte de una infección por P. cepacia en un paciente con FQ es de 1972 (121). 

En los siguientes años se publicaron más estudios donde se reportaba el aislamiento de esta 

especie en este tipo de pacientes (122,123). En 1984 Isles y colaboradores del Hospital for 

Sick Children de Toronto reportaron el primer estudio longitudinal de infecciones por P. 

cepacia en pacientes con FQ. En este estudio observaron que la prevalencia de P. cepacia en 

estos pacientes había aumentado de un 10% en 1971 hasta un 18% en 1981. Un año después, 

en Estados Unidos, Thomassen y colaboradores de la universidad Case Western en Ohio 

reportaron un aumento de la prevalencia de P. cepacia en pacientes con FQ de un 7% en 1978 

a un 15% en 1982. En estos dos estudios se reportó que los pacientes infectados con P. 

cepacia tienen un deterioro más rápido de la función pulmonar que los pacientes infectados 

con P. aeruginosa. También en estos artículos se reporta por primera vez el “síndrome 

cepacia”, caracterizado por fiebre, deterioro del funcionamiento pulmonar y bacteriemia 

(124,125).   

 

Las epidemias de las décadas de 1980 y 1990 en Norteamérica y el Reino Unido impulsaron 

más estudios epidemiológicos, en donde se confirmó una asociación fuerte entre P. cepacia 

y la FQ (126,127). Así como también que los pacientes con FQ colonizados con P. cepacia 

presentaban un peor pronóstico en comparación con los que no lo estaban (120). Un estudio 

retrospectivo de Estados Unidos, reportó que el 31% de las infecciones causadas por P. 

cepacia de 1980 a 1985 eran del tracto respiratorio inferior y que en el 80% de los casos la 

infección había causado o contribuido a la muerte del paciente (128). 

 

En la década de 1990 se confirmó que el microorganismo puede ser transmitido de persona 

a persona o por contacto con superficies o soluciones contaminadas (112). Algunos estudios 

han indicado que pacientes se han infectado en el ambiente hospitalario debido a soluciones 

o superficies contaminadas, como desinfectantes, viales de heparina, nebulizadores, 

ventiladores mecánicos, agua corriente, entre otros (129–133).  

 

En esa misma década se implementaron planes para disminuir la transmisión de P. cepacia 

en los pacientes con FQ. Uno de éstos fue el crear cohortes de pacientes con FQ colonizados 

con el microorganismo y separarlos de los que no lo estaban. Otra medida fue cancelar los 
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campamentos de verano que se organizaban para los pacientes con FQ. Estas medidas fueron 

un golpe para los pacientes colonizados, ya que se sintieron aislados de su comunidad 

(112,134). Sin embargo, la evidencia indica que estas estrategias lograron disminuir la 

prevalencia e incidencia de pacientes con esta bacteria (135,136).  

 

En el 2003 se agruparon a las cepas que habían causado las epidemias en Canadá, Estados 

Unidos y el Reino Unido bajo la especie B. cenocepacia (antes conocido como genomovar 

III) (70). Cabe mencionar que la cepa epidémica de Canadá y el Reino Unido pertenecía al 

subgrupo IIIA, mientras que las cepas epidémicas de Estados Unidos pertenecían al subgrupo 

IIIB (69).  

 

En los últimos 20 años los estudios epidemiológicos han indicado un cambio en la frecuencia 

de las especies del Bcc en pacientes FQ. De manera general, ha habido una disminución en 

la incidencia y prevalencia de B. cenocepacia y un aumento en la incidencia y prevalencia 

de otras especies del Bcc. Este cambio se debe a las estrategias tomadas en los 1990s para 

controlar la transmisión de las cepas epidémicas de B. cenocepacia (94). A pesar de que las 

medidas fueron exitosas, la prevalencia de infecciones por el complejo Bcc se ha mantenido 

debido a cepas únicas, no clonales, adquiridas del ambiente (94,96). En España y Argentina, 

B. contaminans es ahora la principal especie aislada en estos pacientes (137,138). En Portugal 

se ha reportado a B. cepacia como la especie más frecuente (139). Por otro lado, B. 

multivorans es ahora la especie con mayor incidencia y prevalencia en Canadá, Reino Unido 

y Estados Unidos (96,140,141).  

 

A comparación de las infecciones con B. multivorans, las infecciones con B. cenocepacia 

suelen ser crónicas en lugar de transitorias y presentan mayor mortalidad (142). Además, una 

infección con B. cenocepacia se asocia a un mal pronóstico post-trasplante de pulmón por lo 

que algunos centros utilizan esto como un criterio de exclusión (143,144). Finalmente, un 

estudio reportó que los pacientes infectados con B. cenocepacia tienen una supervivencia 

más corta que los pacientes infectados con P. aeruginosa, pero no hubo una diferencia 

significativa entre la supervivencia de pacientes infectados con B. multivorans y los 

infectados con P. aeruginosa (145).  
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Cabe mencionar que no todos los pacientes FQ infectados con B. cenocepacia desarrollan el 

síndrome cepacia. El curso de la enfermedad puede ser diferente incluso en pacientes 

infectados con la misma cepa. Mientras que un paciente pudiera desarrollar el síndrome 

cepacia, otro pudiera tener una infección asintomática. Esto indica que el resultado clínico 

depende no solamente de la cepa, sino también del sistema inmune propio del paciente 

(124,135).  

 

Adicionalmente, las infecciones con B. cenocepacia son difíciles de tratar debido a que la 

bacteria presenta resistencia intrínseca a la mayoría de los antibióticos utilizados en la 

práctica clínica (146). El microorganismo tiene un LPS modificado que dificulta las 

interacciones con los antibióticos catiónicos. Además, presenta porinas que aumentan la 

impermeabilidad de la membrana, así como bombas de eflujo que eliminan los antibióticos 

que hayan entrado. También se ha documentado la modificación de las proteínas blanco y la 

expresión de enzimas que degradan los antimicrobianos, como β-lactamasas (90,147).  

 

1.5.2 Patogénesis y factores de virulencia 

B. cenocepacia no es un comensal humano, por lo que su adquisición en el hospital suele ser 

por contacto directo con personas infectadas, inhalación de los aerosoles generados por estas 

personas o contacto con superficies o soluciones contaminadas (112,133). Fuera del hospital, 

B. cenocepacia se ha encontrado en el suelo, animales, plantas y cuerpos de agua por lo que 

cualquiera de estos puede funcionar como reservorio para adquirir el microorganismo (148). 

 

La bacteria logra colonizar el tracto respiratorio gracias a distintas estructuras en su superficie 

que le permiten adherirse a este. Principalmente, la presencia de un pili denominado pili tipo 

cable en conjunto con una adhesina de 22 kDa llamada AdhA. Esta adhesina se encuentra a 

lo largo del pili, y permite a la bacteria adherirse a las mucinas y a la citoqueratina 13 del 

epitelio respiratorio (149–152). Cabe mencionar que este complejo no es necesario para 

establecer una infección, pero las cepas que lo expresan se asocian a infecciones crónicas y 

mayor transmisibilidad (153,154). Además, la citoqueratina 13 se ve sobreexpresada en FQ, 
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por lo que esto podría explicar por qué la bacteria tiene facilidad de infectar pacientes FQ a 

comparación de individuos sanos (150).   

Posterior a la adhesión, el microorganismo es capaz de infectar a las células epiteliales y a 

los macrófagos y sobrevivir dentro de estos (155,156). Se ha reportado que el flagelo, los 

sistemas de secreción y algunas proteínas son factores de virulencia que juegan un papel 

importante en la invasión de las células y en atravesar la barrera epitelial (157–159). Un 

estudio reportó que la interrupción de los genes fliG y fliI produce una bacteria sin motilidad 

y con una menor capacidad de invasión de células del epitelio respiratorio (157). En otro 

estudio se reportó que una cepa mutante para la producción de flagelina es menos letal que 

la cepa silvestre en un modelo de ratón. Se demostró que esto se debe en parte a que la 

flagelina interactúa con el receptor tipo Toll 5, lo que culmina en la secreción de citocinas 

proinflamatorias relacionadas a la severidad de la infección (160).  

 

Una vez dentro del fagosoma, el patógeno utiliza el sistema de secreción tipo VI (SST6) y el 

efector TecA para desactivar las Rho GTPasas, lo que causa una despolimerización de los 

filamentos de actina y ocasiona la interrupción del tráfico celular (161,162). Esto retrasa la 

maduración del fagosoma y resulta en la inhibición del ensamblaje de la NADPH oxidasa 

(163). El patógeno sobrevive y utiliza el SST6 para romper la membrana del fagosoma y 

escapar al citosol, donde se replica (164,165). Adicionalmente, el rompimiento del fagosoma 

libera los efectores del sistema de secreción tipo II (SST2), ZmpA y ZmpB hacia el 

citoplasma. Estas metaloproteasas en conjunto con la inactivación de RhoA, inducen el 

ensamblaje del inflamasoma, lo que provoca la secreción de citocinas proinflamatorias 

(161,164).  

 

Importantemente, B. cenocepacia puede atravesar la barrera epitelial y llegar a la circulación. 

Varios autores han reportado que el patógeno logra esto al modificar la expresión de las 

proteínas que forman parte de las uniones estrechas (166). Duff y colaboradores reportaron 

que B. cenocepacia redujo la cantidad de ZO-1 en células Calu-3 (167). Por otra parte, Kim 

y colaboradores indicaron que B. cenocepacia causó una reducción en la cantidad de ocludina 

en las uniones estrechas de una monocapa de células 16HBE, derivado de la desfosforilación 

de la ocludina lo que promueve  el desensamble de las uniones estrechas (168). 
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Interesantemente, en B. contaminans se ha reportado que la ausencia de la fosfatasa BceD y 

de la BY-cinasa BceF reduce su capacidad de traslocarse en una monocapa de CFBE41o (49).  

Por otro lado, ZmpA y ZmpB pueden degradar lactoferrina, inmunoglobulinas y péptidos 

antimicrobianos (169–171). Otros efectores del SST2 de B. cenocepacia son la fosfolipasa 

C, hemolisina y lipasa. De estos, la lipasa se ha asociado a la evasión del sistema inmune y 

la invasión del epitelio. En este sentido, se reportó que la incubación de macrófagos de rata 

con lipasa de Bcc reduce su capacidad fagocítica  (172). Otro trabajo reportó que el 

pretratamiento de células epiteliales con lipasa de B. cepacia incrementa en 50% la invasión 

celular de B. cenocepacia (173).  

 

B. cenocepacia también posee el sistema de secreción tipo III (SST3). Se ha encontrado que 

este sistema es importante para la supervivencia en un modelo murino.  En este estudio, una 

cepa de B. cenocepacia mutante en el gen bcsN (ATPasa del SST3) tuvo una virulencia 

reducida en comparación con la cepa silvestre, el número promedio de CFU de la mutante en 

pulmón y bazo fue 2 y 3 unidades logarítmicas menor, respectivamente (174). 

 

Además de los sistemas de secreción, B. cenocepacia expresa varias enzimas que ayudan a 

su supervivencia en el hospedero. Entre estas, están las enzimas que le confieren resistencia 

contra el daño oxidativo. B. cenocepacia expresa las catalasas/peroxidasas KatA y KatB que 

protegen a la bacteria contra el peróxido de hidrógeno, mientras que la superóxido dismutasa 

SodC confiere resistencia contra el superóxido extracelular (158,175). KatA y KatB son 

necesarias para la supervivencia de células persistentes en biopelículas, lo que indica la 

importancia de la protección contra ROS en el mantenimiento de células persistentes (176).  

 

B. cenocepacia produce ornibactina, pioquelina y otros sideróforos que le permiten obtener 

hierro en el ambiente del hospedero. Se ha demostrado que la ornibactina es importante para 

la virulencia en los modelos de rata, Galeria mellonella y Caenorhabditis elegans (177,178). 

Además, en el modelo de ratón, la ornibactina es esencial, ya que puede compensar la 

ausencia de pioquelina, pero esta última no puede compensar la ausencia de ornibactina 

(179).  
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El lipopolisacárido (LPS) es una estructura que se compone de tres partes: el lípido A, el 

núcleo y el antígeno O. Esta estructura se encuentra en la membrana externa de las bacterias 

Gram negativas y es importante en la supervivencia y patogénesis bacteriana. El LPS de B. 

cenocepacia tiene los grupos 4-amino-4-desoxi-L-arabinosa (Ara4N) unidos al lípido A. 

Además, tiene un menor número de grupos fosfato a comparación de otras bacterias. Se ha 

reportado que estas características reducen la carga aniónica del LPS y por lo tanto están 

implicadas en la resistencia a los péptidos antimicrobianos y polimixinas (180,181). 

Importantemente, se ha descubierto que el LPS de B. cenocepacia es inductor fuerte de la 

respuesta inmune, lo que aumenta la inmunopatología de la infección. Se ha documentado 

que el LPS de esta bacteria es hasta 4 y 8 veces más potente en estimular la expresión de 

TNF-α que el LPS de P. aeruginosa y Stenotrophomonas maltophilia, respectivamente (182). 

De manera similar, Reddi y colaboradores describieron que la secreción de IL-8 inducida por 

el LPS de B. cenocepacia es significativamente más potente que la inducida por el LPS de P. 

aeruginosa (183).  

 

Los exopolisacáridos (EPS) son subunidades ramificadas de polisacáridos que los 

microorganismos sintetizan. Los EPS bacterianos pueden dividirse en dos tipos: 

polisacáridos capsulares y polisacáridos extracelulares (184). Los primeros se mantienen 

unidos a la membrana externa de las bacterias Gram negativas, mientras que los segundos 

son excretados al medio alrededor de la bacteria (185,186). En B. cenocepacia, la producción 

de EPS se ha asociado a la evasión del sistema inmune a través de la reducción del 

reconocimiento de la bacteria por parte de macrófagos y neutrófilos (187).  Aunado a esto, 

se ha reportado que el EPS de B. cenocepacia inhibe la quimiotaxis y la producción de ROS 

por parte de los neutrófilos (188). Cabe mencionar que la producción de EPS es dependiente 

de la cepa y que en las cepas que lo producen este aumenta la persistencia y virulencia de la 

bacteria. Sin embargo, su producción no es necesaria para el establecimiento de una infección 

(95,189).  

 

B. cenocepacia puede formar biopelícula, la cual está ligada a la producción de los 

polisacáridos extracelulares (186). Las biopelículas son comunidades de microorganismos 

que se encuentran embebidos en una matriz extracelular, la cual suele estar fija a una 
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superficie y brinda protección a las células que la habitan (190). B. cenocepacia forma 

biopelícula en superficies bióticas como células epiteliales, y se considera que habita de esta 

forma en los pulmones de los pacientes infectados (82,191). Se ha demostrado que las células 

de B. cenocepacia en biopelícula están protegidas del reconocimiento del sistema inmune del 

hospedero y tienen mayor resistencia a los antibióticos que las células planctónicas (192–

194). Por estas razones, la formación de biopelícula se asocia a la cronicidad de las 

infecciones (195).  

 

Los sistemas Quorum Sensing (QS) se encargan de regular la expresión de genes en respuesta 

a la densidad poblacional (196). Estos sistemas están compuestos de dos partes, una sintasa 

que sintetiza un autoinductor y un regulador transcripcional, que responde a esta señal (197). 

Todas las cepas de B. cenocepacia tienen un sistema QS denominado CepIR, mientras que 

algunas cepas tienen un segundo sistema, denominado CciIR (198–200). El sistema de QS 

de B. cenocepacia es importante porque regula muchos de los factores de virulencia 

mencionados. Entre estos, se encuentran los sistemas de secreción, sideróforos, proteasas, 

flagelo y motilidad y formación de biopelícula (82,200). Múltiples estudios han indicado que 

los sistemas de QS son necesarios para la virulencia completa en distintos modelos de 

infección (199–202). Debido a su impacto sobre otros factores de virulencia, los sistemas de 

QS pueden ser un buen blanco terapéutico. Varios estudios han evaluado que los inhibidores 

de QS incrementan la sensibilidad de la bacteria a los antibióticos, por lo que la combinación 

de inhibidores de QS y antibióticos puede ser un método terapéutico efectivo (200,203,204). 
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2. ANTECEDENTES 

A través de un análisis del genoma de B. cenocepacia K56-2 se identificaron genes 

codificantes para BY-cinasas y LMW-PTP. Y se  observó que la LMW-PTP, BPtpA se 

encuentra codificada río arriba del operón ISC (50). Un escrutinio de los genomas de dos 

representantes de cada una de las seis familias que componen el orden Burkholderiales indica 

que, en cuatro de estas familias, la región en donde está codificada esta fosfatasa se encuentra 

conservada (Tabla 2). Este contexto genético es interesante debido a que, en bacterias, los 

genes que codifican para estas proteínas normalmente se encuentran en operones asociados 

al metabolismo de EPS.  

Las otras fosfatasas identificadas, BCAM0208 y BceD se encuentran codificadas en operones 

que participan en la síntesis de EPS. Los análisis realizados indicaron que estas fosfatasas 

contribuyen en la formación de biopelícula y son capaces de desfosforilar la BY-cinasa BceF.  

Por otro lado, BPtpA no fue necesaria para la formación de biopelícula y tampoco logró 

desfosforilar a BceF. Sin embargo, fue la única fosfatasa importante para el crecimiento 

óptimo en medio mínimo, lo que sugiere una función relacionada a la adaptación en 

concentraciones limitantes de nutrientes. Estos resultados indican que BPtpA tiene funciones 

y sustratos específicos diferentes a BCAM0208 y BceD.  

Un estudio más reciente se enfocó en entender las diferencias moleculares que dictan la 

especificidad de sustrato en BPtpA.  En este estudio se propone que las LMW-PTP clase II 

pueden dividirse en dos grupos distintos, denominados clase II.I y clase II.II con base en los 

residuos presentes en los bucles W y D (30).  

En dicho estudio, se reveló que los residuos W47 y H48 del bucle W son necesarios para la 

actividad fosfatasa in vivo y se sugiere que estos residuos juegan un papel importante en 

regular la entrada de sustratos fosforilados al sitio activo de la enzima.  

De manera interesante, varios estudios en diferentes bacterias han reportado que algunas 

proteínas del sistema ISC se encuentran fosforiladas en residuos de tirosina (42,205,206). 

Esto, en conjunto con el contexto genético de bptpA y su función relacionada a la respuesta 

a estrés, pueden sugerir que esta fosfatasa interactúa con las proteínas del sistema ISC para 

regular la biosíntesis de los centros Fe-S. 
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  Tabla 2. Contexto genético del homólogo de bptpA en especies del orden Burkholderiales. 

Familia Representante Contexto genético del 

homólogo de bptpA 

Alcaligenaceae Achromobacter xylosoxidans Igual que en B. cenocepacia 

Bordetella pertussis Igual que en B. cenocepacia 

Burkholderiaceae Burkholderia pseudomallei Igual que en B. cenocepacia 

Pandoreae apista Igual que en B. cenocepacia 

Comamonadaceae Comamonas testosteroni Distinto a B. cenocepacia 

Rhodoferax antarcticus Distinto a B. cenocepacia 

Oxalobacteraceae Oxalobacter formigenes Distinto a B. cenocepacia 

Undibacterium pigrum Distinto a B. cenocepacia 

Sphaerotilaceae Rubrivivax gelatinosus Igual que en B. cenocepacia 

Sphaerotilus natans Igual que en B. cenocepacia 

Sutterellaceae Parasutterella excrementihominis Igual que en B. cenocepacia 

Sutterella wadsworthensis Igual que en B. cenocepacia 
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3. JUSTIFICACIÓN 

En procariontes, la fosforilación de tirosinas es un mecanismo implicado en múltiples 

procesos celulares. Las principales enzimas que regulan esta modificación son las BY cinasas 

y las LMW-PTP. Sin embargo, se conoce poco de los sustratos de estas enzimas y las 

implicaciones fisiológicas de esta modificación postraduccional. 

Las proteínas IscU y HscA de B. cenocepacia son esenciales para el ensamblaje de los centros 

[Fe-S]. La evaluación de la interacción de estas proteínas con la fosfatasa BPtpA brindará un 

mejor entendimiento de la biosíntesis de los centros [Fe-S] y su posible regulación mediante 

fosforilación.  
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4. HIPÓTESIS 

 

Las proteínas IscU y HscA de Burkholderia cenocepacia son fosforiladas en residuos de 

tirosina y son sustrato de la fosfatasa BPtpA. 
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5. OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

Evaluar la interacción de las proteínas IscU y HscA con la fosfatasa BPtpA de B. 

cenocepacia. 

 

 

Objetivos Específicos 

1. Analizar el estado fosforilado de las proteínas IscU y HscA. 

2. Evaluar la interacción de IscU y HscA con BPtpA. 

3. Determinar la desfosforilación de IscU y HscA por BPtpA. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Cepas bacterianas  

Todas las cepas utilizadas en este estudio se describen en la Tabla 3. Las bacterias se 

cultivaron a 37°C en medio Luria Bertani (LB, 10 g peptona, 5 g extracto de levadura y 10 g 

NaCl). Cuando se requirió, el medio se suplementó con ampicilina [200 µg mL-1], 

kanamicina [50 µg mL-1], o tetraciclina [120 µg mL-1]. Todas las cepas se conservaron en 

medio LB con 15% de glicerol a -70°C.  

Tabla 3. Cepas y plásmidos utilizados en este estudio. 

Cepas 

Cepa Descripción Fuente/Referencia 

Cepas de Escherichia coli 

BL21(DE3) F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm 

(λDE3) 

Novagen 

DH5α F- ϕ 80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) 

U169 endA1 recA1 hsdR17 (rg- mg+) 

supE44 thi-1 ΔgyrA96 relA1 

Stock de laboratorio 

SU202 lexA71:Tn 5(Def)sulA211 Δ 

(lacIPOZYA) 

169/F/lacIqlacZΔM15Tn9 

(207) 

Cepas de Burkholderia cenocepacia 

K56-2 Aislado clínico de linaje IIIA, ET12 

relacionado a la cepa epidémica 

J2315 

(113) 

Δ3PTP K56-2 conteniendo eliminación de 

bceD, bptpA, bcam0208 

(50) 

Plásmidos 

pET28 Vector de expresión que fusiona una 

etiqueta de 6 histidinas en la región 

3’, oripBBR1 KanR PT7 

Novagen 
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pAT44 Gen bptpA clonado en pET28  (50) 

pRS7 pAT44 con la sustitución D127A (30) 

pDA17 Vector de expresión para 

Burkholderia, oripBBR1 Tetr mob 

Pdhfr FLAG epitope 

Daniel Aubert et al., no 

publicado 

pDA17-hscA Gen hscA clonado en el plásmido 

pDA17 

 

pDA17-iscU Gen iscU clonado en el plásmido 

pDA17 

 

pMAL-c2X Vector de expresión que fusiona la 

proteína de unión a maltosa (MBP) en 

la región 5’, Ampr 

New England Biolabs 

pMAL-c2X-bptpA Gen bptpA clonado en el plásmido 

pMAL-c2x 

Este estudio 

pSR658 Codifica el dominio de unión a DNA 

de LexA (WT). Origen de 

replicación ColE1; Tcr  

(207) 

pSR659 Codifica el dominio de unión a DNA 

de LexA (Mut). Origen de 

replicación p15A; Ampr   

(207) 

pSR658-bptpA Gen bptpA clonado en plásmido 

pSR658 

Cruz-Velázquez, 2023  

pSR659-iscU Gen iscU clonado en el plásmido 

pSR659 

Cruz-Velázquez, 2023 

pSR659-iscUY61A Gen iscUY61A clonado en el plásmido 

pSR659 

Cruz-Velázquez, 2023 

 

 

 

6.2 Purificación de proteínas IscU, HscA y BPtpA 

Las proteínas IscU y HscA se purificaron a partir de la cepa de B. cenocepacia Δ3PTP 

portadora de los plásmidos pDA17-iscU o pDA17-hscA. Cultivos de 4 mL de medio LB con 

tetraciclina [120 µg mL-1] y ampicilina [200 µg mL-1], se incubaron a 37°C en agitación a 
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200 rpm durante 15 h. Posteriormente, los cultivos se transfirieron a 400 mL de medio LB 

fresco con tetraciclina. Los cultivos se incubaron por 15 horas en agitación a 200 rpm en el 

equipo Incu-ShakerTM 10L (Benchmark), a 37 °C.  

La proteína BPtpA se purificó a partir de la cepa E. coli BL21(DE3) portadora del plásmido 

pAT44. Cultivos de 4 mL de medio LB con kanamicina [50 µg mL-1] se incubaron a 37°C en 

agitación a 200 rpm durante 15 h. Posteriormente, se transfirieron 1.5 mL del cultivo en 150 

mL de LB fresco con kanamicina. El cultivo se incubó a 37°C en agitación a 200 rpm y al 

alcanzar una DO595nm de 0.6 se agregó isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) a una 

concentración final de 0.3 mM. Posteriormente el cultivo se incubó a 30°C en agitación por 

4 horas.  

Los diferentes cultivos bacterianos se colectaron por centrifugación a 6174 x g durante 20 

minutos y se descartó el sobrenadante. Las pastillas resultantes de la cepa B. cenocepacia 

Δ3PTP se solubilizaron con 15 mL de amortiguador de lisis 1 (20 mM Tris-HCl pH 7.6, 1 M 

NaCl, 1mM PMSF, 1 mM Na3VO4). La pastilla resultante de la cepa E. coli BL21(DE3) se 

solubilizó con 15 mL de amortiguador de lisis 2 (20 mM Tris-HCl pH 7.6, 1 M NaCl, 1mM 

PMSF). Las células se lisaron por sonicación (SONIFIER 250, Branson). Los lisados se 

mantuvieron en frío y se centrifugaron durante 20 minutos a 6174 x g a 4 °C. Posteriormente, 

los sobrenadantes se centrifugaron durante 50 minutos a 18,549 x g a 4°C. Los sobrenadantes 

resultantes se mezclaron con 500 µL de resina Ni-NTA pre equilibrada con amortiguador de 

unión (20 mM Tris-HCl pH 7.6, 1 M NaCl) e incubaron durante 40 minutos a 4°C en 

agitación.  

Las mezclas de los sobrenadantes con la resina se transfirieron a columnas cromatográficas 

y se lavaron con amortiguador de unión (BB) (Tris-HCl 20 mM pH 7.6, NaCl 1M) adicionado 

con diferentes concentraciones de imidazol. Se utilizó la siguiente secuencia de lavado para 

las muestras de la cepa B. cenocepacia Δ3PTP: 15 mL BB, 10 mM imidazol, 10 mL de BB, 

40 mM imidazol, 10 mL de BB, 60 mM imidazol y 8 mL de BB, 80 mM imidazol. Las 

proteínas recombinantes (IscU y HscA) se eluyeron con 500 µL de BB, 300 mM imidazol. 

Para la muestra de la cepa E. coli BL21(DE3) se siguió la siguiente secuencia de lavado: 20 

mL BB, 20 mM de imidazol, 10 mL BB, 40 mM imidazol, 8 mL BB, 60 mM de imidazol y 

8 mL BB, 80 mM de imidazol. La proteína BptpA se eluyó con 600 µL de BB, 400 mM 
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imidazol. Las eluciones conteniendo las proteínas recombinantes purificadas se dializaron en 

buffer TNED (50 mM Tris-HCl pH 7.6, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT). 

Posteriormente, se agregó glicerol 10% volumen final y las muestras se conservaron a -20°C.    

 

6.3 Cuantificación de proteínas recombinantes  

Se determinó la concentración [µg µL-1] de las proteínas recombinantes con el método del 

ensayo del ácido bicinconínico (BCA). Se utilizó el estuche PierceTM Rapid Gold BCA 

Protein Assay Kit. Para obtener una curva de calibración, se prepararon 7 estándares seriados 

de albúmina sérica bovina (BSA) a concentraciones conocidas (0, 25, 125, 250, 500, 750, 

1000 µg mL-1). El reactivo de trabajo (WR) se preparó mezclando la solución A con la 

solución B, en una relación 50:1. En una placa de 96 pocillos se colocaron por triplicado los 

estándares seriados preparados con BSA y por duplicado 20 µL de las proteínas 

recombinantes purificadas y luego se añadieron 200 µL del WR a muestra. La microplaca se 

incubó en agitación por 30 segundos y posteriormente se incubó en estado fijo por 5 minutos 

en oscuridad. Posteriormente, se leyó la absorbancia a una DO490nm en un lector de 

absorbancias de placas (iMARKTM BIORAD). Se realizó una curva de calibración con los 

estándares seriados de BSA. La concentración de las proteínas recombinantes purificadas se 

determinó sustituyendo los valores de absorbancia en dicha curva de calibración. 

 

6.4 Electroforesis de proteínas en gel poliacrilamida 

Se mezclaron 50 µL de las proteínas purificadas y se agregaron 12 µL de buffer de carga 

(SDS 4X, β Mercaptoetanol). Las proteínas purificadas (10 µg) se separaron en geles de 

poliacrilamida al 15% (SDS-PAGE) durante 150 minutos a 120 Volts. Se utilizó 1.5 µL del 

marcador BlueRay Prestained Protein Marker (Jena Bioscience). Cuando fue necesario, el 

gel se tiñó con una solución de azul de Coomassie (0.025%) durante 25 minutos.  
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6.5 Inmunodetección por Western Blot anti-fosfotirosina 

Para la inmunodetección tipo Western blot, posterior al SDS-PAGE el gel se utilizó para la 

transferencia de las proteínas a una membrana de nitrocelulosa (Immobilon®-PSQ) durante 

180 minutos a 90 volts a 4°C. A continuación, la membrana se bloqueó en 20 mL de buffer 

de bloqueo 1 (1X PBS, 0.1 % Tween, 4% caseína) por 2 horas. Seguido de esto, se lavó la 

membrana con 1X PBS, 0.1% Tween, realizando 4 lavados de 10 minutos cada uno y se dejó 

incubando 16 h con el anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosina (α-PY) diluido a 1:5,000 en 

buffer de bloqueo diluido (caseína 1%) a 4°C en agitación. Posteriormente, se lavó la 

membrana como antes descrito y se incubo con anticuerpo anti-ratón (GAM) acoplado a la 

peroxidasa de rábano diluido 1:15,000 durante 3 horas en agitación a temperatura ambiente. 

Por último, se lavó la membrana nuevamente y se realizó la inmunodetección con el estuche 

MILIPORE-Immobilon Western ® utilizando 300 µL de las soluciones 1 y 2 y con tiempos 

de exposición de 7 y 15 minutos.  

 

6.6 Preparación de IscU y HscA para espectrometría de masas 

Se purificaron las proteínas IscU y HscA por cromatografía de afinidad como anteriormente 

descrito con ligeras modificaciones. Brevemente, el último lavado se realizó con 10 mL de 

BB con 80 mM imidazol y se eluyó con 1 mL de buffer de elución (10 mM (NH4)2CO3, 50 

mM NaCl, 300 mM imidazol). Las eluciones conteniendo las proteínas purificadas se 

dializaron en buffer de carbonato de amonio (10 mM (NH4)2CO3). Posteriormente, las 

proteínas purificadas y dializadas se liofilizaron con el equipo FreeZoneTM 2.5 l 

(LabconcoTM). Finalmente, las proteínas liofilizadas se enviaron al Instituto de Investigación 

Clínica de Montreal para su evaluación por espectrometría de masas.  

 

6.7 Extracción de DNA cromosómico de la cepa de B. cenocepacia K56-2 

La cepa de B. cenocepacia K56-2 se sembró en 4 mL de LB con ampicilina [200 µg mL-1] 

en agitación a 37°C. Al día siguiente, las células se cosecharon por centrifugación 16,200 x 

g por 1 minuto. Se desechó el sobrenadante y a partir de la pastilla se extrajo el DNA 

utilizando el kit DNeasy® Blood & Tissue, siguiendo el protocolo para bacterias Gram 
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negativas (QIAGEN). El DNA obtenido se analizó por espectrofotometría en el equipo 

NANODROP 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) para determinar su 

concentración y evaluar su pureza con el radio 260/280. La integridad del material genético 

se evaluó por electroforesis en gel de agarosa (AMRESCO®, Ohio, USA) al 1.2% teñido con 

bromuro de etidio [10 mg mL-1]. La electroforesis se corrió a 110 volts durante 25 minutos 

con la fuente de poder EC 300 XL (Thermo Scientific). El gel se visualizó en el 

transiluminador TFX-35.MC (Vilber Lourmat).  

 

6.8 Amplificación del gen bptpA de B. cenocepacia K56-2 

El DNA extraído de la cepa de B. cenocepacia K56-2 se utilizó como templado para 

amplificar mediante PCR el gen bptpA. El equipo utilizado fue el termociclador C1000 Touch 

(BIO-RAD). Se utilizó la polimerasa HotStartTaq Plus (QIAGEN)) y los oligonucleótidos 

363 (5’-TTATAGGATCCATGACCCGCGTTGCGATC-3’) y 364 (5’-

AAGGGAAGCTTAATACCGTGCGATCAGC-3’) que añaden los sitios de restricción para 

las enzimas BamHI y HindIII, respectivamente. Las condiciones de la PCR se muestran en 

la Tabla 4. 

Tabla 4. Condiciones de PCR para amplificar el gen bptpA de B. cenocepacia K56-2. 

Paso Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización 95°C 1 minuto 30 ciclos 

Alineamiento 62°C 1 minuto 

Extensión 72°C 40 segundos 

 

El producto fue purificado con el estuche comercial E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit (omega BIO-

TEK) siguiendo las recomendaciones del fabricante.  

El producto de la reacción de PCR se separó por electroforesis en gel de agarosa al 1% 

siguiendo las condiciones antes mencionadas y se visualizó en el transiluminador.  
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6.9 Preparación de células electrocompetentes de E. coli DH5α, BL21(DE3) y SU202 

La cepa DH5α se sembró en 4 mL de caldo LB y se incubó a 37 °C en agitación overnight. 

Al día siguiente, se sembraron 1.5 mL del cultivo en 150 mL de caldo LB (relación 1:100). 

El cultivo se incubó a 37°C en agitación a 200 rpm hasta que alcanzara una DO595nm de 0.6. 

Posteriormente, el cultivo se transfirió a 3 tubos de centrífuga de 50 mL (CORNINGTM) y se 

centrifugó a 6,174 x g durante 15 minutos a 4°C para obtener 3 pastillas. Los sobrenadantes 

fueron desechados en condiciones de esterilidad. En el primer lavado, 2 de las pastillas se 

resuspendieron en 15 mL de agua destilada (dH2O) estéril y la tercera pastilla se resuspendió 

en 20 mL de dH2O estéril. Los 3 volúmenes con las pastillas solubilizadas se recolectaron en 

un solo tubo de centrífuga de 50 mL y se sometió a centrifugación a las mismas condiciones 

mencionadas. Seguido de esto, la pastilla se sometió a 3 lavados más con dH2O estéril en 

condiciones de esterilidad y con las mismas condiciones de centrifugación. Finalmente, la 

pastilla se resuspendió en 1 mL de una solución estéril de 20% glicerol frío, se dividió en 

alícuotas de 80 µL y estas se almacenaron a -70°C.  

Se siguió la misma metodología para preparar las células electrocompetentes de la cepa 

BL21(DE3) y SU202. 

 

6.10 Electroporación y extracción del plásmido pMAL-c2X 

Se adquirió el plásmido pMAL-c2X de New England Biolabs y se transformó por 

electroporación en células electrocompetentes de la cepa DH5α de E. coli para su 

propagación. Brevemente, las células electrocompetentes se descongelaron en hielo y se 

añadió 1 µL del plásmido pMAL-c2X. La mezcla se transfirió a una celda de electroporación 

fría y estéril. Seguido de esto, se aplicó un pulso eléctrico de 1800 V (Eppendorf® 

Electroporator 2510). Posteriormente, se añadieron 800 µL de caldo LB estéril y la 

suspensión se incubó 1 hora a 37°C a 200 rpm. Finalmente, se sembraron 100 µL de la 

suspensión en una placa de agar LB suplementada con ampicilina [200 µg mL-1] y dicha 

placa se incubó a 37°C por 24 h. 

Al día siguiente, se tomó una colonia de las colonias resultantes y se sembró en 4 mL de 

caldo LB y se incubó a 37°C en agitación overnight. Posteriormente, el cultivo se centrifugó 
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a 16,200 x g para obtener una pastilla. Se desechó el sobrenadante y se extrajo el plásmido a 

partir de la pastilla con el kit E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit I (omega BIO-TEK) 

siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se analizó el DNA purificado para evaluar su 

concentración y su pureza por espectrofotometría.  

 

6.11 Clonación del gen bptpA en el plásmido pMAL-c2X 

El gen bptpA purificado y el plásmido pMAL-c2X fueron digeridos con la enzima BamHI 

(InvitrogenTM) durante 3 horas a 37 °C. Posteriormente, ambos fueron limpiados con el 

estuche E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit (omega BIO-TEK). Seguido de esto, ambos fueron 

digeridos con la enzima HindIII-HFTM (New England Biolabs) durante 3 horas a 37°C. Los 

productos de la digestión fueron limpiados nuevamente y se cuantificaron por 

espectrofotometría. Finalmente, los productos se ligaron utilizando la enzima T4 Ligasa 

(Invitrogen) en una relación 1:5 (plásmido: inserto) siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. Las reacciones de ligación se dejaron incubando a 16 °C overnight.  

Al día siguiente, se descongeló una alícuota de las células electrocompetentes E. coli DH5α 

en hielo y se transformó por electroporación utilizando el volumen total de la ligación. La 

suspensión de células se incubó 1 hora a 37°C en agitación a 200 rpm. Se sembró el volumen 

total de la suspensión en una placa de agar LB suplementada con ampicilina [200 µg mL-1] 

y dicha placa se incubó a 37°C por 24 h.  

 

6.12 Escrutinio de colonias E. coli DH5α transformadas con pMAL-c2X-bptpA 

Las colonias obtenidas de la transformación con la reacción de ligación se evaluaron por PCR 

de colonia con los oligonucleótidos 161 (5-TCTGATTTAATCTGTATCAGG-3’) y 365 (5’-

GAAGCCCTGAAAGACGCGCAG-3’). Como control negativo se utilizó el plásmido 

pMAL-c2X. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes se muestran en la Tabla 5. 
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Tabla 5. Condiciones de PCR para el escrutinio de la transformación con la construcción en pMAL-

c2X. 

Paso Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización 95°C 1 minuto 30 ciclos 

Alineamiento 58°C 1 minuto 

Extensión 72°C 40 segundos 

 

Los productos de la reacción de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% 

y se visualizaron con el transiluminador.  

Se dejó un cultivo en 4 mL de caldo LB de las colonias positivas para el plásmido con el 

inserto. Al día siguiente, los cultivos se centrifugaron a 16,200 x g para obtener una pastilla. 

La pastilla se resuspendió en medio LB con glicerol al 15% y se conservó a -70°C.  

 

6.13 Evaluación de la construcción generada 

A partir de un cultivo de la cepa E. coli DH5α / pMAL-c2x-bptpA se siguió el procedimiento 

para la extracción el DNA plasmídico. Este DNA se dividió en dos alícuotas. Una de ellas 

fue digerida con las enzimas BamHI y HindIII con las condiciones antes mencionadas, con 

el objetivo de extraer el inserto del plásmido. La digestión fue separada en un gel de agarosa 

al 1% y el gel se visualizó en el transiluminador.  

La segunda alícuota se envió al Instituto Potosino de Investigación Científica y Tecnológica 

para evaluación de la integración e integridad del clonado en el plásmido por secuenciación 

tipo Sanger. La secuencia obtenida se comparó con la secuencia reportada por Holden (208). 

 

6.14 Transformación de E. coli BL21 (DE3) con el plásmido pMAL-c2X-bptpA 

Dos alícuotas de células electrocompetentes BL21 (DE3) se descongelaron en hielo y se 

transformaron por electroporación. Para una de ellas se utilizaron 2 µL del plásmido pMAL-

c2X-bptpA, siguiendo la metodología antes descrita. Después del pulso eléctrico, las células 

se incubaron por 1 hora a 200 rpm a 37°C. Finalmente, se sembraron 100 µL de cada 
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suspensión en placas de agar LB suplementadas con ampicilina [200 µg mL-1] y se incubaron 

a 37°C por 24 horas. 

Al día siguiente, se realizó un escrutinio de las colonias resultantes de la transformación 

mediante PCR de colonia, siguiendo las mismas condiciones que para las colonias de la 

transformación de la cepa DH5α (DE3) con el plásmido pMAL-c2X-bptpA. 

Los productos de la PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se 

visualizaron en el transiluminador.  

 

6.15 Purificación de la proteína de fusión MBP-BPtpA y MBP 

Las cepas de E. coli BL21 portadoras de los plásmidos pMAL-C2X y pMAL-c2X-bptpA se 

sembraron en 4 mL de caldo LB con ampicilina [200 µg mL-1] y se incubaron a 37°C en 

agitación a 200 rpm 16 h. Posteriormente, se sembraron 1 mL de cada una en 100 mL de 

caldo LB suplementado con 0.1% glucosa y ampicilina a la concentración anterior. Los 

cultivos se incubaron a 37°C en agitación a 200 rpm. Cuando los cultivos alcanzaron una 

DO595nm de 0.6 se agregó IPTG (SIGMA) a una concentración final de 0.3 mM y se dejaron 

incubando a 30°C en las mismas condiciones de agitación por 4 horas más.  

Los cultivos se centrifugaron a 6174 x g durante 20 minutos. Las pastillas se solubilizaron 

en 15 mL de buffer de lisis 3 (Tris-HCl 50 mM pH 7.6, NaCl 200 mM, EDTA 1mM y PMSF 

1mM) y se lisaron por sonicación. Los lisados se mantuvieron en frío, se transfirieron a tubos 

CORNINGTM de 50 mL y se centrifugaron durante 50 minutos a 18,549 x g a 4°C. Los 

sobrenadantes se transfirieron a tubos de 50 mL y se incubaron con 200 µL de resina de 

amilosa (New England Biolabs) durante 30 minutos a 4 °C en agitación.  

Las mezclas se transfirieron a columnas y se lavaron con 5 mL de buffer de lisis 3. 

Posteriormente, se sometieron a 3 lavados con 5 mL de buffer de lavado (50 mM Tris-HCl 

pH 7.6, 500 mM NaCl). Finalmente, las proteínas se eluyeron con 200 uL de buffer de elución 

3 (50 mM Tris-HCl pH 7.6, 500 mM NaCl, 20 mM de maltosa). Las eluciones conteniendo 

las proteínas purificadas se dializaron en buffer TNED y posteriormente, se agregó glicerol 

a las proteínas purificadas al 10% del volumen de las eluciones para conservar las proteínas 

a -20 °C.  
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6.16 Ensayo pull-down con MBP y MBP-BPtpA como carnada 

Se realizaron cultivos de las cepas BL21 pMAL-C2X, BL21 pMAL-c2X-bptpA y Δ3PTP 

pDA17-iscU-FLAG como anteriormente descrito para cada una, las células se cosecharon 

por centrifugación. Las pastillas celulares se solubilizaron en 15 mL de buffer de lisis 3 y se 

lisaron por sonicación. Los lisados se centrifugaron durante 50 minutos a 18,549 x g a 4°C. 

Los sobrenadantes de BL21 pMAL-C2X (control negativo) y BL21 pMAL-c2X-bptpA se 

incubaron con 250 µL de resina de amilosa durante 40 minutos a 4°C en agitación y 

posteriormente se cargaron a columnas cromatográficas de polipropileno. Se realizó 1 lavado 

con 5 mL de buffer de lisis 3 a las columnas y se procedió a cargar a cada columna el 

sobrenadante de Δ3PTP pDA17-iscU. Las proteínas no unidas se removieron con 2 lavados 

de 5 mL cada uno con buffer de lavado. Se eluyó 1 vez con 300 µL de buffer de elución 3.  

Se siguió la misma metodología para el pull-down con Δ3PTP pDA17-hscA-FLAG. 

 

6.17 Inmunodetección por Western blot anti-FLAG 

Las fracciones de proteínas co-purificadas se sometieron a SDS-PAGE. El gel resultante se 

utilizó para la transferencia de las proteínas a una membrana de nitrocelulosa como 

anteriormente mencionado. A continuación, la membrana se bloqueó en 20 mL de buffer de 

bloqueo 2 (1X PBS, 0.1% Tween, 5 % leche semidescremada) a 4°C overnight. 

Posteriormente se lavó la membrana como anteriormente descrito y se incubó con anticuerpo 

anti-FLAG a una dilución 1:20,000 en 1X PBS, 0.1% Tween durante 2 horas a temperatura 

ambiente. La membrana se volvió a lavar como ya mencionado y se incubó con anticuerpo 

anti-ratón (GAM) acoplado a la peroxidasa de rábano diluido 1:15,000 durante 3 horas en 

agitación a temperatura ambiente. Se realizó la inmunodetección como antes descrito con 

tiempos de exposición de 30 segundos y 1 minuto.  

 

6.18 Ensayo pull-down con BPtpA-His10x como carnada e IscU-FLAG como presa  

Se realizaron cultivos de las cepas E. coli BL21(DE3)/pAT44 y B. cenocepacia Δ3PTP / 

pDA17-iscU como anteriormente descrito y se obtuvieron sus pastillas. Las pastillas se 
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solubilizaron en 15 mL de buffer de lisis 2 y se lisaron por sonicación. Los lisados se 

centrifugaron durante 50 minutos a 18,549 x g a 4°C. El sobrenadante de E. coli 

BL21(DE3)/pAT44  se incubó con 500 µL de resina Ni-NTA durante 40 minutos a 4°C en 

agitación y posteriormente se cargó a una columna cromatográfica. Como control se utilizó 

una segunda columna cromatográfica cargada con una mezcla de 15 mL de buffer de lisis 2 

con 500 µL de resina Ni-NTA. Se lavaron las columnas con 5 mL de buffer de lisis 2 y se 

procedió a cargar el sobrenadante de B. cenocepacia Δ3PTP / pDA17-iscU en cada una. Las 

proteínas no unidas se removieron con 3 lavados de 5 mL cada uno con buffer de lavado. Se 

eluyó 2 veces con 300 µL de buffer de elución 1. Las fracciones de proteínas co-purificadas 

se sometieron a SDS-PAGE y a inmunodetección por Western blot, utilizando un anticuerpo 

anti-FLAG (1:20,000) como anteriormente descrito.  

 

6.19 Ensayo pull-down con HscA-His10x como carnada y BPtpA-His10x-FLAG como 

presa  

Se realizaron cultivos de las cepas B. cenocepacia Δ3PTP / pDA17-hscA y E. coli 

BL21(DE3)/pAT44 como antes descrito y se obtuvieron sus pastillas. Las pastillas se 

solubilizaron en 15 mL de buffer de lisis 2 y se lisaron por sonicación. Los lisados se 

centrifugaron durante 50 minutos a 18,549 x g a 4°C. El sobrenadante de B. cenocepacia 

Δ3PTP / pDA17-hscA se incubó con 500 µL de resina Ni-NTA durante 40 minutos a 4°C en 

agitación y posteriormente se cargó a una columna cromatográfica. Como control se utilizó 

una segunda columna cromatográfica cargada con una mezcla de 15 mL de buffer de lisis 2 

con 500 µL de resina Ni-NTA. Se lavaron las columnas con 5 mL de buffer de lisis 2 y se 

procedió a cargar el sobrenadante de E. coli BL21(DE3)/pAT44 en cada una. Las proteínas 

no unidas se removieron con 3 lavados de 5 mL cada uno con buffer de lavado. Se eluyó 2 

veces con 300 µL de buffer de elución 1. Las fracciones de proteínas co-purificadas se 

sometieron a SDS-PAGE y a inmunodetección por Western blot, utilizando un anticuerpo 

anti-FLAG (1:20,000) como anteriormente descrito.  
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6.20 Co-transformación de E. coli SU202 con las construcciones pSR658 y pSR659  

Los plásmidos pSR658-bptpA, pSR659-iscU y pSR659-iscUY61A se purificaron y 

cuantificaron siguiendo la metodología descrita anteriormente. Posteriormente, se co-

transformaron en células electrocompetentes de la cepa E. coli SU202. La co-transformación 

se llevó en pares: con los plásmidos pSR568-bptpA + pSR659-iscU, y pSR658-bptpA + 

pSR659-iscUY61E. Las cepas co-transformadas se incubaron 1 hora a 37°C en agitación a 200 

rpm y posteriormente se sembraron 100 µL de cada suspensión a placas de agar LB 

suplementadas con tetraciclina [25 µg mL-1] y ampicilina [200 µg mL-1]. Las placas se 

incubaron a 37°C por 24 horas.  

Posteriormente, se realizó un escrutinio de las colonias resultantes mediante PCR de colonia, 

utilizando los oligonucleótidos 378 (5’- GWTCTGTACGACGATGACG-3’) y 379 (5’- 

TCTCATCCGCCAAAACAGC-3’) siguiendo las condiciones descritas en la Tabla 6.  

Tabla 6. Condiciones de PCR para el escrutinio de la transformación con las construcciones en 

pSR658 y pSR659. 

Paso Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización 95°C 30 segundos 30 

Alineamiento 56°C 40 segundos 

Extensión 72°C 30 segundos 

 

Los productos de la PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se 

visualizaron en el transiluminador. 

 

6.21 Ensayos de doble híbrido bacteriano 

Se prepararon cultivos de 4 mL de E. coli SU202 co-transformada con pSR658-bptpA + 

pSR659-iscU y pSR658-bptpA + pSR659-iscUY61E en medio LB suplementado con 

ampicilina [200 µg mL-1], tetraciclina [25 µg mL-1] e IPTG 0.2 mM.  Los cultivos se dejaron 

incubando a 37°C 16 h. Al día siguiente, se tomaron 200 µL de los cultivos y se inocularon 

4 mL de caldo LB suplementado con los mismos antibióticos mencionados. Los cultivos se 

incubaron a 37°C en agitación a 200 rpm hasta alcanzar una DO595nm de entre 0.4 y 0.6. 
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Posteriormente, se colocaron 50 µL de los cultivos en tubos de 1.5 mL y se añadieron 450 

µL de buffer Z (60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 100 mM KCl, 1mM MgSO4, 50 mM 

β-mercaptoetanol) ajustado a pH 7.0. Seguido de esto, se añadió una gota de cloroformo y se 

mezcló el contenido vigorosamente por 30 segundos. En el siguiente paso se agregaron 100 

µL de orto-nitrofenil-β-galactósido (ONPG) [4mg/mL] y se incubó la mezcla de reacción a 

30°C por 10 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, la reacción se detuvo en hielo. La 

actividad de la β-galactosidasa se midió con espectrofotometría a una DO420nm y se expresó 

en unidades Miller de acuerdo a la fórmula: 

 

1 𝑈𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑀𝑖𝑙𝑙𝑒𝑟 = 1000 𝑥 
(𝐴𝑏𝑠420)

(𝑡)(𝑣)(𝐴𝑏𝑠600)
 

Donde: 

• Abs420 = absorbancia del orto-nitrofenil amarillo 

• Abs600= densidad celular 

• t= tiempo de la reacción en minutos 

• v= volumen del cultivo en mililitros 

 

6.22 Evaluación in vitro de actividad fosfatasa 

Se prepararon mezclas de reacción con volumen final de 700 µL conteniendo 10 µg de 

proteína purificada y dializada (BPtpA, BPtpAD127A y MBP-BPtpA), 20 mM Tris pH 7.0, 5 

mM MgCl2, 1 mM DTT, 4 mM p-nitrofenolfosfato (p-NPP) siguiendo la metodología 

descrita por Andrade et al., con algunas modificaciones (50). Las mezclas de reacción se 

incubaron en oscuridad a 37 °C y se tomaron alícuotas de 100 µL cada 5 minutos. La reacción 

se detuvo con NaOH a una concentración final de 0.2 N y se midió absorbancia a 405nm. Se 

estimó la concentración de p-NPP obtenida usando un coeficiente de extinción molar de 

1.78104 M-1 cm-1 y se calculó la actividad fosfatasa para cada sustrato a partir de la pendiente 

obtenida en los análisis del curso de tiempo.  
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6.23 Ensayo de desfosforilación de IscU y HscA por BPtpA 

Se prepararon mezclas de reacción con volumen final de 700 µL con 10 µg de fosfatasa, 10 

µg de sustrato, 20 mM Tris pH 7.0, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT y se incubaron las mezclas a 

37°C. Se tomaron alícuotas cada hora y la reacción se detuvo a -20 °C. Las muestras se 

analizaron por inmunodetección por Western blot, utilizando un anticuerpo anti-fosfotirosina 

como anteriormente descrito.  
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Producción de las proteínas recombinantes IscU, HscA, BPtpA y BPtpAD127A 

Las proteínas recombinantes IscU, HscA, BPtpA y la mutante catalítica BPtpAD127A se 

purificaron mediante cromatografía de afinidad. Las proteínas purificadas se visualizaron en 

un gel de poliacrilamida al 15% teñido con azul de Coomassie (Figura 5).  

Las proteínas se cuantificaron por espectrofotometría obteniendo un rendimiento de 500 

µg/mL para IscU, 316 µg/mL para HscA, 370 µg/mL para BPtpA y 272 µg/mL para 

BPtpAD127A. 

 

 

 

 

 

Figura 5. Producción recombinante de IscU, HscA, BPtpA y BPtpAD127A. A) SDS-PAGE al 15% 

teñido con azul de Coomassie con las proteínas HscA e IscU. B) SDS-PAGE al 15% teñido con azul 

de Coomassie con las proteínas BPtpAD127A y BPtpA. Se utilizó BlueRay Prestained Protein Marker 

(Jena Bioscience) como marcador de peso molecular. El tamaño de las bandas se indica en 

kilodaltones (kDa). La identidad de las proteínas se indica en la parte superior de cada gel. Las puntas 

de flecha indican la migración de las proteínas. 
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7.2 Inmunodetección de la fosforilación en tirosina de IscU y HscA  

Para evaluar el estado tirosina-fosforilado de las proteínas IscU y HscA se llevó a cabo una 

inmunodetección tipo Western blot, utilizando un anticuerpo contra tirosinas fosforiladas, 

como se describe en Materiales y Métodos. Como control positivo se utilizó la proteína 

mutante catalítica BPtpAD127A. Las proteínas IscU y HscA fueron reactivas para el anticuerpo 

anti-fosfotirosina (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Evaluación del estado tirosina-fosforilado de las proteínas IscU y HscA por 

Western blot. La identidad de las proteínas se indica en la parte superior. Las masas 

moleculares usadas como referencia se indican a la izquierda del gel en kilodaltones 

(kDa). Las flechas indican la migración de las proteínas. 
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 7.3 Detección de la fosforilación en tirosina de IscU y HscA por espectrometría de 

masas 

Las proteínas purificadas, dializadas y liofilizadas se analizaron por espectrometría de masas 

en búsqueda de un péptido que presentara una tirosina fosforilada. El análisis indicó la 

fosforilación de la tirosina 61 de la proteína IscU de B. cenocepacia (Figura 7). Para el caso 

de HscA no se detectó fosforilación en tirosina.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Identificación de fosfopéptidos por espectrometría de masas. A) Espectro de masas del 

fosfopéptido que contiene la tirosina 61 fosforilada de la proteína IscU de B. cenocepacia. B) Cobertura 

de los péptidos (amarillo) de la proteína IscU. Los residuos en verde indican una MPT. 
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7.4 Extracción de DNA  

Se realizó la extracción de DNA cromosómico de B. cenocepacia K56-2 así como del 

plásmido pMAL-c2X a partir de E. coli DH5α. Ambos purificados se analizaron por 

electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% para evaluar su integridad de manera cualitativa. 

Ambos ácidos nucleicos se encontraron íntegros y libres de RNA (Figura 8). Se obtuvo una 

concentración aproximada de 80 ng µL-1 y un radio 260/280 de 1.95 para el DNA 

cromosómico y una concentración de 78 ng µL -1 y un radio 260/280 de 1.92 para el DNA 

plasmídico.  

 

 

 

 

 

Figura 8. Purificación de DNA cromosómico de B. cenocepacia K56-2 y 

plásmido pMAL-c2X. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. Se utilizó 

λ/HindIII como marcador de peso molecular (M). El tamaño de las bandas se 

indica en pares de bases (pb). 
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7.5 Clonación del gen bptpA de B. cenocepacia en el plásmido pMAL-c2X 

A partir del DNA cromosómico de B. cenocepacia K56-2 se realizó una PCR para amplificar 

el gen bptpA e incorporar los sitios de restricción para BamHI y HindIII. El producto de la 

amplificación se visualizó por electroforesis en gel de agarosa al 1.2% (Figura 9). 

El amplicón y el plásmido pMAL-c2X purificados se procesaron como se describe en 

Materiales y Métodos para llevar a cabo la clonación del gen bptpA en pMAL-c2X. El 

producto de la ligación se transformó en células de E. coli DH5α electrocompentes. Se realizó 

un escrutinio por PCR punto final a las colonias que crecieron. De las 2 colonias encontradas, 

solamente una colonia fue portadora del fragmento clonado. La colonia 1 amplificó un 

fragmento de tamaño similar al gen bptpA (Figura 9). La colonia 2 no posee el fragmento 

clonado y fue descartada.  

 

 

 

 

Figura 9. Análisis de colonias transformadas. A) Amplificación del gen bptpA de B. cenocepacia 

K56-2. B) Análisis de colonias portadoras del producto de ligación. Electroforesis en gel de 

agarosa al 1.2%. Se utilizó λ/HindIII modificado como marcador de peso molecular (M). El 

tamaño de las bandas se indica en pares de bases (pb). 
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7.6 Evaluación del producto de clonación 

El producto de clonación (pMAL-c2X-bptpA) se purificó y se sometió a digestión con BamHI 

y HindIII. El producto de la digestión se visualizó por electroforesis en un gel de agarosa al 

1.2%. Se observó que, al digerir el producto de clonación con dichas enzimas, se libera un 

fragmento de tamaño similar al gen bptpA (Figura 10).  

Además, el análisis de secuenciación tipo Sanger corroboró la incorporación del inserto en 

el plásmido, así como su integridad.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Evaluación del producto de clonación. El plásmido resultante 

se digirió con las enzimas BamHI y HindIII. 
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7.7 Producción de proteínas MBP y MBP-BPtpA 

Las proteínas MBP y MBP-BPtpA se purificaron por cromatografía de afinidad como se 

describe en Materiales y Métodos. Las proteínas purificadas se visualizaron en un gel de 

poliacrilamida al 15% teñido con azul de Coomassie (Figura 11). Se observó una migración 

similar a la esperada según su masa reportada.  

Las proteínas se cuantificaron por espectrofotometría y el rendimiento promedio fue de 360 

µg/mL para MBP y de 800 µg/mL para MBP-BPtpA. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Producción y purificación de MBP y MBP-BPtpA. SDS-PAGE al 15% teñido 

con azul de Coomassie. Se utilizó BlueRay Prestained Protein Marker (Jena Bioscience) 

como marcador de peso molecular. El tamaño de las bandas se indica en kilodaltones (kDa). 

Las flechas indican la migración y la masa esperada de las proteínas. A) MBP. B) MBP-

BPtpA. 
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7.8 Interacción inespecífica de MBP con las proteínas sustrato 

Para evaluar la posible interacción entre BPtpA y HscA-FLAG e IscU-FLAG se realizaron 

ensayos de tipo pull-down como se describe en Materiales y Métodos. Se utilizó como 

carnada a la proteína fusionada MBP-BPtpA y como control negativo a MBP. Los resultados 

del ensayo se evaluaron por inmunodetección tipo Western blot, utilizando un anticuerpo 

contra la etiqueta FLAG (Figura 12). La señal detectada en los carriles de elución sugiere 

interacción entre MBP e IscU, MBP-BPtpA e IscU, MBP y HscA. No se detectó señal en el 

carril de elución para el pull-down entre MBP-BPtpA y HscA. 

 

 

Figura 12. Ensayo pull-down con MBP-BPtpA como carnada. A) Ensayo pull-down para IscU. B) 

Ensayo pull-down para HscA. En ambos casos se utilizó a MBP como control negativo. Las muestras 

se evaluaron por inmunorreconocimiento utilizando un anticuerpo anti-FLAG. 
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7.9 BPtpA interactúa con IscU 

Debido a las interacciones inespecíficas obtenidas utilizando MBP como carnada, se procedió 

a utilizar la proteína BPtpA-His y HscA-His como carnada para la evaluación de su 

interacción con la proteína IscU-FLAG y BPtpA-FLAG, respectivamente. Como control 

negativo se utilizó la resina Ni-NTA sin carnada.  Los resultados del ensayo se evaluaron por 

inmunodetección tipo Western blot, utilizando un anticuerpo contra la etiqueta FLAG (Figura 

13). La señal detectada en los carriles de elución sugiere interacción entre BPtpA e IscU 

(Figura 13 A) No se obtuvo señal en los carriles de elución para el pull-down entre HscA y 

BPtpA (Figura 13 B), lo que sugiere que no hay interacción entre estas proteínas.  

 

Figura 13. Ensayo pull-down con BPtpA-His y HscA-His como carnada. A) Ensayo pull-down para 

evaluar la interacción entre BPtpA-His e IscU-FLAG. B) Ensayo pull-down para evaluar la 

interacción entre HscA-His y BPtpA-FLAG. Las muestras se evaluaron por inmunorreconocimiento 

utilizando un anticuerpo anti-FLAG. 
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7.10 Co-transformación de la cepa de E. coli SU202  

Los plásmidos pSR658-bptpA, pSR659-iscU y pSR659-iscUY61A se co-transformaron en la 

cepa de E. coli SU202 como se describe en Materiales y Métodos. Se realizó un escrutinio 

por PCR a las colonias resultantes de las transformaciones. En la figura 14 se muestra un gel 

de agarosa representativo de los resultados para las co-transformaciones. En este caso, se 

observa que, de las colonias evaluadas, dos colonias amplificaron fragmentos del tamaño 

esperado (512 pb para bptpA y 426 pb para iscU).  Las colonias negativas fueron descartadas.  

 

Figura 14. Análisis de las colonias co-transformadas. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0%. El 

carril M representa el marcador de peso molecular, que en este caso fue el marcador λ/HindIII 

modificado. El tamaño de las bandas se indica en pares de bases (pb). El carril “+” representa el 

control positivo para iscU. 

 

7.11 Doble híbrido bacteriano 

Para confirmar la interacción entre BPtpA e IscU, se realizó el ensayo del doble híbrido 

bacteriano como se describe en Materiales y Métodos. Además, debido a que el análisis por 

espectrometría de masas identificó a la tirosina 61 como sustrato a fosforilación, se evaluó la 

interacción entre BPtpA y una versión mutante de IscU en donde se sustituyó dicho residuo 

por glutamato. Para realizar este ensayo se utilizó el ONPG como sustrato. La actividad de 

la enzima β-galactosidasa se midió por espectrofotometría a una DO420nm. Como control 

negativo se utilizó a la cepa E. coli SU202 portadora de los plásmidos pSR658 y pSR659 

vacíos. Cabe mencionar que el sistema utilizado en este estudio es el sistema LexA, el cual 
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es un represor transcripcional. Esto implica que la actividad de la β-galactosidasa es 

inversamente proporcional a la interacción entre las dos proteínas. 

La reducción de la actividad de la β-galactosidasa en la cepa co-transformada con los 

plásmidos que contienen bptpA e iscU a comparación del control negativo sugiere que existe 

una interacción entre BPtpA e IscU.  

Por otro lado, la cepa que contiene BPtpA e IscUY61E presentó una actividad β- galactosidasa 

mayor a la cepa que contiene la versión silvestre de IscU, similar a la del control negativo 

(Figura 15). Estos resultados sugieren que la tirosina 61 de IscU podría ser importante para 

su interacción con BPtpA. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Evaluación de la interacción entre BPtpA e IscU y BPtpA e IscUY61E por 

doble híbrido bacteriano. La gráfica representa la actividad de la β-galactosidasa en 

unidades Miller. Los datos representan la media de al menos 3 experimentos 

independientes. 
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7.12 Evaluación de la actividad fosfatasa de BPtpA in vitro 

Para corroborar que las fosfatasas purificadas tuvieran actividad fosfatasa, se realizó una 

evaluación de dicha actividad in vitro, utilizando p-NPP como sustrato. Se utilizó la mutante 

catalítica BPtpAD127A como control negativo. Se obtuvo una actividad específica de 0.127, 

4.365 y 8.739 nmol min-1 µg-1 para BPtpAD127A, BPtpA y MBP-BPtpA, respectivamente 

(Figura 16).  
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Figura 16. Actividad fosfatasa in vitro de las diferentes proteínas versiones de 

BPtpA purificadas.  Los datos representan la media de al menos 3 experimentos 

independientes. 
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7.13 BPtpA no desfosforila a las proteínas sustrato 

Para evaluar si BPtpA era capaz de desfosforilar a IscU y HscA se llevó a cabo un ensayo de 

desfosforilación como se describe en Materiales y Métodos. Debido a que los resultados 

obtenidos de los ensayos de interacción sugieren la interacción entre IscU y BPtpA, se 

hicieron múltiples ensayos para evaluar la desfosforilación de IscU por la fosfatasa silvestre 

y por MBP-BPtpA. Como control negativo se utilizó la mutante catalítica BPtpAD127A. Los 

resultados se evaluaron por inmunodetección tipo Western blot, utilizando un anticuerpo 

contra tirosinas fosforiladas. La señal fue detectada a los diferentes tiempos, lo que indica 

que las proteínas IscU y HscA no son desfosforiladas por BPtpA (Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Evaluación de la desfosforilación de IscU y HscA. A) Se incubó la proteína purificada 

IscU con BPtpA, BPtpAD127A y MBP-BPtpA a 37°C. Se tomaron muestras a los tiempos indicados. 

Las flechas representan la posición de IscU. B) Se incubó la proteína purificada HscA con BPtpA a 

37°C.  Se tomaron muestras a los tiempos indicados. La flecha representa la posición de HscA. Las 

reacciones se evaluaron por inmunorreconocimiento utilizando un anticuerpo anti-fosfotirosina. 
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8. DISCUSIÓN 

La fosforilación de tirosinas en bacterias ha sido un área de investigación difícil de estudiar, 

principalmente debido a que los métodos de identificación de esta MPT no han sido 

desarrollados para muestras de origen bacteriano, así como el hecho de que las bacterias 

realizan esta modificación a niveles sub estequiométricos (4). No obstante, recientemente 

diversos estudios han reportado la abundancia de genes codificantes de BY-cinasas y tirosina 

fosfatasas en genomas bacterianos y cada vez más se describen nuevas implicaciones de esta 

modificación en la fisiología procarionte (7).  

De manera general, las bacterias utilizan la fosforilación de tirosinas para responder a 

estímulos, lo que les permite adaptarse al ambiente. Nuestro equipo de trabajo ha reportado 

que la fosfatasa BPtpA del patógeno oportunista B. cenocepacia es necesaria para su 

adaptación a condiciones de estrés nutricional. Además, se encuentra codificada río arriba 

del operón ISC, encargado de la síntesis de los centros Fe-S. Esta localización no es común 

para una LMW-PTP, ya que normalmente se encuentran codificadas en operones asociados 

al metabolismo de EPS (50). Los sustratos de esta fosfatasa no han sido elucidados, por lo 

que este trabajo evaluó la interacción entre la fosfatasa BPtpA y las proteínas IscU y HscA 

del sistema ISC de B. cenocepacia.  

La determinación de la fosforilación de tirosinas en las proteínas IscU y HscA se realizó 

mediante inmunodetección tipo Western blot, utilizando un anticuerpo anti-fosfotirosina. Se 

utilizó una versión mutante catalítica de BPtpA como control positivo debido a que 

anteriormente se había reportado su estado tirosina-fosforilado (50). El resultado de dicho 

experimento indica que tanto IscU como HscA fueron reactivas para el anticuerpo (Figura 

12). A la fecha no hay estudios del fosfoproteoma de B. cenocepacia, sin embargo, se ha 

reportado que las proteínas homólogas en E. coli y S. flexneri se encuentran fosforiladas en 

tirosina (42,205).   

Para confirmar este resultado, las proteínas fueron analizadas por espectrometría de masas. 

El análisis indicó que en IscU, la tirosina en la posición 61 se encuentra fosforilada (Figura 

13). Este residuo se encuentra conservado en IscU de S. flexneri (Figura 18), en donde 

también se ha reportado como fosforilado (42).  
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Figura 18. Alineamiento de secuencias de las proteínas IscU de B. cenocepacia, E. coli y S. flexneri. 

Las tirosinas conservadas se muestran en rojo. 

 

No existen reportes del impacto de la fosforilación de residuos en la proteína IscU 

procarionte. La y colaboradores describen que la proteína homóloga en mamíferos debe ser 

fosforilada en un residuo de serina para lograr el ensamblaje de los centros Fe-S (209); sin 

embargo, dicha serina no está conservada en la proteína IscU bacteriana. 

Por otro lado, el análisis por espectrometría de masas no detectó ningún péptido con esta 

modificación en la proteína HscA. Esto contrasta con lo reportado para S. flexneri, en donde 

se encontró que la proteína homóloga es substrato a fosforilación en el residuo de tirosina 

502, el cual está conservado en HscA de B. cenocepacia (42). Cabe mencionar que la 

naturaleza dinámica de la fosforilación hace difícil su detección, además de que se estima 

que la fosforilación de tirosinas representa el 0.01% de todos los residuos fosforilados en 

proteínas (210).  

Se ha reportado que en E. coli, la proteína SufC del sistema SUF es sustrato a fosforilación 

de tirosina. A pesar de que no es un homólogo directo de HscA, lleva a cabo una función 

similar, ya que tiene actividad ATPasa necesaria para la síntesis de los Fe-S (52). Thomas 

indica que la sustitución de la tirosina 241 por el residuo fosfomimético aspartato interrumpe 

la formación de los centros Fe-S in vivo, mientras que la sustitución por fenilalanina permite 

el ensamblaje de los cofactores, lo que sugiere una regulación por fosforilación en tirosina 

(211). Interesantemente, la tirosina 241 de SufC es un residuo expuesto que se encuentra en 

el extremo C terminal de la proteína, de manera similar a la tirosina 502 en HscA.  

Para evaluar si BPtpA interactúa con HscA e IscU, se realizaron ensayos tipo pull-down. En 

estos ensayos se inmoviliza una proteína carnada en una columna y posteriormente se pasa a 
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través de la columna una mezcla que contiene a la proteína presa. En el primer ensayo se 

utilizó una versión de BPtpA fusionada con la proteína de unión a maltosa (MBP) en su 

extremo amino terminal (MBP-BPtpA) como carnada y a la proteína MBP sola como control 

negativo. Los resultados evidenciaron una interacción inespecífica entre MBP y HscA e IscU 

(Figura 12). Si bien la etiqueta MBP es utilizada ampliamente para ensayos de interacciones 

entre proteínas, se ha reportado que su uso no siempre produce resultados de pureza confiable 

y que puede alterar las funciones de las proteínas (212,213). Además, Nguyen y Goodrich 

mencionan que la contaminación de las muestras con ácidos nucleicos puede generar falsos 

positivos o negativos en los ensayos de interacciones de proteínas, reduciendo su 

especificidad (214).  

Debido a los resultados inconclusos obtenidos, decidimos realizar otros ensayos pull-down 

con modificaciones. Con el fin de observar la interacción entre BPtpA e IscU, se utilizó la 

proteína BPtpA-His como carnada, mientras que para la interacción entre BPtpA y HscA la 

carnada fue la proteína HscA-His. En ambos casos se utilizó la resina Ni-NTA vacía como 

control. Los resultados sugieren una interacción entre BPtpA-His e IscU-FLAG, pero no 

entre BPtpA-FLAG y HscA-His (Figura 13).  

Para confirmar la interacción entre BPtpA e IscU se realizó el ensayo del doble híbrido 

bacteriano. Además, con el objetivo de valorar la importancia de la tirosina 61 de IscU en su 

interacción con BPtpA, se generó una versión mutante puntual de IscU, en donde se sustituyó 

dicha tirosina por el residuo fosfomimético glutamato (IscUY61E). Los resultados de este 

ensayo confirmaron la interacción entre BPtpA e IscU, y adicionalmente sugieren que la 

interacción entre estas proteínas se reduce al sustituir la Y61 de IscU por glutamato (Figura 

15). 

A pesar de que estudios del fosfoproteoma de diversas bacterias indican que algunas proteínas 

de los sistemas que ensamblan los centros Fe-S son fosforiladas en distintos residuos 

(42,205,206,211), no se conocen las cinasas y fosfatasas que regulan dichas modificaciones. 

Sin embargo, existe evidencia de que el ensamblaje de los centros Fe-S por el sistema SUF 

en E. coli puede ser regulado por fosforilación de tirosina (211). 

En contraparte, algunas interacciones de IscU con proteínas del sistema ISC y los residuos 

implicados en estas interacciones están mejor caracterizados. Se ha identificado que la 
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tirosina 3 de la IscU bacteriana está conservada de manera universal (tirosina 35 en 

humanos). Se ha reportado que dicha tirosina es esencial para el ensamblaje de los centros 

Fe-S en bacterias, levaduras y humanos (215). Por ejemplo, en humanos, esta tirosina es 

esencial para la dimerización de IscU (215). Tanaka y colaboradores han indicado que la 

tirosina 3 de IscU en E. coli forma un puente de hidrógeno con el glutamato 311 de IscS, un 

enlace esencial para la interacción entre estas proteínas (58). Además, describieron que, al 

sustituir esta tirosina con otros residuos aromáticos, la proteína se mantiene funcional, pero 

es interesante que en la naturaleza esta tirosina está estrictamente conservada, lo que puede 

apuntar a un rol regulatorio, como la fosforilación. Cabe mencionar que en E. coli y S. flexneri 

dicha tirosina es sustrato a fosforilación por lo que la carga negativa del grupo fosfato podría 

afectar su interacción con el glutamato de IscS  (216). Es importante mencionar que a pesar 

de que el análisis de espectrometría de masas no identificó la tirosina 3 de IscU de B. 

cenocepacia como fosforilada, esta posibilidad no se puede descartar.  

La estructura tridimensional del complejo IscS-IscU de E. coli (Figura 19) (217) indica que 

en la interfaz de la interacción se encuentra también la tirosina 61, la cual hemos identificado 

como fosforilada en B. cenocepacia y se ha reportado fosforilada en S. flexneri (42). Aunque 

el estudio de Tanaka y colaboradores no identificó a este residuo como esencial para la 

interacción con IscS (58), la fosforilación de este residuo se podría agregar al conjunto de 

mecanismos que regulan la interacción entre IscS e IscU y así impactar en la síntesis de los 

centros Fe-S en estas bacterias. 

 

Figura 19. Interfaz de la interacción entre IscS (verde) e IscU (naranja) (PDB: 3LVL). Las tirosinas 

3 y 61 de IscU se muestran en azul. 
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Nuestros resultados de doble híbrido bacteriano sugieren que la tirosina 61 de IscU es 

importante para su interacción con BPtpA y que sustituirla por un glutamato interrumpe la 

interacción (Figura 15). Es interesante que la interacción con la fosfatasa disminuya cuando 

la tirosina 61 es reemplazada por un residuo que asemeja una tirosina fosforilada. 

Tradicionalmente, los residuos como glutamato y aspartato se han utilizado para identificar 

y estabilizar las interacciones entre fosfatasas y sus sustratos (218). No obstante, los residuos 

fosfomiméticos no representan de manera exacta las características iónicas y espaciales de la 

fosfotirosina (7). Además, se ha documentado que la fosfatasa homóloga en M. tuberculosis, 

PtpA, reconoce y desfosforila tirosinas específicas en sus sustratos, a pesar de que otras 

tirosinas estén fosforiladas (219). Esto podría explicar el funcionamiento de BPtpA, 

indicando que esta tirosina no es sustrato de esta fosfatasa. Aunado a esto, la disminución de 

la interacción podría deberse a que la carga negativa en esta posición afecta la interacción 

entre las proteínas o a que el glutamato genera cambios conformacionales en IscU que no 

permiten la interacción (216). 

Con el objetivo de evaluar si BPtpA podía desfosforilar a IscU, primero se realizó un ensayo 

de actividad fosfatasa in vitro con BPtpA, BPtpAD127A y MBP-BPtpA utilizando p-NPP como 

sustrato. Los resultados confirmaron la actividad fosfatasa de BPtpA y MBP-BPtpA, así 

como la falta de actividad de la mutante catalítica (Figura 16). Se observó que la actividad 

fosfatasa de MBP-BPtpA fue el doble que la de BPtpA-His. Este incremento de la actividad 

enzimática ya se ha documentado para otras enzimas etiquetadas con MBP (220) y puede 

atribuirse a un incremento en la solubilidad de la proteína, proporcionado por esta etiqueta 

(221).  

Los ensayos de desfosforilación con BPtpA-His indicaron que esta enzima no pudo 

desfosforilar a IscU ni HscA (Figura 17). Este resultado confirma que HscA no es sustrato de 

BPtpA de acuerdo con el resultado del pull-down, que sugirió que estas proteínas no 

interactúan.  

Con el objetivo de confirmar que IscU no es sustrato de BPtpA, se realizó el ensayo de 

desfosforilación con MBP-BPtpA, que presentó mayor actividad fosfatasa que BPtpA-His. 

Sin embargo, el resultado fue el mismo. Esto es interesante debido a que los ensayos de 

interacción sugieren que estas proteínas interactúan. Una explicación puede ser que la 
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interacción entre esta fosfatasa e IscU es una interacción de tipo no catalítica. Este tipo de 

interacciones no catalíticas están bien documentadas para diferentes tipos de enzimas, 

incluyendo cinasas y fosfatasas (222–224). De manera relevante, Wong y colaboradores han 

reportado que la fosfatasa PtpA de M. tuberculosis presenta interacciones no catalíticas con 

proteínas fosforiladas del fagosoma de macrófagos (225). Este tipo de interacciones se 

asocian a un control alostérico de las enzimas, a reclutar enzimas a un sitio en la célula o a 

formar parte de un complejo multiproteico (222). Este último podría explicar la interacción 

entre IscU y BPtpA, ya que la primera es la proteína andamio encargada de formar los centros 

Fe-S en B. cenocepacia y, por lo tanto, se asocia con múltiples proteínas. Es posible que 

BPtpA forme parte de este sistema, incluso de una forma no catalítica y que la tirosina 61 de 

IscU sea importante para su interacción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 
 

9. CONCLUSIONES 

 

• Las proteínas HscA e IscU de B. cenocepacia fueron reactivas para el anticuerpo anti-

fosfotirosina. 

• El análisis de espectrometría de masas identificó a la tirosina 61 de IscU de B. 

cenocepacia como fosforilada.  

• El ensayo tipo pull-down y el doble híbrido bacteriano sugieren que existe una 

interacción entre la proteína IscU y la fosfatasa BPtpA de B. cenocepacia. 

• La sustitución de la tirosina 61 de IscU por glutamato impacta en su interacción con 

BPtpA. 

• El ensayo tipo pull-down sugiere que BPtpA no interactúa con HscA.  

• Los ensayos de desfosforilación sugieren que BPtpA no desfosforila a HscA ni IscU. 
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10. PERSPECTIVAS 

 

• Evaluar la desfosforilación de IscU por las fosfatasas BceD y BCAM0208. 

• Generar la versión mutante IscUY61F y IscUY61A evaluar su interacción con BPtpA e 

IscS. 

• Evaluar el estado fosforilado de las otras proteínas del sistema ISC de B. cenocepacia. 

• Evaluar la interacción de las otras proteínas del sistema ISC con BPtpA. 
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