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1 Resumen 

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa ubicua y patógeno 

oportunista que produce muchos factores de virulencia. El plásmido conjugativo pUM505 

(123 kb), aislado de una cepa clínica de P. aeruginosa, confiere resistencia al ion cromato 

mediante el operón chrBAC, siendo la proteína ChrA la que confiere resistencia. Además, 

al ser transferida ChrA incrementa la virulencia de P. aeruginosa. La proteína ChrA 

pertenece a la superfamilia de proteínas CHR que se clasifica en proteínas pequeñas o 

SCHR (~200 aa) y grandes o LCHR (~400 aa). La proteína Chra del pUM505 forma parte 

de la familia LCHR y cual comparte homología con la proteína ChrA2 de Burkholderia 

xenovorans LB400 y el par de proteínas Chr3NC de Bacillus subtilis 168, que 

corresponde a la familia de proteínas LCHR y SCHR, respectivamente.  El objetivo del 

presente trabajo fue determinar el papel de las proteínas ChrA2 y Chr3NC homologas en 

la virulencia de las bacterias. En este trabajo se determinó que la expresión heteróloga 

en P. aeruginosa de los genes chrA2 y chr3NC incrementaron la virulencia de P. 

aeruginosa PAO1 y la toxicidad de los sobrenadantes del cultivo, sugiriendo la secreción 

de una molécula de virulencia. Además, la expresión de los genes chr aumentó tanto el 

consumo de oxígeno de las bacterias como la producción de peróxido de hidrógeno. 

Cambios en la concentración de sulfato o fosfato en el medio de cultivo modificaron la 

toxicidad de los sobrenadantes; mientras que el uso de concentraciones subinhibitorias 

de cianuro de potasio (que abate el potencial de membrana), así como de N-acetilcisteína 

(molécula que neutraliza las Especies Reactivas de Oxígeno (ERO)) disminuyeron la 

virulencia. Además, la adición de concentraciones subinhibitorias de cromato (inductor 

de estrés oxidativo) al medio de cultivo aumentó la toxicidad de los sobrenadantes y los 



Página | 2  
 

niveles de RNAm de los genes chr, sugiriendo que el cromato actúa como un inductor. 

Estos datos en conjunto sugieren la participación del potencial de membrana y de las 

ROS en la virulencia conferida por las proteínas Chr. Por otro lado, los sobrenadantes 

de los cultivos provenientes de las cepas que expresan los genes chr perdieron su 

toxicidad después de ser tratados por calor, con proteasas y ditioteitrol (agente reductor 

de enlaces disulfuro (DTT), sugiriendo que la molécula responsable del incremento de la 

virulencia es de carácter proteico; mientras que los ensayos de fraccionamiento 

molecular de los sobrenadantes producidos por las cepas de P. aeruginosa con los genes 

chr mostraron que la molécula que aumenta la toxicidad tiene un peso molecular entre 3 

y 30 kDa. 

Este trabajo nos permite concluir que las proteínas ChrA participan en el aumento de 

virulencia en cepas de P. aeruginosa probablemente a través de la secreción de una 

proteína y del cabio en los niveles de estrés oxidativo. 

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, gen, resistencia a cromato, virulencia y 

toxicidad. 
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2 Abstract 

Pseudomonas aeruginosa is an ubiquitous Gram-negative bacteria and an 

opportunist pathogen that produces many virulence factors. The conjugative plasmid 

pUM505 (123 kb), isolated from a clinical strain of P. aeruginosa, confers resistance to 

chromate ions through the chrBAC operon, with the ChrA protein being responsible for 

this resistance. In addition, the transfer of ChrA has been shown to increase the virulence 

of P. aeruginosa. ChrA belongs to the CHR protein superfamily, which is classified into 

small CHR proteins (SCHR;~200 aa) and large CHR proteins (LCHR; ~400aa). The ChrA 

protein encoded by pUM505 belongs to the LCHR family and shares homology with the 

ChrA2 protein of Burkholderia xenovorans LB400 and the Chr3NC protein pair of Bacillus 

subtilis 168, which belong to the LCHR and SCHR families, respectively. 

 The objective of this study was to determinate the role of the homologous proteins 

ChrA2 and Chr3NC in bacterial virulence. Heterologous expression of the chrA2 and 

chrk3NC in P. aeruginosa increased both the virulence of P. aeruginosa PAO1 and the 

toxicity of culture supernatants, suggesting the secretion  of a virulence associated 

molecule. Furthermore, expression of the chr genes increased bacterial oxygen 

consumption as well as hydrogen peroxide production. Changes in sulfate or phosphate 

concentrations in the culture medium altered the toxicity of supernatants, whereas the 

use of subinhibitory concentration of potassium cyanide (which dissipates the membrane 

potential) and N-acetylcysteine (a molecule that neutralizes Reactive Oxygen Species, 

ROS) reduce virulence. In addition, the addition of subinhibitory concentrations of 

chromate (an inducer of oxidative stress) to the culture medium increased both the toxicity 
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of the supernatants and the mRNA levels of the chr genes, suggesting that chromate acts 

as an inducer. 

 Taken together, these findings suggest the involvement of membrane potential and 

ROS in the virulence conferred by Chr proteins. Moreover, culture supernatants from 

strains expressing the chr genes lost their toxicity after treatment with heat, proteases 

and dithiothreitol (DTT, a reducing agent that treatment that disrupts disulfide), indicating 

that the molecule responsible for the increased virulence is a protein in nature. Molecular 

fractionation assays of the supernatants produced by P. aeruginosa strains expressing 

the chr genes showed that the molecule responsible for the increased has a molecular 

weight between 3 and 30 kDa. 

In conclusion, this work demonstrates that ChrA proteins contribute to increased virulence 

in P. aeruginosa strains, likely through the secretion of a protein factor and alterations in 

oxidative stress levels.  

Key words: Psedoumonas aeruginosa, gen, resistance chromate, virulence and toxicity. 
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3 Introducción 

3.1 Generalidades de las bacterias 

Las bacterias son un grupo de organismos microscópicos unicelulares, con un 

tamaño entre los 0.5 y 5 micrómetros (µm), que se reproducen por fisión binaria; además 

de que poseen diversas formas incluyendo, cocos, bacilos, filamentos, vibrios y espirilos 

(Fernández, 2013). Pertenecen al reino de los procariotas, ya que no poseen 

comportamientos intracelulares que estén delimitados por membranas (carecen de 

membrana nuclear) (Pírez y Mota, 1999; Cervantes, 2015). 

La estructura de las células bacterianas, es relativamente sencilla, en 

comparación con las células de los organismos superiores, que poseen componentes 

internos especializados. Están formados por pared celular rígida y una membrana interna 

flexible y selectiva, ribosomas y además del material genético cromosómico pueden 

poseer plásmidos. Alunas estructuras celulares pueden estar presentes solos en algunas 

bacterias, como los flagelos, pilis, cápsula y los esporos (Pírez y Mota, 1999; Cervantes, 

2015).  

 La tinción Gram, es una prueba de clasificación de bacterias que se basa en  las 

variaciones de la estructura membranal. Las bacterias Gram-positivas poseen una pared 

celular que consta de una membrana plasmática y una capa gruesa de peptidoglicano, 

mientras que la pared celular de las Gram-negativas y está formada por una capa 

delgada de peptidoglicano y una membrana externa compuesta por lipopolisacáridos 

(Brooks y col., 2014). 
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3.2 Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, en forma de bastón con 

medidas entre los 0.5 y 1 µm de diámetro, y entre 1.5 y 5 µm de largo (Peix y col., 2009), 

en cultivo produce una coloración azul verdoso derivado de la síntesis de piocianina (May 

y col., 1991) y cuenta con un flagelo que le confiere movilidad y le permite responder a 

estímulos químicos, así como localizar substratos en condiciones bajas (Ruiz, 2007). 

Además, P. aeruginosa es anaerobia facultativa y posee un metabolismo versátil, tiene 

la capacidad de crecer en medios anaerobios tomando el nitrógeno o la arginina como 

fuente para la aceptación de protones, puede colonizar el agua y el suelo, con 

requerimientos nutricionales mínimos y tolerando temperaturas entres los 20 y 43 ° C. 

Es un organismo no fermentador de lactosa, posee la capacidad de usar fuentes de 

carbono y nitrógeno tales como acetato y amoniaco (Paz y col., 2019). 

Dentro del género Pseudomonas la especie P. aeruginosa es uno de los 

patógenos oportunistas en humanos más importante y una de las principales causas de 

infecciones nosocomiales. Aunque P. aeruginosa ha sido ampliamente estudiado como 

un agente causante de infecciones respiratorias también causa infecciones en corneas 

y piel, así como otras infecciones severas como la neumonía bacteriana o bacteremia, 

en pacientes con enfermedades crónicas como la hipertensión , diabetes, insuficiencia 

cardiaca y artritis, entre otras (Nicolau, 2010; Paz y col., 2019). Las enfermedades 

infecciosas causadas por P. aeruginosa se complican debido a la resistencia intrínseca 

de la bacteria a una gran variedad de antibióticos y a su capacidad de adquirir nuevos 

mecanismos de resistencia a través de la Transferencia Horizontal de Genes (THG), por 
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lo que esta bacteria se asocia a elevados índices de mortalidad, siendo un serio problema 

de salud pública (Oliver y Nicolau, 2010; Lujan, 2015).  

P. aeruginosa contiene un genoma accesorio, que consiste en bacteriófagos, 

plásmidos e islas genómicas, que se encuentran en algunas cepas, pero no en otras y 

pueden contribuir a la heterogeneidad de la virulencia (Battle y col., 2008) 

3.2.1 Factores de virulencia de P. aeruginosa 

Los factores de virulencia son moléculas o estructuras que permiten a las 

bacterias invadir, colonizar y dañar a un huésped, y representan una estrategia de 

supervivencia para las bacterias patógenas (Jarama, 2022). P. aeruginosa posee 

múltiples factores de virulencia como lo son los pilis, proteasas, elastasas, toxinas, la 

biopelícula y la capsula que en conjunto confieren propiedades que le permiten a la 

bacteria ser patógena (Rahme y col., 2000; Paz y col., 2019). 

Pilis: los pilis son estructuras proteicas filamentosas y de carácter polar, 

esenciales para el inicio de la infección, ya que participan en la motilidad y la adhesión 

de la bacteria a distintas superficies. El tipo IV de P. aeruginosa, además desempeña un 

papel importante en el desarrollo y la agregación de biopelículas y confiere resistencia a 

la fagocitosis (Van Schaik, 2005; Burros, 2012). 

Proteasas: P. aeruginosa posee un amplio repertorio de enzimas proteolíticas que 

son de suma importancia para la invasión en infecciones crónicas. Dentro de esta gran 

variedad encontramos las elastasas LasA y LasB, las cuales son capaces de degradar 

la elastina del huésped (Strateva y Mitov, 2011); y la proteasa alcalina, que además de 

interferir con componentes del endotelio (Galdino, y col., 2017), degrada proteínas y 
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citosinas puede contribuir a la producción de otros factores de virulencia como la 

piocianina (Laarman y col., 2012; Liyama y col. 2017). 

Toxinas: Las toxinas secretadas por esta bacteria pueden generar diferentes 

daños. ExoT es la exotoxina más prevalente en aislados clínicos y genera la producción 

de citosinas proinflamantorias (Wagener y col., 2020). La toxina ExoY provoca la 

desintegración de mircotubulos de actina, necrosis celular y alteración en la integridad 

de la barrera endotelial de las células del huésped (Stevens y col., 2014; Wagener y col., 

2020). La exotoxina A se une a la célula des huésped y una vez en el interior induce 

necrosis en el sitio de colonización (Michalska y Wolf, 2015). 

Biopelícula: P. aeruginosa es conocida por su capacidad de formar capa de 

biopelícula que hace a la bacteria altamente resistente a antibióticos, desinfectantes y a 

las defensas del huésped (Lee, y col., 2017; Yan, y col., 2019). Además, esta resistencia 

dificulta la eliminación bacteriana y permite al establecimiento de infecciones crónicas 

que representan un importante problema médico (Lee, y col., 2017).  

La biopelícula está compuesta en su mayor parte por exopolisacáridos: como el alginato, 

Psl y Pel, así como de ADN extracelular y proteínas extracelulares (Yan, y col., 2019). 

Cabe destacar que un estudio reciente demostró que existen varias vías de regulación 

para el desarrollo de biopelículas y que la expresión génica que regula la respuesta al 

estrés y la adaptación en ambientes con limitación de oxígeno y hierro es fundamental 

para dicho proceso (Yan, y col., 2019; Thöming, y col., 2020).     
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 Capsula: P. aeruginosa posee una capsula compuesta por exopolisacáridos, que 

facilita la adhesión celular, la formación de biopelículas y permite la evasión de la 

fagocitosis (Singh y col., 2022).  

 Piocianina: es un metabolito secundario producido por estas bacterias, que 

además es el causante de la coloración azul verdosa característica de las colonias P. 

aeruginosa (Gellatly y Hancock, 2013). Se asocia con enfermedades severas y 

problemas en el funcionamiento pulmonar, ya que puede incrementar la cantidad de 

Especies Reactivas de Oxígeno (ERO) intracelular, promoviendo el aumento del estrés 

oxidativo y dañando el DNA, proteínas y conduciendo a la lisis celular (Hall y col., 2016).  

 Pioverdina: es el sideróforo principal producido por P. aeruginosa, es un 

compuesto orgánico de bajo peso molecular utilizado para la adquisición de hierro (Fe3+), 

nutriente esencial para el crecimiento bacteriano y la virulencia (Cornelis y Dingemans, 

2013; Dauner y Skerra, 2020).    

3.2.2 Regulación de la virulencia en P. aeruginosa 

La percepción de Quorum o Quorum sensing (QS) es un mecanismo de 

señalización microbiana química donde se induce la expresión  de varios genes, lo que a 

su vez permite la comunicación entre células y la adaptación a los cambios ambientales, 

siendo capaz de regular la expresión de aproximadamente el 10% de los genes de P. 

aeruginosa (Lee y Zhang, 2015; Kariminik, y col., 2017; Paz, y col., 2019; Kuaile, y col., 

2025). P. aeruginosa posee cuatro sistemas de QS: Las, Rhl, Pqs, y lqs, los cuales están 

interconectados de forma sinérgica. Estos sistemas secretan moléculas llamadas auto-

inductores o acil-homoserina lactona (AHL) que se difunde mediante las membranas 

bacterianas (Paz y col., 2019; Qiaogiang, y col., 2022). El sistema Las se encuentra en 
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la cima de la cadena de señalización, el cual controla positivamente la expresión de 

algunos genes de virulencia, así como de los genes de los otros sistemas de QS (Lee y 

col., 2013). En conjunto los sistemas de QS controlan la expresión de genes que 

participan en la virulencia de P. aeruginosa, como la formación de biopelícula, elastasas, 

exotoxina A y producción de exopolisacáridos (Lee y col., 2013; Lee y Zhang, 2015; 

Kariminik y col., 2017).   

3.2.3 Sistemas Las y Rhl del QS 

Los sistemas Las y Rhl del QS representan los sistemas regulatorios de mayor 

dominancia. En el sistema Las, la proteína LasI participa en la síntesis del N-3-

oxododecanoil-L-homoserina lactona (C12HSL) (auto-inductor del sistema Las). 

Posteriormente LasI se une LasR (activador transcripcional), y de esta forma regula la 

transcripción de genes de virulencia (Nadal, y col., 2012). 

De forma similar, la proteína RhlI del sistema Rhl sintetiza el auto-inductor N-

butanoil-L-homoserina lactona (C4HSL), que forma un complejo con la proteína 

activadora RhlR, participando principalmente en la regulación de la producción de 

ramnolípidos, lectinas y biopelícula (Kariminik y col., 2017). 

3.3 Transferencia de material genético 

La Transferencia Horizontal de Genes (THG) es el mecanismo a través del cual 

las bacterias llevan a cabo la transferencia de material genético. La THG puede ser 

mediada por conjugación, transducción o transfección, modula la evolución en el mundo 

procariota y de algunos procariotas (Boto, 2010). 
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La THG se asocia con la adquisición de nuevos determinantes de virulencia, 

nuevas propiedades metabólicas, resistencia a metales pesados o a antibióticos, así 

como degradación de compuestos xenobióticos (Martínez, 2007; Hernández-Ramírez y 

col., 2018). 

3.3.1 Plásmidos 

Los plásmidos son moléculas de DNA circular extracromosomal, generalmente de 

tamaño pequeño que se encuentran diseminados en varias especies bacterianas. Los 

plásmidos pueden replicarse de manera independiente DNA cromosómico debido a un 

sitio de replicación propio. A diferencia del DNA cromosomal, no son necesarios para la 

viabilidad celular, pero por lo general contiene genes que contribuyen a la supervivencia 

en condiciones extremas como lo son la resistencia a antibióticos, a metales o en la 

virulencia (Smalla y col., 2000; Helinski, 2022). Los plásmidos son considerados 

elementos genéticos móviles importantes para la adaptación bacteriana que contribuyen 

a la adquisición de nuevas capacidades adaptativas (Smalla y col., 2000).  

3.4 Sistemas de resistencia a antibióticos y compuestos tóxicos 

P. aeruginosa posee una resistencia intrínseca a antibióticos, dada por su baja 

permeabilidad de su membrana externa, a la presencia y expresión de bombas de 

expulsión, porinas y β-lactamasas (Gellatly y Hancock, 2013; Pang y col., 2019). 

3.4.1 Membrana externa de P. aeruginosa 

La membrana externa de P. aeruginosa está compuesta en su mayor parte por 

lipopolisacáridos y funciona como una barrera estructural selectiva que previene la 

entrada de antibióticos y compuestos tóxicos para la célula (Pang y col., 2019). 
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3.4.2 Porinas 

P. aeruginosa posee porinas que son proteínas transmembranales que ubican en 

la membrana externa limitando la entrada de antibióticos o compuestos tóxicos a la 

célula. En P. aeruginosa han sido identificados 26 tipos de porinas, siendo OprF la de 

mayor abundancia (Pang y col., 2019; Langendonk y col, 2021).  

 La proteína OprF posee diversas funciones en la célula bacteriana, como permitir 

el paso de moléculas pequeñas y iones (Chevalier y col., 2017), proporciona estabilidad 

estructural a la célula. Además, facilita la adhesión y formación de la biopelícula, participa 

en la interacción patógeno-huésped (Cassin y Shan, 2019).  

 Algunas otras porinas participan en el aumento de resistencia a antibióticos, como 

OprD y OprH, participando en la absorción de carbapenémicos y modificando la afinidad 

de las poliximinas por la membrana externa por la reducción de concentración de Mg2+ 

(Langendonk y col. 2021) 

3.4.3 Sistemas de expulsión 

Los sistemas de expulsión en bacterias son sistemas de proteínas de membrana 

que llevan a cabo la expulsión de moléculas evitando la concentración de los compuestos 

tóxicos en medio citoplasmático celular (Cervantes, 2017). 

En P. aeruginosa, se han descrito diversos sistemas de expulsión como el sistema 

MexAB-OPrM que participa en la resistencia a antibióticos como quinolonas (Piddock, 

2006). El sistema MexA-OPrM, además, contribuye en la resistencia a compuestos 

tóxicos como bromuro de etidio, un compuesto aromático fluorescente que se intercala 
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en la estructura del ADN impidiendo la replicación generando mutaciones o muerte (Xu 

y col., 2003).   
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4 Antecedentes 

4.1  Plásmido pUM505 

 El plásmido pUM505 (Fig. 1) fue identificado como un plásmido conjugativo 

en una cepa clínica de P. aeruginosa de un paciente hospitalizado en Morelia, 

Michoacán, el cual confiere resistencia a cromo y mercurio. El plásmido pUM505 es un 

replicón circular de 123, 322 pares de bases (bp), que codifica a 138 marcos de lectura 

abierto (orf) (Ramírez-Díaz y col., 2011).  

El plásmido pUM505 contiene dos islas genómicas, la primera, de un tamaño 

aproximadamente de 67 kilo bases (kb) contiene genes involucrados en la virulencia, la 

replicación, mantenimiento y partición del plásmido, y la transferencia conjugativa. La 

segunda isla de 31 kb contiene genes involucrados en resistencia a metales pesados y 

la movilidad de genes (Ramírez y col., 2011). 

4.2 Sistema de resistencia a cromato conferida por el plásmido pUM505 

4.2.1 Generalidades y toxicidad del cromo 

El cromo (Cr) se encuentra en la tabla periódica en el grupo de los metales de 

transición y posee el número atómico 24. Es un metal de color blanco plateado, brillante 

y resistente, que no se corroe fácilmente. El Cr se presenta en varios estados de 

oxidación, Cr (II), Cr (III) y Cr (VI) (Superintendencia de Riesgos del Trabajo, 2019).  

En la naturaleza el estado de oxidación del cromo es el Cr (III) y el cromo Cr (VI), 

siendo este último el segundo más estable y el más peligroso desde el punto de vista 

toxicológico (Pavesi y col., 2020). Independientemente de la forma en la que el Cr se 

absorba, los compuestos del Cr pueden sufrir una alteración de su estado de oxidación  
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Figura 1. Mapa genético de plásmido pUM505. Con flecha o punta de flecha se 

muestran las regiones codificantes y la dirección de la transcripción. En el recuadro con 

colores se indica la función a los genes. Con bloques de colores se señalan los islotes 

del plásmido pUM505, corresponde a regiones del plásmido que muestran similitud en 

secuencia con otros genomas bacterianos. Las islas genómicas de patogenicidad (PAI) 

y de resistencia a metales pesados se muestran con las en barras roja y negra 

respectivamente. También se señalan con barras azules los genes involucrados en la 

transferencia conjugativa (operón pil), los genes de resistencia a metales (CrR y HgR). 

(Tomado de Ramírez y col., 2011).  
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y coordinación con moléculas biológicas. El Cr (VI), está relacionado con una serie de 

patologías, mientras que el Cr (III) ha sido considerado un micronutriente esencial que 

juega un papel de relevancia en el metabolismo de la glucosa (Álvarez y col., 2021; 

Mezencev y Gibbons, 2023).  

Aunque el Cr (III) puede reaccionar con biomoléculas como el ADN, su baja 

capacidad para atravesar las membranas celulares debido a su insolubilidad, se ha 

relacionado con su baja actividad biológica y toxicológica, en comparación con el Cr (VI) 

(Pavesi y col., 2020; Mezencev y Gibbons, 2023).  

 El Cr (VI), además de ser hidrosoluble, posee una estructura tetraédrica y con 

frecuencia se encuentra unido al oxígeno, siendo así un fuerte agente oxidante. Los iones 

de relevancia del Cr (VI) son el cromato (CrO4 2-) y el dicromato (Cr2O7 2-), el cromo 

hexavalente (CrO4 -) es altamente nocivo para las células (Mertz, 1969). 

4.2.2 Transporte del cromo al interior celular 

 El cromato ingresa a las células a través de la sulfato permeasa un transportador 

de membrana que introduce el sulfato (SO4-), un ion esencial para la célula. Debido a la 

similitud de estructura química tetraédrica y a la longitud de los enlaces en ambos 

oxianiones, la sulfato permeasa puede introducir el cromato siendo este ion un inhibidor 

competitivo del transporte de sulfato en bacterias (Fig. 3 A) (Ramírez-Díaz y col., 2008). 

 Una vez que ingresa a la célula, el Cr (VI) es reducido de forma rápida a Cr (III) 

por mecanismos inespecíficos (Fig. 3 B). El Cr (III) puede generar diversos efectos como 

daño a DNA o proteínas mediante la formación de aductos Cr-ADN (Fig. 3 C) (Cervantes 

y col., 2017).  
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En el proceso de reducción del Cr (VI) a Cr (III), se genera un aumento en la 

producción de Especies Reactivas de Oxígeno, o por sus siglas en inglés ROS, las cuales 

conducen a un aumento en el estrés oxidativo y desencadena en daño a proteínas, 

lípidos, DNA y RNA, afectando su estructura y correcto funcionamiento. Sin embargo, las 

ROS pueden neutralizarse por diferentes moléculas como la N-acetilcisteína o por la 

acción de enzimas como las superóxido dismutasas (SOD) y la glutatión peroxidasa (Fig. 

3 D) (Shi y Dalas, 1990; Kadiiska y col., 1994; Cervantes y col., 2007). Al ingresar puede 

ejercer su efecto tóxico (Pardee y col., 1966; Katz y col., 1993; Cervantes y col., 2007).  

4.2.3 Determinantes de resistencia a cromato de pUM505 

El primer sistema bacteriano de resistencia a cromato descrito fue el codificado 

por el gen chrA (orf 90) en el plásmido pUM505 (Cervantes-Vega y col., 1986; Cervantes 

y Ohtake, 1988). El plásmido pUM505 codifica a la proteína de membrana ChrA, una 

proteína de 416 aminoácidos (aa), la cual es responsable de la resistencia a cromato 

(Cervantes y col., 1990), la proteína ChrA codificada en el plásmido pUM505 ha sido 

ampliamente estudiada por conferir resistencia a cromato mediante la expulsión de la 

molécula (Fig. 3 E) (Cervantes y col., 1990). La expresión de la proteína ChrA en la cepa 

de P. aeruginosa PAO1, incrementó la resistencia de la bacteria a cromato (Fig. 4), al 

funcionar como una bomba quimiosmótica que expulsa el ion cromato desde el interior 

celular hacia el periplasma (Cervantes y col., 1990; Álvarez y col., 1999). 

La expulsión de las moléculas de cromato por la proteína ChrA es un sistema de 

transporte activo que requiere del potencial de membrana (Fig. 3 F) (Álvarez y col., 1999). 

El gen chrA del plásmido pUM505 forma parte del operón chr conformado por los 

genes: chrA, chrC y chrB, (correspondiente a los orfs 90, 91 y 92 respectivamente) (Fig. 
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2). El operón chr se encuentra flanqueado por genes que codifican para una 

transposasa/integrasa tipo TnpA (orf 94) y una resolvasa/integrasa tipo TnpR (orf 93), 

sugiriendo que estos genes chr fueron adquiridos por transferencia genética. El gen chrB 

codifica para una proteína de 315 aa y juega un rol regulatorio en la expresión de la 

proteína ChrA. El gen chrC codifica para una proteína de 86 aa, que muestra similitud 

con el dominio amino terminal de la superóxido dismutasa de 199 aa codificada por el 

plásmido pMOL28 de Cupriavidus metallidurans CH34 y al transposón TnOChr de 

Ochrobactrum tritici, sugiriendo que la proteína ChrC del plásmido pUM505 está trunca, 

siendo probablemente una proteína no funcional (Ramírez-Díaz y col., 2011). 

4.2.4 Resistencia a cromato conferida por la proteína ChrA del plásmido pUM505 

Algunas bacterias poseen plásmidos con la capacidad de codificar para proteínas 

transportadoras de membrana, mediando la expulsión de cromato antes de la generación 

de daño. La proteína ChrA codificada en el plásmido pUM505 ha sido ampliamente 

estudiada por conferir resistencia a cromato mediante la expulsión de la molécula (Fig. 3 

E) (Cervantes y col., 1990). La transferencia de la proteína ChrA a la cepa de P. 

aeruginosa PAO1, una cepa estándar de laboratorio, incrementa la resistencia a cromato 

(Fig. 4). 

 La proteína ChrA funciona como una bomba quimiosmótica que expulsa el ion 

cromato desde el interior celular hacia el periplasma y confiere un mecanismo de 

resistencia a Cr (VI) (Cervantes y col. 1990; Álvarez y col., 1999).  
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Figura 2. Arreglo genético del operón de resistencia a cromato, chrBAC, del 

plásmido pUM505. Las flechas azules representan los orf’s 92, 91 y 90, que codifican 

para las proteínas ChrB, ChrA y ChrC, respectivamente. Las flechas rojas muestran a 

los genes que codifican a la resolvasa/integrasa y a la transposas integrasa, 

respectivamente. El sentido de las flechas indica el sentido de la transcripción 

(Modificado de Ramírez-Díaz y col., 2011).  
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La expulsión de las moléculas de cromato por la proteína ChrA es un sistema de 

transporte activo que requiere del potencial de membrana (Fig. 3 F) (Álvarez, A. y col., 

1999). 

4.3 Súperfamilia CHR de resistencia a cromato 

La proteína de resistencia a cromato de pUM505, ChrA, pertenece a la 

superfamilia de resistencia a cromato denominada superfamilia CHR la cual, está 

conformada por un aproximado de 130 proteínas, de las cuales 128 son pertenecientes 

a bacterias, 1 a arqueas y 6 a hongos. La distribución de proteínas homólogas a ChrA 

en los tres dominios de la vida se sugiere un origen antiguo e importante para esta familia. 

Las proteínas CHR se clasifican en dos familias, con base al tamaño de las diferentes 

proteínas identificadas en la superfamilia CHR: proteínas monodominio denominadas 

SCHR las cuales presentan un tamaño de 123-234 aa y proteínas bidominio LCHR o 

CHR de cadena larga con una longitud de 345-494 aa. Las proteínas de la superfamilia 

CHR se clasificaron en diez subfamilias con base a su filogenia; las proteín as SCHR 

fueron agrupadas en tres subfamilias SCHR1 a SCHR3, mientras que las proteínas 

LCHR se agruparon en 6 subfamilias LCHR1 a LCHR6 (Díaz-Pérez y col., 2007). 

El análisis de la secuencia de las proteínas de la superfamilia CHR sugirió que las 

proteínas LCHR o bidominio, podrían haber surgido de la fusión de dos genes SCHR en 

un evento evolutivo antiguo, aunque también podrían haber ocurrido eventos 

secundarios de fusión y fisión. La distribución de las proteínas LCHR y SCHR y sus 

diferencias genómicas, indican que las proteínas CHR comprenden al menos dos grupos 

parálogos dentro de esta superfamilia (Díaz-Pérez y col., 2007).  



Página | 21  
 

 

Figura 3. Mecanismo de transporte, daño y de expulsión de cromato. A. Ingreso del 

Cr (VI) en forma de CrO4- a través de la sulfato permeasa de membrana. B. Reducción 

intracelular entre del Cr (VI) a Cr (III), que ocasiona la generación de estrés oxidativo y 

daño a moléculas orgánicas. C. Los sistemas de reparación de la célula neutralizan el 

daño generado por el Cr (III). D. Mecanismos celulares de neutralización de las ROS. E. 

Bomba de expulsión ChrA codificada por pUM505. F. Potencial de membrana requerido 

por las proteínas ChrA para la expulsión de CrO4-. (Modificado de Álvarez y col., 1999; 

Ramírez y col., 2008).  
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Figura 4. Resistencia a cromato de las cepas de P. aeruginosa con el gen chrA. Los 

cultivos se crecieron en caldo nutritivo durante 18 h a 37 °C con agitación constante, a 

concentraciones crecientes de K2CrO4. Se midió la absorbencia a D.O. 590nm. Se muestra 

el promedio de tres experimentos independientes N=3 (por duplicado), las barras 

corresponden a la desviación estándar (Tomado de Valerio-Arellano, datos sin publicar). 
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4.3.1 Proteína ChrA2 de Burkholderia xenovorans LB400 

 La cepa B. xenovorans LB400, ha sido ampliamente estudiada debido a la 

degradación de compuestos clorados, además de que fue aislada de suelos 

contaminados con bifenilos policlorados. El genoma de B. xenovorans posee 6 

homólogos del gen chrA del plásmido pUM505 provenientes de sus 3 replicones (2 

cromosomas y 1 megaplásmido) (Díaz-Pérez y col., 2007). Se determinó que cada uno 

de los homólogos chr de esta cepa confieren resistencia al cromato, aunque en diferentes 

condiciones y con diferente nivel (Díaz-Pérez y col., 2007). La proteína ChrA2 codificada 

por el gen chrA2 del megaplásmido fue la proteína ChrA que confirió mayor nivel de 

resistencia. La proteína ChrA2 de B. xenovorans LB400 pertenece a la familia LCHR, los 

ensayos de susceptibilidad a cromato mostraron que la cepa con el gen interrumpido 

mostró un fenotipo sensible, y cuando el gen chrA2 fue transferido a la cepa mutante la 

resistencia a cromato se restauró (Fig. 5). Este resultado indica que la proteína ChrA2 es 

la principal responsable de la resistencia a cromato en esta cepa (Reyes-Gallegos y col., 

2016). 

4.3.2 Proteínas Chr3N-C de Bacillus subtilis 168 

La cepa de B. subtilis 168 posee en su genoma un par de genes con homología 

al gen chrA del plásmido pUM505 a los cuales se les nombró chr3N y chr3C, estos genes 

forman el operón chr3NC.  Los genes chr3N y chr3C de B. subtilis codifican a las 

proteínas Chr3N de 197 aa y Chr3C de 178 aa respectivamente, las cuales fueron 

expresadas en la cepa E. coli W310, en donde confirieron resistencia a cromato de 

manera conjunta (Fig. 6), mientras que la transferencia individual de cada gen no confirió 
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Figura 5. Susceptibilidad a cromato de la cepa E. coli W3110 con el gen chrA2 de 

B. xenovorans LB400. Los cultivos bacterianos se crecieron en medio M9 durante 20 h 

a 37 °C con agitación constante suplementados con diferentes concentraciones de 

K2CrO4. El crecimiento se determinó midiendo la absorbencia a D.O. 590nm.  Se muestra 

el promedio de dos experimentos independientes N=2 (por duplicado), las barras 

corresponden a la desviación estándar (Modificado de León-Márquez, 2009). 

 

 

 



Página | 25  
 

 

Figura 6. Susceptibilidad a cromato de la cepa E. coli W3110 con los genes chr3NC. 

Los cultivos bacterianos fueron crecidos en medio M9 durante 22 h crecidas a 37 °C con 

agitación constante, a diferentes concentraciones de K2CrO4. Se midió la absorbencia a 

D.O. 590nm. Se muestra el promedio de dos experimentos independientes N=2 (por 

duplicado), las barras corresponden a la desviación estándar (Modificado de Díaz-

Magaña y col., 2009).  
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resistencia al ion, sugiriendo que los genes chr3N y chr3C son genes que codifican a un 

sistema de resistencia a cromato de tipo CHR (Díaz-Magaña y col., 2009). 

4.4  Papel del plásmido pUM505 en la virulencia de P. aeruginosa 

 En el 2016 Rodríguez-Andrade y col., investigaron la participación del plásmido 

pUM505 en la virulencia de la cepa estándar P. aeruginosa PAO1 mediante ensayos de 

virulencia en hoja de lechuga (Fig. 7 A). La transferencia del plásmido pUM505 

incrementó la virulencia de P. aeruginosa PAO1 a diferencia de la cepa PAO1 sin el 

plásmido (Fig. 7 B). Estos datos confirmaron que el plásmido pUM505 contiene genes 

funcionales que aumentan la virulencia de P. aeruginosa (Rodríguez-Andrade y col., 

2016). 

4.4.1 Plásmido recombinante pH26 que confiere virulencia 

En 2016 Rodríguez-Andrade y col., realizaron la construcción de una biblioteca de 

103 clonas con plásmidos recombinantes, obtenidos a partir de la clonación de 

fragmentos de DNA del plásmido pUM505. Las clonas fueron evaluadas en su capacidad 

de incrementar la virulencia de E. coli JM101 y P. aeruginosa PAO1 en modelos de hoja 

de lechuga, mus musculus (ratón) y en células HeLa, dando como resultados que la clona 

identificada como EH-26 incrementó la virulencia de Escherichia coli y P. aeruginosa en 

los diferentes modelos utilizados, así como la toxicidad de las líneas celulares (Fig. 8). 

El análisis de secuenciación del DNA de la clona EH-26 indicó que el plásmido pEH26 

contiene los orf’s 92, 93 y 94 del plásmido pUM505. Interesantemente, el orf 92 codifica 

a la proteína ChrB, que forma parte del operón chr de pUM505. Del cual forma parte el 

gen chrA de resistencia a cromato. El orf 93 codifica a la proteína TnpR (Resolvasa/ 
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Figura 7. Virulencia de las cepas de P. aeruginosa en hoja de lechuga. Las hojas de 

lechuga fueron inoculadas con 1 × 106 (±1 × 104) UFC de las bacterias indicadas. A. Área 

de lesión de la nervadura de la hoja de lechuga a los 4 días postinoculación de las cepas. 

B. Cuantificación de las UFC del área de lesión de las hojas de lechuga. Los datos 

corresponden a las medias de seis experimentos independientes y se muestra la 

desviación estándar. Las diferencias estadísticamente significativas con respecto al 

control (PAO1) están indicadas por ***p < 0.001 (prueba de Tukey) (Modificado de 

Rodríguez-Andrade y col., 2016). 
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Figura 8. Virulencia de las clonas con plásmidos recombinantes del plásmido 

pUM505 en modelo murino. La virulencia de las clonas se determinó usando ratones 

(BALB/C) inoculando 3 × 106 (±1 × 104) UFC de las clonas mediante administración 

intravenosa (i.v.). La supervivencia de los ratones se monitoreó diariamente durante 8 

días. Los gráficos muestran los datos promedio obtenidos de tres experimentos 

independientes, expresados como el porcentaje de ratones sobrevivientes después de 

la infección en cada grupo experimental (Tomado de Rodríguez-Andrade y col., 2016). 
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Integrasa), proteínas que actúan en la transposición de DNA, mientras que el orf 94 

codifica una proteína del tipo transposasa TnpA, una enzima que es clave para la 

transposición y el movimiento de elementos genéticos conocidos como transposones 

(Ramírez-Díaz y col., 2011). Estos datos sugirieron que alguno de los genes del plásmido 

pEH26 era el responsable del incremento de la resistencia a cromato. 

4.4.2 Virulencia conferida por el operón de resistencia a cromato chr 

El gen chrB identificado en la clona EH-26, como fue descrito anteriormente forma 

parte del operón chr de resistencia a cromato en conjunto con los genes chrA y chrC. El 

estudio de la participación de los genes chr en la virulencia mostraron que P. aeruginosa 

PAO1 con el gen chrA aumentó su virulencia en comparación con la cepa de P. 

aeruginosa PAO1 o con las transformantes con los genes chrB y chrC (Fig. 9), sugiriendo 

que el gen chrA además de conferir resistencia a cromato, participa en la virulencia de la 

bacteria. Por lo que resultó importante determinar si otras proteínas Chr también 

participan en la virulencia de las bacterias. 
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Figura 9. Virulencia conferida por los genes del operón chr. Los cultivos de las cepas 

se crecieron en medio M9 durante 18 h a 37 °C en agitación constate. Se colocaron 20 

nematodos de Caenorhabditis elegans por pocillo en presencia de 1 x 105 (± 1x 104) UFC. 

Se muestra el promedio de tres experimentos independientes. N=3 (por duplicado), las 

barras corresponden a la desviación estándar. Los datos se analizaron con la prueba 

Dunett *** p<0.001. 

 

 

  

(pUC_chrC)

(pUC_chrB)

(pUC_chrA-C)

(pUC_chrA)

*
*
*

So
b

re
vi

ve
n

ci
a 

(%
)



Página | 31  
 

5 Justificación 

 La proteína ChrA de expulsión a cromato, se encuentra ampliamente 

distribuida en los tres dominios de la vida y forma parte la súperfamilia ancestral CHR, lo 

que indica que posee un papel importante a nivel celular. La proteína ChrA del plásmido 

pUM505 de P. aeruginosa, además de conferir resistencia a cromato, en ausencia de 

este ion tóxico, también es capaz de incrementar la virulencia. Por lo que evaluar la 

función de proteínas homólogas a ChrA de pUM505, pertenecientes a las familias SCHR 

y LCHR que confiere resistencia a cromato, es importante para determinar si funcionan 

como sistema de expulsión de factores de virulencia.  

  

 

  



Página | 32  
 

6 Hipótesis 

 Las proteínas ChrA de la superfamilia CHR participan en la virulencia de 

las bacterias. 

 

7 Objetivos 

7.1 Objetivo general 

Determinar si las proteínas ChrA de la superfamilia CHR participan en la 

virulencia, a través de la expulsión de moléculas. 

7.2 Objetivos específicos 

1. Evaluar el papel de ChrA2 de Burkholderia xenovorans LB400 de la familia LCHR 

en la virulencia. 

2. Evaluar el papel del par de proteínas Chr3N y Chr3C de Bacillus subtillis de la 

familia SCHR en la virulencia. 

3. Determinar características funcionales y estructurales de la(s) molécula(s) 

asociada(s) a la virulencia en presencia de las proteínas ChrA. 
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8 Estrategia experimental 

 

Transferir los genes chrA2 y el par chr3N-C a 

P. aeruginosa 

Caracterizar a nivel molecular las 

transformantes 

Realizar ensayos de virulencia con el 

modelo C. elegans 

OBJETIVO I y II OBJETIVO 

III Determinar la secreción de factores de virulencia 

Cuantificar la producción de pioverdina y 

piocianina en el medio extracelular 

Determinar la producción de biopelícula 

Determinar la naturaleza y tamaño de la molécula(s) 

secretada(s) por proteínas ChrA implicadas en la 

virulencia 
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9 Materiales 

9.1  Reactivos y medios de cultivo  

Los medios de cultivo y componentes obtenidos de los laboratorios Bioxon de México 

S.A. 

- Dicromato de potasio (K2CrO4): de los laboratorios Merck. 

- Caldo Nutritivo (CN): Extracto de carne 3.0 g, peptona de carne 5.0 g y agua 

destilada cuanto baste para 1L 

- Medio mínimo (M9): sales minerales M9 (Sigma), glucosa 20 mM, CaCl2-2H2O 0.1 

mM y MgSO4.7H2O 2 mM (Sambrook y col., 1989). 

- Medio Luria Bertani (LB): NaCl 1%, peptona de caseína 1% y extracto de levadura 

0.5%.  

- Agar Luria Bertani (LB): NaCl 1%, peptona de caseína 1%, extracto de levadura 

0.5% y agar bacteriológico 1.5% 

- Medio NGM: Para el litro de agua destilada adicionar 2 g de NaCl, 4 g de peptona 

de caseína, 3 g de fosfato monobásico, 0.5 g de fosfato de potasio dibásico y 20 

g de agar bacteriológico. Adicionar 1000 μL de colesterol. 
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9.2 Cepas 

- P. aeruginosa PAO1. Cepa de referencia cuyo genoma esta secuenciado 

(Colección de la Dra. Iglewski’s) (Li y col., 2007) Usada como cepa control y como 

receptora de los plásmidos pUC_chrA, pUC_chrA2 y pUC_chr3NC. 

- E. coli JM101. Usada como cepa control y como receptora de los plásmidos 

pUC_chrA, pUC_chrA2 y pUC_chr3NC. 

- Mutante de P. aeruginosa lasI/rhlI. Cepa donada por el D.C. Campos García Jesús 

TcR. Se empleó como receptora de los plásmidos pUC_chrA, pUC_chrA2 y 

pUC_chr3NC. 
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10 Métodos 

10.1 Aislamiento del DNA plasmídico mediante lisis alcalina 

Para el aislamiento se usó el método modificado de Birrnom y Doly, 1979 e Ish-

Horowics y Burke, 1981, se llevó a cabo por el siguiente protocolo: 

 Se obtuvo un cultivo bacteriano en 2 mL de medio LB durante la noche a 37 °C 

con agitación constante, se llevó a centrifugar a 12 000 revoluciones por minuto (r.p.m) 

por 2 minutos (min.). El sobrenadante fue desechado, y la pastilla celular fue 

resuspendida en 100 μL de STE (Glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM, EDTA 10 mM). Se 

agregó 20 μL de lisozima (20 mg/mL), se mezcló por inversión y se incubó durante 5 min. 

a 37 °C. Una vez pasado el tiempo se agregó 300 μL de una solución de lisis preparada 

al momento (100 μL SDS al 10%, 100 μL de NaOH 2 N y H2O ultrapura estéril cuanto 

baste para 1000 μL c.b.p.), se mezcló por inversión y se dejó reposar en hielo durante 

10 min. Se agregó acetato de potasio al 3 M a un pH: 4.8, se volvió a colocar en hielo 

durante 10 min, para después centrifugar 10 min. a 12 000 r.p.m., pasado el tiempo el 

sobrenadante fue obtenido en un tubo eppendorf nuevo y los restos celulares fueron 

desechados. Se agregó 500 μL de una solución de fenol/cloroformo, se mezcló 

ligeramente y se llevó a centrifugar 10 min. a 12 000 r.p.m., para posteriormente 

recuperar la fase acuosa en un tubo eppendorf nuevo y añadir ~ 1 mL de etanol absoluto 

y se incubó a – 80 °C durante 30 min. Al cabo de este tiempo, se centrifugó 10 min a 12 

000 r.p.m. para desechar el sobrenadante. Los restos sólidos fueron lavados con etanol 

al 70 % y centrifugados a 12 000 r.p.m. por 2 min., los lavados fueron llevados a cabo 2 

veces. Se descartó y volatilizó el etanol restante, se añadió 50 μL de H2O ultrapura estéril. 
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Se almacenó a - 20 °C hasta su análisis por separación electroforética en un gel de 

agarosa al 1 %. 

10.2  Extracción de DNA por calor 

 Se pusieron a incubar tubos con 2 mL de medio LB o CN de las cepas de interés, 

con el antibiótico correspondiente cuando fue necesario, durante 18 – 22 h a 37 °C con 

agitación constante. Al día siguiente los tubos cultivados fueron centrifugados a 12 000 

r.p.m. durante 2 min, se desechó el sobrenadante y la pastilla celular fue resuspendida 

en 100 μL de agua ultrapura estéril. La pastilla resuspendida se llevó a baño María con 

agua hirviendo durante 5 min., transcurrido el tiempo se transfirió a hielo por otros 5 min. 

El DNA obtenido se almacenó a - 20 °C hasta su uso. 

10.3  PCR 

 Los oligonucleótidos usados habían sido previamente diseñados en el grupo de 

trabajo y amplifican una región interna de los genes (Tabla 1). La mezcla de reacción se 

conformó por DNA (~ 100 ng), oligonucleótidos directo y reverso (10 picoM) (Tabla 2), y 

5 μL de la mezcla Master Mix marca Promega (Taq polimeraza, dNTPs, MgCl2 y 

amortiguador) en un volumen final de 10 μL. El termociclador usado fue MultiGeneTM 

OPTIMAX, con las condiciones descritas (Tabla 3). 
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Tabla 1. Oligonucleótidos usados para la amplificación de los genes chr. 

 

Tabla 2. Secuencia de los oligonucleótidos usados. 

 

No. oligo Nombre Características 

16 ChrA + 1 Región codificante de chrA flanqueada por sitio 

BamHI 

31 Oligo 4 Oligo inverso para obtener el fragmento flanqueante 

de 636 pb de chrA, tomando como inicio el oligo +1 

A-1 RT-PCR ChrASn_D Oligo directo para amplificar el gen chr3NC 

A-4 RT-PCR ChrASn_R Oligo reverso para amplificar el gen chr3NC 

Mau-7 Bxe DLCHR2 Oligo directo para amplificar un fragmento interno 

de ~350 pb del gen chrA2. Oligo para RT.  

Mau-8 Bxe RLCHR2 Oligo reverso para amplificar un fragmento interno 

de ~350 pb del gen chrA2 

Oligonucleótido Secuencia (5’ a 3’) 

ChrA + 1 GGAGAGGATCCATGAGCGTTGCGAATG 

Oligo 4 CCTGTCTAGAAACGACCGCTTCCACAA 

RT-PCR ChrASn_D TCTGCCTACATGTCTTGCGATGGT 

RT-PCR ChrASn_R GACAGCGTCATGCCTTTGATGACA 

Bxe DLCHR2 GTCAGCACCTGGAAGCTCTCTAC 

Bxe RLCHR2 GTACTCCTTGACCACTCCGC 
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Tabla 3. Condiciones para la amplificación de los genes chr. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No. 

oligo 

Desnaturaliza

ción inicial 

Desnaturaliza

ción 

Alineamiento Extensión Extensión 

final 

16 y 31  95 °C x 5 min 95 °C x 30 seg 60 °C x 30 seg 72 °C x 1 min 72 °C x 5 

min 

A-1 y A-

4 

95 °C x 2 min 95 °C x 40 seg 57 °C x 30 seg 72 °C x 2 min 72 °C x 5 

min 

Mau-7 y 

Mau-8 

95 °C x 1 min 95 °C x 30 seg 54 °C x 30 seg 72 °C x 1 min 72 °C x 5 

min 
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10.4 Electroforesis en gel de agarosa 

El producto de lisis alcalina o de PCR fue sometido a un corrimiento electroforético 

en geles de agarosa al 1 % (sigma), en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40mM y EDTA 1 

mM). El gel preparado se colocó en una cámara de electroforesis con el amortiguador. 

La muestra de DNA se mezcló con 1 μL de buffer de carga (azul de bromofenol 0.25 %, 

xileno cianol FF 0.25 % y glicerol en agua 30%) y fue colocada en los pocillos del gel, al 

igual que los marcadores de peso molecular (Llambda HindIII o GeneRuler 1 kb Plus 

DNA Ladder). La cámara se conectó a la fuente de poder (marca E-C Apparatus 

Corporation modelo EC452) con una corriente eléctrica de 120 voltios durante 40 a 50 

min. Una vez concluida la electroforesis, el gel se tiñó con bromuro de etidio al 0.001 % 

durante 45 min. Para poder observar las bandas, el gel se colocó en un transiluminador 

de luz ultravioleta (marca UV-Products Inc.). 

10.5 Transformación por el método de electroporación 

Se incubó una placa con la cepa a la cual se deseaba transformar durante 18 h, 

al día siguiente se recuperaron las células en 500 μL de H2O ultrapura estéril y se 

centrifugó a 12 000 r.p.m., se desechó el sobrenadante y se lavaron 2 veces las células. 

Para al final resuspender en 500 μL de H2O ultrapura estéril. Donde 100 μL de células 

fueron mezclados con una concentración de 10 ng del DNA plasmídico y una vez 

mezclado, se colocaron en celdas de electroporación, a las cuales se les dio un pulso 

eléctrico de 1.8 voltios durante 4 milisegundos (ms). Inmediatamente fueron recuperados 

de la celda y colocados en tubos de vidrio con 1 mL de medio CN o LB, se llevaron a 

incubar durante 2 h a 37 °C con agitación constante. Posterior a esto, se recuperó en 

tubos eppendorf y se centrifugó durante 2 min. a 12 000 r.p.m., se desechó el 
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sobrenadante y se resuspendió la pastilla celular en 100 μL de medio, los cuales fueron 

tomados y plaqueados en agar LB adicionado con antibiótico (ampicilina o carbenicilina). 

Las placas se llevaron a incubar durante 18 a 22 h y las colonias obtenidas fueron 

recuperadas en placas de agar y en tubo con medio líquido para su posterior 

caracterización. 

10.6 Ensayos de resistencia a cromato 

Se crecieron tubos de cultivo bacteriano durante la noche a 37 °C con agitación 

constante, posteriormente 40 μL del inoculo (ajustado a una densidad óptica (D.O.) de 

0.8 D.O. 590 nm.)  fueron inoculados en tubos con medio líquido (M9 o CN) suplementados 

con concentraciones crecientes de dicromato de potasio. Los tubos se llevaron a incubar 

durante 18 – 22 h a 37 °C con agitación constante. La resistencia fue determinada 

mediante la medición de absorbencia en un espectrofotómetro (marca Spectronic 21, 

Miltron Roy) a 590 nm. 

10.7 Ensayos de virulencia de la cepa y toxicidad de los sobrenadantes en 

el modelo del nemátodo C. elegans 

Se emplearon nemátodos crecidos con anterioridad en medio NGM (sembrado 

con E. coli OP50) durante 4 a 5 días a 12 °C, posteriormente se crecieron preinoculos de 

las cepas de interés en presencia de antibiótico y con o sin adición de otros compuestos 

(según los requerimientos para cada experimento) durante la noche en medio M9 o CN 

con agitación constante a 37 °C. Para los ensayos de virulencia se colocó 1.5 μL 

equivalente a 1 x 105 (± 1 x 104) UFC de la muestra en tubos eppendorf y se adicionó 

medio M9 hasta un volumen final de 1 000 μL, se mezcló con ayuda de vortex y se 
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tomaron 100 μL para colocarlos en placas de 96 pocillos, se añadió 100 μL de medio M9 

y se colocaron de 15 – 20 nemátodos adultos por pocillo. Algunos sobrenadantes 

recibieron tratamientos, los cuales serán indicados en la tabla 4. Se cuantificó en 

porcentaje de sobrevivencia de los nematodos cada 6 h durante 42 h. 

10.8 Obtención del sobrenadante total 

 El sobrenadante total se obtuvo de los cultivos bacterianos de las cepas de P. 

aeruginosa de interés, estos fueron crecidos durante 18 h a 37 °C con agitación 

constante, en medio M9 y fue adicionado un tratamiento adicional cuando fue necesario. 

Además de que fueron ajustados a una densidad óptica de 0.8 D.O. 590 nm con una 

concentración de 1 x 105 (±1 x 104) UFC con 40 µL del inoculo en tubos de 4 mL. 

 Una vez obtenidos los cultivos bacterianos en tubos eppendorf, se centrifugaron 

durante 5 min a 12 000 r.p.m. Después se procedió a recuperar el sobrenadante, del cual 

se eliminaron las células por medio de filtración, el tamaño del poro del papel filtro usado 

fue de 0.45 µm. Posteriormente, del sobrenadante filtrado se tomó 50 – 80 µL y se 

transfirieron a un tubo de medio LB de 2 mL para realizar la prueba de esterilidad. 

Transcurridas las 18 h, si la prueba de esterilidad era negativa el sobrenadante estaba 

listo para su uso, si el tubo mostraba crecimiento el sobrenadante fue filtrado de nuevo.  

10.9 Cuantificación de producción de peróxido de hidrógeno 

Se crecieron cultivos bacterianos de las cepas de interés en medio CN con el antibiótico 

correspondiente durante 18 h a 37 °C con agitación constante, transcurrido el tiempo se 

ajustó el crecimiento a una D.O. 590 nm de 0.8 para inocular 4 mL de medio M9 y se dejaron 

crecer nuevamente por 18 h. Después se centrifugó todo el inoculo a 12 000 r.p.m. por  



Página | 43  
 

Tabla 4. Tratamientos de los sobrenadantes. 

 

  

Tratamiento Concentración Condiciones 

Proteasa 15 µg 2 h, temperatura ambiente 

Calor NA 2 h o 5 min, T (°C) = 90, 80, 60 o 40 
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2 min y se desechó el sobrenadante, la pastilla fue resuspendida en 800 μL de una 

solución de Yoduro de potasio (Yoduro de potasio 0.5 M, fosfato de potasio monobásico 

2.5 mM y ácido tricloroacético al 0.025%), se llevó a refrigeración durante 10 min y se 

centrifugó 15 min a 12 000 r.p.m. a 4 °C, para después leer las absorbencias a 350 nm. 

10.10  Determinación de la tasa de consumo de oxígeno 

 El consumo de oxígeno de las bacterias se llevó a cabo a partir de cultivos crecidos 

en medio mínimo M9 a 37°C durante 18 h. La respiración se midió a 28 °C con un 

oxímetro marca Oxytherm (Hansatech Instruments Ltd., Norflok, Inglaterra). Los 

resultados se expresaron como nanomoles (nmol) de oxígeno consumido por mL por 

segundo. 

10.11 Análisis de RT-qPCR 

Las muestras de RNA de las cepas de interés fueron obtenidas de las células bacterianas 

incubadas durante 22 h a 37 °C con agitación constante en medio M9. Las muestras de 

RNA fueron cuantificadas mediante espectrofotometría (SamartSoec Plus Bio-Red, 

Hercules, C.A.) a D.O.260 nm y D.O.280 nm, dichas absorbancias indican la presencia de 

ácidos nucleicos y proteínas, respectivamente. Se evaluó la relación 𝐴260
𝐴280⁄  , en 

donde la relación ≥ 1.90 a 1.0, indica una cantidad optima del ácido nucleico. Las 

muestras de RNA total cuyo valor de relación resultó < 1.8 fueron descartadas para 

análisis de RT-qPCR. La amplificación y detección de los genes se realizó usando una 

sonda de hidrólisis que emplea la actividad 5´ exonucleasa, de la DNA polimerasa. Los 

oligonucleótidos y las sondas fueron diseñadas mediante la herramienta bioinformática 

disponible por BioSearch Technologies (https://www.biosearchtech.com/) (Tabla. 4) La 

https://www.biosearchtech.com/
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RT-qPCR se realizó en el sistema LightCycler480 II (Roche Molecular Diagnostics, 

Pleasanton, C.A.), usando el kit SuperScript III Platinum One-step RT-qPCR (Invitrogen, 

Carlsband, C.A.). Donde cada 25 µL de volumen de reacción contenía 5 µL de RNA  

 templado [100 µg], 0.5 µL de mezcla de las enzimas retrotranscriptasa y DNA 

polimerasa, 12.5 µL de mezcla de reacción al 2 X, 0.5 µL (10 µM) de oligonucleótido 

directo y de oligonucleótido reverso, 0.5 µL (5 µM) de la sonda de hidrolisis y 5.5 µL de 

agua libre de nucleasas. La mezcla de reacción fue preparada en una campana de 

seguridad UVP. La RT-qPCR se inició por la adición de la retrotranscriptasa reversa 

(50°C/ 30 min.) y la desnaturalización inicial (90°C/5 min.), seguida por 45 ciclos de 

amplificación a 95 °C/ 15 seg, 60°C/ 30 seg, 72°C/ 30 seg. Las señales de fluorescencia 

fueron destacadas a cada ciclo de amplificación a 60 °C. Las curvas obtenidas de la 

amplificación fueron analizadas a D.O.530 nm, en cada experimento fueron incluidos genes 

de expresión constitutiva como controles positivos y agua como control negativo (Tabla 

5) (Montoya-Montoya, 2024; Valle-Maldonado, 2015). Las muestras fueron procesadas 

en colaboración con el Laboratorio de Salud Pública de Michoacán. centro estatal de 

transfusión sanguínea. 
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 Tabla 4. Sondas utilizadas para RT-qPCR 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5. Oligonucleótidos utilizadas para RT-qPCR. 

 

 

 

 

  

Gen Nombre sonda Secuencia Sonda 

16S P-P16S TACCTGGCCTTGACATGCTGAGA 

chrA PsChrA_P1 CGGCCTTTGCGTTCTCGCTGAT 

chr3NC Bs chr3N_P1 TGTGTTAAGCCATTCAGCAATTGTTGCA 

chrA2 Bx ChrA2_P1 CCAATGACAGCGGAACTCACGCC 

Gen Nombre oligos Secuencia Oligos 

16S OD-P16S 

 

OR-P16S 

TCGAAGCAACGCGAAGAAC 

 

CGAAGGCACCAATCCATCTCT 

chrA PsChrA_F 

 

PsChrA_R 

TGACGGTGGGTGTCTTTCTTC 

 

GCGTGCAGCCGTTTGTTCT 

chr3NC Bs chr3N_F 

 

Bs chr3N_R 

GCGATGGTGGGCTTGTTTG 

 

TGACGGCACCAATCATACC 

chrA2 Bx ChrA2_F 

 

Bx ChrA2_R 

CAGGTGCTGACAGCAATGATC 

 

GCTGCCCTCGTTTCTGATG 
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10.12 Cuantificación de factores de virulencia 

10.12.1 Cuantificación de la producción de piocianina 

 Se crecieron los cultivos bacterianos de las cepas a analizar en medio CN o M9, 

durante 18 h a 37 °C con agitación constante, se adicionó el cultivo bacteriano ajustando 

a una D.O. de 0.05 nm. en matraces de M9 o CN, los cuales se incubaron durante 48 h 

a 37 °C con agitación constante, se obtuvo el sobrenadante por medio de centrifugación 

durante 10 min. a 10 000 r.p.m., se añadió un volumen de cloroformo y se agitó 

vigorosamente, para después dejar reposar hasta observar la separación de fases. La 

fase orgánica fue recuperada, se añadió HCl 0.2 N y se llevó a agitación constante a 

temperatura ambiente durante 30 min. Por último, se midió la absorbencia a 520 nm. 

10.12.2 Cuantificación de la producción de Biofilm 

 Se crecieron los cultivos bacterianos de las cepas a analizar en medio CN o M9, 

durante 18 h a 37 °C con agitación constante, se diluyó el cultivo 1:50 en medio M9 o CN 

y se tomaron 200 μL de la dilución para colocarlo en placas de 96 pocillos y se dejó 

incubar por 24 h a 37 °C. Transcurrido el tiempo, se leyeron las absorbancias una D.O. 

590 nm y se desechó el sobrenadante, se realizaron 3 lavados con agua destilada. La 

biopelícula se tiñó con cristal violeta al 1 % y se llevó a incubar a 37 °C durante 20 min., 

se realizaron 3 lavados con agua destilada y se destiñó la biopelícula agregando 200 μL 

de metanol. Se leyó la absorbencia a 520 nm. 

10.12.3 Cuantificación de producción de pioverdina 

 Se incubaron cultivos bacterianos en 4 mL de medio M9 durante 22 h, a 37 °C, 

con agitación constante y ajustados a una densidad óptica de 0.8 D.O. 590 nm con 40 µL 

del inoculo. Pasado la incubación, se centrifugó 1 mL del inoculo a 12 000 r.p.m. durante 
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5 min, para obtener el sobrenadante libre de células. La producción de pioverdina se 

determinó en el sobrenadante, mediante la absorbencia medida a 405 nm y su 

coeficiente de extinción a esa densidad óptica. 

10.12.4 Cuantificación de proteasa 

Se incubaron los cultivos bacterianos de interés en 4 mL de medio M9 durante 22 

h, a 37 °C con agitación constante y ajustados a D.O. 590 nm 0.8 con 40 µL del inoculo. 

Transcurrido el tiempo, el cultivo se centrifugó a 12 000 r.p.m. durante 2 min. y 200 µL 

de sobrenadante se transfirió a un tubo eppendorf nuevo, al cual se le agregó 800 µL de 

buffer de caseína (caseína al 15 %, en buffer de borato 20 mM, pH 9.0 ), se incubó a 50 

°C durante 20 min. Posteriormente la reacción se detuvo agregando ácido tricloroacético 

(10 %). Por último, se midió D.O. 450 nm, para cuantificar la cantidad de enzima en las 

muestras, empleando una curva de concentraciones conocidas de proteína (BSA). 

10.12.5 Determinación de la actividad de fosfatasa alcalina 

 Crecer los cultivos de interés en CN durante 18 h a 37 °C en agitación constante. 

Al día siguiente los preinoculos fueron ajustados a una D.O. de 0.8 en  un volumen final 

de 40 µL y se incubaron con las condiciones previamente descritas. Pasado 18 h, se 

determinó la densidad óptica de los cultivos a 590 nm, para posteriormente centrifugar 1 

mL de los cultivos bacterianos, desechar el sobrenadante y resuspender las células en 

1 mL de buffer de ensayo (Tris-HCl 1 M pH 8.0 y ZnCl2 1 mM). Las células fueron 

permeabilizadas con 20 µL de cloroformo y 15 µL de SDS (0.1 %), las cuales fueron 

incubadas durante 5 min. a 37°C. Para medir la velocidad de hidrólisis generada por 

actividad de fosfatasa fue adicionado 200 µL de p-nitrofenil fosfato (pNPPP, 0.4% en 

soln. Tris-HCl 100 mM pH 10.0), las muestras se incubaron durante 4 h a 37 °C. 
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Transcurrido el tiempo la reacción se detuvo con la adición de 120 µL de EDTA 80 mM, 

pH 8.0 y K2HPO4 2 M. Posteriormente se determinó la densidad óptica a 420 nm y 550 

nm. Los resultados obtenidos se procesaron mediante la siguiente ecuación, calculando 

las Unidades de Fosfatasa Alcalina (UFA). 

𝑈𝐹𝐴 =
(1000 ∗ 𝐷. 𝑂.420 ) − (1.75 ∗  𝐷. 𝑂.550 ) 

𝑡 ∗ 𝑉 ∗  𝐷. 𝑂.590

 

t = tiempo de reacción (h) 

V = volumen de cultivo usado en el ensayo (mL) 

D.O. = densidad óptica medida a 420, 550, o 590 nm   

10.13 Cromatografía de exclusión molecular del sobrenadante 

 Para llevar a cabo el fraccionamiento molecular de las proteínas de los 

sobrenadantes, se obtuvo el sobrenadante total de las cepas crecidas durante 22 h a 37 

°C con agitación constante y congelado a 4 °C hasta su posterior uso. Se realizaron 

fraccionamientos con columnas de punto de corte de: 3 y 30 kDa, para los cuales se 

llevaron a cabo procedimientos diferentes 

10.13.1 Columna de punto de corte de 3 kDa 

Se obtuvo el sobrenadante estéril, el cual fue colocado en la columna de Amicon 

3 kDa (Millipore), posteriormente se centrifugó a 4 500 g durante 1 h, el proceso de 

centrifugado se repitió de ser necesario y, se obtuvieron dos fracciones una > 3 y una < 

3 kDa, las fracciones fueron almacenadas para su posterior uso en los ensayos de 

toxicidad. 
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10.13.2 Columna de punto de corte 30 kDa 

Se obtuvo el sobrenadante estéril, el cual fue colocado en la columna de Microcon 

30 kDa (Millipore), posteriormente se centrifugó a 12 000 r.p.m. durante 5 min, el proceso 

de centrifugado se repitió de ser necesario, se obtuvieron dos fracciones una > 30 y una 

< 30 kDa, las fracciones obtenidas fueron empleadas para los ensayos de toxicidad.  
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11 Resultados 

11.1 Objetivo 1 y 2 

11.1.1  Transferencia de los genes chr a cepas de P. aeruginosa PAO1 

 Para evaluar el nivel de virulencia de las cepas con la presencia de los genes de 

resistencia a cromato, los genes pertenecientes a B. subtillis 168 (el par chr3NC) y B. 

xenovorans LB400 (chrA2), fueron transferidos por electroporación a la cepa de P. 

aeruginosa PAO1, donde fue evaluado previamente la participación del gen chrA del 

plásmido pUM505. La caracterización molecular de las transformantes con los plásmidos 

pUC_chrA, pUC_chr3NC y pUC_chrA2 se realizó por aislamiento plasmidico y PCR. El 

análisis por electroforesis mostró bandas de DNA del tamaño correspondiente a la 

presencia de los plásmidos pUC_chrA, pUC_chr3NC y pUC_chrA2 en las transformantes 

(Fig. 10 A), así como bandas de tamaño esperado de la amplificación por PCR de los 

genes chr en dichos plásmidos (Fig. 10 B). Estos resultados confirmaron la transferencia 

de los plásmidos con los genes chr en P. aeruginosa PAO1.  

11.1.2  Susceptibilidad de las cepas de P. aeruginosa PAO1 con los genes 

de resistencia a cromato 

 Para analizar si los genes chrA2 y chr3NC confieren resistencia a cromato (como 

había sido previamente reportado) se realizaron curvas de susceptibilidad a cromato 

(K2CrO4) en medio CN y M9. Se usó como control a la cepa de P. aeruginosa PAO1.  

  En las curvas de crecimiento realizadas, tanto en medio CN (Fig. 11A) como en 

M9 (Fig. 11B), se observó que la cepa de P. aeruginosa PAO1 no posee resistencia a 

cromato, además se observó que la cepa P. aeruginosa PAO1 (pUC_chr3NC), no 
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confiere resistencia a cromato y se comporta igual que el control. Mientras que la cepa 

P. aeruginosa PAO1 (pUC_chrA2) si confiere resistencia a cromato. 

11.1.3 Transferencia de los plásmidos con los genes chr a cepas de E. coli JM101 

 Los plásmidos recombinantes con los genes chrA, chr3NC y chrA2 fueron 

transferidos a la cepa de E. coli JM101 y caracterizadas de forma molecular.  

11.1.4  Susceptibilidad de las cepas de E. coli JM101 con los genes de resistencia 

a cromato 

 Para evaluar la participación de los genes chrA, chr3NC y chrA2 en la resistencia 

a cromato en este fondo genético se realizaron curvas de susceptibilidad a este ion, en 

medio CN y medio mínimo M9. Los resultados mostraron que los genes chr no son 

capaces de incrementar la resistencia a cromato en este fondo genético (Fig. 12 A y 12 

B). Las cepas transformadas con los plásmidos recombinantes con los genes chr 

mostraron la misma susceptibilidad a cromato que la cepa de E. coli JM101.  

11.1.5 Ensayo de toxicidad en C. elegans de los sobrenadantes 

Para analizar la toxicidad de los sobrenadantes en C. elegans, se realizaron ensayos con 

diferentes diluciones del sobrenadante de los cultivos de las cepas transformantes de P. 

aeruginosa con los genes chr (Fig.13). Se observó que tanto el sobrenadante de P. 

aeruginosa PAO1 como el de P. aeruginosa (pUC_chrA) son tóxicos para el nematodo, 

pues disminuyen su sobrevivencia. Además, se observó que la toxicidad de los 

sobrenadantes es dependiente de la concentración, la sobrevivencia de los nematodos 

aumenta al emplear un sobrenadante más diluido. El mayor efecto se observó con los 

sobrenadantes totales, P. aeruginosa PAO1 generó una sobrevivencia del 20% de los 

nematodos, mientras que el sobrenadante de P. aeruginosa (pUC_chrA) generó una 
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Figura 10. Caracterización molecular de las cepas transformadas de P. aeruginosa 

PAO1. Geles de agarosa al 1% teñidos con bromuro de etidio a 0.5 µg/mL. A. DNA 

plasmídico, carriles: M. Marcador Lambda DNA/HindIII, 1. Plásmido pUC_chrA, 2. 

pUC_chr3NC y 3. pUC_chrA2.  B. Genes de resistencia a cromato amplificados mediante 

PCR, carriles: M. Marcado GeneRuler 1kb Plus DNA., Producto de PCR (octubre 2023) 

de: 1. gen chrA, 2. gen chr3NC y 3. gen chrA2. Con flechas señalados los productos de 

PCR. 
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sobrevivencia de 0%. Sugiriendo que el gen chrA de pUM505 secreta algún componente 

que aumenta la virulencia. Aunado a esto, se observó que la dilución más alta empleada 

(1:300) aun genera toxicidad siendo 80% la sobrevivencia de los nematodos incubados 

con el sobrenadante diluido de P. aeruginosa PAO1, mientras que el sobrenadante 

diluido de P. aeruginosa (pUC_chrA) generó solo 30% de sobrevivencia, confirmando la 

suposición de que el gen chrA de pUM505 secreta algún componente que aumenta la 

virulencia.  

11.1.6 Ensayos de determinación de virulencia y toxicidad de los sobrenadantes  

 Para evaluar la participación de las proteínas Chr pertenecientes a las familias 

Schr (Chr3NC) y Lchr en la virulencia de P. aeruginosa PAO1 se realizaron ensayos de 

virulencia y ensayos de toxicidad con los sobrenadantes obtenidos de las transformantes 

con estos genes. 

Se observó que los nematodos incubados con los cultivos de P. aeruginosa 

(pUC_chrA2) y P. aeruginosa (pUC_chr3NC) disminuyeron la sobrevivencia de los 

nematodos hasta cerca de 54%, mientras que antes de P. aeruginosa PAO1 (cepa 

control) confirió 20% de sobrevivencia (Fig.14). Lo que indica que las proteínas Chr, 

además de poseer un papel importante en la resistencia a cromato, participa en el 

aumento de virulencia. Interesantemente, aunque las proteínas Chr3NC no son capaces 

de conferir un aumento en la resistencia a cromato en P. aeruginosa PAO1, incrementa 

la virulencia de la bacteria.  
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Figura 11. Susceptibilidad a cromato de las bacterias de P. aeruginosa con los 

genes chr3NC y chrA2. Las curvas se obtuvieron de cultivos crecidos a 37°C con 

agitación constante y con concentraciones crecientes de K2CrO4 A. CN durante 18 h y 

B. en medio M9 durante 22 h. Se midió la absorbencia a D.O. 590nm. N=3 (por duplicado), 

se muestra el promedio de tres experimentos independientes, las barras corresponden 

a la desviación estándar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Curva susceptibilidad a Cromato

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

PAO1

PAO1 (pUC_chr3NC)

PAO1 (pUC_chrA2)

Cromato (mM)

A
b

s
o

rb
e
n

c
ia

 (
5
9
0
 n

m
)

A                          C  

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

Cromato (mM)

A
b

s
o

rb
e
n

c
ia

 (
5
9
0
 n

m
)

                             9 



Página | 56  
 

 

 

 

Figura 12. Susceptibilidad a cromato de la cepa de E. coli JM101 con los genes de 

resistencia a cromato. Los datos de las curvas analizadas se obtuvieron de cultivos 

bacterianos crecidos a 37 °C con agitación constante, a diferentes concentraciones de 

K2CrO4 en A. en medio CN durante 18 h y B. en medio M9 durante 22 h, Y se midió la 

absorbencia a D.O. 590nm. N=3 (por duplicado), se muestra el promedio de tres 

experimentos independientes, las barras corresponden a la desviación estándar. 
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Debido que las proteínas Chr son proteínas de membrana que expulsan cromato 

(Álvarez-Álvarez y col., 1999) se decidió evaluar la toxicidad del sobrenadante obtenido 

de las bacterias con los genes chr. Se realizaron ensayos de toxicidad de los 

sobrenadantes en el modelo de C. elegans. 

Se observó que los sobrenadantes obtenidos de las cepas con los genes chr 

aumentan su toxicidad, respecto a la cepa control (P. aeruginosa PAO1) (Fig. 15). Los 

sobrenadantes de P. aeruginosa PAO1 (pUC_chrA2) y P. aeruginosa PAO1 

(pUC_chr3NC), disminuyeron el porcentaje de sobrevivencia de C. elegans hasta un 50% 

a las 42 h post-incubación en comparación con el 20% generado por P. aeruginosa 

PAO1. 

Lo que sugiere que las células bacterianas con los genes chr secretan al exterior 

celular una o unas moléculas tóxicas. 

Adicionalmente se determinó la participación en la virulencia conferida por las 

proteínas Chr en E. coli JM101. Se observó que los genes chrA, chr3NC y chrA2 no 

aumentan la virulencia de los cultivos (Fig. 16) y tampoco aumenta la toxicidad de sus 

sobrenadantes (Fig. 17) en este fondo genético.  

11.1.7 Efecto del sulfato (SO4-) en la resistencia a cromato de las cepas de P. 

aeruginosa PAO1 con los genes chr3NC y chrA2   

Dado que previamente fue descrito que la concentración de sulfato en el medio de 

cultivo modifica la resistencia a cromato conferido por las proteínas Chr se evaluó la 

susceptibilidad a cromato de las cepas con los genes chr en presencia de baja (0.2 mM) 

o alta (6 mM) concentración de sulfato (MgSO4) en el medio M9. 
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Los resultados mostraron que la disminución de concentración de sulfato en el 

medio generó la disminución de la resistencia a cromato de todas las cepas en 

comparación con la concentración estándar de sulfato (2 mM) (Fig. 18 A y B). Por otro 

lado, el aumento de la concentración de sulfato, aumentó la resistencia a cromato de 

todas las cepas en comparación con la concentración baja o estándar de sulfato (Fig. 18 

B y C). Aunque las cepas de P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa PAO1 (pUC_chr3NC) 

no son resistentes a cromato, se observa que estas cepas crecen a mayores 

concentraciones del metal, comparada con las curvas realizadas de concentraciones 

estándar de sulfato de magnesio. 
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Figura 13. Toxicidad de los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa PAO1 

con el gen chrA. Medio M9 usado como control negativo, se emplearon los 

sobrenadantes obtenidos de las cepas de P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa PAO1 

(pUC_chrA) a diferentes concentraciones. Se representa la sobrevivencia de los 

nematodos obtenida a las 42 h posincubación. Se colocaron 20 nematodos por pocillo. 

N=3 (por duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos independientes, las 

barras corresponden a la desviación estándar. Los datos se analizaron con la prueba 

Dunett * p<0.05. 
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Figura 14. Virulencia conferida por las transformantes de P. aeruginosa PAO1 con 

los genes de resistencia a cromato. Ensayos realizados con los cultivos crecidos en 

medio M9. Medio M9 usado como control negativo. Se colocaron 20 nematodos por 

pocillo. N=3 (por duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos 

independientes, las barras corresponden a la desviación estándar. Los datos se 

analizaron con la prueba Dunett *** p<0.001. 
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Figura 15. Toxicidad de los sobrenadantes obtenidos de las cepas de P. aeruginosa 

PAO1 con los genes de resistencia a cromato. Ensayos realizados con los 

sobrenadantes obtenidos de las bacterias crecidas en medio M9. Medio M9 usado como 

control negativo, sobrenadantes diluidos 1:300. Se colocaron 20 nematodos por pocillo. 

N=3 (por duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos independientes, las 

barras corresponden a la desviación estándar. Los datos se analizaron con la prueba 

Dunett *** p<0.001. 
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Figura 16. Virulencia conferida por las bacterias de E. coli JM101 con los genes de 

resistencia a cromato. Ensayos realizados con las bacterias crecidas en medio M9. 

Medio M9 usado como control negativo. Se colocaron 20 nematodos por pocillo. N=3 

(por duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos independientes, las barras 

corresponden a la desviación estándar. Los datos se analizaron con la prueba Dunett ns 

no significativo. 
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Figura 17. Toxicidad de los sobrenadantes obtenidos de las cepas de E. coli JM101 

con los genes de resistencia a cromato. Ensayos realizados con los sobrenadantes 

de las bacterias crecidas en medio M9. Medio M9 usado como control negativo. 

Sobrenadante diluido 1:300. Se colocaron 20 nematodos por pocillo. N=3 (por duplicado), 

se muestra el promedio de tres experimentos independientes, las barras corresponden 

a la desviación estándar. Los datos se analizaron con la prueba Dunett ns no significativo. 
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Figura 18. Curvas de susceptibilidad a K2CrO4 con modificaciones en la 

concentración de sulfato en medio M9. Cultivos bacterianos fueron crecidos en medio 

M9 con las siguientes modificaciones: A. baja concentración de MgSO4 (0.2 mM), B. 

concentración estándar de MgSO4 (2 mM) y C. alta concentración de MgSO4 (6 mM). Los 

cultivos se crecieron durante 22 h, a 37°C con agitación constante. Se midió la 

absorbencia a D.O. 590nm. N=3 (por duplicado), se muestra el promedio de tres 

experimentos independientes, las barras corresponden a la desviación estándar. 
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11.1.8 Ensayos de virulencia y toxicidad de los sobrenadantes con disminución en 

la concentración de sulfato en el medio 

 Dado que el sulfato modifica la resistencia a cromato, se evaluó el efecto de este 

ion en la virulencia y en la toxicidad de los sobrenadantes de las cepas que poseen a los 

genes chr. Los resultados mostraron que el porcentaje de sobrevivencia de los 

nematodos incubados con transformantes de P. aeruginosa con los genes chr crecidas 

en 0.2 mM de sulfato fue mayor (80-85%) en comparación con las mismas bacterias 

crecidas con 2 mM de sulfato (~55%). 

Los sobrenadantes de las cepas P. aeruginosa PAO1 con los genes chr crecidas 

con 0.2 mM de sulfato mostraron mayor sobrevivencia de los nematodos (80-85%) en 

comparación con los sobrenadantes de los cultivos crecidos en 2 mM de sulfato (50%) 

(Fig. 19 C y D), sugiriendo que la toxicidad de los sobrenadantes disminuye por la 

disminución en la concentración de sulfato en el medio de cultivo.  

11.1.9 Ensayos de virulencia y toxicidad de los sobrenadantes con aumento en la 

concentración de sulfato en el medio 

 Adicionalmente, se determinó el efecto del aumento de la concentración de sulfato 

(6 mM) en la virulencia y la toxicidad de los sobrenadantes conferida por las bacterias de 

P. aeruginosa con los genes chr3NC y chrA2.  

 Los resultados mostraron una ligera disminución en la sobrevivencia de los 

nematodos (~54%), en comparación con la sobrevivencia de los cultivos crecidos en 2 

mM de sulfato (~50%) (Fig. 20 A y B) 

 De igual manera se observó un ligero incremento (40-45%) en la toxicidad de los 

sobrenadantes de los cultivos crecidos en 6 mM de sulfato (Fig. 20 D). Estos datos 
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confirman que la concentración de sulfato modifica la virulencia conferida por las 

proteínas Chr. 

11.1.10 Ensayos de virulencia y toxicidad de los sobrenadantes con aumento 

en la concentración de fosfato en el medio 

 Dado que el fosfato posee una estructura tetraédrica similar al sulfato, se 

determinó el efecto de este ion en la virulencia y en la toxicidad de las bacterias con los 

genes chr. La adición de 2mM de fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) al medio de 

cultivos M9 suplementado con una concentración estándar de fosfato (0.11 M) generó la 

disminución de la sobrevivencia de los nematodos a 35-40% en comparación con 55% 

generado con los cultivos crecidos en el medio M9 sin adición de fosfato (Fig. 21 A y B).  

De igual manera, se observó un ligero aumento en la toxicidad de los 

sobrenadantes obtenidos de los cultivos crecidos con un incremento de fosfato en el 

medio cultivo (Fig. 21 C y D). 
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Figura 19. Virulencia y toxicidad de los sobrenadantes obtenidos de las cepas de 

P. aeruginosa PAO1 con los genes chr en medio con una disminución de la 

concentración de sulfato. Ensayos realizados con las bacterias y/o sobrenadantes 

obtenidos de medio M9 con 0.2 mM o 2.0 mM. Ensayos de virulencia (A y B): A. 

empleando cultivos crecidos con 2 mM de sulfato B. Empleando cultivos crecidos con 

0.2 mM de sulfato. Ensayos de toxicidad de los sobrenadantes diluidos 1:300 (C y D): C. 

empleando el sobrenadante de los cultivos crecidos con 2 mM de sulfato D. empleando 

el sobrenadante de los cultivos crecidos con 0.2 mM de sulfato. Medio M9 usado como 

control negativo. Se colocaron 20 nematodos por pocillo, N=3 (por duplicado). Se 

muestra el promedio de tres experimentos independientes, las barras corresponden a la 

desviación estándar. Los datos se analizaron con la prueba Dunett ***p< 0.001 y ns no 

significativo.  
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Figura 20. Efecto del sulfato en la virulencia y toxicidad de las cepas de P. 

aeruginosa PAO1 con los genes chr. Ensayos realizados con las bacterias y/o 

sobrenadantes obtenidos de medio M9 con 2 y 6 mM de sulfato. Ensayos de virulencia 

(A y B): A. empleando cultivos crecidos con 2 mM de sulfato B. empleando cultivos 

crecidos con 6 mM de sulfato. Ensayos de toxicidad de los sobrenadantes diluidos 1:300 

(C y D): C. empleando el sobrenadante de los cultivos crecidos con 2 mM de sulfato. D. 

empleando el sobrenadante de los cultivos crecidos con 6 mM de sulfato. Medio M9 

usado como control negativo. Se colocaron 20 nematodos por pocillo. N=3 (por 

duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos independientes, las barras 

corresponden a la desviación estándar. Los datos se analizaron con la prueba Dunett 

***p< 0.001. 
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Figura 21. Efecto del fosfato en la virulencia y toxicidad de las cepas de P. 

aeruginosa PAO1 con los genes chr. Las bacterias se crecieron en medio M9 con 

concentraciones variables de fosfato (KH2PO4). A. Virulencia de las bacterias crecidas 

con la concentración estándar de fosfato (112 mM). B. Virulencia de las bacterias 

crecidas con el incremento de 2 mM a la concentración de fosfato. C. Toxicidad de los 

sobrenadantes de los cultivos crecidos con la concentración estándar de fosfato (112 

mM). D. Toxicidad de los sobrenadantes de los cultivos crecidos con la adición de 2 mM 

de fosfato. Medio M9 usado como control negativo. Se colocaron 20 nematodos por 

pocillo. N=3 (por duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos 

independientes, las barras corresponden a la desviación estándar. Los datos se 

analizaron con la prueba Dunett ***p< 0.001.  
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11.1.11 Ensayos de virulencia y toxicidad de los sobrenadantes de la cepa 

de P. aeruginosa PAO1 ΔlasI/rhlI con los genes de resistencia a cromato 

Para evaluar la participación del sistema de QS en la virulencia conferida por los 

genes chr en P. aeruginosa se realizó la transformación de la cepa de P. aeruginosa 

∆lasI/rhlI con los plásmidos pUC_chrA, pUC_chr3NC y pUC_chrA2. La cepa de P. 

aeruginosa PAO1 ∆lasI/rhlI es una mutante doble los genes lasI y rhlI de los sistemas 

Las y Rhl respectivamente, del QS. 

Primeramente, se evaluó el nivel de resistencia a cromato de las transformantes 

obtenidas. Se observó que las cepas de P. aeruginosa ∆lasI/rhlI (pUC_chrA) y P. 

aeruginosa (pUC_chrA2) conservan el fenotipo de resistencia a cromato, ambas cepas 

mostraron crecimiento en presencia de cromato en ambos medios de cultivo en 

comparación con la cepa P. aeruginosa ∆lasI/rhlI (Fig. 22 A y B). Por otro lado, la cepa 

de P. aeruginosa ∆lasI/rhlI (pUC_chr3NC) mostró ser sensible a cromato en CN (Fig. 22 

A). Sin embargo, mostró conferir resistencia a cromato en medio M9 (Fig. 22 B). Estos 

datos sugieren que la resistencia a cromato conferida por los genes chrA y chrA2 no es 

regulada por el sistema de QS, pero que dicho sistema regula la resistencia a cromato 

conferida por los genes chr3NC en un medio mínimo. 

Posteriormente se determinó la virulencia conferida por los genes chr en el fondo 

mutante del QS. Los resultados mostraron como se esperaba que la cepa de P. 

aeruginosa ∆lasI/rhlI no es virulenta, sin embargo, se observó que las transformantes 

con los genes chr disminuyeron la sobrevivencia de los nematodos siendo más virulentas 

(Fig. 23 A). De manera similar se observó que la presencia de los genes chr en la cepa 

de P. aeruginosa ∆lasI/rhlI generaron sobrenadantes tóxicos para el nematodo al 
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disminuir su sobrevivencia (Fig. 23 B). Por lo cual se concluyó que los sistemas LasI y 

RhlI del QS no regulan la virulencia o toxicidad conferida por los genes chr. 

11.1.12 Participación del potencial de membrana en el mecanismo de 

virulencia y toxicidad de las cepas de P. aeruginosa PAO1 con los genes 

chr. 

La proteína ChrA es una bomba de expulsión de cromato, dependiente del 

potencial de membrana, potencial que es inhibido por la presencia de cianuro de potasio 

(KCN). Para evaluar la participación del potencial de membrana en el fenotipo de 

virulencia y toxicidad conferido por las proteínas chr se realizaron ensayos incubando a 

los cultivos en presencia de una concentración subinhbitoria de KCN (100 µM). 

Primeramente, se analizó la resistencia a cromato conferida por los genes chr en 

cultivos suplementados con la concentración subinhibitoria de KCN. Los resultados 

mostraron, como se esperaba, que las transformantes de P. aeruginosa PAO1 con los 

genes chr fueron sensibles a cromato (Fig. 24), confirmando que la función de expulsión 

del cromato de las proteínas chr es dependiente del potencial de membrana. 

Por lo que, se determinó la participación del potencial de membrana en la 

virulencia y toxicidad del sobrenadante de las cepas con los genes chr.  

Los resultados mostraron que el crecimiento de las bacterias con los genes chr no 

fueran virulentas, los nematodos mostraron ~80% de sobrevivencia (Fig. 25 A). Estos 

datos sugieren que la virulencia conferida por las proteínas chr requiere de la 

participación del potencial de membrana. 
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Figura 22. Resistencia a cromato de las cepas P. aeruginosa PA01 ∆lasI/rhlI con 

los genes chr. Las curvas se obtuvieron de cultivos crecidos A. en medio CN durante 

18 h y B. en medio M9 durante 22 h, ambas curvas se crecieron a 37°C con agitación 

constante con concentraciones crecientes de K2CrO4. Y se midió la absorbencia a D.O. 

590nm. N=3 (por duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos independientes, 

las barras corresponden a la desviación estándar. 
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Figura 23. Virulencia y toxicidad de los sobrenadantes obtenidos de las cepas de 

P. aeruginosa PAO1 ∆lasI/rhlI con los genes chr. Los ensayos se realizaron 

empleando las bacterias o el sobrenadante de los cultivos crecidos en M9. A. Virulencia 

conferida por las cepas de P. aeruginosa PAO1 ∆lasI/rhlI con los genes chr. B. Ensayos 

de toxicidad de los sobrenadantes diluidos 1:300 de las cepas de ∆lasI/rhlI con los genes 

chr. Medio M9 usado como control negativo. Se colocaron 20 nematodos por pocillo. N=3 

(por duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos independientes, las barras 

corresponden a la desviación estándar. Los datos se analizaron con la prueba Dunett *** 

p<0.001.  
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 Además, los resultados mostraron la disminución de la toxicidad de los 

sobrenadantes de los cultivos crecidos en presencia de KCN de las cepas con los genes 

chr, la sobrevivencia de los nematodos fue de ~80% (Fig. 25 B). 

Adicionalmente se emplearon concentraciones variables (10, 50 y 100 µM) de 

KCN para analizar si el efecto de disminución de virulencia de las cepas con los genes 

chr depende de la concentración de KCN empleada. Los resultados mostraron que 10 

µM no modifica la virulencia de los cultivos (Fig. 26 B) la sobrevivencia de los nematodos 

fue similar (~35%) al de los cultivos sin adición de KCN (Fig. 26 A). Sin embargo, se 

observó que el aumento de la concentración de KCN disminuyo la virulencia de los 

cultivos de manera dosis dependiente (Fig. 26 C). 

Por otro lado, se evaluó el efecto de la concentración de KCN (10, 50 y 100 µM) 

en la toxicidad de los sobrenadantes. Los resultados mostraron efecto similar a la 

virulencia de los cultivos (Fig. 26), el aumento de la concentración de KCN en el medio 

de cultivo disminuyo la toxicidad de los sobrenadantes de P. aeruginosa con los genes 

chr (Fig. 27). Esto sugiere que el efecto en la virulencia y toxicidad dosis dependiente de 

la concentración de KCN puede ser a consecuencia del grado de inhibición del potencial 

de membrana, indicando que dicho potencial es necesario para el mecanismo de 

virulencia conferido por las proteínas Chr. 

11.1.13 Efecto de la neutralización de especies reactivas de oxígeno (ERO) 

en las bacterias de P. aeruginosa PAO1 con los genes chr 

Para evaluar la relación del estrés oxidativo en la virulencia y la toxicidad del 

sobrenadante de las bacterias con los genes chr, los cultivos fueron crecidos con una 

concentración subinhibitoria de N-acetilcisteína NAC, una molécula antioxidante.  
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Se analizó el efecto de 7.5 mM de NAC (una concentración determinada como 

subinhibitoria) en la resistencia a cromato conferida por las proteínas Chr observando 

que la susceptibilidad a cromato de las cepas de P. aeruginosa con los genes chr 

disminuye en presencia de NAC, mostrando un nivel de susceptibilidad a cromato similar 

a la cepa de P. aeruginosa PAO1 (Fig. 28). Además, se observó que la virulencia y la 

toxicidad de los sobrenadantes de las bacterias con los genes chr crecidas en presencia 

de NAC disminuyó con respecto a los cultivos sin NAC (Fig. 29 A y B). La sobrevivencia 

de los nematodos incubados con los cultivos de P. aeruginosa con los genes chr fue de 

~80%, similar a la sobrevivencia de los nematodos incubados con P. aeruginosa PAO1 

(Fig. 29). Por otro lado, también aumentó la sobrevivencia de los nematodos tratados 

con los sobrenadantes de los cultivos crecidos en presencia de NAC (Fig. 29 B).  

Estos datos sugieren que las ERO participan en la virulencia y toxicidad conferida 

por las proteínas Chr. 
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Figura 24. Susceptibilidad a cromato de las cepas de P. aeruginosa PAO1 con los 

genes chr en presencia de KCN. La curva se obtuvo de cultivos crecidos en medio M9 

durante 22 h con una concentración de 100 µM de KCN (subinhibitoria), a 37°C con 

agitación constante, a concentraciones crecientes de K2CrO4. Se midió la absorbencia a 

D.O. 590nm. N=3 (por duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos 

independientes, las barras corresponden a la desviación estándar. 

  

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

0.0

0.5

1.0

1.5

Cromato (mM)

A
b

s
o

rb
e
n

c
ia

 (
5
9
0
n

m
)

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

Sus cromato ajustado n=3

Cromato (mM)
A

b
s
o

rb
e
n

c
ia

 (
5
9
0
 n

m
)

PA01

PA01 (pUC_chrA)

PA01 (pUC_chr3NC)

PA01 (pUC_chrA2)



Página | 77  
 

Figura 25. Efecto del cianuro de potasio en la virulencia y toxicidad de los 

sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa PAO1 con los genes chr. Los cultivos 

fueron crecidos en medio M9 crecidas con 100 µM de KCN, los sobrenadantes se 

obtuvieron filtrando los cultivos en filtros millipore A. Virulencia de los cultivos. B. 

Toxicidad de los sobrenadantes diluidos 1:300. Medio M9 usado como control negativo. 

Se colocaron 20 nematodos por pocillo. N=3 (por duplicado), se muestra el promedio de 

tres experimentos independientes, las barras corresponden a la desviación estándar. Los 

datos se analizaron con la prueba Dunett, ns no significativo. 
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Figura 26. Efecto de la concentración de KCN en la virulencia de P. aeruginosa 

PAO1 (pUC_chrA). Las bacterias fueron crecidas en medio M9 en ausencia o con la 

adición de diferentes concentraciones de KCN. A. Virulencia de las bacterias sin la 

adición de KCN al medio de cultivo. B. con la adición de 10 µM de KCN. C. con la adición 

de 50 µM de KCN. y D. con la adición de 100 µM de KCN. Medio M9 usado como control 

negativo. Se colocaron 20 nematodos por pocillo. N=3 (por duplicado), se muestra el 

promedio de tres experimentos independientes, las barras corresponden a la desviación 

estándar. Los datos se analizaron con la prueba Dunett *** p<0.001 y ns no significativo. 
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Figura 27. Efecto de la concentración de KCN en la toxicidad de los sobrenadantes 

de P. aeruginosa con los genes chr. Ensayos realizados con los sobrenadantes con 

los cultivos de P. aeruginosa obtenidos de medio M9 con ausencia o presencia de 

diferentes concentraciones de KCN. Sobrenadantes de cultivos crecidos A. sin la adición. 

B. con 10 µM. C. con 50 µM y D. con 100 µM de KCN, respectivamente. Medio M9 usado 

como control negativo. Se colocaron 20 nematodos por pocillo. N=3 (por duplicado), se 

muestra el promedio de tres experimentos independientes, las barras corresponden a la 

desviación estándar. Los datos se analizaron con la prueba Dunett *** p<0.001 y ns no 

significativo. 

***

0 6 12 18 24 30 36 42

0

20

40

60

80

100

Tiempo (h)

S
o

b
re

v
iv

e
n

c
ia

 (
%

)

0 6 12 18 24 30 36 42

0

20

40

60

80

100

Tiempo (h)

S
o

b
re

v
iv

e
n

c
ia

 (
%

)

0 6 12 18 24 30 36 42

0

20

40

60

80

100

Tiempo (h)

S
o

b
re

v
iv

e
n

c
ia

 (
%

)

0 6 12 18 24 30 36 42

0

20

40

60

80

100

Tiempo (h)

S
o

b
re

v
iv

e
n

c
ia

 (
%

)

A M9 B M9 + 10 μM KCN

C M9 + 50 μM KCN D M9 + 100 μM KCN

***

***

ns



Página | 80  
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Susceptibilidad a cromato de las cepas de P. aeruginosa con los genes 

chr en presencia de NAC. Los cultivos se crecieron en medio M9 a 37°C con agitación 

constante durante 22 h, suplementados con 7.5 mM de NAC y a concentraciones 

crecientes de K2CrO4. Se midió la absorbencia a una D.O. 590nm. N=3 (por duplicado), se 

muestra el promedio de tres experimentos independientes, las barras corresponden a la 

desviación estándar. 
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Figura 29. Efecto de la NAC en la virulencia y toxicidad de los sobrenadantes de 

las cepas de P. aeruginosa. Los cultivos se crecieron a 37°C con agitación constante 

durante 22 h en medio M9 crecidas con 7.5 mM de NAC. A. Ensayos de virulencia. B. 

Ensayos de toxicidad de los sobrenadantes diluidos 1:300. Medio M9 usado como control 

negativo. Se colocaron 20 nematodos por pocillo. N=3 (por duplicado), se muestra el 

promedio de tres experimentos independientes, las barras corresponden a la desviación 

estándar. Los datos se analizaron con la prueba Dunett, ns no significativo. 
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11.1.14 Inducción por cromato del nivel de toxicidad de los sobrenadantes 

de las cepas de P. aeruginosa con los genes chrA, chr3NC y chrA2 

La expresión del gen chrA del plásmido pUM505 se induce en presencia de una 

concentración subinhibitoria de cromato, por lo que se realizaron ensayos de toxicidad 

de los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa con los genes chr crecidos con una 

concentración subinhibitoria de cromato (0.5 µM).  

Los resultados mostraron que los sobrenadantes de los cultivos crecidos en 

presencia de la concentración subhinibitoria de cromato fueron más tóxicos, generando 

~30 a 20% de sobrevivencia de los nematodos (Fig. 30 A y B) en comparación al ~50% 

de sobrevivencia observada cuando los cultivos no fueron incubados con cromato (Fig. 

15). Lo cual sugiere que la presencia de una concentración subinhibitoria de cromato 

induce la expresión de los genes chr aumentando la toxicidad de los sobrenadantes. 

11.1.15 Cuantificación de la producción de peróxido de hidrógeno (H2O2) de 

las cepas con los genes de resistencia a cromato 

Ya que en experimentos anteriores se observó que las ERO tienen un papel en el 

aumento de virulencia de P. aeruginosa con los genes chr, se determinó la producción 

de peróxido de hidrógeno (una especie reactiva de oxígeno común en las bacterias), en 

las cepas P. aeruginosa PAO1 con los genes chr. 

Los resultados mostraron que las bacterias con los genes chr produjeron cuatro 

veces mayor producción de H2O2 que la cepa control (Tabla 6). Sin embargo, no se 

observa diferencia en la concentración entre los diferentes tratamientos de H2O2.  
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Figura 30. Toxicidad de los sobrenadantes y de los cultivos de P. aeruginosa PAO1 

crecidos en presencia de una concentración subinhibitoria de cromato. Los cultivos 

fueron crecidos a 37°C con agitación contante durante 22 h en medio M9 en presencia 

de 0.5 µM de K2CrO4. A. Toxicidad de los sobrenadantes diluidos 1:300. B. Toxicidad de 

los sobrenadantes totales. Medio M9 usado como control negativo. Se colocaron 20 

nematodos por pocillo. N=3 (por duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos 

independientes, las barras corresponden a la desviación estándar. Los datos se 

analizaron con la prueba Dunett *** p<0.001. 
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Tabla 6. Cuantificación de producción de peróxido de hidrogeno de las cepas de 

P. aeruginosa. 

 
  

 

Los cultivos fueron crecidos en medio M9, se usó sulfato de magnesio (MgSO4) como 

fuente de SO4- a las concentraciones indicadas y cuando se indica se usó una 

concentración subinhibitoria (0.5 µM) de K2CrO4. Unidades de H2O2 en mg/mL. N=3 (por 

duplicado). Se muestra el promedio de tres experimentos independientes y la desviación 

estándar. Los datos se analizaron con la prueba Dunett * p<0.05.  

  

Cepa M9 (2 mM SO4
2-) M9  (2 mM SO4

2-) +  Cr M9 + (0.2 mM SO4
2--) 

M9 0.0 0.0 0.0

PA01 0.01 ± 0.005 0.02 ± 0.008 0.013 ± 0.003

PA01 (pUC_chrA) 0.0462 ± 0.0052
*

0.04 ± 0.01
*

0.043 ± 0.004
*

PA01 (pUC_chr3NC) 0.043 ± 0.004
*

0.04 ± 0.01
*

0.051 ± 0.009
*

PA01 (pUC_chrA2) 0.055 ± 0.01
*

0.046 ± 0.009
*

0.046 ± 0.004
*
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11.1.16 Consumo de oxígeno de las cepas de P. aeruginosa con los genes 

chr en presencia de diferentes tratamientos 

Para determinar el nivel del consumo de oxígeno de las cepas de P. aeruginosa 

PAO1 con los genes chr durante su crecimiento en diferentes condiciones, se realizó una 

cuantificación de consumo de su oxígeno.  

Los resultados mostraron que las cepas que poseen a los genes chr tienen un 

aumento en la tasa de consumo de oxígeno (~300 nmol/m*seg) en comparación con P. 

aeruginosa PAO1 cuyo consumo fue de ~200 nmol/m*seg (Fig. 31). Además, se observó 

que la presencia de cromato en el medio de cultivo aumento el consumo de oxígeno 

solamente de las cepas de P. aeruginosa PAO1 con los genes chr, el consumo de P. 

aeruginosa (pUC_ChrA) fue de ~400 nmol/m*seg, mientras que P. aeruginosa 

(pUC_Chr3NC) y P. aeruginosa (pUC_ChrA2) mostraron un consumo de ~450 

nmol/m*seg. Por otro lado, se observó que los cultivos con KCN, NAC, SO4- (0.2 mM) y 

DTT, no modificaron el consumo de oxígeno en ninguna de las cepas con respecto a los 

cultivos crecidos en medio M9. 

11.1.17 Cuantificación de la expresión de los genes chr3NC y chrA2  

Se determinaron los niveles de RNAm de los genes chr3NC y chrA2 en las cepas 

de P. aeruginosa crecidas en diferentes condiciones mediante RT-qPCR y 

posteriormente los resultados fueron comparados mediante un análisis ∆∆CT.   
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Figura 31. Cuantificación del consumo de oxígeno de las cepas de P. aeruginosa 

con los genes chrA, chr3NC y chrA2. Ensayos realizados con las bacterias crecidas 

en M9 durante 22 h a 37°C, cuando se indica las bacterias se crecieron en presencia de: 

Cromato (0.5 µM), KCN (100 µM), NAC (7.5 mm), DTT (0.5 µM) y SO4- (0.2 mM). N=3 

(por duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos independientes, las barras 

corresponden a la desviación estándar. Los datos se analizaron con la prueba Dunett *** 

p<0.001 y ns no significativo. 
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Figura 32. Cuantificación de los niveles de transcrito de los genes chr en las cepas 

de P. aeruginosa. Los cultivos fueron crecidos en medio M9 durante 22 h a 37°C con 

agitación constante y posteriormente se realizó el aislamiento del RNA total, cuando se 

indica los cultivos fueron crecidos en presencia de cromato (0.5 µM) o NAC (7.5 mM). A. 

Nivel de RNAm del gen chr3NC. B. Nivel de RNAm del gen chrA2. Los resultados se 

analizaron por medio de análisis ∆∆CT, usando como gen de referencia el gen 16S de 

P. aeruginosa. N=2 (por duplicado), se muestra el promedio de dos experimentos 

independientes, las barras corresponden a la desviación estándar. Los datos se 

analizaron con la prueba Dunett *** p<0.001, ns no significativo. 
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Los resultados obtenidos, mostraron que tanto el par de genes chr3NC (Fig. 32 

A), como el gen chrA2 (Fig. 32 B), se expresan en la cepa de P. aeruginosa PAO1. 

Además, que los niveles de transcrito en presencia de la concentración subinhibitoria 

de K2CrO4 aumenta hasta tres veces, respecto al nivel de transcrito de las cepas 

crecidas en el medio M9. Mientras que el tratamiento con N-acetilcisteína no muestra 

diferencias respecto al control, lo que confirma que el cromato induce la expresión de 

los genes chr.  

11.2 Objetivo 3 

11.2.1 Toxicidad del sobrenadante de las cepas de P. aeruginosa con los genes 

chr tratados con proteasa y calor 

Para conocer las características químicas y físicas de la molécula implicada en el 

aumento de la toxicidad de los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa con los 

genes chr se realizaron los ensayos de toxicidad con los sobrenadantes previamente 

tratados con proteasa o calor. 

Los resultados mostraron que los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa 

PAO1 con los genes chrA, chr3NC y chrA2, tratados con un coctel de proteasas (pronasa 

R 100 µg/mL) no fueron tóxicos, generando el mismo nivel de sobrevivencia de los 

nematodos (~90%) que el sobrenadante de la cepa de P. aeruginosa PAO1 (Fig. 33 A). 

Este resultado sugiere que las proteínas Chr secretan una molécula que es susceptible 

a degradación por proteasas. 

De igual manera, los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa PAO1 con los 

genes chr sometidos a un tratamiento de calor (90° C durante 2 h) no fueron tóxicos para 

los nematodos. El nivel de sobrevivencia de los nematodos fue de ~90%, un valor similar 



Página | 89  
 

al del sobrenadante de la cepa de P. aeruginosa PAO1 (Fig. 33 B), sugiriendo que la 

molécula secretada por las proteínas Chr que participa en la virulencia es termosensible.  

También, se realizó el análisis de la virulencia de los cultivos previamente tratados 

durante 5 min a 90°C, observando que los cultivos de las bacterias tratadas no fueron 

virulentos para los nematodos quienes mostraron ~90% de sobrevivencia (Fig. 34). Estos 

datos sugieren que la virulencia de las bacterias con los genes chr dependen de la 

estabilidad de membrana y que la molécula tóxica del sobrenadante además de ser 

termosensible, pudiera ser de naturaleza orgánica al requerir poco tiempo (5 min) para 

perder su actividad. 

Adicionalmente, los sobrenadantes a diferente temperatura, desde 40 hasta 90°C 

(durante 2 h), para evaluar la susceptibilidad a la temperatura de la molécula 

probablemente secretada por las proteínas Chr. Los resultados mostraron que la 

toxicidad de todos los sobrenadantes de las cepas con los genes chr disminuyó a partir 

de su calentamiento a 60°C, generando ~80% de sobrevivencia de los nematodos, un 

valor parecido al de la cepa control (Fig. 35). Estos datos sugieren que la molécula toxica 

probablemente secretada por las proteínas Chr pierde su estabilidad a partir de los 60°C.  
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Figura 33. Efecto del tratamiento con proteasa o calor en la toxicidad de los 

sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa con los genes chr. Los sobrenadantes 

fueron obtenidos de las cepas crecidas en medio M9.  A. Toxicidad de los sobrenadantes 

tratados con Pronasa R [15 µg/mL]. B. Toxicidad de los sobrenadantes tratados con calor 

90°C durante 2 h. Medio M9 usado como control negativo. Se colocaron 20 nematodos 

por pocillo. N=3 (por duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos 

independientes, las barras corresponden a la desviación estándar. Los datos se 

analizaron con la prueba Dunett ns no significativo. 
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Figura 34. Virulencia de las cepas de P. aeruginosa previamente tratada con calor. 

Los cultivos se crecieron en medio M9 y cuando se indica los cultivos se incubaron 90°C 

por 5 min. Medio M9 usado como control negativo. Se colocaron 20 nematodos por 

pocillo. N=3 (por duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos 

independientes, las barras corresponden a la desviación estándar. Los datos se 

analizaron con la prueba Dunett ns no significativo. 
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Figura 35. Toxicidad de los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa PAO1 

con los genes chr tratados a diferentes temperaturas. Ensayos realizados con los 

sobrenadantes obtenidos de las cepas crecidas en medio M9 diluidos 1:300 y tratados 

previamente a: temperatura ambiente (TA), 40, 60, 80 y 90°C durante 2 h. Medio M9 

usado como control negativo. Se colocaron 20 nematodos por pocillo. N=3 (por 

duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos independientes, las barras 

corresponden a la desviación estándar. Los datos se analizaron con la prueba Dunett * 

p< 0.05 y ns no significativo. 
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11.2.2 Cuantificación de factores de virulencia producidos por P. aeruginosa con 

los genes chr 

Para evaluar el efecto de los genes chr en la producción de los factores de 

virulencia producidos por las cepas de P. aeruginosa, se realizó la cuantificación de 

diversos factores como biopelícula, el sideróforo fluorescente pioverdina, piocianina y 

proetasa alcalina.  

Los resultados mostraron que la presencia de los genes chr no modificó el nivel 

de producción de estos factores, mostrando valores similares a la cepa control P. 

aeruginosa (Fig. 36). 

Sin embargo, la presencia de los genes chr aumentó la producción de la enzima 

fosfatasa alcalina, que, aunque no es considerada un factor de virulencia actúa en 

condiciones de estrés y en deficiencia de nutrientes por medio de la captación del fosfato 

disponible en el medio, en las cepas de P. aeruginosa con los genes chr (Fig. 37). Estos 

datos podrían sugerir una relación entre la capacidad de captación de fosfato y el nivel 

de virulencia conferido por las proteínas Chr. 

11.2.3 Efecto de la concentración de la glucosa del medio en la virulencia 

conferida por los genes chrA  

La glucosa es empleada por las bacterias como fuente de carbono, además de 

que su nivel regula diversas rutas metabólicas. Por lo que se evaluó el efecto de la 

concentración de glucosa en la virulencia conferida por los genes chr. El aumento de la 

concentración de glucosa en el medio de cultivo (111 mM), generó un aumento de 

toxicidad de los sobrenadantes de P. aeruginosa PAO1 (Fig. 38), sin embargo, no 

modificó el nivel de virulencia conferido por los genes chr. Por lo cual podemos observar  
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Figura 36. Cuantificación de factores de virulencia de P. aeruginosa. Ensayos 

realizados con las cepas crecidas en medio M9 durante 22 h a 37 °C. A. Cuantificación 

de producción de biopelícula. B. Cuantificación de producción de pioverdina. C. 

Cuantificación de producción de piocianina. D. Cuantificación de producción proteasa. E. 

coli JM101 usado como control negativo. N=3 (por duplicado, se muestra el promedio de 

tres experimentos independientes, las barras corresponden la desviación estándar. Los 

datos se analizaron con la prueba Dunett ***p< 0.001 y ns no significativo. 
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Figura 37. Cuantificación de los niveles de fosfatasa alcalina en las cepas de P. 

aeruginosa PAO1 con los genes chr. Ensayos realizados con las cepas crecidas en A. 

medio CN durante 18 h a 37°C. B. medio M9 durante 22 h a 37°C. N=3 (por duplicado), 

se muestra el promedio de tres experimentos independientes, las barras corresponden 

la desviación estándar. Los datos se analizaron con la prueba Dunett *p< 0.05, Dunett 

*** p<0.001. 
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Figura 38. Toxicidad de los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa PAO1 

con incremento de glucosa en el medio. Medio M9 usado como control negativo. Se 

incubaron 20 nematodos con diferente dilución (1:2, 1:10, 1:50, 1:100 o 1:300) o el 

sobrenadante total obtenido de las cepas de P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa 

(pUC_chrA) con 111 mM de glucosa en el medio. Se representa la sobrevivencia de los 

nematodos obtenida a las 42 h posincubación. N=3 (por duplicado), se muestra el 

promedio de tres experimentos independientes, las barras corresponden a la desviación 

estándar. Los datos se analizaron con la prueba Dunett *** p<0.001.
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que la glucosa no posee un efecto en el aumento de toxicidad de los sobrenadantes 

generado por la presencia de los genes chr. 

11.2.4 Efecto de la toxicidad de los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa 

PAO1 con los genes chr tratados con ditiotreitol (DTT) 

Para conocer otra característica de la molécula tóxica, se realizaron ensayos de 

toxicidad agregando DTT a los sobrenadantes obtenidos de las cepas que contiene los 

genes de resistencia al cromo hexavalente, ya que este es un agente reductor, el cual 

rompe los enlaces disulfuro de las moléculas.  

Este ensayo, se realizó con los sobrenadantes totales, así como con la dilución de 

estos (1:300) (Fig. 39 A). Como resultado obtuvimos que los sobrenadantes de las cepas 

con los genes de interés disminuyen su toxicidad, y se muestra que el porcentaje de 

sobrevivencia del modelo de gusano empleado no difiere al obtenido con la cepa control 

(~ 80% de sobrevivencia) medido al final del ensayo.  

El mismo efecto se observa en el experimento realizado con los sobrenadantes 

totales tratados con DTT (Fig. 39 B), se pudo observar como todos los sobrenadantes 

disminuyen su toxicidad, y los sobrenadantes correspondientes a las cepas con los 

genes chr, generan menor muerte de los nematodos y muestra el mismo nivel de 

toxicidad que los sobrenadantes de la cepa control, el cual es de ~ 80% de sobrevivencia 

a las 42 h.  

Con los resultados anteriores, podemos decir que la molécula que está causando 

un aumento en la toxicidad podría ser una proteína o un péptido con enlaces disulfuro. 
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Figura 39. Toxicidad de los sobrenadantes y el efecto del tratamiento con DTT  de 

las cepas de P. aeruginosa con los genes chrA, chr3NC y chrA2. Ensayos realizados 

con los sobrenadantes obtenidos de las cepas crecidas en medio M9 tratos con DTT (0.5 

µM) A. toxicidad de los sobrenadantes diluidos (1:300). B. toxicidad de los sobrenadantes 

totales. Medio M9 usado como control negativo. Se colocaron 20 nematodos por pocillo. 

N=3 (por duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos independientes, las 

barras corresponden a la desviación estándar. Los datos se analizaron con la prueba 

Dunett ns no significativo. 
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11.2.5 Cromatografía de exclusión molecular del sobrenadante de la cepa de P. 

aeruginosa con el gen chrA 

Para conocer el tamaño aproximado de la molécula probablemente secretada por 

las proteínas Chr relacionada con el aumento de la toxicidad, se llevó a cabo 

fraccionamientos moleculares del sobrenadante obtenido del cultivo de P. aeruginosa 

(pUC_chrA). 

Primeramente, se realizó una cromatografía con una columna de punto de corte 

de 3 kiloDaltons (kDa), obteniendo dos fracciones del sobrenadante, una con moléculas 

de un tamaño menor a 3 kDa (fracción <3 kDa) y otra con un tamaño mayor a 3 kDa 

(fracción >3 kDa), ambas fracciones fueron empleadas en ensayos de toxicidad. Los 

resultados mostraron que la fracción >3 kDa fue tóxica para los nematodos, mostrando 

valores de sobrevivencia de los nematodos de ~50% similar al sobrenadante no 

fraccionado de P. aeruginosa (pUC_chrA) (Fig. 40). Mientras que la fracción <3 kDa 

mostró una toxicidad similar a la del sobrenadante de la cepa P. aeruginosa PAO1 (~ 

80% de sobrevivencia). Estos datos indican que la molécula que confiere la virulencia 

tiene un tamaño superior a los 3 kDa. 

Posteriormente se realizó una segunda cromatografía con una columna de punto 

de corte de 30 kDa, de la cual se volvieron a obtener dos fracciones, una con moléculas 

de tamaño menor a 30 kDa (fracción <30 kDa) y otra con moléculas de tamaño mayor a 

30 kDa (fracciones >30 kDa). Los resultados de toxicidad empleando ambas fracciones 

mostraron que la fracción <30 kDa disminuyó la sobrevivencia de los nematodos de 

manera similar al sobrenadante no fraccionado de P. aeruginosa (pUC_chrA) (Fig. 41). 

Mientras que la fracción >30 kDa, no fue tóxica y generó el mismo porcentaje de los 
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nematodos incubados con el sobrenadante de la cepa de P. aeruginosa PAO1 (Fig. 41). 

En conjunto estos resultados sugieren que la(s) molécula(s) que participa(n) en la 

toxicidad conferida por las proteínas Chr posee(n) un tamaño entre los 3 y 30 kDa. 
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Figura 40.  Toxicidad con el sobrenadante fraccionado (punto corte 3 kDa). Ensayos 

realizados con las fracciones obtenidas de la cromatografía de exclusión molecular del 

sobrenadante de las cepas crecidas en medio M9. Las fracciones obtenidas fueron 

diluidas 1:300 en medio M9. Medio M9 usado como control negativo. Se colocaron 20 

nematodos por pocillo. N=3 (por duplicado), se muestra el promedio de tres experimentos 

independientes, las barras corresponden a la desviación estándar. Los datos se 

analizaron con la prueba Dunett *** p<0.001 y ns no significativo.  
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Figura 41. Toxicidad de las fracciones de la cromatografía con punto de corte de 

30 kDa del sobrenadante. Ensayos realizados con las fracciones obtenidas de la 

cromatografía de exclusión molecular del sobrenadante de las cepas crecidas en medio 

M9. Las fracciones fueron diluidas 1:300. Medio M9 usado como control negativo. Se 

colocaron 20 nematodos por pocillo, N=3 (por duplicado). Se muestra el promedio de tres 

experimentos independientes, las barras corresponden a la desviación estándar. Los 

datos se analizaron con la prueba Dunett *** p<0.001 y ns no significativo. 
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12 Discusión 

A través de los años, las bacterias han sido capaces de desarrollar diferentes 

mecanismos de resistencia a metales pesados y compuestos tóxicos para la célula, como 

son las bombas de eflujo, las cuales expulsan de manera activa el ion tóxico desde el 

citoplasma o el espacio periplasmático hacia el exterior de la célula, manteniendo así 

concentraciones intracelulares no letales (Silver y Phung, 2005). Además de que estos 

mecanismos pueden conferir ventajas de selección, ha sido asociado con una mayor 

capacidad de las bacterias para colonizar y favorece la persistencia bacteriana en 

ambientes hostiles (Cervantes y col., 1994).  

La proteína ChrA codificada por el plásmido pUM505, ha sido ampliamente 

estudiada por conferir resistencia al ion tóxico cromato, mediante la expulsión de la 

molécula (Cervantes y col., 1990; Álvarez y col., 1999). Algunos sistemas de resistencia 

basados en la expulsión de los compuestos tóxicos son conferidos por proteínas 

relativamente inespecíficas, tal es el caso de las proteínas CzcR-CzcS de eflujo de P. 

aeruginosa, las cuales son proteínas de expulsión de metales pesados como el zinc, 

cadmio y cobalto, sin embargo, también confieren resistencia a antibióticos 

carbapenémicos (Perron y col., 2004). Además, el sistema MexAB-QPrM de P. 

aeruginosa, que confiere resistencia a ácido nalidíxico y ciprofloxacina (antibióticos del 

grupo de las quinolonas), también contribuye en la resistencia a compuestos tóxicos 

como bromuro de etidio un compuesto que se intercala en la estructura del DNA 

generando mutaciones o muerte (Xu y col., 2003). 

La proteína ChrA de pUM505 forma parte de las proteínas de la superfamilia de 

resistencia a cromato CHR, un grupo de proteínas ancestrales que están ampliamente 
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distribuidas en los tres reinos (Archaea, Bacteria y Eukarya) sugiriendo un origen antiguo 

para la superfamilia CHR (Díaz-Pérez y col., 2007). La distribución de las proteínas CHR 

sugiere que estas tienen una función importante para las bacterias, por lo que la 

participación de ChrA en la virulencia podría sugerir que estas proteínas han 

permanecido a lo largo de la evolución dado a su importancia para las bacterias.  

B. xenovorans LB400 es una bacteria que contiene en sus genomas varios 

homólogos CHR, posee cuatro homólogos LCHR (ChrA1a, ChrA1b, ChrA2 y ChrA6) y 

dos homólogos SCHR (Chr1NCa y Chcr1NCb), los genes chr que codifican a estas 

proteínas homologas se expresan diferencial en B. xenovorans y confieren diferente nivel 

de resistencia a cromato al ser transferidas a E. coli. La proteína ChrA2 es codificada en 

el megaplásmido de B. xenovorans LB400 y es la que tiene la principal participación en 

la resistencia a cromato (Díaz-Pérez y col., 2007; Reyes-Gallegos y col., 2016). Respecto 

a las proteínas de la familia SCHR generalmente estas proteínas son codificadas por un 

par de genes chr contiguos las cuales se sugiere se unen para dar lugar a una proteína 

funcional (Díaz-Pérez y col., 2007). En Bacillus subtilis 168, los genes ywrB y ywrA que 

se encuentran adyacentes y traslapados codifican a un par de proteínas SCHR 

denominadas Chr3N y Chr3C, respectivamente, las cuales cuando fueron clonadas y 

transferidas de manera conjunta a E. coli W3110 confirieron resistencia a cromato (Díaz-

Magaña y col., 2009). Las proteínas Chr de B. xenovorans y el par de proteína ChrA3NC 

confieren resistencia a cromato, al igual que la proteína ChrA de pUM505, sugiriendo 

que esta familia de proteínas se ha preservado en las bacterias dado a su rol en la 

resistencia a cromato.  
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Recientemente, se determinó que la proteína ChrA de pUM505, además de 

conferir resistencia a cromato incrementa la virulencia y la toxicidad de P. aeruginosa 

(Valerio-Arellano, datos sin publicar). Dado al rol conservado entre las proteínas de la 

familia CHR en la resistencia a cromato, en este trabajo se evaluó la participación de las 

proteínas ChrA2 (una proteína de la familia LCHR) y del par Chr3NC (par de proteínas 

de la familia SCHR) en la virulencia.  

Primeramente, se evaluó la resistencia conferida por los genes chr en P. 

aeruginosa PAO1 observando que solo la proteína ChrA2 confirió resistencia. La 

resistencia conferida por la proteína ChrA2 había sido evaluada previamente en 2016 

por Reyes-Gallegos en P. aeruginosa PAO1, obteniendo resultados similares en los 

cuales la proteína ChrA2 confirió resistencia (Figs. 11 A y B). La participación del par de 

proteínas Chr3NC solo había sido evaluada en E. coli W3110, por lo que el par de genes 

fue transferido a P. aeruginosa PAO1; sin embargo, estos genes no confirieron 

resistencia a cromato. El género Burkolderia tiene más parecido genotípicamente con el 

género de Pseudomonas, lo que puede explicar por qué solo este homologo fue funcional 

en P. aeruginosa PAO1 como huésped heterólogo. 

El análisis de la virulencia de las transformantes mostro que ambas proteínas 

ChrA2 y Chr3NC incrementaron la virulencia y la toxicidad de P. aeruginosa PAO1 al 

igual que ChrA de pUM505 (Figs. 14 y 15), sugiriendo que las proteínas Chr además de 

su función en la resistencia a cromato participan en la virulencia de las bacterias. 

Interesantemente, a pesar de que los genes chr3NC no son funcionales para conferir 

resistencia a cromato si incrementaron la virulencia y toxicidad de la bacteria (Figs. 14 y 

15). 



Página | 106  
 

Los chr3NC y chrA2 habían sido caracterizados previamente en E. coli W3110 

mostrando ser funcionales en este huésped (León-Márquez, y col., 2009; Díaz-Magaña 

y col., 2009) por lo que estos genes fueron transferidos a la cepa de E. coli JM101, sin 

embargo, las transformantes los genes chr mostraron el mismo nivel de resistencia a 

cromato que la cepa de E. coli JM101, indicando que estos genes no son funcionales en 

este fondo genético (Fig. 12). Aunque los genes chr fueron transferidos a una cepa de E. 

coli se ha descrito que bacterias de diferentes subgrupos dentro de una misma especie 

bacteriana pueden poseer características de genotipo y fenotipo que las distinguen de 

otros subgrupos, lo que puede generar cambios en la fisiología de la bacteria, lo que 

puede explicar porque los genes chr no fueron funcionales en E. coli JM101. Un resultado 

similar fue reportado por Cervantes y col. (1990) quienes reportaron que la transferencia 

de la proteína chrA de pUM505 a E. coli no confirió resistencia a cromato, sugiriendo que 

podría deberse a alguna barrera transcripcional o a la incapacidad de los productos 

proteicos para funcionar en la membrana de E. coli. 

Por otro lado, las proteínas Chr son proteínas integrales de membrana, las 

proteínas ChrA y ChrA2 son codificadas en el plásmido pUM505 de P. aeruginosa y en 

el megaplásmido de B. xenoborans LB400, respectivamente, y ambas bacterias son 

Gram negativas, mientras que el par de proteínas Chr3NC es codificado en el genoma 

de B. subtillis 168 que es una bacteria Gram-positiva, por lo que las diferencias que 

poseen ambos grupos bacterianos en la estructura de su membrana podría tener algún 

efecto en la capacidad de las proteínas Chr en la resistencia a cromato, no así en la 

virulencia. 
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La participación en la virulencia de genes que confieren resistencia a metales ha 

sido previamente reportada, tal es el caso de la proteína CzcR de P. aeruginosa, la cual 

es una proteína reguladora de las proteínas CzcCBA que se encargan de expulsar 

metales como el Zn. La proteína CzcR incrementa la expresión de genes de virulencia 

como los que codifican para biopelícula y elastasa, sin embargo, la participación de esta 

proteína en la virulencia es por la regulación de la expresión de genes de virulencia 

(Perron y col., 2004). 

Dado que en bacterias la entrada de cromato hacia el citoplasma esta mediada 

por las proteínas transportadoras de sulfato (Aguilar-Barajas y col., 2008), se evaluó el 

efecto de la concentración de sulfato del medio de cultivo en la resistencia a cromato de 

las cepas de P. aeruginosa PAO1 con los genes chr3NC y chrA2. Se observó que la 

resistencia a cromato de todas las bacterias incrementa al aumentar la concentración de 

sulfato en el medio, mientras que las bacterias son más susceptibles al ion al ser crecidas 

en baja concentración de sulfato (Fig. 18 A, B y C), un resultado previamente esperado, 

pues se ha descrito que ambos oxianiones compiten por el ingreso a través de los 

transportadores y que la concentración de sulfato repercute en el fenotipo de toxicidad 

generado por la presencia de cromo (Aguilar-Barajas y col., 2008). 

Por lo que posteriormente se evaluó el efecto del sulfato del medio en la virulencia 

y toxicidad conferida por los genes chr. Primeramente, se observó que la concentración 

de sulfato en el medio modifica la virulencia y toxicidad conferida por los genes chr, la 

disminución de sulfato disminuyó la virulencia y toxicidad de las bacterias (Fig. 19), 

sugiriendo que el sulfato participa de manera importante en las funciones de resistencia 

a cromato y de virulencia conferida por las proteínas Chr (Fig. 20). 
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El fosfato es un elemento importante para las células y en P. aeruginosa PAO1 el 

aumento de fosfato modifica la expresión de genes relacionados con la virulencia como 

la pioverdina, así como de algunas bombas de eflujo (Zaborin y col., 2012). Por otro lado, 

el ion fosfato posee una estructura química tetraédrica similar al sulfato y cromato por lo 

que su efecto en la virulencia por las proteínas Chr fue evaluado. El nivel de virulencia y 

toxicidad conferida por las proteínas CHR fue levemente incrementado por un aumento 

de fosfato en el medio de cultivo (Fig, 21), sugiriendo la participación de este ion en la 

virulencia, pero al momento desconocemos el mecanismo de esta respuesta. 

El mecanismo Quorum sensing controla la expresión de múltiples factores de 

virulencia de P. aeruginosa, así como la formación de biopelícula y su difusión, el cual 

es uno de los mecanismos más importantes para la colonización y la resistencia a 

antibióticos en esta bacteria (Qiaoqiang y col., 2022). Con el propósito de evaluar la 

participación del QS en la virulencia y toxicidad conferido por las proteínas Chr, los genes 

chrA, chrA2 y chr3NC fueron transferidos a P. aeruginosa PAO1 ∆lasI/rhlI, una mutante 

en el QS. Las proteínas ChrA y ChrA2 mostraron no ser moduladas por el QS confiriendo 

el mismo fenotipo de resistencia a cromato, virulencia y toxicidad que cuando fueron 

transferidos a la cepa silvestre de P. aeruginosa PAO1 (Figs. 11, 14, 15, 22 y 23). Sin 

embargo, el fenotipo de resistencia a cromato conferido por el par de genes chr3NC fue 

modificado en la mutante del QS, los genes chr3NC confirieron resistencia a cromato en 

medio M9 (Fig. 22), pero la virulencia y la toxicidad conferida por estos genes no fue 

modificada (Fig. 23), sugiriendo que el QS regula negativamente la expresión de los 

genes chr3NC en presencia de cromato.     



Página | 109  
 

Como se ha descrito anteriormente la proteína ChrA es una proteína de membrana 

que en presencia de cromato expulsa a este ion hacia el periplasma a través de un 

mecanismo dependiente del potencial de membrana (Pimentel y col., 2002), sugiriendo 

que en el caso de la virulencia y toxicidad ChrA podría expulsar alguna molécula de 

virulencia. La función de las proteínas Chr en la virulencia y toxicidad se determinó 

empleando cultivos crecidos en presencia de KCN, un inhibidor del potencial de 

membrana (Pimentel y col., 2002). El nivel de resistencia a cromato conferido por las 

proteínas Chr disminuyó en presencia de KCN (Fig. 24). confirmando lo reportado para 

la proteína ChrA, de que la expulsión del cromato conducido por la proteína es 

dependiente del potencial de membrana. La adición de una concentración subinhibitoria 

de KCN no afecto el crecimiento de las bacterias, pero genero la perdida de la virulencia 

y toxicidad de las transformantes de P. aeruginosa con los genes chr (Fig. 25), sugiriendo 

que la virulencia y toxicidad conferida por las proteínas Chr ocurre a través de un 

mecanismo de expulsión de moléculas de virulencia, expulsión que depende del 

potencial de membrana. Además de que este fenómeno es dependiente de la 

concentración de KCN empleado (Figs. 26 y 27). 

El Cr (VI) es un ion que al ingresar al citoplasma e interactuar con compuestos 

celulares es capaz de generar especies reactivas de oxígeno (ERO) generando estrés 

oxidativo (Cervantes y col., 2011), sugiriendo que la expulsión activa del cromato por las 

proteínas ChrA disminuye la generación de ERO dado a la disminución del ion en el 

citoplasma (Cervantes y col., 1990; Álvarez, y col., 1999). Con el propósito de evaluar el 

probable mecanismo a través del cual las proteínas Chr aumentan la virulencia y 

toxicidad en P. aeruginosa y su relación con ERO, se realizó la adición de NAC, un 
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agente neutralizante de las ERO mediante la transferencia de un electrón de su grupo a 

las moléculas oxidadas (Zafarullah y col., 2003), a los medios de cultivo. El efecto tóxico 

del cromato disminuyó en presencia de NAC para todas las bacterias (Fig. 28). Mientras 

que la virulencia y toxicidad conferida por las proteínas Chr también disminuyó por la 

presencia de NAC (Fig. 29), sugiriendo que las ERO poseen un papel importante en la 

virulencia y toxicidad conferida por las proteínas Chr. Existen reportes que indican que 

las ERO incrementa la producción de diversos factores de virulencia como elastasa, 

exotoxinas y biopelícula en P. aeruginosa (Liu y col., 2016), por lo que puede sugerirse 

que la expresión de las proteínas Chr favorecen la producción de las ERO. Como el 

cromo es un inductor de estrés oxidativo (Cervantes y col., 2007), se evaluó el efecto del 

cromato en la virulencia conferida por las proteínas Chr observando que el cromo 

aumenta el nivel de virulencia conferido por las proteínas Chr (Fig. 30), reforzando la idea 

de la participación de las ERO en la virulencia y toxicidad conferida por las proteínas Chr. 

La producción de H2O2, como molécula indicadora de los niveles de ERO (Cuz y 

col., 2021), fue favorecida por la transferencia de los genes chrA, chr3NC y chrA2 (Tabla 

6), sugiriendo nuevamente la participación del estrés oxidativo en el mecanismo de 

virulencia y toxicidad conferido por las proteínas Chr.   

P. aeruginosa es una bacteria aerobia, además, se ha observado que los 

organismos que son más virulentos necesitan generar una mayor cantidad de ATP para 

la producción de diversos factores de virulencia, tal es el caso de esta bacteria en donde 

el aumento de la expresión de genes relacionados con la virulencia también aumenta la 

utilización de múltiples fuentes de nutrientes (Son y col., 2007). La tasa de consumo de 

oxígeno es un reflejo de la actividad metabólica aerobia de las células. A pesar de que 
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el incremento de glucosa en el medio de cultivo no afecto la toxicidad conferida por las 

proteínas Chr (Fig. 38), el consumo de oxígeno aumentó en P. aeruginosa PAO1 por la 

transferencia de los genes chr (Fig. 31). Además, el cromato también incremento el 

consumo de oxígeno de todas las cepas, incluso en ausencia de algún gen chr. Esto 

sugiere que la expresión de los genes chr favorece el metabolismo oxidativo de las 

bacterias, probablemente como consecuencia de un mayor uso de ATP para la función 

de expulsión; pero también sugiere un aumento en los niveles de ROS, como 

consecuencia del incremento de la transferencia de electrones a través de la cadena de 

transporte de electrones. 

Como fue descrito anteriormente el cromato incrementó la virulencia y toxicidad 

conferida por las proteínas Chr, así como el consumo de oxígeno de todas las bacterias, 

además, el cromato incrementó los niveles de expresión de los genes chr3NC y chrA2 

(Fig. 32), sugiriendo que este ion actúa como un inductor de la expresión de los genes 

chr. 

La bacteria de P. aeruginosa posee un amplio repertorio de factores de virulencia 

que utiliza para infectar a sus huéspedes. Los factores se encuentran relacionados con 

la capacidad de la bacteria para producir infecciones, estos le permiten adquirir nutrientes 

del medio, traspasar las barreras naturales de defensa, así como, evadir la respuesta 

inmune de los huéspedes (Azam y Khan, 2019). La producción de factores de virulencia 

como piocianina, pioverdina y biopelícula de P. aeruginosa PAO1 no se modificó por la 

expresión de los genes chr (Fig. 36), sugiriendo que las proteínas Chr confieren virulencia 

a través de un mecanismo o molécula diferente a las evaluadas; sin embargo, la actividad 

de proteasa alcalina se incrementó en presencia de los genes chr (Fig. 37). La proteasa 
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alcalina es una enzima de secreción que rompe los enlaces fosfato diferentes moléculas 

durante condiciones de estrés (Rashid y Kornberg, 2000). En P. aeruginosa la fosfatasa 

alcalina LapA se ha asociado con la virulencia y la capacidad producción de biopelícula, 

aunque aún no se tiene claro su mecanismo y su producción se ha asociado con la baja 

concentración de fosfato en el medio (Tan y col., 2021).  

Para conocer características de la molécula probablemente secretada por las 

proteínas Chr, el sobrenadante fue tratado con proteasa R, calor y adición de DTT, y 

todos los tratamientos generaron una disminución en la toxicidad de los sobrenadantes 

de las cepas con los genes chr (Figs. 33, 34, 35 y 39). El calentamiento afecta 

principalmente a las moléculas orgánicas, a baja temperatura las moléculas orgánicas 

pueden perder su estructura y actividad, mientras que las moléculas inorgánicas 

requieren de temperatura elevada para perder su actividad. La toxicidad del 

sobrenadante de las cepas de P. aeruginosa PAO1 con los genes chr se evaluó 

calentando las muestras durante 2 horas a 90oC (Fig. 33), sin embargo, los 

sobrenadantes mostraron perder su toxicidad al ser calentados a la misma temperatura, 

pero durante 5 min (Fig. 34), así como a 60oC por 2 horas (Fig. 35), sugiriendo que en la 

virulencia participa una molécula orgánica. Por otro lado, las proteasas son enzimas que 

rompen enlaces peptídicos y degradan a las proteínas (Pande y Sirvastava, 2019), por 

lo que la perdida de la toxicidad de los sobrenadantes tratados con proteasa (Fig. 33) 

sugiere que la molécula probablemente secretada por las proteínas Chr es de origen 

proteico o bien posee enlaces peptídicos. Por lo que, además, los sobrenadantes fueron 

tratados con DDT un agente reductor que rompe los enlaces disulfuro de las proteínas 

ocasionando perdida de su función, por lo que la perdida de virulencia y toxicidad 
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conferida por las proteínas Chr (Fig. 39) sugiere que la(s) molécula(s) relacionada con la 

virulencia probablemente secretada por las proteínas Chr corresponde a una proteína. 

Finalmente, con el propósito de determinar el tamaño de la(s) molécula(s) los 

sobrenadantes fueron fraccionados empleando columnas de cromatografía de 3 y 30 

KDa como punto de corte y las fracciones que mantuvieron la toxicidad del sobrenadante 

del cultivo de P. aeruginosa (pUC_chrA) fueron las de >3 y <30 kDa (Figs. 40 y 41), 

sugiriendo que la molécula tiene un tamaño entre este rango.   

Estos datos indican que las proteínas ChrA2 de B. xenovorans LB400 y Chr3NC 

de B. subtillis 168, pertenecientes a las subfamilias LCHR y SCHR, respectivamente, 

participan en la virulencia y toxicidad de las bacterias, al igual que la proteína ChrA 

sugiriendo que las proteínas de la superfamilia CHR poseen una función en la virulencia 

de las bacterias.   
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13 Conclusión 

 Las proteínas Chr3NC (B. subtilis 168) pertenecientes a la familia SCHR, así como 

las proteínas ChrA2 (B. xenovorans LB400) y ChrA (P. aeruginosa) de la familia LCHR 

de la súperfamilia CHR, además de funcionar como un mecanismo de resistencia a 

cromato, participan en el aumento de virulencia en la bacteria de P. aeruginosa por la 

probable expulsión de una(s) molécula(s) tóxica(s) de carácter proteico que tiene un peso 

molecular entre los 3 y 30 kDa. 
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17% Similitud general
El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para ca…

Filtrado desde el informe

Texto citado

Texto mencionado

Coincidencias menores (menos de 10 palabras)

Fuentes principales

16% Fuentes de Internet

8% Publicaciones

0% Trabajos entregados (trabajos del estudiante)

Marcas de integridad
N.º de alerta de integridad para revisión

Caracteres reemplazados
67 caracteres sospechosos en N.º de páginas 
Las letras son intercambiadas por caracteres similares de otro alfabeto.

Los algoritmos de nuestro sistema analizan un documento en profundidad para 
buscar inconsistencias que permitirían distinguirlo de una entrega normal. Si 
advertimos algo extraño, lo marcamos como una alerta para que pueda revisarlo.

Una marca de alerta no es necesariamente un indicador de problemas. Sin embargo, 
recomendamos que preste atención y la revise.
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