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I. RESUMEN 

Los sistemas Toxina-Antitoxina (TA) son elementos genéticos pequeños compuestos de un 

gen toxina y su cognado antitoxina, los cuales son importantes para la estabilización de 

plásmidos (codificados en plásmidos) y en la virulencia bacteriana (codificados en 

cromosomas). En los sistemas TA, las toxinas son proteínas que inhiben el crecimiento o 

generan muerte celular, mientras que las antitoxinas regulan la actividad de la toxina, ya 

sea por su unión con la toxina o por la inhibición de la expresión del gen que la codifica. En 

nuestro grupo de trabajo se determinó que los genes pumA y pumB del plásmido pUM505, 

aislado de una cepa clínica de Pseudomonas aeruginosa, forman un operón que codifica 

un sistema TA que participa en la estabilidad de plásmidos. Además, la toxina PumA 

incrementa la virulencia de P. aeruginosa PAO1 en ratón, efecto que es neutralizado por la 

presencia del gen de la antitoxina pumB, sugiriendo que PumA puede actuar como un factor 

de virulencia y que PumB puede regular la función de la toxina. P. aeruginosa es un 

patógeno humano resistente a antibióticos que produce factores de virulencia modulados 

por Quorum Sensing (QS). La proteína PumB mostró identidad con antitoxinas tipo HTH de 

unión a DNA sugiriendo que la proteína PumB puede regular al sistema TA al unirse a la 

región promotora del operón pumAB. Por lo anterior, resulto de interés caracterizar la forma 

de regulación del sistema TA PumAB de pUM505. En este trabajo se determinó que la 

expresión de las proteínas PumA y PumB en Escherichia coli BL21 no generó inhibición del 

crecimiento de la bacteria, sugiriendo que la co-expresión de ambas proteínas es necesaria 

para que PumB pueda neutralizar los efectos tóxicos de PumA. Transformantes de P. 

aeruginosa PAO1 con el gen pumA incrementaron la muerte de Caenorhabditis elegans, 

efecto que fue neutralizado por la proteína PumB. Este mismo efecto de muerte del 

nematodo fue observado al emplear el sobrenadante del cultivo de P. aeruginosa PAO1 

(pUC_pumA), sugiriendo que la toxina es secretada al exterior de la célula. Además, la 

proteína recombinante His-PumA purificada generó la muerte de C. elegans, indicando que 

la proteína PumA actúa como una toxina, efecto que fue neutralizado por la previa 

incubación in vitro de PumA con PumB, sugiriendo que PumB regula la actividad de la toxina 

a través de su unión con PumA. El análisis in silico de los probables elementos regulatorios 

del operón pumAB mostró la presencia de dos promotores internos para el gen pumB, 

además del promotor 70 previamente reportado para el operón. El análisis de expresión de 

los genes pumA y pumB mostró que tanto en P. aeruginosa PAO1 (pUM505) como en E. 

coli BL21 (pTrc2A_pumAB), los niveles de RNAm de pumB se encuentran incrementados 

respecto al RNAm de pumA, sugiriendo que los genes del operón pumAB se expresan de 
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manera diferencial o que el RNAm de pumA es degradado. Además, se determinó que 

pumB puede ser expresado individualmente y que a diferencia del gen pumA sus niveles 

de RNAm disminuyen en presencia de un agente oxidante como el peróxido de hidrogeno, 

sugiriendo la regulación negativa de pumB bajo condiciones de estrés. Mediante ensayos 

de cambio de movilidad electroforética se determinó que PumB se une a una secuencia 

palindrómica cercana al probable promotor σ70 del operón pumAB, pero no es capaz de 

unirse a la región de DNA donde se localizan los promotores de pumB, sugiriendo que la 

antitoxina regula la expresión del operón pumAB. Por otro lado, ensayos in vitro de la 

cuantificación del RNAm del gen pumA remanente, después de su incubación con la 

proteína PumB purificada, mostraron que el nivel del RNAm de pumA disminuyó al ser 

incubado en presencia de PumB, efecto que fue mayor al incrementar la concentración de 

la proteína PumB. Esto sugirió que PumB degrada el RNAm del gen pumA. La capacidad 

de la proteína PumB de degradar el RNAm de pumA se inhibió al incubarla previamente 

con inhibidores de ribonucleasas, sugiriendo que PumB posee actividad de ribonucleasa 

sobre el RNAm de pumA. El gen pumA fue transferido a la cepa de P. aeruginosa lasI/rhlI, 

una mutante en los sistemas LasI y RhlI del QS, para analizar el efecto de la virulencia de 

las transformantes. La transferencia de pumA no aumentó la virulencia de la bacteria en 

lechuga y en C. elegans, aunado a que los niveles de RNAm de pumA disminuyeron 

drásticamente en comparación con la cepa de P. aeruginosa (pUC_pumA), sugiriendo que 

la virulencia conferida por PumA es dependiente de QS. El crecimiento de P. aeruginosa 

lasI/rhlI (pUC_pumA) en medio de cultivo suplementado con los autoinductores C4-AHL y 

3-oxo-C12-AHL de QS, incrementó los niveles de RNAm de pumA y restauró la virulencia 

de la bacteria, indicando que ambos autoinductores complementan la mutación y regulan 

positivamente los efectos tóxicos de PumA, sugiriendo que el QS regula la virulencia de la 

bacteria conferida por la toxina PumA. Estos resultados en conjunto sugieren que el sistema 

TA PumAB posee múltiples mecanismos para regular su expresión, así como los niveles de 

RNAm de la toxina y la virulencia producida por pumA es regulada por QS. 

 

Palabras Claves: Sistema Toxina-Antitoxina, estabilidad plásmidica, Pseudomonas 

aeruginosa, regulación genética, plásmidos, Quorum sensing.  
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II. ABSTRACT 

Toxin-antitoxin (TA) systems are small genetic elements made up of a toxin gene and its 

antitoxin cognate, which are important for the stabilization of plasmids (encoded in plasmids) 

and in bacterial virulence (encoded in chromosomes). In TA systems, toxins are proteins 

that inhibit growth or cause cell death, while antitoxins regulate the activity of the toxin, either 

by binding to the toxin or by inhibiting the expression of the gene that encodes for it. In our 

working group, it was determined that the pumA and pumB genes of the plasmid pUM505, 

isolated from a clinical strain of Pseudomonas aeruginosa, form an operon that encodes a 

TA system that participates in the stability of plasmids. Furthermore, the PumA toxin 

increases the virulence of P. aeruginosa PAO1 in mice, an effect that is neutralized by the 

presence of the pumB antitoxin gene, suggesting that PumA may act as a virulence factor 

and that PumB may regulate toxin function. P. aeruginosa is an antibiotic-resistant human 

pathogen that produces virulence factors modulated by Quorum Sensing (QS). The PumB 

protein showed identity with DNA binding HTH antitoxins suggesting that the PumB protein 

may regulate the TA system by binding to the promoter region of the pumAB operon. 

Therefore, it was interesting to characterize the form of regulation of the TA PumAB system 

of pUM505. In this work, it was determined that the expression of the PumA and PumB 

proteins in Escherichia coli BL21 did not inhibited the bacterium growth, suggesting that the 

co-expression of both proteins is necessary for PumB to neutralize the toxic effects of PumA. 

Transformants of P. aeruginosa PAO1 with the pumA gene increased Caenorhabditis 

elegans death, an effect that was neutralized by the PumB protein. This same nematode 

killing effect was observed when the supernatant from the P. aeruginosa PAO1 

(pUC_pumA) culture was used, suggesting that the toxin is secreted of the cell. Furthermore, 

the purified His-PumA recombinant protein caused the death of C. elegans, indicating that 

the PumA protein acts as a toxin, an effect that was neutralized by the previous in vitro 

incubation of PumA with PumB, suggesting that PumB regulates the activity of the toxin 

through its binding with PumA. In silico analysis of the probable regulatory elements of the 

pumAB operon showed the presence of two internal promoters for the pumB gene, in 

addition to the previously reported σ70 promoter for the operon. Expression analysis of the 

pumA and pumB genes showed that in both P. aeruginosa PAO1 (pUM505) and E. coli BL21 

(pTrc2A_pumAB), the levels of pumB mRNA are increased respect to the pumA mRNA, 

suggesting that the genes of the pumAB operon are differentially expressed or that the pumA 

mRNA is degraded. Furthermore, it was determined that pumB can be expressed 

individually and that, unlike the pumA gene, its mRNA levels decrease in the presence of an 
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oxidizing agent such as hydrogen peroxide, suggesting the negative regulation of pumB 

under stress conditions. Electrophoretic mobility shift assays determined that PumB binds 

to a palindromic sequence close to the probable σ70 promoter of the pumAB operon, but is 

unable to bind to the region of DNA where the pumB promoters are located, suggesting that 

the antitoxin regulates pumAB operon expression. On the other hand, in vitro mRNA 

quantification assays of the remaining pumA gene, after its incubation with the purified 

PumB protein, showed that the level of pumA mRNA decreased when incubated in the 

presence of PumB, an effect that was greater with increasing the PumB protein 

concentration. This suggested that PumB degrades the pumA gene mRNA. The ability of 

the PumB protein to degrade pumA mRNA was inhibited by previously incubating it with 

ribonuclease inhibitors, suggesting that PumB possesses ribonuclease activity on pumA 

mRNA. The pumA gene was transferred to the P. aeruginosa lasI/rhlI strain, a mutant in the 

LasI and RhlI systems of the QS, to analyze the virulence effect of the transformants. 

Transfer of pumA did not increase the virulence of the bacteria in lettuce and C. elegans, in 

addition to that the levels of pumA mRNA decreased drastically compared to the P. 

aeruginosa (pUC_pumA) strain, suggesting that the virulence conferred by PumA it is 

dependent on QS. Growth of P. aeruginosa lasI/rhlI (pUC_pumA) in culture medium 

supplemented with autoinductors C4-AHL and 3-oxo-C12-AHL of QS, increased pumA 

mRNA levels and restored the bacterium virulence, indicating that both autoinducers 

complement the mutation and positively regulate the toxic effects of PumA, and suggesting 

that QS regulates the virulence of the bacterium conferred by the PumA toxin. These results 

together suggest that the TA PumAB system has multiple mechanisms to regulate its 

expression, as well as the levels of toxin mRNA and the virulence produced by pumA is 

regulated by QS. 

Key Words: Toxin-Antitoxin System, plasmid stability, Pseudomonas aeruginosa, genetic 

regulation, plasmids, Quorum sensing. 
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III. INTRODUCCIÓN 

1. Sistemas toxina-antitoxina (TA) 

Los sistemas TA son elementos genéticos pequeños compuestos de un gen que 

codifica a una toxina y un gen que codifica a una antitoxina. Se encuentran en 

elementos genéticos móviles bacterianos y en cromosomas bacterianos, 

actualmente se agrupan en los seis tipos de sistemas TA (Leplae et al., 2011; Page 

and Peti, 2016). Los sistemas TA son codificados por genes que forman un operón, 

el espaciador rara vez se extiende más allá de 30 pares de bases (pb), y un pequeño 

solapamiento (1 a 20 pb en general) es la estructura más común. El orden de los 

dos genes también está bien conservado, con la antitoxina rio arriba (Figura 1), esta 

disposición contribuye a una alta proporción de antitoxina a toxina y asegura que la 

toxina se inactive en condiciones sin estrés (revisado en Sofos et al., 2015). Aunque 

hay una excepción, en el loci higBA el gen de la toxina está localizado rio arriba del 

de la antitoxina (Tian et al., 1996). En estos casos, tales diferencias en el orden de 

los genes podrían ejercer un efecto sutil sobre la proporción de toxina a antitoxina 

en la célula, que a su vez regula la función de la toxina (Yamaguchi et al., 2011). 

Por lo general, la transcripción de operones TA está regulada por la unión de la 

antitoxina o por un complejo formado por proteínas de toxina y antitoxina 

(Brzozowska and Zielenkiewicz, 2013). Todos los genes TA analizados son 

pequeños, su tamaño puede variar entre 120pb y 630 pb (Sevin and Barloy- Hubler, 

2007). Según Pandey y Gerdes (2005), las antitoxinas presentan de 41 a 206 

aminoácidos (aa) de longitud y las toxinas de 31 a 204 aa; también en este caso 

hay una excepción: la toxina del sistema HipBA es de 440 aa. Las antitoxinas son 

generalmente más cortas que sus toxinas asociadas (Korch and Hill, 2006).  
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Figura 1. Contexto genético general de loci TA. Se muestra la organización típica 

de loci TA con tamaños y perfiles de distancia (Adaptada de Sevin and Barloy- 

Hubler, 2007). 
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Las toxinas de los sistemas TA son proteínas, mientras que las antitoxinas son 

proteínas o RNAs pequeños (sRNA) (Unterholzner et al., 2013). Las toxinas de los 

sistemas TA se consideran moléculas dañinas para las células debido a sus efectos 

inhibitorios sobre el crecimiento celular, lo que lleva a la estasis de crecimiento en 

condiciones estresantes (Park et al., 2013). Las antitoxinas son más lábiles y se 

degradan más fácilmente en condiciones de estrés que las toxinas, lo que permite 

que las toxinas ejerzan sus efectos tóxicos (Yamaguchi et al., 2011). 

El primer sistema TA, ccdA/ccdB, fue descrito hace 30 años como un módulo de 

mejora de la estabilidad del plásmido F de Escherichia coli. Los sistemas TA 

codificados por plásmidos también se llaman módulos de adicción (Yarmolinsky, 

1995), ya que esta propiedad hace que la célula sea “adicta” o requiera la 

producción de antitoxina y por lo tanto a los genes TA. La amplia difusión de los 

sistemas TA en los genomas de bacterias es una consecuencia de su capacidad de 

moverse por la transferencia horizontal de genes (Pandey and Gerdes, 2005; 

Koonin and Wolf, 2008). Los sistemas TA han sido descritos también en los 

cromosomas, especialmente en islas genómicas, donde a menudo se encuentran 

en varias copias. Estos sistemas codificados cromosómicamente se han asociado 

con la virulencia de patógenos bacterianos (Hayes and Van Melderen, 2011; 

Unterholzner et al., 2013; De la Cruz et al., 2013). 

2. Clasificación de los sistemas TA 

Los sistemas TA se han clasificado en seis tipos diferentes de acuerdo con la 

naturaleza de las antitoxinas y la composición del sistema TA (Page and Peti, 2016). 

Los tipos I y III poseen antitoxinas de RNA que inhiben la síntesis de toxinas o 
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secuestran su toxina, mientras que los tipos II, IV, V y VI consisten en antitoxinas 

proteicas (revisado en Goeders and Van Melderen, 2014) (Figura 2): 

 Tipo I 

Las antitoxinas del Tipo I son RNAs antisentido inestables. En la mayoría de los 

casos la expresión de la toxina está regulada por apareamiento de bases del RNA 

de la antitoxina con el RNAm estable de la toxina. Esta interacción ha demostrado 

prevenir la unión al ribosoma y de este modo detener la traducción del RNAm de la 

toxina. 

 Tipo II 

Los sistemas TA de tipo II son los más estudiados en la actualidad debido a su 

abundancia en las bacterias y arqueas. Los genes están organizados en operones 

con la antitoxina situada rio arriba del gen de la toxina, aunque se conocen algunos 

ejemplos de organización invertida de genes, por ejemplo, higBA (Tian et al., 1996), 

hicAB (Jørgensen et al., 2009), mqsRA de E. coli (Brown et al., 2009) y brnTA de 

Brucella abortus (Heaton et al., 2012). Por lo general, la transcripción de genes TA 

es regulada sólo por la antitoxina o por el complejo formado por ambas proteínas; 

sin embargo, también se conocen sistemas de tres componentes, donde la tercera 

proteína juega un papel regulador específico (Smith and Rawlings, 1997; De la Hoz 

et al., 2000). La presencia de un exceso de la antitoxina respecto a la toxina asegura 

la formación de un complejo de estas dos proteínas y la inactividad de la toxina. En 

una situación en la que el nivel celular de la antitoxina disminuye, la toxina ya no 

puede ser neutralizada.  
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Figura 2. Tipos de Sistemas TA. Las toxinas se muestran en naranja y las 

antitoxinas en azul. A) Tipo I: la antitoxina RNAs se empareja con el RNAm de la 

toxina para inhibir la traducción. B) Tipo II: la antitoxina y la toxina son proteínas; en 

condiciones de crecimiento, la toxina se une a la antitoxina, lo que inhibe su 

actividad. Tanto la antitoxina como, en la mayoría de los casos, el complejo TA se 

unen al promotor TA para reprimir la transcripción. En condiciones de estrés, se 

activan las proteasas celulares como Lon y ClpXP que escinden preferentemente 

las antitoxinas, liberando las toxinas para inhibir el crecimiento al inhibir la traducción 

o la replicación. C) Tipo III: la antitoxina es un RNAm no codificante y se une con la 

toxina endoribonucleasa (RNasa), lo que resulta en la formación de complejos de 

RNA-toxina, que inhiben la actividad de la toxina. D) Tipo IV: la proteína antitoxina 
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estabiliza los filamentos bacterianos, mientras que la proteína toxina los 

desestabiliza; en ausencia de la antitoxina, esta desestabilización mediada por 

toxinas inhibe la división celular. E) Tipo V: la antitoxina GhoS es una RNasa 

específica para el RNAm de la toxina; En condiciones de estrés, el RNAm de la 

antitoxina es degrada por la toxina MqsR, lo que resulta en la traducción de GhoT y 

lisis de membrana. F) Tipo VI: la antitoxina SocA es una proteína adaptadora que 

se une a la toxina SocB para promover su degradación por ClpXP. Cuando no se 

degrada, la toxina inhibe la replicación del DNA (Modificado de Page and Peti, 

2016). 
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La forma de regulación de los sistemas TA tipo II por parte de la antitoxina puede 

ser de dos formas: la primera cuando se inhibe la actividad de la toxina mediante la 

formación de un complejo toxina-antitoxina, la segunda cuando el complejo toxina-

antitoxina o la antitoxina se unen a la región promotora del operón inhibiendo la 

transcripción de ambos componentes, esto dependerá de las proporciones 

equimolares entre la antitoxina y la toxina. (Jensen and Gerdes, 1995). El sistema 

TA tipo II es el único tipo en el que la proteína antitoxina se une directamente a la 

toxina, formando un complejo proteína-proteína, que secuestra la toxina y neutraliza 

su actividad (Goeders and Van Melderen, 2014). 

Originalmente los sistemas TA tipo II se agruparon en familias basadas en la 

similitud de secuencia y estructura de los genes, y se supone que cada familia de 

toxinas se asocia con una familia antitoxina específica. Sin embargo, ahora se ha 

hecho evidente que existen muchos sistemas híbridos donde un locus TA contiene 

una toxina de una clase y una antitoxina de otra clase. Recientemente, se sugirió 

clasificar las toxinas en diez familias: ccdAB, mazEF, vapBC, phd/doc, parDE, ε-ζ, 

higBA, relBE, hipBA y hicAB, las cuales pueden ser codificadas por plásmidos o 

cromosomas (Gerdes et al, 2005; Fivian-Hughes and Davis, 2010; Leplae et al., 

2011). Por otro lado las antitoxinas se clasificaron en 20 familias, por ejemplo las 

antitoxinas HTH, las cuales tienen un motivo Helice-Giro-Helice (HTH; helix-turn-

helix) de unión de DNA y neutraliza a su toxina afín a nivel transcripcional; además, 

se identificaron cuatro familias de toxinas 'solitarias' que no están flanquedas por 

antitoxinas y que mostraron inhibición del crecimiento si se sobreexpresan en E. coli 

(Leplae et al, 2011). El sistema TA tipo II relEB es uno de los más estudiados, se ha 
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reportado que la toxina RelE es capaz de cortar el RNAm en el sitio A ribosómico, 

por lo cual inhibe la traducción de proteínas, y su antitoxina RelB, se une e inhibe 

RelE, y está regula la transcripción a través de la unión del operador y la 

cooperatividad condicional controlada por RelE (Bøggild et al, 2012). 

 TIPO III 

Recientemente, un sistema TA tipo III se descubrió en un plásmido de Erwinia 

carotovora (Fineran et al., 2009). Al igual que en los sistemas tipo I y II, la toxina 

ToxN es una proteína mientras que la antitoxina ToxI es una molécula de RNA. En 

su modo de acción, ToxI no inhibe la expresión de la toxina, sino más bien inhibe la 

actividad de la toxina, mediante el secuestro de la toxina por la formación de un 

complejo (Pecota and Wood, 1996; Blower et al., 2011). Curiosamente, el sistema 

de tipo III se descubrió como un sistema de protección de bacterias contra 

infecciones de bacteriófagos. Se detectó un pequeño número de homólogos de 

toxinas tipo III tanto en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Fineran et al., 

2009; Hayes and Van Melderen, 2011). 

 TIPO IV 

Se propuso una designación de sistema TA tipo IV para el módulo TA yeeU/yeeY 

(también llamado ctbA/ctbB) de E. coli. El análisis funcional de este sistema TA 

reveló que la toxina YeeV interactúa con MreB (actina) y FtsZ (tubulina) y por lo 

tanto interfiere con su polimerización (Masuda et al., 2012). Mientras que la toxina 

y la antitoxina de todas los demás sistemas TA interactúan a nivel del RNA o de la 
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proteína, la toxina y la antitoxina de este tipo de sistema TA no interactúan 

directamente (Unterholzner et al., 2013). 

 TIPO V 

Recientemente, el sistema TA GhoS/GhoT de E. coli se designó como un sistema 

tipo V. La proteína antitoxina GhoS tiene una actividad de endoribonucleasa 

específica de la secuencia para la escisión del RNAm de la toxina GhoT, por lo tanto 

evita la traducción de la toxina (Wang et al., 2012). Este es el único caso descrito 

en el que la antitoxina tiene una actividad enzimática (Lobato-Márquez and Díaz-

Orejas, 2016). 

 TIPO VI 

SocAB es el único sistema TA tipo VI encontrado en la actualidad (Aakre et al., 

2013). La antitoxina SocA es una proteína adaptadora que se une a la toxina SocB. 

A diferencia de los módulos TA tipo II, SocA no neutraliza a SocB directamente, sino 

que promueve su degradación por una proteasa específica (Lobato-Márquez and 

Díaz-Orejas, 2016). 

3. Mecanismos de acción de los sistemas TA 

En los sistemas TA, las moléculas de toxina (proteínas) son considerados como 

moléculas dañinas para las células (Kunin and Ouzounis, 2003). Los tiempos de 

vida de las moléculas de toxina y antitoxina son muy diferentes en las células: las 

moléculas de toxina tienden a ser estables mientras que las moléculas de antitoxina 

tienden a ser inestables. Por lo tanto, para evitar los efectos tóxicos de las moléculas 

de toxina, las moléculas de antitoxina son producidas continuamente (Aizenman et 
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al., 1996). Las dianas celulares de estas toxinas son muy diversas e incluyen la 

replicación del DNA, la estabilidad del RNAm, la síntesis de proteínas, la biosíntesis 

de la pared celular, y la síntesis de ATP. Los sistemas TA pueden jugar un papel en 

la supervivencia celular bajo condiciones de estrés tales como falta de aminoácidos, 

el tratamiento con antibióticos, cambio de temperatura y el estrés oxidativo, a pesar 

de que los sistemas TA no son esenciales para el crecimiento celular normal (Van 

Melderen and Saavedra De Bast, 2009; Yamaguchi et al., 2011). 

4. Sistemas TA cromosómicos 

Los genes TA también se encuentran localizados en los cromosomas bacterianos, 

aunque su papel exacto en este entorno se debate (Keren et al., 2004; Buts et al., 

2005; Gerdes et al., 2005; Engelberg-Kulka et al., 2006; Szekeres et al., 2007; 

Nariya and Inouye, 2008). Un análisis completo de los genomas de procariontes han 

puesto de relieve la diversidad en la distribución de los sistemas TA (Anantharaman 

and Aravind, 2003; Pandey and Gerdes, 2005; Sevin and Barloy-Hubler, 2007). Sin 

embargo, se ha descrito que no existe correlación entre el número de sistemas TA, 

el estilo de vida, la pertenencia a un phylum, o la tasa de crecimiento. 

Algunos genomas tales como los de Nitrosomonas europaea, Sinorhizobium 

meliloti, y Mycobacterium bovis contienen más de 50 sistemas TA putativos (Pandey 

and Gerdes, 2005). Algunos otros contienen ninguno o muy pocos (menos de tres) 

sistemas TA putativos, como Rickettsia prowazeki, Campylobacter jejuni, o Bacillus 

subtilis. La presencia de al menos 33 sistemas TA en E. coli y más de 60 sistemas 

TA en Mycobacterium tuberculosis sugiere que los sistemas TA están implicados no 

sólo en la fisiología bacteriana normal, sino también en la patogenicidad de las 
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bacterias (Leplae et al., 2011). Mediante un análisis bioinformático se encontró que 

en el genoma de Salmonella typhimurium están presentes 11 sistemas TA de tipo 

II, de los cuales varios se conservan en otras cepas patógenas de la misma especie 

pero están ausentes en cepas no patógenas, lo que sugirió que ciertos sistemas TA 

podrían tener un papel en la patogenicidad de Salmonella. Adicionalmente, se 

demostró que la actividad del sistema sehAB de S. typhymurium, juega un papel en 

la virulencia en ratones (De la Cruz et al., 2013). 

5. Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa es una bacteria Gram-negativa perteneciente a la rama de las 

proteobacterias, misma a la que pertenecen las enterobacterias (Pace, 1997). Se 

encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, se puede aislar de muestras de 

suelo, pantanos y hábitats marinos costeros, así como de plantas y animales. Ésta 

puede utilizar el nitrógeno como un aceptor de electrones para respirar bajo 

condiciones anaeróbicas, tiene un mínimo de requerimiento nutrimental y puede 

crecer a temperaturas arriba de 42°C (Pier, 2005), además, es capaz de prosperar 

en múltiples nichos. Se ha reportado el aislamiento de P. aeruginosa de ambientes 

tan inhóspitos como son el combustible de aviónes, soluciones de clorhexidina y el 

jabón (Hardalo and Edberg, 1997). 

P. aeruginosa puede infectar a diferentes organismos, incluyendo levaduras (Hogan 

and Kolter, 2002), al nematodo Caenorhabditis elegans (Mahajan-Miklos et al., 

1999), insectos (Jander et al., 2000), plantas (Elrod and Braun, 1942; Rahme et al., 

1995) y mamíferos (Glazebrook et al., 1978; Hammer et al., 2003). Ademas, es 

capaz de resistir a varios antibióticos y desinfectantes. Así mismo, se ha descrito 



19 
 

que esta bacteria emplea los mismos determinantes de virulencia para infectar 

diferentes hospederos, desde plantas hasta humanos (Fajardo et al., 2008). Es el 

patógeno más comúnmente asociado con la mortalidad de pacientes con fibrosis 

quística (Battle et al., 2008). 

Pseudomonas aeruginosa es uno de los patógenos oportunistas más importantes 

en humanos. Pertenece al grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa y 

Enterobacter spp.), que es un grupo de bacterias resistentes a los antibióticos que 

son causas comunes de infecciones nosocomiales potencialmente mortales 

(Pendleton et al., 2013). Los pacientes con enfermedades crónicas o sistemas 

inmunes comprometidos debido a inmunodeficiencia o quemaduras tienen un mayor 

riesgo de infección por P. aeruginosa (Quick et al., 2014). El éxito de las infecciones 

por P. aeruginosa se debe en gran medida a la producción de factores de virulencia 

para provocar enfermedades tanto en plantas como en animales y su capacidad 

para formar biopelículas (Rahme et al., 2000). La producción de varios factores de 

virulencia en P. aeruginosa se controla según la densidad celular a través de dos 

sistemas de detección de quórum sensing (QS). La red QS de P. aeruginosa está 

organizada en una jerarquía de varias capas que consta de al menos cuatro 

mecanismos de señalización interconectados, que incluyen las, iqs, pqs y rhl (Lee 

and Zhang, 2015). 

En el 2000, se obtuvo la secuencia completa del genoma de la cepa PAO1 de P. 

aeruginosa, que fue aislada de un paciente con otitis media. Esta secuencia ya se 

encuentra disponible en internet (www.pseudomonas.com) y su análisis fue 

http://www.pseudomonas.com/
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publicado (Stover et al., 2000). El tamaño aproximado del único cromosoma circular 

(www.pseudomonas.com) que forma el genoma de esta bacteria es de cerca de 6.3 

millones de pares de bases y un total de 5570 marcos de lectura abiertos. PAO1 es 

una cepa estándar del laboratorio y es ampliamente usada en estudios de 

investigación básica (Holloway, 1955). Cuando fue secuenciado el genoma de ésta 

cepa se reveló que este posee un gran número de genes que están involucrados en 

la regulación, catabolismo, transporte y expulsión de factores de virulencia, además 

de codificar proteínas de membrana involucradas en adhesión, motilidad y eflujo de 

antibióticos, al igual que varios sistemas putativos de quimiotaxis (Stover et al., 

2000). 

5.1 Factores de virulencia 

Los patógenos bacterianos infectan una amplia variedad de hospederos, en todos 

los casos, los patógenos pueden tener la habilidad para reconocer, asociarse con 

la explotación de la reserva de nutrientes y combatir las respuestas de defensas de 

su hospedero específico (Rahme et al., 2000), para acoplarse a estas tareas, los 

patógenos usan un arsenal extenso de factores relacionados a virulencia. Las 

bacterias a lo largo de la evolución han adquirido características que les permiten 

invadir el ambiente del hospedero, expresar receptores superficiales especializados 

para su adhesión (Meylan et al., 2006), permanecer en estos sitios a través de 

procesos de colonización, evadir al sistema inmune (Diacovich and Gorvel, 2010) y 

finalmente causar daño tisular con el fin de lograr acceso a fuentes de nutrientes 

necesarios para su crecimiento y reproducción. Por lo que el factor o determinante 
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de virulencia es un componente microbiano que favorece el crecimiento o 

sobrevivencia durante la infección (Tortora et al., 2007; Wu et al., 2008). 

Usando a la cepa de Pseudomonas aeruginosa PA14 se evidenció que ésta bacteria 

usa un subconjunto de factores de virulencia para provocar la enfermedad tanto en 

plantas (Arabidopsis thaliana), como en animales (Ratones) (Rahme et al., 1995; 

He et al., 2004), en el nematodo Caenorhabditis elegans (Mahajan-Miklos et al., 

1999; Tan et al.,1999; Tan and Ausubel, 2000) y en el insecto Galleria melonella 

(Jander et al., 2000), así como en Drosophila melanogaster (Lutter et al., 2012). Los 

factores de virulencia de P. aeruginosa facilitan la invasión de tejidos y la 

propagación, en la que se incluyen al pilus, al flagelo, endotoxinas, exotoxinas, 

factores de permeabilidad vascular, y una variedad de enzimas secretadas (Ben et 

al., 2011). Las proteasas de P. aeruginosa degradan una gran variedad de proteínas 

del hospedero y tienen un efecto destructivo directo en los tejidos (Kawaharajo et 

al., 1975; Holder and Neely, 1991), un ejemplo es la elastasa (LasB), una proteína 

metaloproteasa con baja especificidad de sustrato, que degrada las proteínas del 

hospedero, tales como elastina, colágeno, transferinas e inmunoglobulinas 

(Galloway, 1991). La elastasa actúa de acuerdo con las proteasas LasA y las 

proteasas alcalinas que causan una elastolisis eficiente, la cual es requerida para el 

daño del tejido asociado con la patogénesis de P. aeruginosa (Peters and Galloway, 

1990). Otro ejemplo de factor de virulencia es la cápsula de alginato de P. 

aeruginosa, la cual juega un rol esencial en la infección pulmonar crónica en 

pacientes con fibrosis quística (Ohman et al., 1980; Zielinski et al., 1991). 
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Algunos de los factores de virulencia son regulados por factores externos o internos 

de la célula, por ejemplo, la fosfolipasa C es regulada por la disponibilidad de fosfato 

(Pritchard and Vasil, 1986; Shortridge et al., 1992), mientras que la exotoxina A y la 

elastasa son reguladas por la concentración de hierro en el medio de crecimiento 

(Grant and vasil, 1986). Además, la producción de un gran número de exoproductos, 

incluyendo elastasa, proteasa alcalina, la proteasa LasA, hemolisina, piocianina y 

ramnolipidos son dependientes de la densidad celular y son regulados por la 

llamada cascada de quorum-sensing (Pesci and Iglewski, 1997), esta cascada es 

mediada por homoserina lactonas de baja masa molecular que son sintetizadas por 

los productos de los genes lasI y rhlI, así regulando la producción de una variedad 

de factores específicos relacionados a virulencia, involucrando al quorum-sensing 

en la diferenciación de biofilms en P. aeruginosa (McLean et al., 1997; Davies et al., 

1998). Otro factor de virulencia regulado por quorum sensing es la piocianina, una 

fenazina color azul verdoso (Fuqua et al., 1994; Pesci and Iglewski, 1997), este 

metabolito secundario tiene actividad microbiana en contra de varias especies de 

bacterias, hongos y protozoarios, teniendo como cualidad atribuida la de potencial 

activo redox (Hassan and Fridovich, 1980; Sorensen et al., 1983). 

5.2 Sistema Quorum Sensing 

La comunicación célula a célula por medio de moléculas difusibles permite que las 

bacterias desencadenen respuestas coordinadas para lograr resultados que de otro 

modo resultarían imposibles para una sola célula (Jiménez et al., 2012). El Quorum-

sensing (QS) es considerado un mecanismo de comunicación entre bacterias que 

permite regular procesos importantes como la formación de biopelículas, la 
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producción de metabolitos secundarios, la expresión de mecanismos de resistencia 

al estrés y la expresión de factores de virulencia (Antunes et al., 2010). Tales 

fenómenos se llevan a cabo a través de mecanismos de autoinducción de señales 

químicas presentes tanto en bacterias Gram negativas como en Gram positivas 

(Whitehead et al., 2001). Las N-Acyl homoserina lactonas (AHLs) fueron las 

primeras señales bacterianas célula a célula que fueron descubiertas, además de 

que son las moléculas de comunicación más estudiadas (Jiménez et al., 2012). Un 

gran número de bacterias Gram negativas producen y usan éstas señales para 

controlar y regular la expresión de genes de una manera dependiente de la densidad 

celular (Fuqua and Greenberg, 1998; Whitehead et al., 2001; Withers et al., 2001). 

En general, las AHLs consisten en ácidos grasos de longitud variable, ligados vía 

un enlace peptídico a la homoserina lactona. En Pseudomonas aeruginosa 

coexisten dos sistemas AHL: el sistema Las y Rhl. El sistema Las produce y 

responde a N-3-oxo-dodecanoil homoserina lactona (3-oxo-C12-HSL), la cual es 

producida por la sintasa LasI y reconocida por el regulador transcripcional LasR 

(Passador et al., 1993; Rampioni et al., 2007). El sistema Las, controla la producción 

de múltiples factores de virulencia involucrados en infecciones agudas y daño a las 

células hospederas, incluyendo a LasA, LasB, elastasas, exotocina A y la proteasa 

alcalina (Toder et al., 1991; Gambello et al., 1993; Passador et al., 1993). El 

segundo sistema, el Rhl, produce y responde a N-butanoil homoserina lactona (C4-

HSL) (Pearson et al., 1995), ésta molécula es generada por la sintasa RhlI y es 

reconocida por el regulador transcripcional RhlR, este complejo regula la expresión 

de varios genes, incluyendo genes responsables de la producción de rhamnolipidos, 

y reprimiendo genes de respuesta para ensamblaje y función del sistema de 
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secreción tipo III, el mayor determinante de infecciones en humanos, el cual permite 

liberar proteínas toxicas dentro del citoplasma de células eucariotas (Bleves et al., 

2005). Existe una relación entre los sistemas Las y Rhl: el sistema Las, controla al 

sistema Rhl, el complejo 3-oxo-C12-HSL-LasR directamente sobre regula la 

transcripción de rhlR (Latifi et al., 1996) (Figura 3). 

Se ha reportado que existe una correlación significativa entre los sistemas QS y los 

sistemas TA en aislados clínicos de P. aeruginosa con una alta capacidad de 

formación de biopelículas (Hemati et al., 2014). 

5.3 Sistemas TA de P. aeruginosa 

Williams et al., (2011) encontraron la presencia de los sistemas TA RelEB, HigAB y 

ParDE en 42 aislados clínicos de P. aeruginosa, demostraron la transcripción de los 

genes de los sistemas encontrados, concluyendo que estos tres sistemas TA son 

altamente prevalentes y se transcriben en cepas de P. aeruginosa, sugiriendo que 

esta bacteria es susceptible a las estrategias antibacterianas basadas en la 

activación de los sistemas TA para que la toxina liberada mate a la célula bacteriana 

que contiene a dicho sistema. Además, en un trabajo se mostró que 174 aislados 

clínicos de P. aeruginosa, los sistemas TA relBE y higBA eran universales, pero el 

sistema parDE era menos frecuente (Savari et al., 2016). 

En P. aeruginosa PAO1 se han reportado genes que codifican a probables sistemas 

TA tipo II RelBE, ParDE y HigBA, sin embargo estos no se han caracterizados 

(Pandey and Gerdes, 2005). Un sistema TA prominente que se encuentra en 

muchos patógenos es HigB/HigA, en el que la antitoxina HigA enmascara la 

toxicidad de la toxina HigB.  
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Figura 3. Regulación de la virulencia y las interacciones entre los sistemas 

Las y Rhl de Quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa. Después de que 

se produjo una concentración umbral del 3-oxo-C12-HSL, el complejo 3-oxo-C12-

HSL-LasR se une a las regiones promotoras de múltiples genes, activando o 

reprimiendo la transcripción. Entre los genes regulados positivamente por este 

complejo son lasI, que aumenta la producción de 3-oxo-C12-HSL (efecto de 

autoinducción), y rhlR, lo que aumenta la producción de rhl, regulador de respuesta 

de RhlR, activando una segunda vía de AHL en una etapa anterior. Los factores de 

virulencia regulados por cada respectivo complejo receptor-ligando se detallan en 

los recuadros de la izquierda (Jiménez et al., 2012).  
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Los genes para el sistema TA HigB/HigA se encuentran en el plásmido 

Rts1originalmente aislado de Proteus vulgaris y se encuentra en los cromosomas 

de los patógenos Vibrio cholerae (Gerdes et al., 2005), Acinetobactor baumanni 

(Jurenaite et al., 2013), S. typhimurium (De la Cruz et al., 2013), Yersinia pestis 

(Goulard et al., 2010), M. tuberculosis (Schuessler et al., 2013), E. coli CFT073 

(Pandey and Gerdes, 2005). Además HigBA está muy difundido en aislamientos 

clínicos de P. aeruginosa (Williams et al., 2011). 

P. aeruginosa PA14(es una bacteria altamente virulenta) posee un sistema TA tipo 

II en el que la antitoxina HigA enmascara la actividad de RNasa de la toxina HigB a 

través de la unión directa. Además la toxina HigB reduce la producción de los 

factores de virulencia como piocelina, piocianina y la formación de biopelícula 

(Wood and Wood, 2016). 
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IV. ANTECEDENTES 

1. Plásmido pUM505 

El plásmido conjugativo pUM505 fue aislado de una cepa clínica de P. aeruginosa 

de un paciente hospitalizado (Cervantes and Ohtake, 1988). En el 2011, se realizó 

la secuenciación y el análisis de la secuencia del plásmido; y se encontró que es un 

replicón circular de 123,332 pares de bases (pb) donde se identificaron 138 regiones 

codificantes (Figura 4) (Ramírez-Díaz et al., 2011). 

El plásmido pUM505 posee dos islas genómicas, la primera de 67 kb corresponde 

a una isla de patogenicidad (PAI) y la segunda, de 31 kb, corresponde a una isla 

genómica que contiene genes de resistencia a metales. Las PAIs son típicamente 

grandes regiones genómicas (10-200 kb) que están presentes en los genomas de 

las cepas patógenas en donde se localizan genes que codifican a factores de 

virulencia de bacterias patógenas, como adhesinas, toxinas, y los sistemas de 

secreción de proteínas (Hacker and Kaper, 2000). La PAI de pUM505 consiste en 

78 marcos de lectura abiertos (orfs 1-51 y 112-138), posee genes implicados en la 

replicación del plásmido, la transferencia por conjugación y genes relacionados con 

virulencia (Ramírez-Díaz et al., 2011).   
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Figura 4. Mapa genético del plásmido pUM505 de P. aeruginosa. Las regiones 

codificantes se muestran con flechas o puntas de flecha, indicando la dirección de 

la transcripción. Las posibles funciones asignadas de las proteínas codificantes se 

agrupan de acuerdo a los diferentes colores mostrados en el cuadro de la derecha, 

indicando también las proteínas hipotéticas. La isla de patogenicidad (PAI) se 

muestra con una barra roja y la isla de resistencia a metales pesados con una barra 

negra. Se indica el origen de replicación (ori) y con barras azules las regiones 

relacionadas con la transferencia, replicación, resistencia a mercurio (HgR) y 

resistencia a cromato (CrR) (Modificado de Ramírez-Díaz et al., 2011). 
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Se ha sugerido que pUM505 podría proporcionar a las cepas de Pseudomonas una 

amplia variedad de rasgos adaptativos que pueden comprender factores selectivos 

para la distribución y prevalencia de este plásmido en diversos entornos (Ramírez-

Díaz et al., 2011). 

1.1  Sistema TA PumAB 

La PAI del plásmido pUM505 posee los orfs 123 y 124 (renombrados pumA y pumB, 

respectivamente) y codifican para un sistema toxina-antitoxina. El gen pumA 

codifica una proteína 55% idéntica a la proteína RelE (componente tóxico) del 

sistema TA de Klebsiella pneumoniae. El gen pumB codifica un probable regulador 

transcripcional 82% similar a la proteína de la antitoxina HTH (Helix-Turn-Helix) de 

Pseudomonas alcaligenes, por lo que fue clasificado como un sistema TA tipo II 

(Figura 5). El sistema PumAB mostró ser un sistema TA no convencional, dado que  

los genes del operón pumAB muestran una organización génica diferente a la 

mayoría de los sistemas TA tipo II, en donde usualmente el gen que codifica a la 

antitoxina precede al gen de la toxina (Hernández-Ramírez, 2015). Además, las 

proteínas del sistema PumAB no son canónicas, PumA es una toxina tipo RelE, 

toxina que forma parte de sistemas TA en conjunto con la antitoxina RelB; mientras 

que la proteína PumB es similar a las antitoxinas tipo HTH. Los genes pumA y pumB 

son expresados a través de un RNAm bicistrónico, indicando que ambos genes se 

co-expresan, lo que sugirió que forman un operón (Hernández-Ramírez, 2015). El 

sistema PumAB es capaz de conferir la estabilidad de plásmidos en E. coli, de 

manera similar a otros sistemas TA codificados en plásmidos.  
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Figura 5. Sistema TA PumAB en el plásmido pUM505 de P. aeruginosa. A) 

Arreglo genómico del probable sistema TA PumAB en el plásmido pUM505. Con 

flechas azules se indican los genes pumA (RelE) y pumB (HTH) con una región 

sobrepuesta de 4 pb. Se indica el tamaño predicho en aa de las proteínas PumA 

(toxina) y PumB (antitoxina) codificadas, y en gris se muestran los genes aledaños. 

P.H.: Proteína Hipotética. B) Características de los productos proteicos predichos 

después de hacer el cluster (Hernández-Ramírez, 2015). 
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La transferencia y sobreexpresión de pumA en E. coli BL21 generó la inhibición del 

crecimiento bacteriano, sugiriendo que PumA podría generar un efecto toxico en la 

bacteria (Hernández-Ramírez, 2015). La inhibición del crecimiento bacteriano ha 

sido descrita como una función de las toxinas. En E. coli K-12 (MG1655), las toxinas 

RelE, MazF, YeeV e YkfI inhibieron el crecimiento bacteriano cuando se 

sobrexpresaron ectópicamente (Ahidjo et al., 2011; Pedersen et al., 2002). 

Los sistemas TA encontrados en cromosoma han sido relacionados con el aumento 

de la virulencia de sus hospederos bacterianos, incluyendo M. tuberculosis (Sala et 

al., 2014) y E. coli (Norton and Mulvey, 2012). Interesantemente, la transferencia 

del gen pumA aumentó la virulencia de P. aeruginosa, ya que transformantes con el 

gen generaron la muerte de ratones además de aumentar la invasión de P. 

aeruginosa en tejidos como corazón, pulmón y riñón (Hernández-Ramírez, 2015) 

(Figura 6). Estos datos sugirieron que la proteína PumA podría actuar como un 

factor de virulencia para la bacteria. La transferencia conjunta de los genes pumA y 

pumB a P. aeruginosa no generó el aumento de la virulencia de las transformantes, 

sugiriendo que PumB neutraliza los efectos tóxicos de PumA (Hernández-Ramírez, 

2015). Varios sistemas TA cromosómicos causan que sus hospederos bacterianos 

generen una mayor virulencia contra los animales, incluidos los sistemas de TA de 

E. coli (Norton and Mulvey, 2012), Salmonella typhimurium (De la Cruz et al., 2013), 

M. tuberculosis (Sala et al., 2014), L. interrogans (Komi et al., 2015); sin embargo, 

esta relación no había sido descrita para elementos de sistemas TA codificados por 

plásmidos. 
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Figura 6. Invasividad de P. aeruginosa en ausencia o presencia de los genes 

pumA y pumB en órganos de ratón. Se inocularon ratones por vía intravenosa 

con la diferentes cepas, después de 48 h se extrajeron diferentes tejidos y se 

determinó las UFC obtenidas de placas de Agar Nutritivo a 37°C. A) UFC en 

corazón; B) UFC en pulmones y C) UFC en riñones. Se grafican barras en diferentes 

colores dependiendo de la cepa utilizada. Se muestran las barras de error estándar 

de la media, n= 7. P <0.05, pos hoc, prueba de Tukey. (Modificado de Hernández-

Ramírez, 2015).   

B) 

A) 
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V. JUSTIFICACIÓN 

Los sistemas TA se encuentran ampliamente distribuidos en plásmidos y 

cromosomas bacterianos, principalmente en bacterias patógenas. Los genes pumA 

y pumB del plásmido pUM505 codifican un sistema TA tipo II que participa en la 

estabilidad plasmídica. La proteína PumA del sistema PumAB incrementa la 

virulencia de P. aeruginosa, una de las principales bacterias causantes de 

infecciones oportunistas en humanos que produce factores de virulencia regulados 

por el sistema de Quorum sensing. Además, la virulencia conferida por PumA es 

neutralizada por función de la antitoxina PumB. Los sistemas TA tipo II pueden ser 

regulados de dos formas, a nivel transcripcional con la unión de la antitoxina a la 

región promotora-operadora y/o con la inhibición de la actividad de la toxina 

formando un complejo Toxina-Antitoxina. Por lo que es de interés caracterizar la 

forma de regulación del sistema TA de pUM505. 
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VI. HIPÓTESIS 

El sistema TA PumAB de pUM505 que confiere virulencia mediante la proteína 

PumA (toxina), de forma dependiente de quorum sensing, es regulado por la 

proteína PumB (Antitoxina) a nivel transcripcional y mediante la interacción con 

PumA (toxina). 
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VII. OBJETIVOS 

General 

Caracterizar el mecanismo de regulación del sistema TA del plásmido pUM505 por 

parte de la antitoxina PumB. 

Específicos 

1. Determinar si la antitoxina PumB neutraliza a la toxina PumA mediante la 

inhibición de su actividad.  

2. Determinar si la antitoxina PumB es un regulador transcripcional del operón 

pumAB. 

3. Establecer si el sistema TA PumAB es regulado por el sistema de Quorum 

sensing. 
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VIII. RESULTADOS 

Los resultados generados durante la realización del presente proyecto se presentan 

en tres capítulos: 

CAPITULO I. Artículo: Plasmid pUM505 encodes a Toxin-Antitoxin system 

conferring plasmid stability and increased Pseudomonas aeruginosa virulence. 

CAPITULO II. Artículo: Role of PumB Antitoxin as a Transcriptional Regulator of 

the PumAB Type-II Toxin-Antitoxin System and its Endoribonuclease Activity on 

PumA (Toxin) transcript. 

CAPITULO III. Artículo: Virulence conferred by PumA toxin from the plasmid 

encoded PumAB Toxin-Antitoxin System is Regulated by Quorum System. 
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CAPITULO I 

Artículo: Plasmid pUM505 encodes a Toxin-Antitoxin system conferring plasmid 

stability and increased Pseudomonas aeruginosa virulence. 
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Suplementary material  

 

Figure S1. Multiple sequence alignment of RelE homologues. Shaded black and grey 

areas correspond to identical and similar residues, respectively. Conserved residues 

among RelE family members are indicated by asterisks, and dots denote type-conserved 

residues. Secondary-structure elements were predicted using the MINNOU program 

according to PumA protein from pUM505 are indicated above the sequences. RelE 

proteins: PumA, putative RelE-type toxin from pUM505; PA, putative toxin from 

Pseudomonas putida; KP, putative RelE from Klebsiella pneumoniae; EC, YoeB (RelE-

type toxin) from Escherichia coli; MJ, MjRelE (RelE-type toxin) from Methanococcus 

jannaschii, and PH, PhRelE (RelE-type toxin) from Pyrococcus horikoshii.  

 

  

 

 

 

          .                                          *.  . 

PumA   MVEV--KQTATFMAWES----KLKDRRAKAVIAA-RIFRLANGLPGDVSPVGQGVS--  49 

PA     MKTI--KQTATYRNWER----KLRDKQAKAIIAA-RVFRVAHGLLGDVQPVGQGIS--  49 

KP     MKTI--YTTEAFDDWFD----GLRDKMAQKRIQA-RIKRAEVGNFGD-EPVGEGVS--  48 

EC     MAYFLDFDERALKEWRKLGS-TVREQLKKKLVEVLESPRIEANKL-------RGMPDC  50 

MJ     MKVL--FAKTFVKDLKHVPG-HIRKRIKLIIEECQNSN-SLNDLKLDIKKI-KGYH--  51 

PH     MTYRVKIHKQVVKALQSLPKAHYRRFLEF--RDILEYE-PVPREKFDVIKL-EGTGDL  54 

 

 

  

           

          *.*     *.         .   

PumA   -ELRIHYGPGYRVYFQQRGTEIVILLCG-GDKSSQARDIEMAKRLANEW-RPQ   99 

PA     -ELRIHHGPGYRVYFQQRGNQLVLLLCG-GDKSSQARDIETAKTLASQWSDDE  100 

KP     -EMRIHYGPGYRVYFVQNGIEVVILLAG-GDKSTQQKDIKLALEL----ARQL   95 

EC     YKIKLR-SSGYRLVYQVIDEKVVVFVISVGKRERSEVYSEAV-------KRIL   95 

MJ     NYYRIRV-GNYRIGIEVNGDTIIFRRVLH-----------RKSIY----DYFP   90 

PH     DLYRARL-GDYRVIYSVNWKDKVIKI-LK-----------LKPRG----RAY    90 

 

b1	 b2	

b3	 b4	 b5	

a1	 a2	

a3	
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Figure S2. Multiple sequence alignment of HTH-type antitoxin homologues. Shaded 

black and grey areas correspond to identical and similar residues, respectively. 

Secondary-structure elements predicted using the MINNOU program corresponding to the 

Helix-Turn-Helix (HTH) DNA-binding domain according to PumB from plasmid pUM505 

are indicated above the sequences. HTH-type proteins: PumB, putative antitoxin from 

pUM505; PA, HTH putative protein from Pseudomonas alcaligenes and EC, MazE 

antitoxin from E. coli.  

  

a1	

a2	

PumB      -MTEQIYDYDPAQALDSPEAMALFIADALDTGDTAYIAKAMGVV----ARAKGMTELAKE 55 

PA        -MTELIYDYDPAQALDGPEAIAVFIADALDTGDAAYIAKAMGVV----ARAKGMTELAKE 55 

EC        MIHSSVKRWGNSPAVRIPATLMQAL--NLNIDDEVKIDLVDGKLIIEPVRKEPVFTLAEL 58 

 

 

 

PumB      -TGLAREQLYKSFSERGNPTLKTMLAVMRALGVDLTARPHAQ 96 

PA        -TGLAREQLYKSFSERGNPTLKTMLVVMRALGVDLTARPHTQ 96 

EC        VNDITPENLH-ENIDWGEPKDKEVW----------------- 83 
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Figure S3. Isolation of plasmids from E. coli JM101 transformants. Agarose gels show 

the presence or absence of plasmid bands of pJET-orf131 (a, b, c) or pJET-pumAB (d, e, 

f) from colonies obtained from nutrient agar plates without Ampicillin. M, Molecular size 

markers (in kilobases); lanes 1–7, plasmid DNA mini-prep isolation of independent 

samples from day 2 (a, d), day 4 (b, e), and day 6 (c, f) subcultures. Arrows to the right 

signal the position of pJET-derivative plasmids.  
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Figure S4. Effects of pumA gene expression on bacterial growth. (a) Growth of P. 

aeruginosa PAO1 or (b) E. coli JM101 strains with or without the pumA gene. Bacterial 

cultures were grown overnight in LB broth and diluted 1:100 in 25 ml of fresh medium. 

Flasks were incubated at 37°C with shaking, and growth was monitored at intervals as 

Optical Density (OD) at 600 nm (OD600) with a spectrophotometer. (○), P. aeruginosa 

PAO1 (pUCP20); (●), PAO1 (pUC-pumA); (□), JM101 (pUC20), and (■), JM101 (pUC-

pumA). Data shown are the means of three independent assays, in duplicate with 

Standard Error (SE) bars shown. (c) Expression levels of pumA from cultures of P. 

aeruginosa PAO1 (left) or E. coli (right) strains with or without the pUC-pumA plasmid 

determined by RT-qPCR. Values represent the means of two independent determinations 

in duplicate with Standard Error (SE) bars shown, normalized with respect to transcription 

of the 16S gene from P. aeruginosa or E. coli, respectively. Statistical analysis was 

conducted with Student t test to compare the expression and significant differences (p 

<0.0001) and are indicated by asterisks (***). 
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Figure S5. Viability of E. coli cells by overexpression of pumA or pumAB co-

expression. Cultures of E. coli BL21 (pTrcHis-pumA) or E. coli BL21 (pTrcHis-pumAB) 

were grown at 37°C with shaking in Nutrient Broth, and growth was monitored at intervals 

at 600 nm (OD600) with a spectrophotometer. Serially diluted samples from log and 

stationary phase were taken and plated on nutrient agar with Ampicillin. Plates were 

incubated for 24 h at 37°C and Colony-Forming Units (CFU) were measured for each 

condition. The data shown are means from the duplicates of two independent assays with 

Standard Error (SE) bars shown. 
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Figure S6. Overexpression and detection of recombinant His-PumA and PumB-His 

proteins. SDS-PAGE analysis of lysates from E. coli BL21-Codon-Plus (DE3)-RP cells 

carrying pTrcHis-pumA (a) or pTrcHis-pumAB (b) plasmids Not Induced (NI) or Induced (I) 

with 1 mM IPTG. M, Molecular mass markers shown to the left in kDa. Immunoblot of His-

PumA (c) or PumB-His (d) protein detection using HRP. Arrows to the right signal the 

position of the recombinant proteins.
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Figure S7. Growth kinetics of P. aeruginosa strains. Bacterial cultures were grown 

overnight in LB broth and diluted 1:100 in 25 ml of fresh medium. Flasks were incubated at 

37°C with shaking, and growth was monitored at intervals as Optical Density (OD) at 600 

nm (OD600) with a spectrophotometer. (●), P. aeruginosa PAO1 pUCP20; (■), PAO1 pUC-

pumA; (▲), PAO1 pUC-pumB, and (▼), PAO1 pUC-pumAB. Data shown are the means of 

three independent assays in duplicate with Standard Error (SE) bars shown.  
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Figure S8. Effects of supernatants from P. aeruginosa strains on the Caenorhabditis 

elegans survival. Groups of 20 worms were incubated with 100 l of the supernatant 

obtained from a culture of P. aeruginosa strains, as described under Methods. Mixtures 

were incubated at 20°C and scored for live worms at the indicated times. Symbols: (◊), M9 

medium; (●), P. aeruginosa PAO1 pUCP20; (♦), P. aeruginosa PAO1 (pUC-pumAB); (▲), 

P. aeruginosa PAO1 (pUC-pumA), and (▼), P. aeruginosa PAO1 (pUC-pumB). The data 

shown are means from the duplicates of two independent assays.  
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Figure S9. Effects of buffers employed for protein elution on the Caenorhabditis 

elegans survival. Groups of 20 worms were incubated with M9 medium (○), M9 with 100 

μg ml–1 of His-PumA protein (●), M9 with buffer of protein elution without Imidazole (▼), 

and M9 with buffer of protein elution with 0.2 M Imidazole (▲). Mixtures were incubated at 

20°C and scored for live worms at the indicated times. The data shown are means from 

the duplicates of two independent assays.  
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CAPITULO II 

Artículo: Role of PumB Antitoxin as a Transcriptional Regulator of the PumAB Type-

II Toxin-Antitoxin System and its Endoribonuclease Activity on PumA (Toxin) 

transcript. 
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Toxin–Antitoxin System and its Endoribonuclease Activity on PumA (Toxin) 2 

Transcript 3 
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Abstract 19 

Toxin–antitoxin (TA) systems are important in bacterial survival because they 20 

regulate cell growth and death under stressful conditions. PumAB type-II TA system, 21 

encoded by the pUM505 plasmid, confers plasmid stability on Escherichia coli. In 22 

addition, the PumA toxin possess the capability to increases the virulence of 23 

Pseudomonas aeruginosa, an effect that is neutralized by the PumB antitoxin. The 24 

aim of this study was to establish the mechanism of regulation of the PumAB system 25 

from pUM505. By an in silico analysis of the putative regulatory elements we identify 26 

two putative internal promoters PpumB and PpumB-AlgU (in addition to the already 27 

reported PpumAB) located upstream of pumB. By qRT-PCR assays, we determined 28 

that the pumAB genes are transcribed differentially, since the mRNA of pumB is 29 

more abundant than the pumA transcript. We also observed that pumB could be 30 

expressed individually and its mRNA levels decreased under oxidative stress, during 31 

individual expression as well as co-expression of pumAB. pumA mRNA levels; 32 

however, were not affected. This suggests negative regulation of pumB by stressful 33 

conditions. The PumB purified protein was bound to a DNA region located between 34 

the PpumAB and the pumA coding region, and PumA improved its binding ability, 35 

suggesting that a PumA-PumB complex co-regulates the transcription of pumAB 36 

operon. Interestingly, the pumA mRNA levels decreased on incubation in vitro with 37 

PumB protein. This effect was repressed by ribonuclease inhibitors, suggesting that 38 

PumB could possess endoribonuclease activity towards the mRNA of the toxin. 39 

Taken together, we conclude that the PumAB TA system possesses multiple 40 

mechanisms to regulate its expression as well as the mRNA toxin levels, and our 41 



60 
 

analyses provide new insights into the understanding of the control of TA systems 42 

from mobile plasmid-encoded genes from a human pathogen.  43 

Key words: PumAB toxin-antitoxin system, transcriptional regulator, 44 

Endoribonuclease activity, Pseudomonas aeruginosa. 45 

  46 
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Introduction 47 

Toxin-antitoxin (TA) systems are modules found in bacterial mobile genetic elements 48 

and in bacterial chromosomes (Leplae et al. 2011; Page and Peti 2016). Plasmid-49 

encoded TA systems are responsible for plasmid stabilization by post-segregational 50 

killing mechanism (Yamaguchi et al. 2011), and the chromosomally encoded TA 51 

systems have been associated with the virulence of bacterial pathogens (Hayes and 52 

Van Melderen 2011; Unterholzner et al. 2013; De la Cruz et al. 2013). The PumAB 53 

TA system encoded by the conjugative plasmid pUM505, isolated by a clinical strain 54 

of Pseudomonas aeruginosa, confers plasmid stability on Escherichia coli 55 

(Hernández-Ramírez et al. 2017). The PumA toxin inhibits bacterial growth when it 56 

is overexpressed, while its toxic effects are neutralized by the PumB antitoxin. 57 

Interestingly, the PumA toxin also increases the virulence of P. aeruginosa, 58 

indicating that PumA is a potential virulence factor for the bacteria (Hernández-59 

Ramírez et al. 2017); suggesting that PumAB it is not a conventional TA system at 60 

display both plasmid-stability and virulence functions. In this study was established 61 

the mechanism of regulation of the PumAB system from pUM505. 62 

In general, the TA systems are encoded by an operon, where the antitoxin gene 63 

usually precedes the toxin gene. This arrangement contributes to a high antitoxin to 64 

toxin ratio and ensures that the toxin is inactivated under non-stress conditions 65 

(reviewed in Sofos et al. 2015). In contrast with most of the TA systems, the pumAB 66 

operon displays a different genetic arrangement, in which the pumA gene (toxin) is 67 

located upstream of the pumB gene (antitoxin) (Hernández-Ramírez et al. 2017). 68 

Some exceptional cases of TA systems in which toxin genes are located upstream 69 



62 
 

of their cognate antitoxin genes had been described. In these cases, such 70 

differences in gene order might exert a subtle effect on the toxin to antitoxin ratio in 71 

the cell, which in turn regulates toxin function (Yamaguchi et al. 2011). Usually, the 72 

transcription of TA operons is regulated by the binding of antitoxin or by a complex 73 

formed of both toxin and antitoxin proteins (Brzozowska and Zielenkiewicz 2013). 74 

Antitoxins are more labile and more readily degraded under stressful conditions than 75 

toxins, which allows toxins to exert their toxic effects (Yamaguchi et al. 2011). The 76 

antitoxin molecules are usually binding partners of toxins, either at a gene level or at 77 

a protein level, and they regulate the activity of the toxin (Park et al. 2013). PumB 78 

from PumAB TA system has been classified as an HTH-type antitoxin since it 79 

contains a predicted HTH DNA-binding domain that is characteristic of the Xre family 80 

of antitoxins whereas the pumA gene encodes a putative RelE-type toxin, suggesting 81 

that these genes encode a hybrid TA system (Hernández-Ramírez et al. 2017), 82 

where the PumB could play a role in regulating the transcription of the genes from 83 

pumAB operon.  84 

Our findings indicated that the PumAB system is regulated at the transcriptional level 85 

by the PumB antitoxin, which also has the potential to function as an RNase that 86 

degrades specifically the mRNA of pumA.  87 

 88 

Materials and Methods 89 

Bacterial strains, culture conditions, and plasmids 90 
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P. aeruginosa PAO1 (Li et al. 2007) is a standard prototrophic strain employed as a 91 

host for recombinant plasmids. E. coli BL21-CodonPlus® (DE3)-RP (Stratagene, San 92 

Diego, CA, USA) was used for protein overexpression. PAO1-bearing plasmid 93 

pUM505 (HgR, CrR) (Cervantes et al. 1990) was employed to evaluate the 94 

transcriptional expression of pumAB genes. P. aeruginosa PAO1(pUM505) 95 

transformed with the pUC_pumB recombinant plasmid was used for the analysis of 96 

the effect of PumB in the expression of genes plasmid and chromosomally encoded. 97 

The culture media used were Nutrient Broth (NB) and Luria-Bertani broth (LB); for 98 

solid media, 1.5% agar was added (Green and Sambrook 2012), and the M9 salts 99 

minimal medium (Sigma, St. Louis, MO, USA) was supplemented with 20 mM 100 

glucose and 0.1 mM CaCl2. When necessary, Ampicillin (100 µg ml–1) or Carbenicillin 101 

(400 µg ml–1) was added to the agar plates. Cultures were routinely grown overnight 102 

at 37°C on a shaker, and growth was monitored as optical density (OD) at 600 nm 103 

(OD600) with a spectrophotometer. 104 

The pUC_pumA, pUC_pumB and pUC_pumAB recombinant plasmids, containing 105 

the respective genes pumA, pumB, or pumAB, cloned with their own promoters into 106 

the pUCP20 Escherichia/Pseudomonas shuttle vector (Hernández-Ramírez et al. 107 

2017), were used for gene expression and oxidative stress assays. The 108 

pTrcHis_pumA and pTrcHis_pumB plasmids contain the pumA and pumB genes 109 

cloned into the pTrcHisC or pTrcHis2A vectors, respectively. These plasmids were 110 

utilized individually for the overexpression of different Pum proteins, and together at 111 

pTrcHis_pumAB (that contains both pumA and pumB genes) for gene expression 112 

analysis (Hernández-Ramírez et al. 2017). 113 
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 114 

Genetic techniques and sequence analysis  115 

Molecular genetics procedures were carried out by following standard methods 116 

(Green and Sambrook 2012). Probable promoter sequences were searched with the 117 

Neural Network Promoter Prediction program 118 

(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html).  119 

 120 

RNA isolation and qRT-PCR assays 121 

For the measurement of pumA and pumB gene expression, cultures from P. 122 

aeruginosa PAO1 and E. coli BL21 with recombinant plasmids were harvested by 123 

centrifugation after being grown for different time periods; E. coli BL21 cultures were 124 

induced with 1 mM of IPTG. Total RNA was isolated and quantified as described 125 

previously by (Hernández-Ramírez et al. 2017). For qRT-PCR of the pumA gene 126 

and the 16S rRNA reference gene, oligonucleotide primers and hydrolysis probes 127 

were used as previously described by Hernández-Ramírez (2017). Oligonucleotide 128 

primers and hydrolysis probes utilized for the qRT-PCR of the pumB gene were 129 

designed by employing Biosearch Technologies software 130 

(https://www.biosearchtech.com/support/applications/realtimedesign-software) 131 

purchased from Biosearch Technologies (Novato, CA, USA) (Table S1). 132 

Amplification of the pumA and pumB genes was performed using the 5′ exonuclease 133 

probe qRT-PCR method. qRT-PCR was performed with total RNA samples (500 ng) 134 

and the SuperScript III Platinum One-Step qRT-PCR Reagent kit (Thermo Fisher 135 

http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html
https://www.biosearchtech.com/support/applications/realtimedesign-software
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Scientific, Waltham, MA, USA) on the LightCycler 480 II System (Roche Molecular 136 

Diagnostics, Pleasanton, CA, USA). Amplification signal curves were analyzed at 137 

absorption wavelengths of 530 nm. Appropriate positive and non-template controls 138 

were included in each test run. Relative expressions of the pumA and pumB genes 139 

as well as the chromosomic an plasmid encoded genes from PAO1 and pUM505, 140 

respectively, were normalized with expression values obtained from 16S rRNA 141 

genes from P. aeruginosa (accession number AE004091; region: 722096–723631) 142 

and E. coli (accession number AJ605115). Estimation of relative gene expression 143 

was performed via the classical calibration dilution curve and slope calculation. A 144 

five-fold dilution series (500 ng  0.05 ng total RNA) was prepared and utilized as 145 

sample in the qRT-PCR. Efficiency (E) was obtained from standard curves utilizing 146 

the formula E = (10 −1/slope–1) × 100. Relative expression levels were determined with 147 

the efficiency correction method, using amplification efficiencies between target and 148 

reference genes (Pfaffl 2001).  149 

For the analysis of the role of PumB as a regulator of the expression of genes 150 

chromosomic and plasmid encoded, oligonucleotide primers and hydrolysis probes 151 

for the PAO4674, PAO729 and PAO125 genes from the chromosome of P. 152 

aeruginosa PAO1 strain and the orfs 35, 36 and 131 from pUM505 plasmid were 153 

designed (Table S1). For the measurement of expression of chromosomic and 154 

plasmid encoded genes, cultures from P. aeruginosa PAO1 (pUM505) strain 155 

transformed with the pUC_pumB recombinant plasmid were harvested by 156 

centrifugation after being grown for different time periods and total RNA was isolated 157 

and quantified as described previously by (Hernández-Ramírez et al. 2017). 158 
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Amplification of the chromosomic and plasmid encoded genes was performed using 159 

the 5′ exonuclease probe qRT-PCR method as was described previously. 160 

 161 

Oxidative stress assays 162 

To induce oxidative stress, cultures of P. aeruginosa PAO1 (pUC_pumA), P. 163 

aeruginosa PAO1 (pUC_pumB), and P. aeruginosa PAO1 (pUC_pumAB) were 164 

grown in NB and incubated separately under two different conditions:1) in the 165 

absence of H2O2, and 2) in the presence of 0.02 M H2O2.The time at the start of 166 

incubation was noted as time zero. Growth was monitored at different intervals by 167 

measuring OD600. P. aeruginosa PAO1 (pUCP20) was employed as negative 168 

control. Additionally, samples of 2 ml were taken from the culture for RNA isolation.   169 

 170 

Overexpression and purification of toxin–antitoxin proteins 171 

Overnight cultures of E. coli BL21 (pTrcHis_pumA), E. coli BL21 (pTrcHis_pumB), 172 

and E. coli BL21 (pTrcHis_pumAB) were diluted to 1:50 in 250 ml of fresh NB and 173 

incubated on a shaker at 37°C, until the value of OD600 was 0.5. Overexpression of 174 

His-PumA and PumB-His individual proteins was induced with 1 mM Isopropyl β-D-175 

thiogalactopyranoside (IPTG), and the cultures were incubated for an additional 6 h. 176 

Overexpression of PumA/PumB-His (in co-expression) was induced with 1 mM IPTG 177 

and the cultures were incubated additionally for 15 min, 1 h, 3 h, and 24 h. 178 

Overexpression of Pum proteins was observed by SDS-PAGE using a Tris-glycine 179 

buffer as described by Hernández-Ramírez et al. (2017).  180 
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Purification of His-PumA and PumB-His proteins was performed as described by 181 

Hernández-Ramírez et al. (2017).  182 

Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) 183 

DNA fragments containing the putative promoter regions of the pumAB operon and 184 

the pumB gene were amplified from P. aeruginosa (pUM505) DNA by PCR, using 185 

specific oligonucleotides (Table S1). Purified DNA fragments (200 ng) were 186 

incubated with purified PumB-His protein and/or His-  of 187 

binding buffer [10 mM Tris/HCl (pH 8.0), 10 mM HEPES, 50 mM KCl, 1 mM EDTA, 188 

5% glycerol, 0.5 mM DTT, and 0.1 mg BSA] and incubated for 1 h at 37°C. Binding 189 

reaction mixtures were loaded on 6% native PAGE gels, separated at 100 V for 45 190 

min in TAE buffer (Green and Sambrook 2012), and stained with 0.01% ethidium 191 

bromide for 30 s.  192 

 193 

Palindromic region deletion of pumAB operon by fusion PCR 194 

The palindromic region of pumAB operon of pUM505 was deleted by fusion PCR. 195 

For palindromic deletion, we designed a pair of oligonucleotides without the 196 

respective nucleotides of the palindromic region (Table S1). For the deletion, three 197 

PCR fragments were amplified: (1) a PCR fragment was obtained using the 198 

199 

(reverse) for deletion, (2) the second PCR fragment was obtained using a specific 200 

201 

(reverse), and (3) a PCR fragment, containing the promoter/operator PpumAB 202 
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promoter without the palindromic region, was obtained using the oligonucleotides 203 

ODirpAB and ORevpAB, and the fragments 1 and 2 as template. The PCR fragment 204 

of 275 pb containing the deletion of the palindromic region was employed to EMSA 205 

assays as was described previously.  206 

 207 

mRNA stability assays 208 

Total RNA (400 ng) obtained from cultures of E. coli BL21 (pTrcHis_pumA), P. 209 

aeruginosa (pUC_pumB), and E. coli BL21 (pTrcHis_pumAB) was incubated 210 

separately under two conditions: 1) in the absence of PumB-His, and 2) in the 211 

-His purified protein for different intervals of time 212 

at 37oC. After incubation, the total RNA was employed to determine the mRNA of 213 

pumA or pumB by qRT-PCR, using the oligonucleotides and probe previously 214 

described (Hernández-Ramírez et al. 2017). The same strategy was employed in 215 

using His-PumA protein and CrpP-His protein (Chavéz-Jacobo et al. 2018) as 216 

negative controls. To determine ribonuclease (RNase) activity, 400 ng of total RNA 217 

-His purified protein for 1 h at 37oC. The 218 

incubation was performed under two different conditions: in the absence of, and in 219 

the presence of ribonuclease inhibitors RNasin (Promega) or RNaseOUT 220 

(Invitrogen). Following this, the mRNA of pumA and pumB were quantified by qRT-221 

PCR as previously described.  222 

 223 

Statistical analysis  224 
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Data analysis was performed with GraphPad Prism 5 software. Analysis of Variance 225 

(ANOVA) employing the Tukey test or Student t test was performed to analyze the 226 

expression assays. P <0.05 was considered statistically significant.  227 

 228 

Results 229 

The pumAB operon possess multiple putative promoters  230 

The PumAB TA system is encoded by the pumAB genes that are organized into an 231 

operon, and co-transcribed into a bicistronic mRNA (Hernández-Ramírez et al. 232 

2017). In a previous analysis of the DNA sequence of the pumAB operon, a putative 233 

70 type located at the 5′ end at the pumA gene was identified (Hernández-234 

Ramírez et al. 2017); this was denominated PpumAB. However, a new analysis 235 

showed that two additional putative promoters were located at the 5′ end at the pumB 236 

70-type promoter and 237 

was denominated PpumB, while the other promoter was similar to the AlgU ( E)-type 238 

promoters (Fig. 1a) and was denominated PpumB-AlgU. In P. aeruginosa 239 

factor implicated in the transcription of genes involved in resistance to oxidative 240 

stress and heat-shock (Potvin et al. 2008). This analysis suggested a differential 241 

regulation of pumAB genes by multiple promoters.  242 

Differential expression of the pumAB genes  243 

It was described that pumA and pumB genes are co-transcribed as bicistronic mRNA 244 

(Hernández-Ramírez et al. 2017), suggesting that they form an operon. We 245 

determined the levels of expression of the pumA and pumB genes by qRT-PCR 246 
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assays using DNA from P. aeruginosa (pUM505), where the pumAB operon is 247 

expressed by the PpumAB putative promoter. The results showed that the amount of 248 

pumB mRNA was around 100 times more than that of pumA mRNA (Fig. 2a), 249 

suggesting a differential regulation of the pumAB genes, probably through the 250 

expression of pumA and pumB genes by the PpumAB promotor and the individual 251 

expression of pumB by its own promoters. To analyze mRNA levels without the 252 

regulation of the PpumAB promoter, RNA isolated from E. coli BL21 (pTrcHis_pumAB), 253 

in which the pumAB operon was transcribed by the Ptr promoter (induced by the 254 

IPTG addition), was employed. The results were similar to those obtained when the 255 

pumAB operon contained the PpumAB promoter (Fig. 2b). The pumA and pumB mRNA 256 

levels from cultures grown for 15 min did not exhibit statistical differences between 257 

them. However, after incubation of 1, 3, and 24 h, the levels of pumB mRNA were 258 

around 3, 5, and 5 times higher than those of pumA mRNA, respectively (Fig. 2b). 259 

These results suggested that when the incubation period is short, both the genes 260 

are co-transcribed, whereas for longer incubation periods, the mRNA levels of both 261 

genes are different, probably due to a particular regulation in pumB gene expression. 262 

However, another possibility for the differences between the pumA and pumB mRNA 263 

levels after 1 h of incubation could be the degradation of pumA mRNA.      264 

We also analyzed whether the expression of pumA and pumB genes is regulated 265 

differentially by changes in growth conditions and examined the effect of growth in 266 

minimal medium M9. Growth kinetics showed that in the medium M9, the growth of 267 

P. aeruginosa PAO1 (pUC_pumAB) and P. aeruginosa PAO1 (pUCP20) was similar 268 

(Fig. S1, Supplementary Material). On using this medium of growth, the mRNA levels 269 
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of pumB were found to be higher (around 6, 7, and 8 times more at 4, 8, and 12 h, 270 

respectively) in comparison with pumA from P. aeruginosa PAO1 (pUC_pumAB) 271 

(Fig. 2c). This behavior was similar to that observed when the bacterium was grown 272 

in nutritive medium (Fig. 2a and b). Collectively, these results indicated that pumAB 273 

operon genes are regulated differentially.  274 

 275 

pumB is expressed by its own promoters  276 

To analyze whether pumB could be transcribed without pumA, by its own promoters 277 

(PpumB and/or PpumB-AlgU), qRT-PCR assays were performed using total RNA isolated 278 

from P. aeruginosa PAO1 (pUC_pumB), which possesses the pumB gene cloned 279 

alone. Cultures for RNA isolation were obtained from the exponential growth phase 280 

(4 h) and from the stationary growth phase (8 h). The data revealed that pumB could 281 

be transcribed individually by its own promoters (Fig. 3). The mRNA level of pumB 282 

was around three times higher in the exponential phase than in the stationary phase, 283 

suggesting that cellular conditions associated with the growth phase could modulate 284 

the pumB expression.  285 

 286 

Oxidative stress modulates the expression of the pumB gene 287 

To analyze whether the expression of pumA and pumB genes is regulated 288 

differentially by oxidative stress, we examined the effect of H2O2 on pumA and pumB 289 

expression during the bacterial growth. Growth kinetics showed that P. aeruginosa 290 

PAO1 (pUC_pumAB) was more susceptible to oxidative stress than P. aeruginosa 291 
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PAO1 (pUCP20) (Fig. 4a), suggesting that oxidative stress regulates the PumAB TA 292 

system at the level of protein stability or at the transcriptional level. In an attempt to 293 

explain this, pumAB expression was analyzed under conditions of oxidative stress 294 

by qRT-PCR at 4, 8, and 12 h. When P. aeruginosa PAO1 (pUC_pumAB) was grown 295 

under oxidative stress, the mRNA levels of pumB were four times greater than pumA 296 

levels, in samples obtained from the exponential phase (4 h) (Fig. 4b). Interestingly, 297 

this behavior shifted in samples obtained from the stationary phase where the mRNA 298 

levels of pumB decreased 1.5 and 4 times of pumA levels for samples from 8 and 299 

12 h, respectively (Fig. 4b). These results indicate that the expression of the pumB 300 

gene could be regulated by stress conditions. To analyze the effect of oxidative 301 

stress on the individual expression of pumA and pumB genes, total RNA from 302 

cultures of P. aeruginosa PAO1 (pUC_pumA) and P. aeruginosa PAO1 303 

(pUC_pumB), grown with or without H2O2 were employed. In P. aeruginosa PAO1 304 

(pUC_pumA), the pumA expression was derived from the PpumAB promoter, whereas 305 

in P. aeruginosa PAO1 (pUC_pumB), the pumB expression was derived from the 306 

PpumB and/or PpumB-AlgU promoters. Our results showed that the transcripts of both 307 

genes were decreased by three times during the stationary growth phase, with 308 

respect to the levels observed in the exponential phase (Figs. 4c and 4d). 309 

Interestingly, the mRNA of pumB decreased when the strain was grown in the 310 

presence of H2O2, both in the exponential phase (decreased by 6 times) and the 311 

stationary phase (decreased by 11 times) (Fig. 4c), indicating that oxidative stress 312 

decreased the individual expression of pumB. The mRNA levels of pumA did not 313 

change when the cultures were grown in presence of H2O2 (Fig. 4d), suggesting that 314 

oxidative stress conditions do not regulate the PpumAB promoter that controls the 315 
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pumA and pumB co-expression. Collectively, these results indicated that pumAB 316 

operon genes are regulated differentially, and pumB expression is regulated by 317 

oxidative stress in individually.  318 

 319 

PumB Binds Directly to the 5′ Region of the pumAB Operon 320 

It has been reported that the PumB protein possesses an HTH DNA binding domain 321 

(Hernández-Ramírez et al. 2017) (Fig. 1b), suggesting that it could play a role in 322 

regulating the transcription of the genes from pumAB operon. To determine whether 323 

PumB can bind to the promoter/operator region of the pumAB operon, we conducted 324 

an electrophoretic mobility shift assay (EMSA). The 5′ end region of the pumAB 325 

operon, where the PpumAB promoter is located, was amplified by PCR (Fig. 5), and 326 

the amplified product (denominated PpumAB) was incubated with the purified PumB 327 

protein. The results showed that the PumB protein could retard the mobility of 328 

PpumAB DNA in a dose-dependent manner (Fig. 5b, lines 1-5), indicating that the 329 

PumB protein is bound to the 5′ promoter/operator region of the pumAB operon, 330 

forming a PpumAB DNA-PumB complex. These results suggested that PumB 331 

regulates the expression of the genes in the operon that encode the PumAB toxin-332 

antitoxin system.  333 

Previously, the PpumB and PpumB-AlgU promoters were identified at the 5′ end region of 334 

the pumB gene in the pumAB operon. To determine whether PumB regulates its own 335 

expression, we analyzed the ability of PumB to bind to the region of DNA where the 336 

PpumB and PpumB-AlgU promoters are located. For this analysis three PCR fragments 337 
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 PCR fragment of 0.42 Kb that in addition to containing 338 

the coding region of pumA gene, possesses 43 nucleotides (nt) upstream to the star 339 

codon of this gene, where the putative RBS site is located, but without the PpumAB 340 

promoter; 2) PpumB/PpumB-AlgU, a PCR fragment of 0.29 Kb where the PpumB and 341 

PpumB-AlgU -AlgU, a PCR fragment of 342 

0.45 Kb that contains the coding region of pumB gene and the region where the 343 

putative RBS site for the pumB transcript is located, but without the PpumB and PpumB-344 

AlgU promoters. The EMSA 345 

suggesting that PumB can bind to a promoter/operator region where PpumB and 346 

PpumB-AlgU promoters are located (Fig. 5c). However, when the PpumB/PpumB-AlgU 347 

DNA fragment was used, PumB was not able to bind (Fig. 5c). Additionally, PumB 348 

did not bind at the pum -AlgU DNA lacking 349 

the PpumB and PpumB-AlgU promoters region (Fig. 5c). These assays suggested that 350 

PumB does not regulate the individual expression of pumB gene, and that the PumB 351 

binding region (operator) is located downstream of the PpumAB promoter.  352 

By in silico 353 

region, GTGATTTATAAGTCAC, (underline Indicates the palindromic region) 354 

adjacent to the putative RBS site of the pumA gene (Fig. 1a), suggesting that these 355 

nucleotides could comprise the binding site of PumB. To determine the ability of 356 

PumB to bind to this region of DNA we employed a PCR fragment of 0.189 kb 357 

denominated as pumABʹ, located between the nt 43 upstream and the nt 146 358 

downstream to the star codon of the pumA coding region where the palindromic 359 

region is located (Fig. 5a). EMSA assays showed that PumB retards the mobility of 360 
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the PpumABʹ region in a dose-dependent manner (Fig. 5d), suggesting that PumB 361 

can bind to the palindromic region. In addition, with the aim to demonstrate if the 362 

palindromic region is necessary for the PumB binding a DNA fragment of 275 pb of 363 

the pumAB operator/promoter region with a deletion of the palindromic region was 364 

ge365 

366 

region (Fig. 5e), confirmand that PumB is binding to the palindromic region to 367 

regulate the pumAB operon expression.  368 

Additionally, to demonstrate that PumB is only able to bind to promoter/operator 369 

specific regions, the PumB protein was incubated with the PchrS PCR fragment. In 370 

this fragment, DNA is located in the Pchrs promoter/operator region, which is 371 

recognized by the chromate resistance regulator (ChrS), as previously reported by 372 

Aguilar-Barajas et al. (2015). The EMSA showed that the PumB protein does not 373 

bind to the Pchrs DNA (Fig. 5b, lines 6-9), indicating that PumB recognizes only a 374 

specific operator/promoter region. Taken together, these results suggest that PumB 375 

regulates the pumAB gene co-expression through the binding at the PpumAB 376 

promoter/operator region, and that pumB gene could also be expressed individually 377 

through its own promoters without PumB regulation. 378 

 379 

PumA improves the binding of PumB to DNA  380 

With the aim of evaluating whether the binding of PumB to DNA could be modulated 381 

by the presence of its cognate toxin, we performed EMSA assays with and without 382 
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the addition of the PumA protein. The PpumAB DNA region, where the PpumAB 383 

promoter is located, was incubated with mix PumB-His and His-PumA proteins. The 384 

results showed that PumA was not able to bind to the DNA of PpumAB without PumB 385 

(Fig. 6). However, a greater retardation of the PpumAB DNA fragment was observed 386 

when the DNA was previously incubated with both PumB and PumA, in comparison 387 

with DNA incubated only with PumB; an effect that was dose-dependent on the 388 

PumA concentration (Fig. 6). This observation suggests the formation of a PpumAB 389 

DNA-PumA-PumB complex. In addition, to determine whether PumA can bind to the 390 

palindromic region adjacent to the putative RBS site of the pumAB operon, we 391 

analyzed the ability of PumA to bind to the PpumAB’ region. The results showed that 392 

PumA was not able to bind to the DNA of PpumAB’ without PumB (Fig. S2). 393 

Moreover, these results suggest that the PumA protein is joined at the DNA through 394 

its interaction with the PumB protein, which binds to the DNA operator region of the 395 

pumAB operon. Since both PumA and PumB are recombinant proteins that possess 396 

a His-tag, it was possible that the His-tag was responsible for binding to DNA. To 397 

test this, we carried out an EMSA assay using the PpumAB DNA fragment and the 398 

CrpP-His recombinant protein, a protein involved in resistance to Ciprofloxacin 399 

(Chávez-Jacobo et al. 2018). The assay demonstrated that CrpP-His could not bind 400 

to this DNA (Fig. S3, Supplementary Material), indicating that the PumB and PumA 401 

binding is not facilitated by the His-tag of the proteins.  402 

 403 

PumB regulate the expression of genes  404 
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As was described the PumB protein possesses an HTH DNA binding domain 405 

(Hernández-Ramírez et al. 2017) (Fig. 1b), and could binding to the 406 

operator/promoter region located downstream of the PpumAB promoter (Fig. 5), 407 

suggesting that PumB regulate the transcription of the pumAB genes. With the aim 408 

to determine if PumB could be a general regulator of the expression of genes, we 409 

analyzed the effect of the expression of pumB in the levels of expression of PAO125, 410 

PAO729 and PAO4674 (chromosomic-encoded genes) from P. aeruginosa PAO1 411 

and the orf35, orf36 and orf131 (plasmid-encoded genes) from pUM505. PAO125, 412 

PAO729 and PAO4674 encodes to an antitoxin type RelB, a toxin type ParE and an 413 

antitoxin type HigA homologue proteins, respectively, whereas the orf35, orf36 and 414 

orf131 encode to two hypothetic proteins and the CrpP enzyme (that confers 415 

ciprofloxacin resistance), respectively. To conduct this the P. aeruginosa PAO1 416 

(pUM505) strain was transformed with the pUC_pumB recombinant plasmid and the 417 

mRNA levels of the genes were determined. The results showed that the 418 

transference of pumB gene regulates positive or negatively the expression of genes; 419 

under the expression of pumB the levels of expression of the PAO4674 and PAO729 420 

genes from cultures obtained from both exponential and stationary phases of growth 421 

were increased (Fig. 7a and b), whereas the mRNA levels of PAO125 gene and 422 

orf35 were decrease in both phases of growth (Fig. 7c and d). The mRNA of orf36 423 

only was modified in cultures from the stationary phase of growth and the expression 424 

of the orf131 was not modified under the pumB expression (Fig. 7e and f). These 425 

data suggest that PumB additionally to regulate the pumAB operon could be a 426 

general regulator for the expression of genes.   427 
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PumB degrades pumA mRNA 428 

To analyze whether PumB has the potential to degrade pumA mRNA, the stability of 429 

the pumA transcript was determined after its incubation with the antitoxin. Total RNA 430 

isolated from E. coli BL21 (pTrcHis_pumA) was incubated in the presence and 431 

absence of the PumB purified protein, and the mRNA level of pumA in both the cases 432 

was determined by qRT-PCR. The results showed that the mRNA level of pumA 433 

decreased by 55% after its incubation with PumB, as compared to incubation without 434 

PumB (Fig. 8a). A correlation was observed between the decrease in the mRNA 435 

levels of pumA (with respect to PumB) and incubation time. It was found that more 436 

than 65% of mRNA diminishes after 60 min of incubation (Fig. 8b), suggesting that 437 

the mRNA of pumA is degraded by the PumB protein. To determine whether the 438 

PumB activity was specific to the pumA transcript, we determined the rRNA levels 439 

of the 16S RNA gene after its incubation with PumB. The results showed that PumB 440 

did not affect the 16S rRNA levels (Fig. S4a and b, Supplementary Material). With 441 

the aim of analyzing the effect of PumB on the stability of another mRNA, we used 442 

the total RNA from the P. aeruginosa PAO1 and determined the mRNA levels of 443 

PA_729 gene. The PA_729 gene is predicted to encode a protein homolog of ParE 444 

toxin of TA systems that is located in the chromosome of P. aeruginosa PAO1 445 

without an antitoxin gene adjacent, suggesting that the PA_729 gene encodes a 446 

putative orphan toxin module. The results showed that PumB does not affect the 447 

mRNA levels of PA_729 (Fig. S4c, Supplementary material). Therefore, these data 448 

suggest that PumB does not affect the stability of mRNAs other than pumA. With the 449 

aim of establishing whether PumB also degrades its own transcript, total RNA from 450 
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P. aeruginosa PAO1 (pUC_pumB) was incubated with and without PumB protein. 451 

The results showed the same mRNA levels of pumB in the presence and absence 452 

of the protein, suggesting that PumB does not degrade its own transcript (Fig. 8c). 453 

In addition, as it has been reported that several toxins such as the proteins RelE, 454 

YoeB, and YafO from E. coli (Masuda and Inouye 2017) and VapC from 455 

Mycobacterium tuberculosis (Mckenzie et al. 2012) possess RNase activity, we 456 

analyzed whether PumA could degrade its own transcript, as well as other mRNA. 457 

The results showed that PumA does not modify the mRNA levels of its own 458 

transcript, neither does it degrade pumB or 16S rRNA (Figs. 8d and S4), suggesting 459 

that it has some other function.  460 

Since pumA and pumB are co-transcribed as bicistronic mRNA, we finally analyzed 461 

the effect of PumB on the stability of pumA and pumB co-transcripts. For this, total 462 

RNA from E. coli BL21 (pTrcHis_pumAB) was incubated in the presence or absence 463 

of PumB during different time of incubation and the mRNA levels of each pum gene 464 

were determined. Interestingly, the results showed that pumA mRNA levels do not 465 

decrease after its incubation during 30 min with the PumB protein; however, the 466 

mRNA levels of pumA decrease after 1 hour of incubation in presence of PumB and 467 

this decrease was higher after 2 hours (Fig. 8e), whereas that pumB mRNA levels 468 

do not change due to the addition of PumB protein at the times assayed (Fig. 8f), 469 

indicating that PumB regulate the expression of pumAB by ribonuclease activity on 470 

pumA mRNA. Together, these results indicate that PumB has the potential to 471 

function as RNase which specifically degrades the pumA mRNA and avoids its 472 

translation.  473 
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To demonstrate the RNase activity of the PumB protein, we conducted assays of 474 

stability of pumA mRNA in the presence of the PumB protein with the addition of 475 

RNases inhibitors. The results showed that, in the presence of RNaseOUT, the 476 

mRNA levels of pumA increased by at least two times with respect to the mRNA 477 

levels of pumA when it was incubated with PumB protein (Fig. 8g). Similar results 478 

were obtained when another RNase inhibitor (RNasin) was added to the mixture 479 

pumA mRNA and PumB protein. Under this condition, the mRNA levels of pumA 480 

increased two-fold with respect to when the mRNA of pumA was incubated with 481 

PumB and without RNasin addition (Fig. 5S). These results indicated that the RNase 482 

inhibitors were able to inhibit PumB activity on the mRNA of pumA, suggesting that 483 

PumB possesses an RNAse activity on the pumA transcript.       484 

 485 

Discussion 486 

Genes that encode TA systems are widely distributed in the plasmids and 487 

chromosomes of bacteria, and they protect the bacterial populations under 488 

conditions of stress (Gerdes et al. 2005; Harms et al. 2016). The expression of genes 489 

encoding TA systems must be in balance, so that the controlled production of the 490 

toxin and the antitoxin is achieved by the transcriptional regulation of TA operons 491 

(Boss et al. 2013). Generally, in type-II TA systems, the complex formed between 492 

the toxin and the antitoxin represses the transcription of TA operons, because the 493 

antitoxins are capable of binding DNA via their DNA-binding domain (Goeders and 494 

Van Melderen 2014). Transcriptional auto-regulation has been described for many 495 

type-II TA systems, usually through the mechanism of conditional cooperativity, 496 
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which defines the state of transcription using the molar ratio of the toxin to the 497 

antitoxin within a cell (Page and Peti 2016).  498 

The PumAB TA system was identified in the pUM505 plasmid from P. aeruginosa 499 

(Hernández-Ramírez et al. 2017). This system is formed by the toxin PumA and the 500 

antitoxin PumB. Like other TA systems encoded in plasmids, the PumAB system 501 

also confers plasmid stability, whereas the expression of pumA increased the 502 

virulence of P. aeruginosa and E. coli, an effect that is neutralized by the pumB 503 

expression (Hernández-Ramírez et al. 2017). The PumAB system was found to be 504 

a non-conventional TA system, because the genes of the pumAB operon are 505 

organized differently from the majority of II-type TA systems, and the proteins of 506 

PumAB system are not canonical; PumA is a toxin RelE-type protein, whereas PumB 507 

is similar to antitoxins HTH-type (Hernández-Ramírez et al. 2017) (Fig. 1b). Based 508 

on the characteristics of the PumAB system with respect to its organization and its 509 

role in bacterial virulence, we studied the mechanism of regulation of this TA system.  510 

To determine the mechanism of regulation of the PumAB system, we first performed 511 

an analysis of the putative regulatory elements located in cis of the pumAB operon. 512 

70 type promoter, located upstream of the pumAB operon, 513 

identified previously by Hernández-Ramírez et al. (2017), this operon possesses two 514 

additional putative promoters, the PpumB 70-type) and the PpumB-AlgU 515 

promoter ( E)-type), located upstream of the pumB gene, suggesting a 516 

complex regulation of the genes. The presence of an internal promoter in TA operons 517 

of type-II systems was previously reported. In Enterococcus faecium, the axe-txe 518 

operon possesses a major promoter upstream of the operon and an internal 519 
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promoter that regulates the axe gene expression (Boss et al. 2013). More recently, 520 

from a study of 10 type-II TA systems from E. coli K12 str. MG1655, it was 521 

determined that the rnlAB operon possesses two promoters and produces two 522 

transcripts: a transcript of the whole operon (both toxin and antitoxin mRNA), and a 523 

transcript that can only be translated into the antitoxin (Deter et al. 2017).  524 

Analysis of the expression of the pumAB operon revealed that in the P. aeruginosa 525 

(pUM505) strain, the pumA and pumB genes are transcribed differentially, with 526 

pumB mRNA being more abundant than the pumA transcript. Interestingly, the same 527 

differences in the mRNA levels of both genes were observed when the assays were 528 

conducted with cultures of E. coli BL21 (pTrcHis_pumAB) where the pumAB operon 529 

expression was under the control of an induced promoter. This result was not 530 

expected since that the pumA and pumB genes were supposed to be co-transcribed 531 

as a bicistronic mRNA (Hernández-Ramírez et al. 2017). Similar results were 532 

reported for the rnlAB operon of E. coli K12 str. MG1655, which showed a different 533 

antitoxin-to-toxin RNA ratio (Deter et al. 2017). However, the results shown by Deter 534 

et al. (2017) showed that most of TA systems produced a single transcript, in which 535 

the mRNA concentration of antitoxin was approximately equal to the concentration 536 

of the toxin, suggesting that these systems are apparently not differentially regulated 537 

at the transcriptional level and that different translational rates of the two proteins 538 

are responsible for the higher production of the antitoxin protein than of the toxin 539 

protein (Deter et al. 2017). The pumB / pumA ratio could suggest that the 540 

overproduction of pumB is import to the bacteria physiology since it has been 541 
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described that the antitoxins are unstable at difference to the toxins and therefore 542 

must be generated at a higher rate to keep toxins inactive. 543 

Moreover, it was reported that the medium in which bacterial strains are grown alters 544 

the expression of important genes, mentioning that the growth of E. coli in minimum 545 

medium increased expression of genes of amino acid biosynthetic pathways (Tao et 546 

al., 1999), whereas in Salmonella enterica serovar Typhimurium, growth in MOPS 547 

(minimal medium) and MEM (minimum essential medium) resulted in an increase in 548 

the expression of genes of virulence from SPI-2 (Salmonella Pathogenicity Island 2), 549 

as compared to the levels after growth in LB (Blair et al., 2013). However, the 550 

analysis of expression of pumA and pumB genes from P. aeruginosa (pUC_pumAB) 551 

grown in minimal medium M9 showed higher levels of pumB mRNA than that of 552 

pumA mRNA, showing the same pattern of expression of both the genes with respect 553 

to that observed when nutrient rich medium was used, suggesting that the 554 

expression of pumA respect to the pumB levels is not altered by the medium of 555 

growth used. Additionally, the analysis of the expression of pum genes from E. coli 556 

BL21 (pTrcHis_pumAB) strain showed that at early exponential growth phase, no 557 

difference was observed between the two transcripts, suggesting that a differential 558 

regulation of the genes is determined by the growth phase. In type-II TA systems, 559 

the ratio of antitoxin to toxin is higher in the susceptible population and smaller during 560 

persistence (a small fraction of bacteria that demonstrate resistance to antibiotics 561 

without genetic change). In the persistent state, the cellular translation rate is low 562 

and the low antitoxin / ratio derepresses the transcription of TA loci generating a high 563 

rate of TA transcription and toxin production (Gerdes and Maisonneuve 2012). The 564 
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differences in ratio of transcription of pumA /pumB favoring the level of transcript of 565 

pumB during stationary phase of growth could suggest that the overproduction of the 566 

antitoxin, under this condition of growth, is important to the control of the toxin 567 

effects. However, another explanation for the difference in the mRNA levels of pum 568 

genes could be related to the individual expression of pumB by the PpumB and PpumB-569 

AlgU promoters. Additionally, it was observed that pumB could be expressed 570 

individually showed a greater transcript during the exponential phase as compared 571 

to the stationary phase. This strengthens the hypothesis that the expression of pum 572 

genes can be regulated differentially by external and internal promoters of the 573 

operon and by the stage of cell growth. 574 

It has been reported that under normal growth conditions, TA systems remain 575 

inactive and they can be temporarily activated in response to environmental stress, 576 

as well as nutrition and oxidative stress (reviewed by Hõrak and Tamman 2017). The 577 

pattern of expression of pum genes under stressful conditions was similar to that of 578 

the non-stressful conditions during the exponential growth phase; however, 579 

expression levels of pumB mRNA with respect to pumA changed during the 580 

stationary growth phase, showing 50% less of the pumB transcript. In addition, the 581 

oxidative stress only affected the individual expression of the pumB gene and not 582 

the pumA gene. The negative regulation of the pumB gene under oxidative stress 583 

was not expected, and this suggested that the PpumB-AlgU promoter controls the 584 

expression of pumB in response to oxidative stress during the stationary growth 585 

phase.  586 
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The PumB protein possesses an HTH DNA binding domain (Hernández-Ramírez et 587 

al. 2017), suggesting that it could act as a transcriptional regulator of the genes in 588 

the pumAB operon. DNA binding in antitoxins mediates the transcriptional auto-589 

regulation of their own operons; therefore, the expression and activation of TA 590 

systems are tightly regulated by their cognate antitoxins at both transcriptional and 591 

post-transcriptional levels (reviewed in Schuster and Bertram 2013). By EMSA 592 

assays we observed that the PumB protein could bind to the 5’ end of DNA region 593 

where the promoter of pumAB operon was located, forming a PpumAB DNA-PumB 594 

complex, suggesting that the PumB antitoxin functions as a transcriptional regulator 595 

of the pumAB operon. The putative region where the operator was located was 596 

situated into a palindromic sequence located between the PpumAB promoter and the 597 

star codon of the pumA coding region, since the deletion of this palindromic 598 

sequence prevents the recognition of PumB. In type-II TA systems the transcriptional 599 

auto-regulation of the TA operons is generally promoted by the antitoxins or 600 

antitoxin–toxin complexes that repress transcription through their binding to the 601 

palindromic sequences in their promoters (reviewed by Otsuka 2016). PumB was 602 

unable to bind to the PpumB and PpumB-AlgU promoters/operator region, located at the 603 

5’ end region of the pumB gene, suggesting that PumB does not regulate its own 604 

individual expression. The ability of PumB to bind specifically at the 605 

promoter/operator region of the pumAB operon, and not to PpumB and PpumB-AlgU 606 

promoters regions suggested that the pumAB operon regulation is complex, where 607 

the transcription of the bicistronic mRNA (that possesses both toxin and antitoxin 608 

mRNA) transcription is regulated by the PumB antitoxin, and that the individual 609 

expression of the pumB gene is regulated by the AlgU factor.  610 
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The participation of the PumA toxin in the PumB mediated regulation of the pumAB 611 

operon was analyzed, and the results showed that under the conditions assayed, 612 

PumA was not able to bind to the DNA of the PpumAB promoter/operator region of the 613 

pumAB operon without PumB. However, the binding of PumB was improved by 614 

PumA in a dose-dependent manner, depending on the concentration of PumA, 615 

suggesting the co-regulation of pumAB operon expression by the PumB-PumA 616 

complex. Usually, type-II antitoxins auto-repress their own promoter, both alone and 617 

in complexes with their cognate toxins, and the transcriptional regulation of some TA 618 

systems is dictated by the stoichiometry between toxin and antitoxin proteins, which 619 

is termed as conditional cooperativity (Schuster and Bertram 2013). Moreover, in 620 

type-II TA systems, the simple repression by promoter binding could be enhanced 621 

by conditional cooperativity (Rocker and Meinhart 2016). In addition, we determine 622 

that the PumB protein could be a general regulator of genes at modify the mRNA 623 

levels of some genes chromosomic or plasmid encoded, shown a similar role than 624 

other antitoxins previously reported like the antitoxin DinJ a global regulator that 625 

represses its locus as well as controls levels of the stationary sigma factor RpoS 626 

(Zhao et al. 2016). 627 

As previously stated, pumA and pumB genes are co-transcribed (Hernández-628 

Ramírez et al. 2017); nevertheless, the mRNA levels of both genes are differential. 629 

In order to show that the differences in transcript levels between both genes is not 630 

due to the degradation of pumA mRNA, the effect of PumB on the stability of the 631 

pumA transcript was determined. Unexpectedly, the addition of PumB specifically 632 

decreased the pumA mRNA levels (when expressed individually and co-expressed 633 
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with pumB) and not the other mRNAs assayed, indicating that the antitoxin 634 

negatively affects the stability of pumA mRNA. The negative effect of PumB on pumA 635 

transcript stability was inhibited by the addition of RNase inhibitors, suggesting that 636 

PumB possesses RNase activity. In general, transcriptional auto-regulation by the 637 

toxin and antitoxin has been described for many type-II TA systems (Page and Peti 638 

2016), while in type-V TA systems, the antitoxin protein cleaves the toxin mRNA 639 

(Wang et al., 2012). The GhoT/GhoS was the first example of type-V TA systems 640 

(Wang et al. 2012). The antitoxin GhoS adopts a ferredoxin-like fold, similar to 641 

CRISPR-associated-2 (CAS2) sequence-specific endoribonucleases, and cleaves 642 

ghoT mRNA, preventing its translation into the toxin GhoT (Wang et al. 2012). Our 643 

results suggested that PumB possesses RNase activity similar to the GhoS antitoxin 644 

and has the potential to cleave pumA mRNA. However, in contrast with GhoS, PumB 645 

shows the ability to bind DNA, suggesting that it regulates the TA operon 646 

transcription and is able to  647 

regulate the expression of other genes. And the PumB binding is improved by the 648 

PumA protein, suggesting a mechanism of conditional cooperativity.  649 

Our results indicate that the antitoxin PumB regulates the PumAB TA system by 650 

functioning as a transcriptional regulator of pumAB operon expression. It can also 651 

function as RNase, cleaving the mRNA of the toxin, and thereby exhibiting a complex 652 

mechanism for the regulation of the PumAB TA system. Taken together, we 653 

conclude that the PumAB TA system possesses multiple mechanisms of regulation 654 

providing new insights into the understanding of the control of TA systems encoded 655 

by mobile plasmid-encoded genes, and being a TA system that could provide to 656 
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adaptive properties, such as virulence, to P. aeruginosa and possibly to other 657 

pathogenic bacteria and may be involved in evolution and pathogenesis.  658 

 659 

Acknowledgments 660 

We want to thank all participants of the study for their contribution. 661 

 662 

Funding 663 

The present work was partially supported by grants from the Consejo Nacional de 664 

Ciencia y Tecnología, Mexico (Conacyt, No. 167071 and 181747), and Coordinación 665 

de Investigación Científica (UMSNH; 2.6, 2.35). KCH-R and MIV-M were recipients 666 

of fellowships from Conacyt. 667 

 668 

Transparency declarations 669 

None to declare.  670 



89 
 

References 671 

1. Aguilar-Barajas E, Jacobo-Arreola S, Verduzco-Rosas LA, Jiménez-Mejía R, 672 

Ramírez-Díaz MI, Julián-Sánchez A, Riveros-Rosas H, Cervantes C (2013) An Lrp-673 

type transcriptional regulator controls expression of the Bacillus subtilis chromate 674 

transporter. Antonie Van Leeuwenhoek 104(6):941-948. 675 

2. Blair JM, Richmond GE, Bailey AM, Ivens A, Piddock LJ (2013) Choice of 676 

bacterial growth medium alters the transcriptome and phenotype of Salmonella 677 

enterica Serovar Typhimurium. PLoS One. 218(5):e63912. 678 

doi:10.1371/journal.pone.0063912. 679 

3. Boss L, Labudda Ł, Węgrzyn G, Hayes F, Kędzierska B (2013) The Axe-Txe 680 

Complex of Enterococcus faecium Presents a Multilayered Mode of toxin-antitoxin 681 

Gene Expression. Regulation PLoS ONE 8(9): e73569.n 682 

doi:10.1371/journal.pone.0073569.  683 

4. Brzozowska I, Zielenkiewicz U (2013) Regulation of toxin-antitoxin systems by 684 

proteolysis. Plasmid 70:33-41. 685 

5. Cervantes C, Ohtake H, Chu L, Misra TK, Silver S (1990) Cloning, nucleotide 686 

sequence and expression of the chromate resistance determinant of Pseudomonas 687 

aeruginosa plasmid pUM505. J Bacteriol 172:287-291. 688 

6. Chávez-Jacobo VM, Hernández-Ramírez KC, Romo-Rodríguez P, Pérez-689 

Gallardo RV, Campos-García J, Gutiérrez-Corona JF, García-Merinos JP, Meza-690 

Carmen V, Silva-Sánchez J, Ramírez-Díaz MI (2018) CrpP Is a Novel Ciprofloxacin-691 

Modifying Enzyme Encoded by the Pseudomonas aeruginosa pUM505 Plasmid. 692 

Antimicrob Agents Chemother 25;62(6). pii: e02629-17. 693 



90 
 

7. De la Cruz MA, Zhao W, Farenc C, Giménez G, Raoult D, Cambillau C, Gorvel 694 

JP, Méresse S (2013) A toxin-antitoxin module of Salmonella promotes virulence in 695 

mice. PLOS Pathog 9(12), e1003827. 696 

8. Deter HS, Jensen RV, Mather WH, Butzin NC (2017) Mechanisms for Differential 697 

Protein Production in toxin-antitoxin Systems. Toxins (Basel) 9(7):211.  698 

9. Gerdes K, Christensen SK, Løbner-Olesen A (2005) Prokaryotic toxin-antitoxin 699 

stress response loci. Nat Rev Microbiol 3:371-382.  700 

10. Gerdes K, Maisonneuve E (2012) Bacterial persistence and toxin-antitoxin loci. 701 

Annu Rev Microbiol 66:103-123. 702 

11. Goeders N, Van Melderen L (2014) Toxin-antitoxin systems as multilevel 703 

interaction systems. Toxins (Basel) 10:304-324.  704 

12. Green MR, Sambrook J (2012) Molecular Cloning: a Laboratory Manual, 4th ed. 705 

Cold Spring Harbor, NY, USA: Cold Spring Harbor Laboratory. 706 

13. Harms A, Maisonneuve E, Gerdes K (2016) Mechanisms of bacterial persistence 707 

during stress and antibiotic exposure. Science 354:1–9. 708 

14. Hayes F, Van Melderen L (2011) Toxins-antitoxins: diversity, evolution and 709 

function. Crit Rev Biochem Mol Biol 46:386-408. 710 

15. Hernández-Ramírez KC, Chávez-Jacobo VM, Valle-Maldonado MI, Patiño-711 

Medina JA, Díaz-Pérez SP, Jácome-Galarza IE, Ortiz-Alvarado R, Meza-Carmen V, 712 

Ramírez-Díaz MI (2017) Plasmid pUM505 encodes a Toxin-Antitoxin system 713 

conferring plasmid stability and increased Pseudomonas aeruginosa virulence. 714 

Microb Pathog 112:259-268. 715 

16. Hõrak R, Tamman H (2017) Desperate times call for desperate measures: 716 

benefits and costs of toxin-antitoxin systems. Curr Genet 63:69-74. 717 



91 
 

17. Leplae R, Geeraerts D, Hallez R, Guglielmini J, Drèze P, Van Melderen L (2011) 718 

Diversity of bacterial type II toxin-antitoxin systems: a comprehensive search and 719 

functional analysis of novel families. Nucleic Acids Res 39:5513-5525. 720 

18. Li LL, Malone JE, Iglewski BH (2007) Regulation of the Pseudomonas 721 

aeruginosa quorum-sensing regulator VqsR. J Bacteriol 189:4367-4374. 722 

19. McKenzie JL, Duyvestyn JM, Smith T, Bendak K, Mackay J, Cursons R, Cook 723 

GM, Arcus VL (2012) Determination of ribonuclease sequence-specificity using 724 

pentaprobes and mass spectrometry, RNA 18:1267-1278. 725 

20. Masuda H, Inouye M (2017) Toxins of Prokaryotic Toxin-Antitoxin Systems with 726 

Sequence-Specific Endoribonuclease Activity Toxins (Basel) 14;9(4).pii: E140. 727 

21. Otsuka Y (2016) Prokaryotic toxin-antitoxin systems: novel regulations of the 728 

toxins. Curr Genet 62(2):379-382. 729 

22. Page R, Peti W (2016) Toxin-antitoxin systems in bacterial growth arrest and 730 

persistence. Nat Chem Biol 12:208–214.  731 

23. Park SJ, Son WS, Lee BJ (2013) Structural overview of toxin-antitoxin systems 732 

in infectious bacteria: a target for developing antimicrobial agents. Biochim Biophys 733 

Acta 1834:1155-1167. 734 

24. Pfaffl MW (2001) A new mathematical model for relative quantification in real-735 

time RT-PCR. Nucleic Acids Res 29:2000–2007 736 

25. Potvin E, Sanschagrin F, Levesque RC (2008) Sigma factors in Pseudomonas 737 

aeruginosa. FEMS Microbiol Rev 32:38-55. 738 

26. Rocker A, Meinhart A (2016) Type II toxin: antitoxin systems. More than small 739 

selfish entities? Curr Genet 62:287-290. 740 



92 
 

27. Schuster CF, Bertram R (2013) Toxin-antitoxin systems are ubiquitous and 741 

versatile modulators of prokaryotic cell fate. FEMS Microbiol Lett 340:73–85. 742 

28. Sofos N, Xu K, Dedic E, Brodersen DE (2015) Cut to the chasee Regulating 743 

translation through RNA cleavage. Biochimie 114:10-17. 744 

29. Tart AH, Wolfgang MC, Wosniak DJ (2005) The alternative sigma factor AlgT 745 

represses Pseudomonas aeruginosa flagellum biosynthesis by inhibiting expression 746 

of fleQ. J Bacteriol 187:7955–7962. 747 

30. Tao H, Bausch C, Richmond C, Blattner FR, Conway T (1999) Functional 748 

Genomics: Expression Analysis of Escherichia coli Growing on Minimal and Rich 749 

Media. J Bacteriol 181: 6425–6440. 750 

31. Unterholzner SJ, Poppenberger B, Rozhon W (2013) Toxin-antitoxin systems: 751 

Biology, identification, and application. Mob Genet Elements 3(5):e26219. 752 

32. Wang X, Lord DM, Cheng HY, Osbourne DO, Hong SH, Sanchez-Torres V, 753 

Quiroga C, Zheng K, Herrmann T, Peti W, Benedik MJ, Page R, Wood TK (2012) A 754 

new type V toxin-antitoxin system where mRNA for toxin GhoT is cleaved by 755 

antitoxin GhoS. Nat Chem Biol 8(10):855-61. 756 

33. Yamaguchi Y, Park JH, Inouye M (2011) Toxin-antitoxin systems in bacteria and 757 

archaea. Annu Rev Genet 45:61e79. 758 

34. Zhao Y, McAnulty MJ, Wood TK (2016) Toxin YafQ Reduces Escherichia coli 759 

Growth at Low Temperatures. PLoS One 24;11(8):e0161577.   760 



93 
 

Figure Legends. 761 

Figure 1. Analysis of the regulatory region of pumAB operon and secondary 762 

structure prediction of PumA and PumB toxin-antitoxin proteins. (a) The 763 

nucleotides of the coding region for the pumA and pumB (in italics) genes of the 764 

pumAB operon are indicated in capital letters. The putative RBS binding sites are 765 

indicated in lower-case bold letters, and the start and stop codons are highlighted in 766 

bold. The -10 and - 70 and AlgU promoters are indicated in 767 

bold and are underlined. Nucleotides conserved in promoters from pumA and pumB 768 

70 and AlgU promoters are 769 

shown. The palindromic sequences probably involved in PumB binding are indicated 770 

with an arrow. (b) On top the amino acids sequence of the PumA and PumB from 771 

pUM505 are shown and down the secondary-structure elements predicted (using 772 

the MINNOU program) are indicated. Barrels correspond to alpha helices and arrows 773 

to beta sheets. HTH and RelE/ParE domains for PumA and PumB, respectively, are 774 

indicated by rectangles. 775 

 776 

Figure 2. Differential expression of pumA and pumB genes. Total RNA (500 ng) 777 

from cultures were used to determine the expression levels of the genes from the 778 

pumAB operon by qRT-PCR, as described in the Methods section. Expression of 779 

pumA (white) and pumB (grey) genes from (a) P. aeruginosa (pUM505 cultures 780 

grown at the exponential phase; (b) E. coli BL21 (pTrcHis_pumAB) cultures grown 781 

for several incubation periods after induction with 1 mM IPTG or (c) P. aeruginosa 782 

PAO1 (pUC_pumAB) grown for 4 h, 8 h, and 12 h in M9 medium. Values were 783 



94 
 

referenced with respect to the transcription of the 16S genes from P. aeruginosa (a 784 

and c) or E. coli (b). Values represent the means of three independent 785 

determinations in duplicate, with standard error (SE) bars shown. One-way Analysis 786 

of Variance (ANOVA) with Tukey post-hoc test was used to compare the data. The 787 

different letters above the bars indicate statistical significance, values with identical 788 

letter were not considered significantly different (p <0.05).  789 

 790 

Figure 3. pumB gene is expressed individually by its owns promoters. 791 

Expression of the pumB gene from cultures of P. aeruginosa (pUC_pumB) at 792 

exponential phase (4 h) or stationary phase (8 h). Values represent the means of 793 

three independent determinations in duplicate with standard error (SE) bars shown. 794 

Values were normalized with respect to the transcription of the 16S gene from P. 795 

aeruginosa. Student t test was used to compare the bars, and significant differences 796 

(p <0.05) are indicated with the letters a and b. 797 

 798 

Figure 4. Expression of pumA and pumB genes from the PumAB TA system 799 

are affected under conditions of stress. (a) Cultures of P. aeruginosa PAO1 800 

(pUCP20) (○) and P. aeruginosa PAO1 (pUC_pumAB) (●) were grown at 37oC with 801 

shaking in NB. 0.02 M of H2O2 was added to induce oxidative stress, and growth was 802 

monitored at different intervals as optical density (OD) at 600 nm (OD600) with a 803 

spectrophotometer. (b) Expression of pumA (white) and pumB (grey) genes from 804 

cultures of P. aeruginosa PAO1 (pUC_pumAB) incubated for 4 h, 8 h, and 12 h under 805 
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oxidative stress. Individual expression of (c) pumB and (d) pumA genes from 806 

cultures of P. aeruginosa PAO1 (pUC_pumA) and P. aeruginosa PAO1 807 

(pUC_pumB), respectively, incubated for 4 h or 8 h with (bars with lines) or without 808 

(full bars) inducing oxidative stress. Values represent the means of three 809 

independent determinations in duplicate with standard error (SE) bars are shown. 810 

Values were referenced with respect to the transcription of the 16S gene from P. 811 

aeruginosa. One-way Analysis of Variance (ANOVA) with Tukey post-hoc test was 812 

used to compare the data. The different letters above the bars indicate statistical 813 

significance, values with identical letter were not considered significantly different (p 814 

<0.05).  815 

 816 

Figure 5. Binding of PumB and the PumA/PumB complex to the 5 ́ region of 817 

the pumAB operon. (a) Schematic representation of the fragments used in the 818 

EMSA assays located at the 5’ region of the pumAB operon and the pumB gene. 819 

Coding regions of pumA and pumB genes of the PumAB TA system from the 820 

pUM505 plasmid are indicated by large arrows, and the location of putative promoter 821 

sequences is marked by bent vertical arrows. DNA regions (thin lines) PpumAB, 822 

- -AlgU used for 823 

EMSA and its size (in kb) are indicated. The oligonucleotides (small arrows) used 824 

for the amplification by PCR of the DNA fragments are indicated. (b) Purified DNA 825 

fragments (200 ng) containing the PpumAB region and the PchrS region were each 826 

mixed and incubated with the indicated amounts of the purified PumB-His protein as 827 

described in the Methods section. (c) Purified DNA fragments (200 ng) containing 828 
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-AlgU, or 829 

-AlgU) were each mixed and incubated with the indicated amounts 830 

of the purified PumB-His protein (μg). (d) Purified DNA fragment (200 ng) containing 831 

the PpumAB’ region was mixed and incubated with the indicated amounts of PumB-832 

His and His-PumA purified proteins (μg). The control of PpumAB region by gel 833 

retardation, with or without PumB-His protein is shown. (e) Purified DNA fragments 834 

(200 ng) c835 

and incubated with the indicated amounts of the purified PumB-His protein as 836 

described in the Methods section. For EMSA, free DNA and protein-DNA complexes 837 

were resolved by 6% native PAGE and stained with ethidium bromide. M, Molecular 838 

size markers shown to the left in base pairs. 839 

 840 

Figure 6. PumA improves the binding of PumB to the 5 ́ region of the pumAB 841 

operon. -His purified protein (which was previously mixed 842 

with the indicated amounts of His-PumA protein (μg) to the purified DNA fragment 843 

(200 ng) containing the PpumAB region of the pumAB operon. For EMSA, free DNA 844 

and protein-DNA complexes were resolved by 6% native PAGE and stained with 845 

ethidium bromide. M, Molecular size markers shown to the left in base pairs. 846 

 847 

Figure 8. PumB protein decreases the stability of the pumA mRNA in vitro.  848 

Total RNA (400 ng) isolated from cultures of the corresponding strain was incubated 849 

at 37o f PumB-His or His-PumA purified 850 
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protein. Later, the mRNA levels of pumA and pumB were determined by qRT-PCR 851 

as described in the Methods section. (a) The mRNA level of pumA from total RNA 852 

of E. coli BL21 (pTrcHis_pumA) after its incubation for 30 min. (b) The mRNA level 853 

of pumA after incubation for the time periods indicated, with the PumB-His purified 854 

protein. (c) The mRNA level of pumB from total RNA of P. aeruginosa PAO1 855 

(pUC_pumB) after its incubation for 30 min, without (grey bars) and with (bars with 856 

lines) PumB-His purified protein. A control (black bar) is shown with the mRNA level 857 

of pumB after its incubation in the buffer of the protein elution (RM) without the 858 

addition of PumB-His. (d) The mRNA level of pumA from total RNA of E. coli BL21 859 

(pTrcHis_pumA) after its incubation for 30 min, without (white) and with (bars with 860 

lines) His-PumA purified protein. (e) The mRNA level of pumA gene from total RNA 861 

of E. coli BL21 (pTrcHis_pumAB) after its incubation for 30 min, 1 and 2 h without 862 

(full bars) and with (bars with lines) PumB-His purified protein. (f) The mRNA level 863 

of pumB gene from total RNA of E. coli BL21 (pTrcHis_pumAB) after its incubation 864 

for 30 min, 1 and 2 h without (full bars) and with (bars with lines) PumB-His purified 865 

protein. (g) The mRNA level of the pumA gene in total RNA of E. coli BL21 866 

(pTrcHis_pumA) incubated for 30 min after addition of the PumB-His protein, in the 867 

absence (bars with lines) and presence (bars with crossed lines) of 0.5, 1.0 and 2.0 868 

µL ribonuclease RNase OUT. As control, the mRNA level of pumA is shown, after 869 

30 min of incubation in the buffer of the protein elution (RM) without PumB-His 870 

addition (white), and with PumB-His addition (black). Values were normalized with 871 

respect to the transcription of the 16S genes from E. coli or P. aeruginosa. Values 872 

represent the means of three independent determinations in duplicate with standard 873 

error (SE) bars shown. One-way Analysis of Variance (ANOVA) with Tukey post-hoc 874 
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test was used to compare the data. The different letters above the bars indicate 875 

statistical significance, values with identical letter were not considered significantly 876 

different (p <0.05).   877 
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Figure 1. 880 

  881 

ttgaggccccctttgatgatggggcacacaat ggcaggccaatcgccatgcctcagcaggaaatactcggcaacagggt

aggggatttctttggcccacccgcaggattgtgcttcaaggggagccaacagaatttggaacaaagcgtgtgctaaggc

tgcgtgcgattgactgtttgt gatttataagt cacagt t ggcccATGGTTGAAGTCAAACAAACCGCCACTTTCATGGC

ATGGGAAAGCAAGCTAAAGGATCGGCGGGCTAAGGCCGTGA

TCGCCGCCCGTATCTTCCGATTGGCGAATGGACTACCCGGCGATGTGTCACCAGTCGGCCAGGGTGTGAGCGAGTTG

AGGATTCACTATGGCCCAGGCTATCGGGTGTACTTCCAGCAGCGCGGGACGGAAATCGTCATTCTGCTATGTGGTGG

AGACAAGAGCAGCCAGGCCAGGGAATAGATAATGGCGAAACGCCTGGCAAATGAG t ggaggCCGCAATGACCGAGCAAA

TTTATGATTATGACCCCGCGCAAGCGCTGGACAGCCCGGAGGCCATGGCTCTGTTCATCGCAGACGCTTTGGATACTGG

AGACACCGCCTATATCGCTAAGGCTATGGGAGTCGTGGCCCGCGCCAAGGGGATGACGGAGTTGGCCAAGGAAACGGGT

TTGGCCAGGGAGCAGCTTTACAAATCGTTTAGTGAGCGCGGGAACCCTACATTGAAAACCATGCTGGCAGTAATGCGAG

CTCTGGGAGTTGATCTGACCGCCCGCCCGCATGCTCAGTGAgaactcgtccagttagagttctctctcc

RBS

5´ GAACTT  - - - - 16- 17nt- - - - - - TCtgA 3´

5´ GGACTA- - - - - - 19nt- - - - - - - - TCggC 3´

-10-35

5´ TTGACA  - - - - 16- 18nt- - - - - - TATAAT  3´

5´ TTCACT- - - - - - 18nt- - - - - - - - TGTACT  3´

-10-35

RBS

PpumB-A lgU

AlgU- type promoter)

PpumAB

(σ70 type promoter) 

5´ TTGACA  - - - - 16- 18nt- - - - - - TATAAT  3´

5´ GAGGCC  - - - - - - 18nt- - - - - - - CACAAT  3´

-10-35

PpumAB

(σ70 type promoter) 

a)
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Figure 2. 884 
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Figure 7.   932 
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CAPITULO III 

Artículo: Virulence conferred by PumA toxin from the plasmid encoded PumAB 

Toxin-Antitoxin System is Regulated by Quorum System. 
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IX. DISCUSIÓN GENERAL 

Los sistemas Toxina-Antitoxina (TA) son elementos compuestos de dos genes, que 

están ampliamente distribuidos en los plásmidos y los cromosomas de las bacterias, 

que codifican a una toxina y una antitoxina respectivamente (Gerdes et al., 2005; 

Harms et al., 2016). Los sistemas TA se han relacionado con la estabilidad de 

plásmidos (sistemas TA codificados en plásmidos) y en la virulencia (sistemas TA 

codificados en cromosoma). En los sistemas TA, las toxinas son proteínas estables 

que inhiben el crecimiento o generan muerte celular, mientras que las antitoxinas 

regulan la actividad de la toxina, ya sea por su unión con la toxina o por la inhibición 

de la expresión del gen que la codifica (Leplae et al., 2011; Page and Peti, 2016). 

Estos sistemas están vinculados a muchos aspectos de la fisiología celular, incluido 

el mantenimiento de plásmidos, la respuesta al estrés, la persistencia, la protección 

contra la infección por fagos y la formación de biopelículas (Wang and Wood, 2011; 

Otsuka, 2016). En aislados clínicos de P. aeruginosa con una alta capacidad para 

la generación de biopelículas se ha descrito una correlación en la presencia de 

genes de los sistemas TA y del sistema de quorum sensing (QS) (Hemati et al., 

2014). La expresión de los genes que codifican los sistemas TA está en equilibrio, 

mediante la regulación transcripcional de los operones. Generalmente en los 

sistemas TA tipo II, el complejo formado entre la toxina y la antitoxina reprime la 

transcripción de operones TA, porque las antitoxinas son capaces de unirse al DNA 

a través de un dominio de unión al DNA (Boss et al., 2013). La autorregulación 

transcripcional se ha descrito para muchos sistemas TA de tipo II, generalmente a 

través del mecanismo de cooperatividad condicional, que es la regulación de la 

expresión de operones TA a través de la unión del complejo toxina-antitoxina, 
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complejo que debe mantener una la relación equimolar de la toxina y la antitoxina 

dentro de una célula (Page and Peti, 2016). 

El sistema TA PumAB se identificó en el plásmido pUM505 de una cepa clínica de 

P. aeruginosa. Este sistema está formado por la toxina PumA y la antitoxina PumB. 

El sistema PumAB es codificado en un operón el cual permite la co-transcripción de 

los genes cuyos productos confieren estabilidad a plásmidos, al igual que otros 

sistemas TA codificados en plásmidos (Hernández-Ramírez, 2014). La 

transferencia de pumA a P. aeruginosa generó el aumento de la virulencia de la 

bacteria, además de mejorar su proliferación en tejidos de ratón, sugiriendo que la 

toxina PumA puede ser un factor de virulencia bacteriano. Por su parte, la proteína 

PumB, fue capaz de disminuir la proliferación de P. aeruginosa inducida por la 

proteína PumA, sugiriendo que PumB puede actuar como regulador de la actividad 

de PumA (Hernández-Ramírez, 2014). El sistema PumAB es un sistema TA no 

convencional, porque los genes del operón pumAB están organizados de manera 

diferente a la mayoría de los sistemas TA tipo II (Hernández-Ramírez, 2014). En los 

operones TA, generalmente el primer gen codifica una antitoxina, mientras que el 

segundo gen codifica a una toxina, y la regulación de su expresión es un rasgo 

característico de los complejos TA (Boss et al., 2013). Además, las proteínas del 

sistema PumAB no son canónicas; PumA es similar a toxinas tipo RelE, mientras 

que PumB es similar a las antitoxinas tipo HTH (Hernández-Ramírez, 2014). Con 

base en las características del sistema PumAB, respecto a su organización genética 

y su papel en la virulencia bacteriana, el propósito de este trabajo fue estudiar el 

mecanismo de regulación de este sistema TA así como su control por el sistema de 

QS. 
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El análisis de la secuencia de la proteína PumA mostró baja identidad con proteínas 

tipo RelE ya que posee solo 22% de identidad con MjRelE de Methanococcus 

jannaschii, 18% con YoeB de E. coli y 14% con PhRelE de Pyrococcus horikoshii 

(Hernández-Ramírez, 2014), lo que no es sorprendente, ya que se ha reportado que 

las secuencias de aminoácidos de proteínas tipo RelE son bastante divergentes, 

incluso las que se originan de la misma especie bacteriana o estrechamente 

relacionadas (Goeders et al., 2013). En general, las secuencias similares a RelE 

presentan de 24 al 47% de similitud entre sí y un 15 al 28% de identidad con la 

proteína RelE canónica de E. coli K-12 (Francuski and Saenger, 2009). Derivado de 

esto se procedió a realizar la predicción de la estructura secundaria de PumA y se 

comparó con las estructuras de otras proteínas de la familia RelE, mostrando que 

aunque es altamente divergente a el nivel de secuencia primaria, la proteína PumA 

contiene una estructura secundaria predicha que es característica de las toxinas de 

la superfamilia RelE, constituida por una lámina β de cinco hebras flanqueadas en 

un lado por α-hélices α1 y α2 y, por otro lado, por α-helices α3. Se ha informado 

que, a pesar de la baja conservación a nivel de secuencia de aminoácidos, las 

proteínas tipo RelE comparten estructuras secundarias y terciarias con plegamiento 

similar (Francuski and Saenger, 2009; Goeders et al., 2013). Además, PumA 

contiene residuos conservados (Val4, Val41, Val44, Ile53, Val61 y Val81) con las 

proteínas MjRelE y YoeB de la superfamilia RelE. Esté análisis sugirió que PumA 

podría pertenecer a la familia de toxinas RelE. 

Por su parte, la predicción de la estructura secundaria de PumB mostró que la 

proteína contiene un dominio HTH de unión al DNA localizado en la región C-

terminal de la proteína. El dominio HTH es característico de la familia Xre de 
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antitoxinas y este dominio a menudo se ha encontrado en antitoxinas caracterizadas 

(Yamaguchi et al., 2011). En los sistemas TA de tipo II, la antitoxina es generalmente 

una proteína de unión al DNA que se une al operador del operón para reprimir su 

propia transcripción. En la mayoría de los casos, el motivo HTH se encuentra en el 

dominio N-terminal de las antitoxinas (Chan et al., 2015). Ejemplos de la existencia 

del motivo HTH en estructuras resueltas de antitoxinas incluyen PezA (Khoo et al., 

2007), así como HigA (Schureck et al., 2014). Este análisis sugiere que la proteína 

PumB podría funcionar como una proteína antitoxina de tipo HTH regulando la 

transcripción del sistema TA PumAB. 

Como fue reportado por Hernández-Ramírez (2014) la sobrexpresión de PumA 

generó inhibición del crecimiento en E. coli BL21, por lo que en este trabajo se 

determinó si la inhibición por generada por PumA es neutralizada por su antitoxina 

cognado. Los resultados mostraron que la co-expresión de pumA y pumB no generó 

inhibición del crecimiento, sugiriendo que PumB se comporta como una proteína 

tipo antitoxina, ya que puede neutralizar los efectos inhibitorios del crecimiento 

generados por PumA. En los sistemas TA tipo II, la principal función de la antitoxina 

es neutralizar los efectos tóxicos de la toxina mediante su unión con la toxina 

(Yamaguchi et al., 2011). Con el propósito de evaluar si PumA incrementa la 

virulencia de P. aeruginosa en otros modelos biológicos, el gen pumA fue transferido 

al nematodo C. elegans. Los resultados mostraron que al igual que en ratón, la 

transferencia de PumA incrementa la virulencia de P. aeruginosa. Además, se 

determinó que el sobrenadante libre de células (obtenido del cultivo de P. 

aeruginosa que contiene al gen pumA), es capaz de generar la muerte de los 

nematodos, sugiriendo que la proteína PumA es secretada por la bacteria. En 
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Rickettsia se ha descrito que el sistema TA vapBC TA genera efectos tóxicos dado 

a que la bacteria secreta a la toxina al citoplasma de las células del huésped (Audoly 

et al., 2011). Para determinar sí la proteína PumA genera un efecto tóxico, se evaluó 

la muerte de los nematodos después de ser incubados con la proteína PumA pura, 

observando que PumA es capaz de matar a C. elegans, efecto que es drásticamente 

disminuido al desnaturalizar previamente a la proteína por medio de calor (95oC por 

2 h) o por acción de una proteasa (Pronasa E). Esto indicó que los efectos tóxicos 

son generados por la proteína PumA, sugiriendo que la toxina requiere mantener 

una correcta estructura para su función. Finalmente, se evaluó la capacidad de la 

proteína PumB de neutralizar a PumA y así inhibir sus efectos tóxicos sobre C. 

elegans, para lo cual la proteína PumA fue previamente incubada in vitro con 

concentraciones variables de la proteína PumB y posteriormente adicionada a los 

nematodos. Se observó que cuando los nematodos fueron incubados con una 

mezcla de PumA y PumB en una proporción 1:2 (toxina:antitoxina), los efectos 

tóxicos generados por la proteína PumA disminuyeron, contrario a la toxicidad 

producida con la mezcla de toxina:antitoxina en una proporción 1:1, confirmando el 

papel de PumB en la neutralización y sugiriendo una relación molar entre PumA y 

PumB. La proporción toxina-antitoxina en los sistemas TA es importante para 

determinar la estequiometria del complejo TA así como regular la transcripción de 

los sistemas TA, fenómeno descrito como cooperatividad condicional. Este efecto 

además describe que el exceso de toxina puede perturbar la unión del operador por 

el complejo proteico TA (Hayes et al., 2014). Un ejemplo es el sistema CcdAB del 

plásmido F de E. coli, en donde ambos módulos forman un complejo (CcdA)2-

(CcdB)2 que se une al DNA para regular el estado de represión del operón ccd, la 
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adición de mayor cantidad de CcdB al complejo proteína-DNA genera la eliminación 

de la represión del operón (Afif et al., 2001). 

El análisis de los probables elementos reguladores ubicados en cis del operón 

pumAB mostró que, además de un probable promotor de tipo σ70 (PpumAB), ubicado 

rio arriba del operón pumAB, identificado previamente por Hernández-Ramírez 

(2014), este operón posee dos promotores adicionales, el promotor PpumB (tipo σ70) 

y el promotor PpumB-AlgU (tipo AlgU (σE)), ubicados rio arriba del gen pumB. El factor 

σ70 de P. aeruginosa, llamado rpoD, un homólogo del factor σ70 de E. coli, reconoce 

una gran cantidad de promotores que controlan la expresión de genes de 

mantenimiento (Potvin et al., 2007). Mientras tanto, el factor σAlgU (también llamado 

RpoE o σ22) comparte similitud (79% a nivel de aminoácidos) con la proteína de 

choque térmico E. coli σE, lo que sugiere funciones similares en respuesta al estrés 

(Potvin et al., 2008). La presencia de un promotor interno en operones de TA de 

sistemas de tipo II ya ha sido descrita. En Enterococcus faecium, el operón ax-txe 

posee un promotor principal rio arriba del operón y un promotor interno que regula 

la expresión del gen ax (Boss et al., 2013). Más recientemente, de un estudio de 10 

sistemas TA tipo II de E. coli K12 str. MG1655, se determinó que el operón rnlAB 

posee dos promotores y produce dos transcritos: un transcrito de todo el operón 

(RNAm de toxina y antitoxina) y un transcrito que solo puede traducir a la antitoxina 

(Deter et al., 2017). Por lo tanto, la presencia de múltiples promotores para el operón 

pumAB sugirió una regulación compleja de los genes. 

El análisis de la expresión del operón pumAB reveló que los genes pumA y pumB 

se transcriben diferencialmente, siendo el RNAm de pumB más abundante que el 

transcrito de pumA. Esta diferencia en los niveles de RNAm de ambos genes fue 
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observada cuando se empleó RNA de cultivos de E. coli BL21 (pTrcHis_pumAB) en 

la fase de crecimiento exponencial tardía y en la fase de crecimiento estacionaria; 

cepa en donde la expresión del operón pumAB estaba bajo el control de un promotor 

inducido. Resultados similares fueron descritos para el operón rnlAB de E. coli K12 

str. MG1655, que mostró una proporción diferente de RNAm de antitoxina respecto 

al de la toxina (Deter et al., 2017). Sin embargo, los resultados mostrados por Deter 

et al. (2017) también mostraron que la mayoría de los sistemas TA producen un 

único transcrito, donde la concentración de RNAm de la antitoxina es 

aproximadamente igual a la concentración de la toxina, lo que sugiere que los 

sistemas TA aparentemente no están regulados diferencialmente a nivel 

transcripcional y que las diferentes tasas de traducción de las dos proteínas son 

responsables de la mayor producción de la proteína antitoxina que de la proteína de 

la toxina (Deter et al., 2017). 

Para determinar si la diferencia en los niveles de RNAm de los genes pum podría 

estar relacionada con la expresión individual de pumB por los promotores PpumB y 

PpumB-AlgU, se analizó la expresión de pumB, mostrand que pumB puede transcribirse 

sin pumA. El nivel de RNAm de pumB cambia con la fase de crecimiento, mostrando 

mayor transcripción durante la fase exponencial en comparación con la fase 

estacionaria, fortaleciendo la hipótesis de que la expresión de los genes pum puede 

regularse de manera diferencial por los promotores externos e internos del operón 

y por la etapa de crecimiento celular. En contraste con los operones TA previamente 

reportados, axe-txe y rnlAB, el operón pumAB posee dos promotores internos para 

la regulación de pumB (el tipo σ70 y el tipo AlgU (σE)), lo que sugiere la probable 

regulación diferencial del operón pumAB. 
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Se ha informado que, en condiciones normales de crecimiento, los sistemas TA 

permanecen inactivos y pueden activarse temporalmente en respuesta al estrés 

ambiental, así como al estrés nutricional y oxidativo (revisado por Hõrak and 

Tamman, 2017). El patrón de expresión de los genes de pum en condiciones 

estresantes fue similar al de las condiciones no estresantes durante la fase de 

crecimiento exponencial; sin embargo, los niveles de expresión del RNAm de pumB 

con respecto a pumA cambiaron durante la fase de crecimiento estacionaria, 

mostrando un 50% menos de la transcripción de pumB. Además, el estrés oxidativo 

solo afectó la expresión individual del gen pumB y no del gen pumA, sugiriendo que 

el promotor PpumB-AlgU controla la expresión de pumB en respuesta al estrés oxidativo 

durante la fase de crecimiento estacionaria. Se había informado previamente que 

en P. aeruginosa, AlgU está involucrado en la resistencia al estrés oxidativo y al 

choque térmico (Potvin et al., 2008). Sin embargo, el factor sigma AlgU activa la 

transcripción de alginato (o mucoide) y su sobreproducción juega un papel 

importante en la patogénesis de esta bacteria al causar infección pulmonar en la 

fibrosis quística (Martin et al., 1993). En esta bacteria, el regulón para la síntesis de 

flagelos está significativamente regulado por presencia de AlgU (Garrett et al., 

1999), lo que revela que la síntesis de alginato y la expresión del flagelo están 

inversamente reguladas por el factor sigma AlgU (Tart et al., 2005; 2006). Esto 

sugiere que el promotor PpumB-AlgU está bajo el control negativo del factor sigma AlgU 

y que regula la transcripción de pumB bajo condiciones de estrés. 

La proteína PumB posee un dominio HTH de unión al DNA, lo que sugiere que 

podría actuar como un regulador transcripcional de los genes en el operón pumAB. 

La unión de antitoxinas al DNA se relaciona con la autorregulación transcripcional 
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de sus propios operones; por lo tanto, la expresión y la activación de los sistemas 

TA están estrictamente reguladas por sus antitoxinas afines tanto a nivel 

transcripcional como postranscripcional (revisado en Schuster and Bertram, 2013). 

Mediante ensayos de movilidad electroforética (EMSA), se observó que la proteína 

PumB se une a la región de DNA donde se localiza el promotor PpumAB del operón 

pumAB, sugiriendo que PumB regula la expresión del operón. El sitio probable 

donde se localiza la región operadora de operón está situada dentro de una 

secuencia palindrómica de 17 nt localizada entre el promotor PpumAB y el codón de 

inicio de la secuencia codificante de pumA, ya que la eliminación del DNA 

correspondiente a esta secuencia palindrómica impide la unión de PumB con el 

DNA. PumB no pudo unirse a la región promotora de PpumB y PpumB-AlgU, ubicada en 

la región del extremo 5´ del gen pumB, lo que sugiere que la regulación del operón 

pumAB es compleja, donde la transcripción del RNAm bicistrónico (que posee el 

RNAm de la toxina y antitoxina) está regulada por la antitoxina PumB y que la 

expresión individual del gen pumB está regulada por el factor AlgU. 

En los sistemas TA tipo II, la autorregulación transcripcional de los operones TA 

generalmente es promovida por los complejos de antitoxinas o antitoxina-toxina que 

reprimen la transcripción a través de su unión a las secuencias palindrómicas en 

sus promotores (revisado por Otsuka, 2016). Además, PumA no pudo unirse al DNA 

de la región promotora/operadora PpumAB del operón pumAB; sin embargo, la adición 

de PumA mejoró la unión de PumB, lo que sugiere la co-regulación de la expresión 

del operón pumAB por el complejo PumB-PumA. Por lo general, las antitoxinas de 

sistemas TA tipo II auto-reprimen su propio promotor, en forma individual o a manera 

de complejos con sus toxinas afines, y en algunos sistemas TA la regulación 
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transcripcional es regulada por cooperativa condicional que es dependiente de la 

estequiometría entre la toxina y la antitoxina (Schuster and Bertram, 2013). Como 

se indicó anteriormente, los genes pumA y pumB forman un operón y se co-

transcriben como un RNAm bicistrónico (Hernández-Ramírez et al., 2017); sin 

embargo, en este trabajo se observó que los niveles de RNAm de ambos genes son 

diferenciales. Para determinar que las diferencias en los niveles de transcrito entre 

ambos genes no se deben a la degradación del RNAm de pumA, se determinó el 

efecto de PumB sobre la estabilidad del transcrito de pumA. Inesperadamente, la 

adición in vitro de PumB purificado disminuyó específicamente los niveles del RNAm 

de pumA (cuando se expresaron individualmente) y no los otros RNAm analizados, 

indicando que la antitoxina afecta negativamente la estabilidad del RNAm de pumA. 

El efecto negativo de PumB sobre la estabilidad del RNAm de pumA se inhibió 

mediante la adición de inhibidores de la actividad de RNasa, lo que sugiere que 

PumB posee actividad de Endoribonucleasa sobre el RNAm de pumA. En general, 

la autorregulación transcripcional por la toxina y la antitoxina se ha descrito para 

muchos sistemas TA tipo II (Page and Peti, 2016); sin embargo, en el sistema TA 

tipo V, la antitoxina corta el  RNAm de la toxina (Wang et al., 2012). El sistema TA 

GhoT/GhoS fue el primer ejemplo de los sistemas TA tipo V. La antitoxina GhoS 

adopta un pliegue similar a la ferredoxina, similar a las endoribonucleasas 

específicas de la secuencia asociada a CRISPR-2 (CAS2), y corta el RNAm de 

ghoT, evitando su traducción en la toxina GhoT (Wang et al., 2012). Nuestros 

resultados sugirieron que PumB posee una actividad RNasa similar a la antitoxina 

GhoS y tiene el potencial de escindir el RNAm de pumA. Sin embargo, en contraste 

con GhoS, PumB muestra la capacidad de unirse al DNA, lo que sugiere que 
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además regula la transcripción del operón pumAB, unión que es favorecida por la 

proteína PumA, lo que sugiere un mecanismo de cooperativa condicional. 

La transferencia de pumA a la cepa PAO1 de P. aeruginosa aumentó la virulencia 

bacteriana, sugiriendo que PumA puede ser un factor de virulencia (Hernández-

Ramírez, 2014). En P. aeruginosa la producción de varios factores de virulencia 

(incluyendo la formación de biopelícula) es controlada por el sistema de QS (Hemati 

et al., 2014). Además, algunos sistemas TA tienen un papel importante en la 

formación de biopelículas, reportándose una correlación entre la capacidad de 

producción de biopelículas y la presencia de genes de QS y sistemas TA (Wang et 

al., 2011; Wen et al., 2014; Kedzierska and Hayes, 2016). La transferencia de pumA 

en la doble mutante de P. aeruginosa lasI/rhlI (mutante en los sistemas LasI y RhlI 

de QS) no genero aumentó en la virulencia de la bacteria en lechuga y en C. 

elegans; contrario a lo observado con la transferencia de gen pumA en P. 

aeruginosa PAO1. Además, los niveles de RNAm de pumA disminuyeron 

drásticamente en el fondo mutante P. aeruginosa lasI/rhlI, lo que sugiere que la 

expresión de pumA es regulada por QS e indica que la virulencia conferida por 

PumA es dependiente de QS. Se ha demostrado que QS controla la expresión de 

genes de virulencia en bacterias Gram negativas y Gram positivas, fenómeno ha 

demostrado ser relevante para la virulencia bacteriana in vivo (Antunes et al., 2010). 

Nuestros datos sugieren que la toxina PumA del sistema TA PumAB codificado en 

plásmido, actúa como un factor de virulencia que podría ser regulado por QS, 

fortaleciendo la hipótesis de una correlación entre los sistemas QS y TA. 

Varios sistemas QS que se encuentran en muchos patógenos bacterianos producen 

y liberan pequeñas señales químicas llamadas autoinductores que comúnmente se 
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asocian con la regulación de genes que codifican la producción de factores de 

virulencia y la formación de biopelículas (Whitehead et al., 2001; Ng and Bassler, 

2009; Deng et al., 2011; Pereira et al., 2013). En P. aeruginosa el gen lasI sintetiza 

3-oxo-C12-AHL, una molécula de acil homoserina lactona (autoinductor), y el gen 

rhlI sintetiza C4-AHL, un segundo autoinductor (Pearson et al., 1994). La 

complementación química por la adición del 3-oxo-C12-AHL y C4-AHL a cultivos de 

P. aeruginosa lasI/rhlI (pUC_pumA) incrementó los niveles de RNAm de pumA y 

restauró la virulencia de la bacteria en C. elegans, indicando que ambos sistemas 

LasI y RhlI del QS regulan la función de PumA. 

Con los resultados obtenidos en este trabajo proponemos un modelo que sugiere el 

mecanismo de regulación del sistema PumAB a través de la función de PumB, por 

el estrés oxidativo, así como por parte del sistema de QS (Figura 7). 
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Figura 7. Descripción del modelo de la regulación transcripcional del operón 

pumAB. A) Control de la expresión de los genes pumAB durante el crecimiento en 

ausencia de estrés: los genes pumA y pumB son co-transcritos por el promotor 

ppumAB, mientras que el gen pumB es transcrito individualmente por los promotores 

ppumB y pAlgU-pumB. En esta condición, se favorece la transcripción de pumB, lo que 

sugiere niveles más altos de PumB sintetizados con respecto a la proteína PumA. 

La proteína PumB podría unirse sola (represión débil) o en complejo con la toxina 

PumA (represión fuerte) al operador del operón pumAB autorregulando la co-

expresión de los genes pumAB. PumB podría cortar el RNAm de pumA evitando su 

transducción, aunado a que PumB podría formar un complejo proteína-proteína con 

PumA neutralizando la toxina. Finalmente, bajo esta condición, se podría favorecer 

el crecimiento celular. B) Control de la expresión de genes pumAB en condiciones 
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de crecimiento en presencia de estrés oxidativo: los genes pumA y pumB son co-

transcritos por el promotor ppumAB, mientras que la expresión individual del gen pumB 

es regulada negativamente en los promotores ppumB y/o pAlgU-pumB disminuyendo el 

RNAm de pumB. Bajo esta condición, se favorece de la transcripción pumA. 

Además, como ha sido descrito para otras antitoxinas, la antitoxina de PumB 

producida podría se degrada por el estrés oxidativo provocando una disminución en 

la concentración de PumB. Esto sugiere que en condiciones de estrés oxidativo los 

niveles de antitoxina PumB no son suficientes para la represión del operón pumAB, 

para neutralizar a la proteína PumA, así como para degradar el RNAm de pumA, 

por lo que la toxina podría actuar contra sus objetivos e inhibir el crecimiento celular. 

C) Control de la expresión de los genes pumAB por QS: al producirse los 

autoinductores 3-oxo-C12-AHL y C4-AHL del QS, los genes pumA y pumB son co-

transcritos, produciendose la toxina y la antitoxina, en esta condición la expresión 

individual de pumA ejerce efectos tóxicos al hospedero de la bacteria. En un fondo 

mutante en QS la bacteria no produce los autoinductores, los niveles de expresión 

de pumA y la coexpresión de pumA y pumB disminuyen. Durante esta condición la 

expresión individual de pumA disminuye, sugiriendo la disminución en la 

concentración de la toxina PumA y por consiguiente una disminución o ausencia de 

virulencia. 
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X. CONCLUSIÓN 

La regulación del sistema PumAB del plásmido pUM505 ocurre por múltiples 

mecanismos como son: 1) la neutralización de la función toxica de la toxina PumA 

por la proteína PumB, probablemente mediante la interacción proteína-proteína; 2) 

la regulación a nivel transcripcional por PumB o el complejo PumB-PumA, por estrés 

oxidativo, así como por el sistema de QS y 3) por la actividad de ribonucleasa de 

PumB sobre el RNAm de pumA. La compleja regulación del sistema PumAB podría 

estar relacionada con la función del sistema PumAB en la estabilidad de plásmidos 

y la virulencia.  
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