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c-di-GMP: diguanilato cíclico  
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DO: Densidad óptica  

ABS: Absorbancia  

Str: Estreptomicina  

Gm: Gentamicina  
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BORDETELLA 
 

El género Bordetella 
 

El género Bordetella está compuesto por cocobacilos Gram-negativos y forma parte del 

filo Proteobacteria. Dentro de este género se encuentran bacterias de gran relevancia 

médica, ya que son capaces de infectar el tracto respiratorio de humanos con distintas 

consecuencias según la especie que produce la infección. De la misma manera, también 

se encuentran dentro de este género microorganismos capaces de infectar el epitelio 

respiratorio en otros mamíferos, lo que hace importante su estudio en el campo de la 

medicina veterinaria1. En los últimos años se ha ido incrementado el número de especies 

pertenecientes a este género, incluyendo algunas aisladas del ambiente2. 

En la siguiente tabla se listan las especies que componen el género Bordetella 

actualmente: 

 

Especie Hospedador 
Fuente de aislamiento Genoma Primer 

aislamiento 

Bordetella ansorpii Exudado de un quiste 
epidérmico 6,2 Mb 3 

Bordetella avium Aves 3,73 Mb 4 

Bordetella bronchialis Paciente fibroquístico 5,9 Mb 5 

Bordetella bronchiseptica Amplio rango de mamíferos  5,2 Mb 6 

Bordetella flabilis Paciente fibroquístico 5,95 Mb 5 

Bordetella hinzii Aves de corral y humanos 4,89 Mb 7 

Bordetella holmesii Humanos 3,6 Mb 8 

Bordetella parapertussis Humanos y ovejas 4,77 Mb 9 

Bordetella pertussis Humanos 4,1 Mb 10 

Bordetella pseudohinzii Ratones 4,53 Mb 11 

Bordetella sputigena Paciente fibroquístico - 5 

Bordetella atropi Nematodos - 12 

Bordetella trematum Heridas infectadas  4,44 Mb 13 

Bordetella muralis Ambiental - 14 

Bordetella petri Ambiental 4,99 Mb 15 

Bordetella tumbae Ambiental - 14 

Bordetella tumulicola Ambiental - 14 

Fuente: https//www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi (2/11/2020). 
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Bordetellas “clásicas” 
 

Tres de las especies pertenecientes al género Bordetella forman parte de un grupo 

conocido como “Bordetellas clásicas”: B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica. 

Esta clasificación posee sus raíces, en parte, a una cuestión histórica, dado que fueron 

descriptas hace alrededor de un siglo y durante muchos años fueron las únicas 

integrantes del género. Por otra parte, representan las especies más relevantes debido 

a que son responsables de casi la totalidad de las infecciones reportadas en seres 

humanos y animales, lo que hace importante su estudio desde el punto de vista de la 

medicina y la veterinaria. 

Las especies que componen el grupo de las Bordetellas clásicas se encuentran 

estrechamente relacionadas. Por un lado, comparten la mayoría de los factores de 

virulencia caracterizados en el género, así como también la regulación de la expresión 

de estos factores por parte del sistema de dos componentes BvgAS16. Por otro lado, 

comparando los genomas de las cepas de referencia B. pertussis Tohama I, B. 

bronchiseptica RB50 y B. parapertussis 12822 se puede comprobar que presentan una 

gran similitud a nivel genómico, compartiendo alrededor de 3000 genes. B. 

bronchiseptica RB50 es la que posee el genoma de mayor tamaño, con 5,4 Mb mientras 

que B. pertussis Tohama I y B. parapertussis 12822 poseen genomas más pequeños, 

con 4,1 Mb y 4,7 Mb, respectivamente. Diversos trabajos han propuesto y demostrado 

que la evolución de las tres Bordetellas clásicas se habría dado a partir de un ancestro 

similar a B. bronchiseptica, principalmente por eventos de pérdida de material genético 

e inactivación génica11,17. 

La reducción del tamaño del genoma por la pérdida de material genético ha sido 

propuesto como uno de los principales mecanismos responsables de la variación del 

rango de hospedador entre estas especies18. B. bronchiseptica presenta un rango de 

hospedador muy amplio, pudiendo infectar diversos tipos de animales como perros, 

cerdos, conejos, humanos e incluso amebas19. B. parapertussis es capaz de infectar 

tanto a humanos como a ovejas y a partir de análisis filogenéticos se pudo demostrar 

que ambos linajes evolucionaron de forma independiente a partir de un ancestro 

común20. Por su parte, B. pertussis tiene como único huésped conocido al ser humano.  

Como consecuencia de la dinámica evolutiva descripta, no es común encontrar genes 

en el genoma de B. pertussis que no presenten su respectivo homólogo en B. 

bronchiseptica. Es por este motivo que los genes exclusivos de B. pertussis resultan 

particularmente interesantes de estudiar, debido a que es altamente probable que si 

fueron incorporados por esta especie se deba a que contribuyeron a algún mecanismo 

importante para la adaptación del patógeno al hospedador humano. 
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Tos convulsa 
 

B. pertussis es el agente causal de una enfermedad altamente contagiosa y con altos 

niveles de morbilidad y mortalidad conocida como “tos convulsa o coqueluche”. La 

misma se transmite por gotas expulsadas por un individuo infectado, siendo capaz de 

contagiar prácticamente al 100% de los contactos domésticos no inmunizados21. El 

cuadro clínico típico en individuos no inmunizados se divide en cuatro estadíos: I) unos 

pocos días sin síntomas luego del contacto con un individuo infectado; II) “fase catarral” 

con rinorrea de aproximadamente una semana de duración; III) “fase paroxística” de 

varias semanas, donde el paciente presenta una tos característica seguida por silbidos 

(whoops, lo que da el nombre de whooping cough a la enfermedad) y IV) varias semanas 

de tos menos severa, conocida como la “fase de convalecencia”. La complicación más 

común de esta enfermedad es la neumonía, que puede derivar en un cuadro clínico 

grave e incluso terminar en la muerte del paciente.  

Antes de la introducción de las primeras vacunas, la tos convulsa era considerada una 

enfermedad exclusiva de niños, ya que era en este rango etario donde se observaba el 

mayor número de contagios, complicaciones y mortalidad. Sin embargo, con el paso de 

los años y la profundización de los estudios epidemiológicos se pudo demostrar que los 

adultos también pueden ser portadores del patógeno e incluso desarrollar una 

enfermedad. La principal característica de los adultos infectados es, sin embargo, que 

pueden ser vehículos de transmisión del patógeno hacia infantes no vacunados, que es 

la población de mayor riesgo y presenta los niveles más elevados de morbilidad y 

mortalidad22. 

 
Inmunoprevención 
 

Los inicios de la vacunación contra B. pertussis se remontan a la década de 1940. Las 

primeras vacunas utilizadas masivamente estaban diseñadas a partir de bacterias 

inactivadas químicamente y fueron formuladas en conjunto con las vacunas contra el 

tétanos y la difteria en lo que se conoce como vacuna DTP. La aplicación masiva de 

esta vacuna disminuyó drásticamente la incidencia, morbilidad y mortalidad de la 

enfermedad1. 

El éxito de la vacuna a célula entera en la prevención de la enfermedad estaba claro, 

pero en los años subsiguientes comenzaron a surgir preocupaciones en torno a los 

efectos secundarios que se presentaban en algunos de los individuos vacunados siendo 

los más comunes fiebre, enrojecimiento e hinchazón de extremidades y convulsiones23. 

Esto llevó al surgimiento de una fuerte presión por parte de la opinión pública contra la 
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aplicación de la vacuna, lo que derivó en la suspensión de su aplicación en muchos 

países. Esta situación dejó expuesta claramente la necesidad de generar nuevas 

vacunas, que fueran capaces de prevenir la enfermedad, pero sin los efectos 

secundarios de la vacuna a célula entera. 

La siguiente generación de vacunas destinadas a prevenir la tos convulsa se basó en el 

diseño de formulaciones compuestas de antígenos de B. pertussis purificados con 

capacidad inmunogénica comprobada, como la toxina pertussis (PTX), hemaglutinina 

filamentosa (FHA), pertactina (PRN) y fimbrias24. La primera vacuna acelular fue 

introducida en Japón a principios de la década de 1980 y consistía principalmente de 

PTX y FHA detoxificadas, con base en años de investigación que demostraban que con 

esa combinación de antígenos se observaban niveles de protección similares a los 

correspondientes a la vacuna celular. Esta vacuna fue muy bien recibida por la opinión 

pública debido a que disminuyó drásticamente los reportes de efectos secundarios que 

aparecían tras la vacunación, lo que había constituido una de las principales críticas a 

la vacuna celular25. 

A principios de la década del 90 fue introducida en E.E.U.U. la primera vacuna acelular, 

formulada a partir de factores proteicos de B. pertussis purificados. En los años 

posteriores se extendió la aplicación de este tipo de vacunas en la mayoría de los países 

desarrollados. A pesar de la minimización de los efectos secundarios y de los indicios 

iniciales positivos, con el correr de los años se fue evidenciando que la inmunidad 

conferida por esta vacuna no era tan efectiva como la conferida por la vacuna celular. 

El número de casos de tos convulsa ha ido aumentando consistentemente en los últimos 

años, por lo que se continúan investigando intensamente distintas estrategias con el 

objetivo de mejorar las vacunas existentes24. 

 

Factores de virulencia 
 
Para llevar a cabo eficientemente la colonización del tracto respiratorio y así producir la 

infección, B. pertussis expresa una serie de factores de virulencia que han sido 

clasificados en dos grandes grupos: toxinas y adhesinas. Las toxinas incluyen: toxina 

pertussis (PTX), citotoxina traqueal (TCT), adenilato ciclasa (ACT) y lipooligosacárido 

(LOS). Por su parte, dentro de las adhesinas se encuentran la hemaglutinina filamentosa 

(FHA), pertactina (PRN) y fimbria (Fim). La mayoría de estos factores de virulencia han 

sido incluidos en las formulaciones de vacunas acelulares o de componentes26. 
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Toxina pertussis (PTX) 

Esta toxina constituida por cinco subunidades es el principal factor de virulencia de B. 

pertussis y su expresión es exclusiva de esta especie. Es una toxina de tipo AB, donde 

A es el protómero catalíticamente activo y B es el oligómero responsable de la unión a 

las células del hospedador. 

Se ha demostrado su importancia en la colonización, modulación de la respuesta 

inmune e inducción de leucocitosis, entre otros27. La mayoría de los efectos de PTX 

dependen de su actividad catalítica ADP-ribosilasa efectuada una vez traslocada al 

interior de la célula hospedadora, que interfiere en la señalización por proteínas G. Sin 

embargo, recientemente se ha reportado que la toxina afecta la migración de células 

dendríticas, proceso clave en el montaje de la respuesta inmune adaptativa, a través de 

su oligómero B y de forma independiente de la actividad catalítica, demostrando que el 

rol de la toxina en la infección no se limita a su acción enzimática28. 

 

Citotoxina traqueal (TCT) 

Esta toxina corresponde a un monómero de peptidoglicano que se produce durante el 

recambio del mismo que todas las bacterias Gram negativas llevan adelante durante el 

crecimiento. La mayoría de las bacterias reciclan este monómero a través de una 

proteína de membrana llamada AmpG. B. pertussis, al carecer de esta proteína, libera 

este monómero al medio. Estudios en el modelo murino demostraron que TCT induce 

la producción de óxido nítrico (NO) el cual produce un efecto dañino en las células 

ciliadas del epitelio respiratorio29. 

 

Toxina adenilato ciclasa (ACT) 

Esta toxina bifuncional consta de un polipéptido de 200 kDa secretado por un sistema 

de secreción tipo I y posee dos actividades catalíticas: adenilato ciclasa y hemolisina. El 

dominio N-terminal es responsable de la actividad adenilato ciclasa, mientras que el 

dominio C-terminal es responsable de la actividad hemolisina y la traslocación al interior 

de células eucariotas30. 

La toxina es secretada en forma inactiva y luego activada por acilación, modificación 

crucial para la internalización del dominio N-terminal de la proteína en las células del 

sistema inmune31. Luego de la traslocación a la célula eucariota, la actividad adenilato 

ciclasa se activa a través de la unión de la proteína a calmodulina, generando un 

aumento de los niveles de AMPc en la célula hospedadora a expensas del consumo de 

ATP. Se cree que esta depleción de ATP es la responsable de la inducción de la muerte 

celular y lisis observada en macrófagos32. Por otro lado, el dominio C-terminal de la 
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proteína tiene la capacidad de generar poros en la membrana plasmática de células 

eucariotas, lo que contribuye a la actividad citotóxica de la misma33. 

A partir de estudios genéticos se ha demostrado que la toxina tiene un rol en la 

colonización del epitelio respiratorio en etapas tardías de la infección, lo que sugiere que 

podría ser importante para la persistencia del patógeno34. Por otra parte, la toxina 

también afecta la respuesta inmune del hospedador inhibiendo la actividad 

proinflamatoria y bactericida de las células fagocíticas26. 

 

Hemaglutinina Filamentosa (FHA) 

Esta proteína de 220 kDa es la adhesina principal de B. pertussis y es importante para 

la unión a células eucariotas y a estructuras extracelulares en el epitelio respiratorio. 

Inicialmente se produce en una forma inactiva que luego sufre procesos de maduración 

en ambos extremos previo a su secreción al exterior de la célula35. Se ha demostrado 

su rol en la formación de biofilm tanto in vitro como en el tracto respiratorio en el modelo 

murino, lo que sugiere que podría ser importante en la persistencia del patógeno en ese 

nicho36. 

Además de su rol como adhesina, se ha propuesto que FHA podría afectar la respuesta 

inmune del hospedador en infecciones por bacterias del género Bordetella. Se ha 

demostrado que la proteína FHA de B. bronchiseptica presenta propiedades 

inmunomodulatorias que permiten el establecimiento y persistencia del patógeno en el 

modelo murino. Estas propiedades, sin embargo, no fueron observadas para la proteína 

FHA de B. pertussis, lo que podría sugerir que el impacto de esta proteína en el control 

de la respuesta inmune podría variar de especie a especie. Dado que el ratón no es un 

hospedador natural de B. pertussis, no se puede descartar que FHA no presente efectos 

inmunomodulatorios en ese modelo, pero sí lo haga en el contexto de la infección en 

humanos37. 

 

Pertactina (PRN) 

Es una proteína de 69 kDa que se expresa en la superficie celular. Se ha propuesto que 

podría tener un rol en la unión a células eucariotas, debido a la presencia de regiones 

ricas en prolina, repeticiones ricas en leucina y el tripéptido RGD (Arg-Gly-Asp), 

características estructurales asociadas a este tipo de interacción38. En B. bronchiseptica, 

se demostró que esta proteína está involucrada en la resistencia del patógeno a la 

eliminación por neutrófilos39. En B. pertussis, estudios en cultivos celulares de células 

dendríticas sugieren que la presencia de pertactina inhibiría el proceso de adherencia 

y/o internalización de la bacteria a la célula eucariota, aportando de esta manera a evitar 

la eliminación del patógeno por parte de la célula del hospedador40. 
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A pesar de que el rol de este factor de virulencia en la infección en humanos por B. 

pertussis aún no está claro, en los últimos años se ha reportado un incremento en la 

circulación de cepas de B. pertussis que carecen de PRN en países con esquemas de 

vacunación basados en la vacuna acelular o a componentes. Por motivos que aún se 

desconocen, se cree que la eliminación de PRN conferiría a la bacteria una ventaja 

adaptativa en individuos que han recibido ese tipo de vacunas41. Sin embargo, en países 

con esquemas de vacunación basados en vacunas a célula entera, la detección de este 

tipo de aislamientos es muy rara, por lo que se cree que el aumento en la prevalencia 

de las cepas deficientes en PRN es consecuencia de la presión de selección ejercida 

exclusivamente por la vacuna acelular42,43. 

 

Fimbria 

Las fimbrias son unas proteínas filamentosas que expresan la mayoría de las bacterias 

en su superficie celular y cumplen la función de adhesión a sustratos. B. pertussis 

expresa dos fimbrias serológicamente distintas llamadas Fim2 y Fim3. Estas proteínas 

constituyen uno de los componentes comúnmente incluidos en la formulación de 

vacunas acelulares. Se ha demostrado que la presencia de anticuerpos anti-fimbria en 

individuos vacunados se correlaciona con la protección frente al contagio44. 

Estudios realizados en B. bronchiseptica han demostrado la importancia de esta 

proteína en la colonización y la persistencia en un modelo de infección en ratas45. En 

cuanto a su impacto en la respuesta inmune, se demostró que la fimbria posee 

propiedades inmunomodulatorias, dado que un mutante en esta proteína presentó una 

mayor inducción de citoquinas pro-inflamatorias46. En un trabajo publicado 

recientemente se demostró que una cepa de B. pertussis carente de fimbrias presenta 

un defecto en la colonización de la nariz en un modelo animal, lo que podría relacionar 

a esta proteína con el establecimiento en ese nicho y podría indicar un posible rol en la 

transmisión del patógeno47. 

 

Lipooligosacárido (LOS) 

Esta endotoxina producida por B. pertussis difiere del lipopolisacárido clásico en que 

carece de la porción polisacarídica distal conocida como antígeno O. En su lugar, esta 

bacteria expresa una molécula que consta solo del oligosacárido núcleo y el lípido A48. 

A pesar de no ser un componente secretado, el LOS puede ser liberado al medio luego 

de la muerte bacteriana o durante la división celular y participar de la interacción con las 

células del huésped. Mediante un estudio de mutagénesis diseñado para evaluar la 

esencialidad de genes de B. pertussis en el contexto de la infección en el modelo murino, 
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se identificaron varios genes relacionados a la biosíntesis del LOS y se demostró la 

importancia de este factor de virulencia in vivo49. 

El LPS bacteriano es uno de los principales patrones moleculares reconocidos por el 

sistema inmune a través de los receptores tipo toll (TLRs). En un estudio comparativo 

realizado en cultivos de células dendríticas humanas se observaron diferencias en la 

respuesta inducida por el LPS de B. parapertussis y el LOS de B. pertussis, lo que podría 

contribuir en parte a la diferencia en la patogenicidad de estas cepas en la infección en 

humanos50. 

 

Regulación de los factores de virulencia 
 

Sistema BvgAS 

B. pertussis controla la expresión de sus factores de virulencia principalmente a través 

del sistema de dos componentes BvgAS, en el cual BvgS es el sensor transmembrana 

y BvgA es el regulador de respuesta con capacidad de unirse al ADN y activar la 

transcripción de los genes de virulencia51. A pesar de que aún se desconoce la identidad 

de la señal sensada por la histidina quinasa de membrana, se sabe que el sistema se 

encuentra activo en las condiciones estándar de cultivo de la bacteria a 37°C, condición 

en la cual es mayor la proporción de BvgA fosforilada y la transcripción de los factores 

de virulencia se encuentra activada. La actividad de este sistema puede inhibirse 

modificando las condiciones de cultivo, ya sea utilizando una temperatura de 25°C o con 

el agregado de moduladores como ácido nicotínico (AN) o sulfato de magnesio. En esas 

condiciones, se inhibe la transferencia de fosfatos hacia el regulador de respuesta, 

impidiendo la activación de la transcripción de los factores de virulencia52. 

Según el estado de activación del sistema BvgAS se han definido tres fases fenotípicas 

de la bacteria: la fase Bvg+ o virulenta, la fase Bvg- o avirulenta y la fase Bvgi o 

intermedia. En la fase virulenta, el sistema BvgAS se encuentra activo y se expresan la 

mayoría de los factores de virulencia mencionados en la sección anterior: FHA, PRN, 

Fim2/Fim3, PTX y ACT, los cuales se denominan vags (virulence-activated genes). 

Cuando el sistema se encuentra inactivo, dejan de expresarse dichos factores y se 

produce un aumento en la expresión de otro grupo de genes conocido como vrgs 

(virulence-repressed genes) cuya función en la patogénesis de la bacteria aún no es 

clara. Entre estos genes se puede mencionar aquellos que codifican para la biosíntesis 

de la cápsula y una variedad de genes involucrados en distintas vías metabólicas53. Por 

último, en la fase intermedia dejan de expresarse algunos de los factores de virulencia, 

se mantiene la expresión de otros y además se induce la expresión de una proteína 
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específica de esta fase llamada BipA, la cual se cree que podría funcionar como 

adhesina51.  

A pesar de existir una caracterización detallada in vitro del funcionamiento del sistema 

BvgAS, el rol de cada una de las fases de virulencia en el proceso de infección de B. 

pertussis aún no se conoce por completo. En un principio se proponía que la fase Bvg+, 

en la cual se expresan los factores de virulencia descriptos en la sección anterior, era la 

única relevante para el proceso de infección. Esta idea derivaba de estudios in vivo en 

modelos animales con cepas mutantes de B. pertussis bloqueadas en las distintas fases 

de virulencia. En dichos estudios se observó que cepas bloqueadas en fase Bvg+ 

presentaban idéntica capacidad de colonización del tracto respiratorio con respecto a la 

cepa salvaje, mientras que cepas bloqueadas en fase Bvg- eran rápidamente 

eliminadas54,55. Sin embargo, esta concepción ha sido discutida en los últimos años por 

la aparición de evidencias que demuestran que B. pertussis expresa in vivo genes de 

fase avirulenta, como el flagelo, y la acumulación de clones Bvg- en un modelo 

experimental de infección a largo plazo en ratones56,57. Adicionalmente, un estudio 

transcriptómico apuntado a caracterizar la adaptación de B. pertussis a la vida 

intracelular dentro de macrófagos, demostró que en esas condiciones se reprime la 

transcripción de los factores de virulencia a la vez que aumenta la transcripción de genes 

de avirulencia. Debido a que se ha propuesto que la infección por B. pertussis podría 

incluir un estadío intracelular, estos resultados proveen una hipótesis concreta del rol 

que podría estar cumpliendo la fase Bvg- en la patogénesis de esta bacteria58. 

 

Regulación de los genes de avirulencia 
 
A diferencia de la regulación de los genes de virulencia, cuyos mecanismos regulatorios 

han sido estudiados en profundidad, la regulación de los genes de avirulencia y su rol 

en la infección todavía representan una incógnita importante en el entendimiento de la 

variación fenotípica de B. pertussis. A partir de estudios genéticos se ha podido asociar 

la regulación de dichos genes a la actividad de dos proteínas: BvgR, como un regulador 

negativo en la fase virulenta, y RisA, como un regulador positivo en la fase de 

avirulencia59. 

 

BvgR 

BvgR es una proteína citoplasmática de 32 kDa codificada por un gen que se encuentra 

inmediatamente downstream a los genes bvgA y bvgS y cuya expresión es regulada por 

la unión de BvgA a su promotor, por lo que se trata de un vag60. Fue identificada por 

primera vez a través de un ensayo de mutagénesis por transposones, en el cual se 
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observó que inserciones en una región adyacente a BvgAS tenían como consecuencia 

la activación de genes que deberían encontrarse reprimidos en las condiciones de 

cultivo utilizadas. Esto llevó a la descripción de una proteína cuyo rol es reprimir los 

genes de avirulencia en la fase virulenta de la bacteria, sumando de esta manera un 

tercer componente a este sistema regulatorio61. Estudios posteriores utilizando técnicas 

transcriptómicas confirmaron el rol de esta proteína como regulador negativo de genes 

vrgs, al observarse una mayor expresión de los mismos en una cepa mutante en BvgR62. 

El mecanismo por el cual BvgR lleva a cabo la represión de los factores de virulencia no 

se conoce. El análisis de la secuencia aminoacídica de la proteína indica la presencia 

de un dominio EAL, comúnmente asociado a la actividad fosfodiesterasa que cataliza la 

degradación del segundo mensajero diguanilato cíclico (c-di-GMP). Por lo tanto, se ha 

propuesto que esta proteína podría ejercer su función represora a partir de disminuir los 

niveles de dicha molécula en la célula63. Sin embargo, dado que dicha hipótesis no ha 

sido demostrada experimentalmente y que el dominio EAL de BvgR no posee el motivo 

catalítico conservado implicado en la degradación de c-di-GMP, es probable que esta 

proteína lleve a cabo su función a través de otro mecanismo. El rol de esta familia de 

proteínas y de c-di-GMP en la regulación de distintos procesos celulares se describirá 

más adelante. 

 

Sistema RisAS 

Este sistema de dos componentes fue originalmente descripto en B. bronchiseptica 

como importante para la resistencia al estrés oxidativo, la expresión de genes de 

avirulencia y la persistencia en el tracto respiratorio de ratones64. En ese patógeno el 

sistema consta de dos proteínas, el sensor histidina quinasa RisS y el regulador de 

respuesta citoplasmático RisA, por lo que se denomina sistema RisAS. 

Por su parte, en B. pertussis también se ha demostrado el rol de RisA en la regulación 

de la expresión de genes de avirulencia. Mediante análisis de la secuencia de risS se 

pudo identificar la presencia de una mutación en el gen, lo que hace que esta bacteria 

exprese una variante truncada de esta proteína65. Posteriormente se pudo identificar 

que la proteína sensora para este sistema de dos componentes es codificada por un 

gen exclusivo de B. pertussis que expresa una proteína denominada RisK, la cual a 

través de su actividad histidina quinasa es capaz de fosforilar a RisA y así permitir la 

regulación de la expresión génica63. 

Mediante ensayos de transcriptómica se ha logrado describir parcialmente el impacto 

de la regulación por este sistema de dos componentes en la expresión génica de B. 

pertussis. La mayoría de los genes activados por RisA corresponden a vrgs previamente 

descriptos, para los cuales se observó que era importante la fosforilación de la proteína 
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por la quinasa RisK. Además, se encontró que RisA reprime la expresión de ciertos vags 

de forma independiente de la fosforilación62. 

  

Mecanismos de patogénesis 
 

Unos de los objetivos principales que se persiguen en el estudio de la patogénesis de 

B. pertussis es describir los mecanismos por los cuales este patógeno es capaz de 

colonizar el epitelio respiratorio del huésped y llevar a cabo la infección. Estos estudios 

se han revitalizado en los últimos años debido a la necesidad de encontrar respuestas 

ante la resurgencia de la enfermedad pese a los programas de vacunación vigentes en 

todo el mundo. A continuación, se describen algunos de los mecanismos conocidos más 

relevantes. 

 

Modulación de las defensas del huésped 

La respuesta inmune frente a la infección por B. pertussis comienza con la inducción de 

la respuesta inmune innata, mediante el reconocimiento de patrones moleculares 

asociados al patógeno por células epiteliales y del sistema inmune presentes en el tracto 

respiratorio. Esta señal culmina en la activación de la actividad de macrófagos y 

neutrófilos, que buscarán eliminar a la bacteria a través de su fagocitosis y posterior 

destrucción. Por otra parte, con el reconocimiento de ligandos a través de receptores de 

superficie, se induce la maduración de las células dendríticas. Estas células maduras 

son capaces de migrar al tejido linfático y al bazo, donde presentan el antígeno 

bacteriano a células T, iniciando de esta manera la respuesta inmune adaptativa 

mediada por anticuerpos66. 

B. pertussis es capaz de utilizar sus factores de virulencia para interferir de diversas 

maneras en la respuesta inmune del huésped. Se han descripto una gran variedad de 

ejemplos de mecanismos de inmunomodulación, sobre todo asociados a las actividades 

de la toxina pertussis, ACT y FHA67. 

 

Supervivencia en células eucariotas 

A pesar de tratarse de un patógeno históricamente considerado como extracelular, en 

los últimos años se ha reportado en varios trabajos la capacidad de B. pertussis de 

invadir y sobrevivir en distintos tipos celulares eucariotas, como células epiteliales, 

macrófagos y neutrófilos68,69,70,71. Un estudio reciente demostró que esta habilidad se 

encuentra conservada entre las especies del género Bordetella que son capaces de 

generar infecciones en mamíferos, pero no en especies que solo han sido aisladas a 

partir de fuentes ambientales, lo que sugiere que esta característica pudo haber sido 
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importante en la adaptación de las especies patogénicas a sus distintos huéspedes72. 

Este mecanismo ha sido propuesto como una posible estrategia del patógeno para 

evadir la respuesta inmune del huésped y conformar un reservorio que luego podría 

servir para la diseminación a otros tejidos y/o la transmisión a otros huéspedes73. 

La capacidad de las bacterias del género Bordetella de invadir células epiteliales se 

describió por primera vez en B. bronchiseptica, cuando se estudió su interacción con 

células A549 en cultivo, una línea celular de carcinoma de pulmón que es útil como 

modelo de epitelio respiratorio74. En los años subsiguientes, ensayos similares utilizando 

otra línea celular de epitelio respiratorio (Células HTE), evidenciaron que B. pertussis es 

capaz de invadir y persistir al menos 24 horas en esta línea celular68,75. Además, B. 

pertussis fue encontrada dentro de las células ciliadas del epitelio respiratorio en niños 

con neumonía76. Posteriormente, se demostró la capacidad de B. pertussis de invadir y 

sobrevivir intracelularmente en células A549. En cuanto al mecanismo de resistencia 

una vez en el interior de la célula epitelial, se observó que la bacteria fue capaz de evadir 

la fusión lisosomal y su consecuente eliminación, lo que permitió recuperar bacterias 

viables del interior celular hasta 48 horas luego de la infección71.  

Una observación interesante proviene de ensayos de infección realizados tanto con 

células A549 como con macrófagos, donde se demuestra que una pequeña porción de 

bacterias resistentes a la eliminación luego de ser fagocitadas, pueden volver a repoblar 

el medio extracelular71,58. Esto sugiere que las bacterias capaces de sobrevivir en estos 

tipos celulares podrían contribuir a la colonización de otros nichos dentro del hospedador 

o la transmisión de la enfermedad a otros hospedadores. 
 

Formación de biofilm 

La formación de biofilm ha sido propuesta como una posible estrategia de patogénesis 

llevada a cabo por B. pertussis en el huésped para lograr persistir a largo plazo en el 

mismo y evitar la acción de los distintos componentes del sistema inmune. Esta hipótesis 

se basa en lo observado para otros patógenos, donde la formación de estas estructuras 

durante la infección confiere una elevada resistencia a los antimicrobianos y a la acción 

del sistema inmune del huésped77,78. Un biofilm es una comunidad microbiana sésil, 

formada por células adheridas a un sustrato o interfase y entre sí, que se encuentran 

embebidas en una matriz polimérica producidas por ellas mismas y que presentan un 

fenotipo propio79. 

En los últimos años, se ha descripto la capacidad de B. pertussis de formar biofilms in 

vitro en distintas superficies y en distintos diseños experimentales en el laboratorio80,81. 

Por otro lado, también existen reportes de formación de biofilm en superficies bióticas, 

tales como la nariz y tráquea recuperadas de ratones infectados36,82.  
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En dos trabajos publicados casi simultáneamente, se reportó que el sistema BvgAS 

regula la formación de biofilm en el género Bordetella83,84. Como se describió en un 

apartado anterior, este sistema de dos componentes regula la expresión de los factores 

de virulencia de Bordetella, entre los que se encuentran varias adhesinas importantes 

para la formación de biofilm. Uno de estos estudios demuestra que la condición de fase 

de virulencia intermedia (Bvgi) es la que induce una mayor formación biofilm en B. 

bronchiseptica, observación que ha sido corroborada por nuestro laboratorio85. 

En un ensayo de proteómica comparativa entre los estados planctónico y sésil de B. 

pertussis, Serra y colaboradores identificaron que en la condición de biofilm se 

encontraba aumentada la expresión de una gran variedad de adhesinas y proteínas de 

respuesta a estrés, así como también proteínas relacionadas a la síntesis de 

polisacáridos86. Adicionalmente, se han publicado trabajos que describen la importancia 

de las adhesinas en el proceso de formación de biofilm de B. pertussis. Una de ellas es 

FHA, uno de los principales factores de virulencia, cuya deleción provoca una 

disminución de la capacidad de formar biofilm tanto in vitro como in vivo36. Otra adhesina 

importante es el polisacárido Bps, codificado por el locus bpsABCD. Una cepa de B. 

pertussis que no expresa este polisacárido fue incapaz de formar biofilms maduros in 

vitro y presentó una disminución en su capacidad de colonizar la nariz y tráquea de 

ratones en comparación con la cepa salvaje82.  

La formación de biofilm en el contexto de la infección en humanos y su posible rol en la 

colonización y persistencia del patógeno aún se encuentra sujeto a discusión. Las 

evidencias que apuntan en ese sentido provienen sobre todo de observaciones 

histopatológicas de tejidos de pacientes infectados. En los mismos pueden observarse 

cúmulos de bacterias que podrían representar un biofilm, pero que no han sido definidos 

de tal manera debido a la falta de evidencia específica que permita asegurar que se 

trata de este tipo de estructuras76,87. Además, el análisis de sueros de pacientes 

infectados con B. pertussis arrojó como resultado la presencia de anticuerpos 

específicos anti-Bps, lo que sugiere que el mismo podría ser expresado dentro del 

huésped e indicaría que en algún momento durante el transcurso de la enfermedad B. 

pertussis pudo haberse encontrado formando biofilm82. Por último, en un trabajo con 

aislamientos clínicos circulantes de B. pertussis, se pudo establecer una relación entre 

mayor formación de biofilm in vitro y mayor colonización en el modelo murino. Los 

autores proponen que estos aislamientos con gran capacidad de formar biofilm 

presentarían una mayor capacidad de colonizar el epitelio respiratorio humano debido a 

una mayor resistencia a los mecanismos de la respuesta inmune del huésped88. 

Nuestro grupo de trabajo se ha enfocado en los últimos años al estudio de la formación 

de biofilm en Bordetella spp., con el objetivo principal de describir los mecanismos 
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moleculares involucrados en su regulación. En este contexto, surgió como uno de los 

actores principales de esta regulación el sistema de señalización por c-di-GMP. A partir 

de allí hemos avanzado en la descripción de los mecanismos por los cuales este 

segundo mensajero regula la formación de biofilm, pero también hemos evidenciado su 

rol en la regulación de otros procesos celulares importantes para la patogénesis de B. 

bronchiseptica, como la sobrevida en células eucariotas y la expresión del sistema de 

secreción tipo III (SST3)89–91. En las secciones subsiguientes se describen aspectos 

generales de la señalización por c-di-GMP, su relevancia en el control de distintos 

procesos celulares en bacterias y, particularmente, su importancia como mecanismo de 

señalización en bacterias del género Bordetella. 

 

SEÑALIZACIÓN POR C-DI-GMP 
 
Uno de los sistemas utilizados por las bacterias para responder a señales tanto del 

entorno como intracelulares es el mediado por el segundo mensajero c-di-GMP (3’-5’ 

diguanilato cíclico). Esta molécula fue identificada por primera vez en el año 1987 por 

Benziman y colaboradores como un factor alostérico requerido para la activación de la 

biosíntesis de celulosa en la alfa proteobacteria Gluconacetobacter xylinum92. Poco 

tiempo después, se demostró que la síntesis de celulosa en Agrobacterium tumefaciens 

también era dependiente de c-di-GMP, lo que contribuyó a generar la idea de que este 

sistema regulatorio podría encontrarse distribuido en distintos géneros y filos 

bacterianos93. En los años subsiguientes se pudo identificar a las familias de proteínas 

responsables de la síntesis y degradación de c-di-GMP, lo que permitió la búsqueda de 

estas proteínas por métodos bioinformáticos en los genomas bacterianos publicados. A 

partir de ese momento comenzó a quedar claro que la transducción de señales por este 

segundo mensajero era un mecanismo ampliamente extendido en bacterias94. Con el 

paso de los años y la profundización de las investigaciones en distintos géneros 

bacterianos quedó en evidencia que la regulación de la biosíntesis de celulosa no era el 

único fenotipo dependiente de los niveles intracelulares de c-di-GMP. Al día de hoy se 

ha podido demostrar que esta molécula participa en la regulación de una gran variedad 

de procesos, entre los que se pueden mencionar el control del ciclo celular, producción 

de exopolisacárido, tolerancia a antibióticos, quorum sensing, virulencia, quimiotaxis, 

resistencia a distintos tipos de estrés ambiental y la transición entre vida planctónica y 

formación de biofilm95,96. 
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La molécula de c-di-GMP 
 

El c-di-GMP es un dinucleótido de guanina que se forma a partir de la unión entre los 

átomos 3’ y 5’ de los ribonucleótidos que lo componen a través de enlaces fosfodiéster. 

Su estructura química fue determinada por primera vez por cristalografía en 1990 

(Figura 1.1.a)97. Estudios posteriores determinaron que la molécula puede encontrarse 

en estado monomérico o dimérico (Figura 1.1.b y 1.1.c, respectivamente), dependiendo 

de la proteína con la que se copurifica. La forma monomérica se encuentra comúnmente 

asociada a estructuras cristalinas de proteínas con dominio EAL98,99, mientras que la 

forma dimérica se ha encontrado asociada a sitios de regulación alostérica y proteínas 

efectoras que unen c-di-GMP100. Incluso se ha descripto la capacidad de c-di-GMP de 

formar tetrámeros y octámeros, aunque se desconoce si esta propiedad posee 

relevancia biológica101.  

 

 
 

 

 

 
 

 

Homeostasis de c-di-GMP 
 
Dada la implicancia que este segundo mensajero posee en la regulación de procesos, 

el control de su concentración intracelular debe estar muy finamente ajustado.  

Los niveles intracelulares de c-di-GMP se encuentran determinados por un balance 

entre la acción de enzimas que lo sintetizan, llamadas diguanilato ciclasas (DGC), y 

enzimas que lo degradan, llamadas fosfodiesterasas (PDE). Ambos tipos de proteínas 

poseen dominios conservados cuyas denominaciones hacen referencia a los residuos 

aminoacídicos en sus sitios catalíticos: en el caso de las DGC dominios GGDEF y en el 

Figura 1.1. La molécula de c-di-GMP. (a) Esquema de la estructura química del c-di-GMP 
(G=Guanina). (Imagen adaptada de Ref. 97). (b) Estructura tridimensional del monómero de 
c-di-GMP, comúnmente encontrado en la interacción con dominios EAL. (c) Estructura 
tridimensional del dímero de c-di-GMP, comúnmente asociado a sitios de regulación 
alostérica y proteínas efectoras de c-di-GMP. (Imágenes (b) y (c) adaptadas de Ref. 123) 
(Verde=C; Azul=N; Rojo=O; Naranja=P). 
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caso de las PDE dominios EAL o HD-GYP (Figura 1.2). La actividad de estas proteínas 

puede ser regulada por señales tanto del exterior como del interior celular. Por este 

motivo, es muy común encontrar a los dominios catalíticos asociados con dominios 

sensores, que permiten modificar la síntesis o degradación de c-di-GMP a partir del 

reconocimiento de algún estímulo.  

Además de proteínas que poseen un único dominio ya sea asociado a la síntesis o a la 

degradación de c-di-GMP, también es muy común encontrar proteínas multidominio que 

presentan dominios GGDEF y EAL combinados102,103. 

 

 
  

 

 

 

Síntesis de c-di-GMP: Diguanilato ciclasas 
 
Las primeras evidencias que asociaron a los dominios GGDEF con la síntesis de c-di-

GMP provinieron de estudios genéticos, con experimentos de complementación en los 

cuales la introducción de una proteína con dominio GGDEF regulaba positivamente la 

biosíntesis de celulosa, fenotipo que había sido asociado a un aumento de c-di-GMP104. 

Esta idea terminó de confirmarse en los años subsiguientes, con ensayos similares al 

mencionado anteriormente, pero evaluando directamente los niveles de c-di-GMP por 

métodos cromatográficos105,106. 
La secuencia consenso del motivo catalítico de esta familia de proteínas es GG(D/E)EF 

(Figura 1.3). Numerosos estudios han demostrado que la conservación de este motivo 

en las proteínas con dominio GGDEF es un fuerte indicio de que la misma podría 

presentar actividad DGC. Por el contrario, proteínas con dominios GGDEF que poseen 

el sitio catalítico degenerado a menudo no presentan actividad catalítica detectable107. 

La dependencia de la actividad con la conservación del motivo GGDEF se refuerza por 

un gran número de estudios genéticos en los cuales se genera una variante no catalítica 

Figura 1.2. Las DGCs catalizan la síntesis de c-di-GMP a partir de 2 moléculas de GTP a 
través de su dominio GGDEF. Las PDEs catalizan la degradación de c-di-GMP. Según el 
dominio involucrado el producto de degradación será distinto: las PDE con dominio EAL 
degradan a 2 moléculas de GMP mientras que las PDE con dominio HD-GYP degradan a 
pGpG. (Imagen adaptada de Ref. 95). 
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a partir de una variante catalítica con tan solo la modificación de un par de aminoácidos 

en la secuencia mencionada90,108. 

Las DGC presentan frecuentemente inhibición por producto, que ocurre cuando la 

molécula de c-di-GMP se une a un sitio inhibitorio (I-site) presente en algunos dominios 

GGDEF, cuya secuencia es RxxD (Figura 1.3). Se ha estimado que aproximadamente 

un 60% de los dominios GGDEF que presentan un sitio activo conservado también 

presentan el motivo RxxD, lo que sugiere que podrían estar sujetos a este tipo de 

regulación. La modulación de la actividad DGC por unión de c-di-GMP al I-site del 

dominio GGDEF ha sido demostrada experimentalmente109. Adicionalmente, se ha 

descripto que el I-site es necesario para la interacción de una DGC con su proteína 

efectora110. 

 

 

 

A través de análisis filogenéticos y estructurales se pudo determinar que el dominio 

GGDEF presenta una gran similitud en estructura secundaria y terciaria con la familia 

de las nucleotidil-ciclasas de clase III, cuyo mecanismo catalítico depende de la 

dimerización de dos dominios para la formación de un homodímero. Esta similitud llevó 

a plantear la hipótesis de que los dominios GGDEF también podrían actuar a través de 

un mecanismo similar, donde dos monómeros se unirían para formar un sitio activo en 

la interfase. Este mecanismo propuesto fue posteriormente corroborado en forma 

experimental111. 

Un modelo que explica en detalle la catálisis de c-di-GMP por los dominios GGDEF ha 

sido derivado de la estructura cristalina de la DGC DgcZ de Escherichia coli, la cual 

consta de dos monómeros de GGDEF intercalados por una molécula de c-di-GMP 

(Figura 1.4.a). Según este modelo, para que ocurra la reacción de ciclación, dos 

moléculas de GTP tienen que estar alineadas en orientación antiparalela, lo que se 

consigue a partir de la unión de GTP por cada uno de los monómeros GGDEF y la 

posterior dimerización de los mismos112. La reacción de catálisis de c-di-GMP transcurre 

Figura 1.3. Esquema de la secuencia consenso del motivo GGDEF, obtenida con el 
programa SeqLogo a partir del alineamiento de 37 secuencias de dominios GGDEF de la 
base de datos Pfam (Imagen adaptada de Ref. 106) (R=Arginina; D=Aspartato; G=Glicina; 
E=Glutamato; F=Fenilalanina). 
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Figura 1.4.a) Estructura cristalina del dominio GGDEF de DgcZ de E. coli. Dos dominios 
GGDEF se encuentran unidos a través de una molécula de c-di-GMP, que interacciona con 
los sitios A de cada monómero. b) Mecanismo simplificado de la síntesis de c-di-GMP. La 
reacción transcurre en dos pasos, a través de la formación del intermediario 5’pppGpG 
(Imagen adaptada de Ref. 123). 

en dos pasos. En primer lugar, se produce un ataque nucleofílico del OH 3’ de una 

molécula de GTP sobre el fosfato alfa de la molécula opuesta, lo que da lugar a la 

formación de un intermediario 5’ pppGpG y la liberación de una molécula de pirofosfato 

(PPi). En el segundo paso, se libera del intermediario cíclico otra molécula de PPi dando 

lugar a la formación de la molécula de c-di-GMP (Figura 1.4.b).  

Además de proteínas con el motivo GG(D/E)EF conservado, dentro de la familia de 

proteínas GGDEF existen proteínas con motivos que se desvían de la secuencia 

consenso, las cuales son catalíticamente inactivas. Sin embargo, se ha demostrado que 

estos dominios “GGDEF degenerados” pueden cumplir roles regulatorios gracias a la 

capacidad de unir c-di-GMP. Este es el caso de la proteína PelD de Pseudomonas 

aeruginosa, que participa en la regulación de la transición entre vida planctónica y sésil. 

A pesar de no poseer actividad catalítica, se demostró que la unión de c -di-GMP en el 

sitio de inhibición (I-site) del dominio GGDEF es necesaria para la producción de un 

polisacárido importante para la formación de biofilm113. Otro ejemplo relevante es el de 

MxdA, una proteína GGDEF degenerada de Shewanella oneidensis que participa en 

una vía similar a la de PelD, pero con la particularidad de ser capaz de unir c-di-GMP 

sin presentar un I- site conservado114.  
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Degradación de c-di-GMP: Fosfodiesterasas 
 
Proteínas con dominio EAL 

Las fosfodiesterasas específicas de c-di-GMP que poseen dominios EAL catalizan la 

degradación de c-di-GMP en presencia de Mg+2 o Mn+2 para dar el nucleótido lineal 5´-

fosfoguanilil-(3´-5´)-guanosina (pGpG). 

A diferencia de los dominios GGDEF, en los cuales la dimerización es parte esencial del 

mecanismo catalítico, los dominios EAL parecen retener cierta actividad fosfodiesterasa 

cuando se encuentran como monómeros115. Sin embargo, la mayor parte de las 

proteínas con dominios EAL caracterizadas presentan dimerización y este proceso 

parece ser importante para la respuesta a estímulos ambientales, lo que lleva a la 

asunción de que la estructura dimérica sería la unidad funcional involucrada en la 

hidrólisis de c-di-GMP in vivo116–118. 

Al igual que con las proteínas GGDEF, algunas proteínas con dominio EAL presentan 

sitios activos degenerados y son incapaces de catalizar la degradación de c-di-GMP. Se 

han reportado varios ejemplos de este tipo de proteínas que aún son capaces de unir el 

segundo mensajero con alta afinidad y funcionan como receptores de c-di-GMP, lo que 

les permite ejercer efectos regulatorios a partir de interacción con otras proteínas, como 

se describe más adelante119,120.  

 

Proteínas con dominio HD-GYP 

Este tipo de fosfodiesterasas específicas de c-di-GMP catalizan la degradación del 

segundo mensajero a dos GMP. El dominio HD-GYP constituye un subgrupo dentro de 

la gran familia de proteínas HD, que presentan actividad hidrolítica hacia una gran 

variedad de sustratos. El primer indicio de que este tipo de dominios podía estar 

involucrado en la degradación de c-di-GMP surgió a partir de la observación de que solía 

encontrarse en proteínas multidominio junto con el dominio GGDEF121. Dicha hipótesis 

se comprobó en los años subsiguientes en un gran número de proteínas con dominio 

HD-GYP a través de ensayos de sobreexpresión y cuantificación de los productos de 

degradación de c-di-GMP por métodos cromatográficos122,123. El mecanismo catalítico 

aún no se conoce detalladamente debido a las dificultades que ha presentado su 

purificación y cristalización124. 
 

Proteínas “bifuncionales” 
 
Es frecuente encontrar en los genomas bacterianos genes que codifican para proteínas 

híbridas en donde se combinan dominios GGDEF/EAL o GGDEF/HD-GYP. Mediante un 
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análisis de genómica comparativa se determinó que un tercio del total de los dominios 

GGDEF se encuentran formando parte de proteínas GGDEF-EAL, mientras que para el 

caso de los dominios EAL esta proporción asciende a dos tercios. En el caso de los 

dominios HD-GYP, sólo el 7% se encuentra formando parte de proteínas híbridas125. 

Aproximadamente la mitad de las proteínas GGDEF/EAL presentan sitios activos 

intactos, lo que sugiere que podrían presentar tanto actividad DGC como PDE. Sin 

embargo, se han descripto sólo unos pocos casos de proteínas híbridas que realmente 

posean la capacidad de llevar a cabo tanto la síntesis como la degradación de c-di-GMP. 

Un ejemplo es la proteína DcpA de Mycobacterium smegmatis, que puede actuar como 

DGC o PDE según el estado metabólico de la bacteria126. Por otro lado, existen reportes 

de proteínas híbridas que presentan solo una de las actividades catalíticas, en donde el 

dominio no catalítico podría haber evolucionado para cumplir otras funciones. Un 

ejemplo es la proteína GGDEF-EAL CC396 de Caulobacter crescentus, que presenta 

actividad fosfodiesterasa dependiente de la unión de GTP en el dominio GGDEF no 

catalítico127.  

Un mecanismo interesante ha sido descripto en varias proteínas que poseen motivos 

EAL degenerados y no catalíticos, pero siguen teniendo la capacidad de unir c-di-GMP, 

lo que le confiere funciones regulatorias. La proteína FimX de P. aeruginosa presenta 

un dominio EAL incapaz de llevar a cabo la degradación del segundo mensajero por 

poseer el motivo catalítico no conservado, el cual sin embargo sigue siendo capaz de 

unir la molécula con alta afinidad128. La unión del segundo mensajero en el dominio EAL 

degenerado induce un cambio conformacional en la proteína, que a su vez favorece su 

localización en el polo de la célula y de esta manera la regulación del ensamblaje del 

pili tipo IV involucrado en la movilidad tipo twitching120. Otro ejemplo interesante es el de 

la proteína de membrana LapD de Pseudomonas fluorescens. Esta proteína está 

involucrada en la regulación de biofilm de la bacteria a través del control de la 

localización de la adhesina LapA, esencial para este proceso. LapD une c-di-GMP en 

su dominio EAL degenerado citoplasmático, lo que se traduce en un cambio 

conformacional que favorece la interacción de su dominio periplasmático con la proteasa 

periplasmática LapG, que regula la localización de LapA119.  

 

Rol de los dominios accesorios en la regulación de las DGC y PDE 
 
La búsqueda e identificación generalizada de dominios asociados a la síntesis y 

degradación de c-di-GMP en genomas bacterianos llevó a observar que a menudo se 

encuentran formando parte de proteínas multidominio, en las cuales en la región C-

terminal se encuentra el dominio catalítico (GGDEF/EAL/HD-GYP) y en la región N-
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terminal uno o más dominios accesorios. La identidad de estos últimos es variable, pero 

en general pertenecen a alguna familia de dominios asociada a transducción de 

señales129. Esta observación permitió hipotetizar que la actividad catalítica de los 

dominios GGDEF, EAL o HD-GYP podría encontrarse a menudo regulada por distintos 

tipos de señales, tanto extracelulares como intracelulares. De esta manera, un cambio 

en la concentración de un determinado metabolito se traduciría en una modificación de 

la síntesis y/o degradación de c-di-GMP en la célula.  

A continuación, se describen algunos de los dominios accesorios más frecuentemente 

encontrados en proteínas relacionadas al metabolismo de c-di-GMP. Los mecanismos 

por los cuales estos dominios regulan la actividad de sus dominios GGDEF y EAL 

asociados han sido descriptos en algunos casos. 

 

Dominio REC 

Alrededor del 10% de las proteínas con dominio GGDEF y 5 % de las proteínas con 

dominio EAL se encuentran acompañados por dominios REC (receiver), que son 

capaces de recibir grupos fosfatos de proteínas donoras y se encuentran comúnmente 

en reguladores de respuesta de sistemas de dos componentes130.  

Dos ejemplos de proteínas que combinan dominios REC con dominios GGDEF han sido 

descriptas en detalle a nivel estructural y mecanístico gracias al uso de técnicas 

cristalográficas. La proteína GGDEF PleD de C. crescentus presenta dos dominios REC 

en el N-terminal. Se ha demostrado que ante la fosforilación de uno de ellos en un 

residuo conservado, se produce la dimerización de la proteína y sólo cuando esta 

estructura cuaternaria se encuentra presente la misma puede llevar a cabo su función 

relacionada al control del ciclo celular111,131. Otro ejemplo descripto detalladamente es 

el de la proteína GGDEF WspR de P. aeruginosa. En esta proteína con estructura REC-

GGDEF el dominio N-terminal es importante para la formación de tetrámeros, estructura 

en la cual se ha observado que la proteína presenta actividad ciclasa132. 

También ha sido descripto un ejemplo en el cual un dominio de la familia REC acompaña 

a un dominio fosfodiesterasa EAL. En la proteína RocR de P. aeruginosa, la fosforilación 

en el dominio REC induce la oligomerización de la proteína y produce un aumento en la 

actividad degradadora de c-di-GMP133. 

 

Dominio PAS 

Este tipo de dominio es conocido por su rol en la percepción de cambios en los niveles 

de oxígeno, intensidad de luz, potencial redox, entre otros. Son capaces de sensar 

ligandos como oxígeno, monóxido de carbono y óxido nítrico134 . Se han descripto casos 

de proteínas GGDEF-EAL de G. xylinum y E. coli cuya actividad se ve inhibida cuando 
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el oxígeno se une al dominio PAS a través de un grupo hemo135,136. En Burkholderia 

cenocepacia, la proteína RpfR tiene actividad fosfodiesterasa sólo cuando su dominio 

PAS une una molécula de quorum sensing137. Además, se han descripto otros ejemplos 

en los cuales el dominio PAS es esencial para la dimerización del dominio GGDEF 

asociado y por lo tanto para la síntesis de c-di-GMP138.  

 

Sensores acoplados a globina (GCS) 

Las globinas son proteínas que presentan grupo hemo como cofactor y son capaces de 

unir y/o transportar oxígeno. A menudo forman parte de proteínas en las cuales el N-

terminal es un dominio globina y el C-terminal un dominio asociado a transducción de 

señales de naturaleza variable, entre los que se encuentra el dominio GGDEF139. 

Dentro de este tipo de sensores se encuentra la proteína BpeGreg de B. pertussis, que 

resulta de particular interés para esta tesis debido a que es la única descripción de una 

DGC en esta bacteria hasta el momento. Wan y colaboradores demostraron que esta 

proteína es capaz de sintetizar c-di-GMP a partir de GTP in vitro, actividad que se vio 

incrementada al aumentar la concentración de oxígeno disponible. En línea con este 

resultado observaron una sutil disminución en la formación de biofilm en una mutante 

delecional en BpeGreg, lo que sugiere que la proteína podría estar contribuyendo a la 

regulación de este fenotipo a través del aumento de los niveles de c-di-GMP en la 

célula140. 

El estudio del mecanismo por el cual el dominio GCS regula la actividad de BpeGreg ha 

sido abordado en varios trabajos. A través de diferentes análisis bioquímicos se pudo 

determinar que la unión de oxígeno al grupo hemo induce el estado tetramérico de la 

proteína en solución, el cual presenta una mayor actividad catalítica141. Además, 

mediante ensayos de mutagénesis sitio dirigida se pudo confirmar la importancia del 

sitio de unión del grupo hemo en el dominio globina para la regulación de la actividad 

DGC142. Por último, a partir de la obtención de la estructura cristalina de BpeGreg, se 

determinó que la unión de oxígeno en el grupo hemo genera una distorsión 

conformacional que se propaga a través de la proteína modificando la actividad del 

dominio GGDEF en el C-terminal143. 

  

Dominio GAF 

Comprende una de las familias de dominios más extendidas en todos los reinos de la 

vida. Se encuentra típicamente en proteínas que forman homodímeros, como por 

ejemplo las fosfodiesterasas eucarióticas. Se considera que su tendencia a la 

dimerización no es muy alta ya que a menudo suelen encontrarse en forma disociada, 

aunque la unión de un ligando específico puede inducir fuertemente la formación de 
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estructuras cuaternarias144,145. La naturaleza de estos ligandos puede ser muy variada. 

En diferentes proteínas, los dominios GAF pueden unir ligandos tales como nucleótidos 

cíclicos145, bilinas146, grupo hemo147, clusters hierro-azufre148, entre otros. 

Una subfamilia de dominios GAF ha evolucionado como dominio de unión a nucleótidos 

cíclicos, ampliamente estudiados por su importancia en la regulación de la actividad de 

fosfodiesterasas (PDE) de mamíferos. Estos dominios se encuentran en la región N-

terminal de esas proteínas y regulan alostéricamente su actividad catalítica. Las PDE 

han sido estudiadas en detalle en eucariotas, ya que llevan a cabo la degradación de 

AMPc y GMPc, dos segundos mensajeros que participan en numerosas vías de 

señalización, muchas de ellas asociadas a distintos tipos de enfermedades149. El estudio 

de varias de estas proteínas ha demostrado que la regulación alostérica mediada por el 

dominio GAF puede modificar la actividad de la proteína de la cual forma parte de 

diversas maneras. La unión de GMPc a los dominios GAF de PDE2 y PDE5 aumenta la 

actividad catalítica del respectivo dominio fosfodiesterasa150,151. Por otro lado, la unión 

de GMPc al dominio GAF de PDE6 inhibe la actividad catalítica al aumentar la afinidad 

de PDE6 por una proteína represora152,153.  

En bacterias, se ha asociado a los dominios GAF con funciones variadas: sensado de 

oxígeno (a través de cofactores como el grupo hemo o clusters hierro-azufre), control 

de la actividad adenilato ciclasa por unión directa de AMPc, sensado de luz en 

fitocromos bacterianos, participación en interacciones proteína-proteína, entre 

otras148,154,155,156.  

En los últimos años se han reportado numerosos ejemplos de la asociación de dominios 

GAF con dominios relacionados al metabolismo de c-di-GMP. Al igual que lo descripto 

para eucariotas, la gama de ligandos que pueden ser sensados por estos dominios es 

muy amplia. La actividad DGC de Lcd1 de Leptospira interrogans depende de la unión 

de AMPc al dominio GAF, lo que induce la dimerización de la proteína permitiendo la 

catálisis157. Por su parte, la proteína DcpA de M. smegmatis con arquitectura GAF-

GGDEF-EAL presenta ambas actividades catalíticas y se encuentra regulada por la 

unión de GDP al dominio GAF, lo que produce cambios conformacionales que modifican 

la actividad de la proteína126. Estos ejemplos serán descriptos en mayor detalle más 

adelante en este trabajo. 

 

Dominios periplasmáticos 

Otro grupo importante de dominios accesorios está compuesto por sensores anclados 

a la membrana que combinan dominios GGDEF, EAL o HD-GYP con dominios sensores 

periplasmáticos o extracelulares como HAMP, CHASE, CACHE y CSS. Dos ejemplos 

destacables son los de la PDE de E. coli PdeC y la DGC de P. fluorescens GcbC. La 
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primera posee un dominio CSS periplasmático que sensa el estado redox y regula la 

actividad del dominio EAL en respuesta a cambios en el mismo158, mientras que la 

segunda posee un dominio CACHE N-terminal que induce la activación de la actividad 

catalítica del GGDEF C-terminal luego de unir citrato en el periplasma159. 

 

Proteínas efectoras de c-di-GMP 
 

Una de las incógnitas más importantes en la transducción de señales por c-di-GMP tiene 

que ver con el mecanismo por el cual este segundo mensajero impacta sobre los 

procesos fisiológicos que regula. Como se mencionó anteriormente, las proteínas 

involucradas en la síntesis y degradación de c-di-GMP son fácilmente identificables 

debido a la presencia de dominios conservados. Sin embargo, las proteínas receptoras 

y/o efectoras de c-di-GMP representan un desafío más complejo debido a que la 

molécula es capaz de unirse a diversas clases de proteínas que no necesariamente 

presentan similitud a nivel de secuencia y/o estructura. 

Los efectores descriptos hasta el momento podrían agruparse en cuatro familias: 

 

Proteínas con dominios PilZ 

La primera proteína con este dominio fue identificada en P. aeruginosa, como reguladora 

del ensamblado del pili tipo IV160. 

A partir del avance de las técnicas de secuenciación masiva, la búsqueda de dominios 

PilZ en los genomas bacterianos reveló que suelen encontrarse formando parte de 

proteínas multidominio. Debido al conocimiento de que algunas de estas proteínas 

participaban en el control de procesos dependientes de c-di-GMP, y a la similar 

distribución filogenética del dominio PilZ respecto a las de los dominios GGDEF y EAL, 

el mismo fue propuesto como dominio receptor de c-di-GMP161. Posteriormente fue 

demostrado experimentalmente que una proteína con dominio PilZ de E. coli une c-di-

GMP con alta afinidad y que esta interacción es esencial para su capacidad de inhibir la 

movilidad bacteriana162. A partir de allí se han reportado numerosos casos de proteínas 

con dominio PilZ capaces de unir c-di-GMP y análisis estructurales han permitido la 

caracterización de los motivos conservados importantes para la interacción163. 

Las proteínas que poseen dominios PilZ tienen gran diversidad en longitud y 

composición de dominios. Aproximadamente el 50% presentan como único dominio a 

PilZ pero también puede encontrarse formando parte de proteínas multidominio junto 

con dominios YcgRN, de unión a ADN, dominios REC, GGDEF, EAL, quimiotaxis, entre 

otros164. 
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La función de estas proteínas es muy variada. En general, la unión de c-di-GMP al 

dominio PilZ aumenta la afinidad de interacción con otras proteínas, formando 

heterodímeros. Los efectos son variables según la identidad de las proteínas a las 

cuales se unen. La proteína HapZ de P. aeruginosa une c-di-GMP y esta interacción 

aumenta su afinidad por la proteína SagS, parte de un sistema de dos componentes que 

participa en la regulación de la transición entre formación de biofilm y movilidad165. Por 

su parte, la proteína YcgR de E. coli es capaz de interaccionar directamente con las 

proteínas FliG y FliM, ambas componentes del motor flagelar, interfiriendo con la 

generación de la fuerza de torque necesaria para el movimiento del flagelo. La unión de 

c-di-GMP al dominio PilZ de YcgR aumenta drásticamente la afinidad de estas 

interacciones, lo que se traduce en una menor rotación del flagelo y por lo tanto una 

reducción en la movilidad166.  

Recientemente ha sido descripto el rol de la proteína MrkH de Klebsiella pneumoniae, 

que es capaz de activar genes involucrados en la formación de biofilm por unión directa 

al ADN a través del su dominio PilZ, interacción que se ve inducida por la unión de c-di-

GMP167.  

 

Reguladores transcripcionales 

Este tipo de efectores son factores de transcripción capaces de unir c-di-GMP y que 

modifican su afinidad por el ADN como consecuencia de esta interacción. Se han 

descripto varios ejemplos dentro de este grupo de efectores. HpoR es un represor 

transcripcional que inhibe la expresión de genes involucrados en la resistencia a estrés 

oxidativo en M. smegmatis. La unión de c-di-GMP al represor disminuye su afinidad por 

el ADN, lo que libera la inhibición de la expresión168. Por otro lado, los factores de 

transcripción VpsT de Vibrio cholerae y FleQ de P. aeruginosa regulan genes 

involucrados en la formación de biofilm y su afinidad por el ADN aumenta drásticamente 

tras la unión a c-di-GMP100,169. 

 

ARN Riboswitch  

Este tipo de moléculas son secuencias de ARN no codificantes comúnmente presentes 

en la región 5’ no traducida de una gran variedad de ARN mensajeros. Son capaces de 

adoptar estructuras secundarias específicas y suelen unir uno o más ligandos, tras lo 

cual modifican los niveles de expresión o traducción del mensajero del que forman 

parte170. 

A diferencia de la mayoría de los riboswitches, que regulan genes que están 

relacionados con el metabolismo del ligando que unen, los riboswitches que unen c-di-

GMP raramente regulan la expresión de genes involucrados en el metabolismo del 
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segundo mensajero. En su lugar suelen encontrarse regulando genes relacionados a 

diversos procesos como movilidad, quimiotaxis, adhesión, entre otros171. 

 

Proteínas con dominio GGDEF y EAL degenerados 

Existen casos en que los dominios GGDEF y EAL no presentan el motivo conservado 

necesario para la catálisis en su sitio activo, pero retienen la capacidad de unir c-di-

GMP. 

Los dominios GGDEF unen c-di-GMP a través de su sitio de inhibición alostérica (I-site), 

el cual participa en la inhibición por producto en las proteínas catalíticas, mientras que 

en las no catalíticas cumple funciones regulatorias. Un ejemplo es la proteína histidina 

quinasa SgmT de Myxococcus xanthus, que entre sus dominios posee un GGDEF 

degenerado. La unión de c-di-GMP en el I-site de esta proteína favorece el secuestro 

de la proteína en la membrana, lo que le impide participar en la transducción de señales 

por fosforilación172. 

Una situación similar ocurre con los dominios EAL catalíticamente inactivos. La proteína 

LapD, involucrada en el control de la adhesión en P. fluorescens, une c-di-GMP a través 

de un dominio EAL degenerado. Esta unión induce una conformación en la cual LapD 

es capaz de controlar indirectamente los niveles de una adhesina de membrana externa, 

aumentando así la capacidad de formar biofilm de la bacteria173. Otro ejemplo 

interesante es el de la proteína FimX de P. aeruginosa, involucrada en la regulación de 

la movilidad por pili. La unión de c-di-GMP al dominio EAL degenerado de esta proteína 

regula su localización subcelular, interfiriendo en su capacidad de establecer contacto 

con sus proteínas interactoras y dirigir el correcto ensamblaje del pili128,174.  

 

Especificidad de la señalización por c-di-GMP 
 

La multitud de procesos que pueden ser regulados por c-di-GMP en la célula sugiere 

que deben existir mecanismos para asegurar que cada uno de ellos ocurra en el tiempo 

y espacio adecuados. La observación de que muchas bacterias presentan múltiples 

proteínas con dominios asociados a la síntesis y degradación de c-di-GMP sugiere que 

debe haber mecanismos que contribuyan a la especificidad de la señalización. En 

algunos organismos se observa un número importante de proteínas relacionadas a la 

homeostasis de c-di-GMP, como los casos de P. aeruginosa con 42 y E. coli con 

29175,176, por lo que resulta evidente que deben existir mecanismos regulatorios que 

garanticen que no todas las proteínas estén actuando en el mismo momento y lugar en 

la célula. Otra de las incógnitas que se plantean se relaciona con la concepción histórica 

de las bacterias como una unidad no compartimentalizada, dentro de la cual las 
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moléculas serían capaces de difundir libremente. Dentro de este paradigma, resulta 

difícil imaginar que una molécula pequeña y difusible como el c-di-GMP pueda regular 

un determinado proceso celular sin afectar otros. Sin embargo se han propuesto 

modelos de regulación basados en la fluctuación de concentraciones locales de c-di-

GMP177.  

En los últimos años, numerosos estudios han puesto en evidencia que no todas las DGC 

y/o PDE controlan los mismos procesos celulares, sino más bien existe una 

especificidad donde determinadas DGC o PDE participan en la regulación de uno o 

varios fenotipos particulares. Esto ha sido demostrado con gran nivel de detalle en la 

bacteria modelo E. coli K-12, que codifica para 12 DGC en su genoma. A través de 

estudios de mutagénesis y funcionales, Hengge y colaboradores pudieron demostrar la 

participación de varias de ellas en el control de procesos específicos que ocurren 

simultáneamente en la célula178,179. En forma similar, estudios mutacionales en distintas 

especies de Pseudomonas, que también presentan multiplicidad de DGC y PDE, 

demuestran que solo algunas de ellas se encuentran involucradas en el control de la 

formación y dispersión del biofilm173,180. 

Uno de los mecanismos que podrían aportar especificidad es la transcripción diferencial 

de los genes asociados al metabolismo de c-di-GMP. Es decir, que no todas las DGC y 

PDE se encuentran expresadas en el mismo momento en la célula. Estudios marcan 

que en P. fluorescens muchas de estas proteínas se regulan transcripcionalmente 

dependiendo de la disponibilidad de nutrientes en el entorno181 y en E. coli el factor 

sigma de estrés RpoS dirige la expresión de la mayoría de los genes que codifican para 

DGC y PDE182. Sin embargo, en un análisis sistemático realizado en E. coli por Sarenko 

y colaboradores se obtuvieron resultados que contradicen esta visión176. En el mismo 

se determinó que en la condición en la cual c-di-GMP induce la expresión de los 

componentes del biofilm, casi todas las DGC y PDE se encuentran expresadas 

simultáneamente y con capacidad de producir c-di-GMP. Por lo tanto, para ese fenotipo 

particular, debe existir una especificidad que no dependa de la presencia o ausencia de 

las DGC y/o PDE. 

Otro mecanismo que aporta a la especificidad de la señalización por c-di-GMP son las 

interacciones proteína-proteína entre enzimas específicas y sus correspondientes 

efectores o blancos moleculares. Un ejemplo estudiado en profundidad es el de la 

proteína de membrana interna LapD de P. fluorescens y su interacción con distintas 

DGC para regular la formación de biofilm. LapD es una proteína de membrana interna 

con capacidad de unir c-di-GMP, en respuesta a lo cual regula indirectamente la 

presencia en la membrana externa de la adhesina LapA, fundamental para la formación 

de biofilm119,183. Dahlstrom y colaboradores demostraron que la especificidad de esta 
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regulación se basa en una interacción física entre LapD y la DGC GcbC184. Esta 

interacción se ve reforzada por el sensado de citrato a través del dominio CACHE de 

GcbC, que tiene dos efectos: aumentar la actividad DGC de GcbC y estabilizar el 

complejo formado por GcbC y LapD, reforzando de esta manera la transferencia directa 

del c-di-GMP generado por GcbC a su efector LapD159.  

La localización de las proteínas en sitios particulares de la célula o su participación en 

complejos multiproteicos también pueden aportar a la especificidad de la señalización. 

En Vibrio parahaemolyticus, la proteína GGDEF-EAL ScrC se encuentra anclada a la 

membrana y actúa como DGC hasta que por unión de otra proteína cambia su actividad 

a PDE185. Otro ejemplo proviene de estudios en Bacillus subtilis, donde una DGC 

citoplasmática no es capaz de complementar el rol de una DGC de membrana a menos 

que se la sobreexprese186. Este tipo de mecanismos sugiere que existe señalización 

local por c-di-GMP, donde distintas DGC y PDE aportan a esos pooles locales que 

tendrán impacto en un único o reducido número de efectores de c-di-GMP187. 

Por último, la diferencia en la afinidad de unión a c-di-GMP de las proteínas efectoras 

determina que ciertos procesos dependientes de c-di-GMP necesitarán concentraciones 

más altas que otros para su regulación. Estudios en Salmonella enterica demostraron 

que dos proteínas PilZ involucradas en el control de dos fenotipos distintos presentaban 

una diferencia muy importante en su afinidad por c-di-GMP. La proteína con alta afinidad 

YcgR, involucrada en la inhibición de la movilidad, se activa con una concentración local 

de c-di-GMP mucho menor que la proteína de baja afinidad BcsA, que necesita una 

concentración mucho más elevada188. 

 
Regulación por c-di-GMP en Bordetella 
 

Nuestro grupo de trabajo se encuentra abocado al estudio del rol del segundo mensajero 

c-di-GMP en procesos asociados a la patogénesis de bacterias del género Bordetella. 

Esta línea de investigación se inició con la demostración de que la sobreexpresión de 

una DGC activa en B. bronchiseptica induce un aumento en los niveles intracelulares de 

c-di-GMP, que se traduce en una inducción de la formación de biofilm y la represión de 

la movilidad bacteriana85. En los años posteriores, nuestro grupo de trabajo ha intentado 

profundizar en los mecanismos por los cuales opera esta señalización.  

En ese contexto, se describió el rol de la DGC BdcA en la regulación de la formación de 

biofilm y la movilidad, y se identificó a BB2109 como uno de los efectores moleculares 

de esta regulación90. La descripción de este mecanismo será abordada más adelante 

en este trabajo. 
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Otro proceso descripto por nuestro laboratorio fue la regulación de la formación de 

biofilm por el sistema de proteínas Lap, análogo al descripto para P. fluorescens, y su 

dependencia con c-di-GMP. Este mecanismo regula la expresión de la adhesina BrtA 

en la membrana en forma dependiente de c-di-GMP, específicamente a través de la 

interacción entre BdcA y LapD en la membrana91. 

Por último, un estudio transcriptómico publicado recientemente en el cual se evaluó la 

expresión génica en una condición de alto c-di-GMP demostró que este segundo 

mensajero regula negativamente la expresión de los genes del SST3, un factor de 

virulencia clave de B. bronchiseptica. Estos resultados fueron confirmados a través de 

la cuantificación de los ARN mensajeros y proteínas correspondientes. Adicionalmente, 

se demostró que los niveles elevados de c-di-GMP en esa cepa inducen una menor 

citotoxicidad en células eucariotas y una virulencia atenuada en un modelo murino89. 

El conjunto de estos resultados demuestra que c-di-GMP regula procesos celulares 

determinantes para la patogénesis de B. bronchiseptica. Dentro de esta línea de 

investigación, uno de los objetivos que persigue nuestro laboratorio es extender el 

estudio de este sistema de señalización a B. pertussis. Como se mencionó 

anteriormente, existe una estrecha relación filogenética y al nivel de los mecanismos de 

virulencia entre estas especies, por lo que resulta esperable que al menos algunos de 

los mecanismos regulatorios descriptos en B. bronchiseptica se encuentren 

conservados en B. pertussis. Recientemente, Hiramatsu y colaboradores describieron 

una vía de señalización dependiente de c-di-GMP que regula la transición entre vida 

planctónica y sésil en B. pertussis189. El sensado de una superficie a través del flagelo y 

la consecuente interferencia en la rotación flagelar, se traduce en el aumento de 

actividad de una DGC, que produce c-di-GMP e induce la expresión del sRNA Bpr4. 

Este sRNA, cuya expresión in vivo había sido reportada previamente190, se une al RNAm 

de la adhesina FHA e impide su degradación, lo que tiene como consecuencia final una 

mayor adhesión de B. pertussis a la superficie. Este reporte constituye la primera 

evidencia de un rol para la señalización de c-di-GMP en la regulación de un proceso 

importante para la interacción de B. pertussis con su hospedador. 

Si se establece una comparación entre el genoma de B. pertussis y el de B. 

bronchiseptica, puede observarse que la gran mayoría de los genes que codifican para 

DGC y PDE en B. pertussis tienen su respectivo homólogo en su antecesor evolutivo 

(Tabla 1.5). Es decir, son genes que podrían ser importantes en la regulación por c-di-

GMP en ambas bacterias, probablemente a través de mecanismos conservados. 
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La única excepción viene dada por el gen bp1492, que codificaría para una proteína 

GGDEF y que no presenta homólogo en B. bronchiseptica, lo que sugiere que fue 

incorporado al genoma de B. pertussis luego de la divergencia evolutiva de ambas 

especies de su ancestro común. Resultados de distintos trabajos en donde se analizó 

la expresión in vivo de B. pertussis sugieren que este gen podría tener una función 

importante en la patogénesis de la bacteria. Lamberti y colaboradores llevaron a cabo 

una comparación a nivel proteico con el objetivo de observar los perfiles de expresión 

de B. pertussis durante la infección de macrófagos THP-1. En ese contexto fue posible 

detectar la presencia de péptidos compatibles con BP1492 en las bacterias recuperadas 

de macrófagos 48 post-infección, mientras que no se observó expresión de la proteína 

en las bacterias antes de la infección191. En el mismo sentido, en un ensayo de 

transcriptómica realizado sobre bacterias recuperadas de pulmones de ratones 

infectados con B. pertussis, se pudo detectar la presencia del transcripto 

correspondiente al gen bp1492 en las bacterias recuperadas de pulmón 3 días post-

infección, mientras que no se detectó en las bacterias previo a la infección192. 

Tabla 1.5. Comparación de los genes codificantes para proteínas relacionadas al 
metabolismo de c-di-GMP en B. bronchiseptica y B. pertussis.  
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Estos dos trabajos representan indicios concretos de que bp1492 es un gen que se 

expresa en el contexto de la infección de organismos eucariotas por B. pertussis. 

Además, el aumento en la expresión sugiere que la proteína BP1492 sería importante 

en algún punto del desarrollo de la infección.  

Por otro lado, una de las proteínas compartidas por ambas especies es la codificada por 

el gen bp1092 en B. pertussis (bb2109 en B. bronchiseptica). En un trabajo de análisis 

proteómico realizado por Lamberti y colaboradores, se encontró que la expresión de 

BP1092 se encuentra fuertemente inducida en bacterias recuperadas de macrófagos, lo 

que indica que podría cumplir algún rol en la interacción de B. pertussis con el 

hospedador191. En paralelo, en nuestro laboratorio hemos descripto a BB2109 como una 

proteína importante en la regulación de fenotipos asociados a c-di-GMP en B. 

bronchiseptica. Estos antecedentes apoyan la idea de que procesos dependientes de c-

di-GMP podrían ser importantes para la patogénesis de B. pertussis, y que BP1092 

podría ser uno de los factores involucrados en su regulación. 
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Hipótesis y objetivos 
 
En el presente trabajo de tesis se busca abordar el estudio del rol del segundo 

mensajero c-di-GMP en la regulación de fenotipos asociados a la patogénesis de B. 

pertussis, con el objetivo de profundizar en el entendimiento de las vías de señalización 

que participan en el establecimiento de la infección. Los resultados obtenidos en B. 

bronchiseptica evidencian que c-di-GMP regula fenotipos asociados a la patogénesis en 

el género Bordetella. Dicha evidencia, sumada a la conservación de genes asociados al 

metabolismo de c-di-GMP en ambas especies, nos lleva a hipotetizar que este segundo 

mensajero sería importante en el control de procesos relacionados a la patogénesis de 

B. pertussis. En particular, proponemos que dos proteínas, que podrían regular la 

concentración de c-di-GMP, estarían involucradas en la patogénesis de B. pertussis.  

En este marco, se propone como objetivo global estudiar el rol de proteínas relacionadas 

al metabolismo de c-di-GMP en la regulación de fenotipos asociados a la virulencia de 

B. pertussis. Por un lado, se estudiará a la proteína codificada por el gen bp1492, una 

DGC exclusiva de B. pertussis. En forma independiente, se abordará el estudio de un 

sistema formado por una proteína efectora de c-di-GMP y una DGC de membrana.  

 

Objetivos particulares: 

 

- Corroborar la actividad diguanilato ciclasa de BP1492 
- Determinar el rol de BP1492 en fenotipos asociados a cdG 
- Determinar fenotipos asociados a la actividad de BP1492 
- Estudiar el rol de la proteína dual BP1092 
- Identificar posibles pares interactores de BP1092 
- Identificar las proteínas reguladas por el o los pares interactores encontrados.  
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Capítulo II:   
Análisis in silico 

de BP1492  
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Introducción 
 

Para comenzar el estudio del rol de la regulación por c-di-GMP en B. pertussis nos 

centramos en una proteína en particular con posible actividad diguanilato ciclasa, la 

codificada por el gen bp1492. Como punto de partida para la caracterización de la 

proteína, se llevó a cabo un análisis in silico. Mediante el uso de distintas herramientas 

bioinformáticas se obtuvieron indicios sobre la posible localización, estructura de 

dominios y actividad biológica de la misma. 

 

Predicción de la estructura de dominios y localización de BP1492 
 
Se obtuvo de la base de datos GenBank la secuencia de aminoácidos de la proteína, 

determinada a partir del genoma secuenciado de la cepa de B. pertussis Tohama I 

(GenBank: CAE41781.1). 

Haciendo uso de la herramienta CD-Search, la cual utiliza una base de datos de 

dominios conservados (Conserved Domain Database), se pudo predecir la presencia de 

dos dominios en BP1492: un dominio GAF en el N-terminal y un dominio GGDEF en el 

C-terminal (Figura 2.1.a). El primero es un dominio regulatorio, comúnmente asociado 

a la unión de distintos tipos de ligandos. Por su parte, el dominio GGDEF está asociado 

a la producción del segundo mensajero c-di-GMP por su actividad DGC. 

 

 
 

 

 

Figura 2.1. a) Predicción de la estructura de dominios de BP1492 con la herramienta CD-
Search. b) Predicción de segmentos transmembrana y localización subcelular con el predictor 
DeepTMHMM. 
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Como se describió en la introducción, algunas DGC funcionan ancladas a la membrana 

celular, con un dominio N-terminal periplasmático involucrado en el reconocimiento de 

alguna señal y el dominio GGDEF en el C-terminal. La estructura de dominios de 

BP1492 no sugiere que esta proteína pudiera ser de membrana debido a que el dominio 

GAF comúnmente se encuentra formando parte de proteínas citoplasmáticas193. Acorde 

con esta suposición, el uso del predictor de hélices transmembrana DeepTMHMM194 

arrojó como resultado una ausencia de segmentos transmembrana y una predicción de 

localización citoplasmática (Figura 2.1.b). 

 

Dominio GGDEF 
 
Como se mencionó en la introducción, la capacidad de un dominio GGDEF de catalizar 

la síntesis de c-di-GMP a partir de GTP se encuentra fuertemente asociada a la 

conservación de una serie de residuos de aminoácidos en posiciones determinadas. Por 

este motivo, a fin de predecir si el dominio GGDEF de BP1492 podría tener actividad 

catalítica, se realizó un análisis tanto a nivel de secuencia de aminoácidos como a nivel 

estructural. Para el mismo, se utilizó como referencia a la DGC PleD de C. crescentus, 

que se encuentra estudiada en gran detalle y puede considerarse como representativa 

de un dominio GGDEF catalíticamente activo111,131. 

Además del motivo GG(D/E)EF, que conforma el sitio catalítico de las DGC, se han 

descripto residuos adicionales que participan en la coordinación del GTP y los cationes 

de Mg+2, que son sustrato y cofactor de la reacción de catálisis, respectivamente107. Para 

evaluar la conservación de dichos residuos, se realizó un alineamiento de secuencias 

entre los dominios GGDEF de PleD y BP1492. En la figura 2.2.a se muestra una porción 

del alineamiento correspondiente a la región donde se encuentran los residuos 

descriptos como importantes para la actividad. En el mismo se puede observar que 

BP1492 presenta una secuencia GGEEF, desde la posición 264 a la 268, idéntica a la 

que presenta PleD en la posición 368-372, resaltados en amarillo (Figura 2.2.a). 

Adicionalmente, también se encuentran conservadas las posiciones correspondientes a 

los residuos Asp327, Asn335 y Asp344 de PleD, resaltados en verde, rosa y naranja, 

respectivamente. El primero de ellos está involucrado en la coordinación del catión Mg+2, 

esencial para la actividad catalítica. Los dos restantes participan en la interacción a 

través de puentes de hidrógeno con la base de guanina del sustrato GTP195. 

BP1492 también presenta conservado el motivo “RxxD” (resaltado en verde en la Figura 

2.2.a) denominado I-site y que se encuentra en aproximadamente el 60% de las DGC. 

El mismo ha sido descripto en otras DGC como un sitio de inhibición por producto, la 

unión de c-di-GMP a este motivo inhibe la actividad catalítica de la proteína, 
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presumiblemente para evitar la depleción del GTP de la bacteria109. Adicionalmente, y 

como se ha descripto en la introducción de este trabajo, también se ha demostrado que 

el I-site puede participar de la interacción entre una DGC y su proteína efectora, como 

es el caso del sistema formado por GcbC y LapD en P. fluorescens110. 

Este análisis de secuencia nos induce a pensar que el dominio GGDEF de BP1492 sería 

capaz de sintetizar c-di-GMP, ya que presenta todas las características estructurales 

presentes en otras DGC para las cuales la actividad catalítica ya ha sido demostrada 

experimentalmente.  

 

 
 

 

 

 

 

Dominio GAF 
 
La predicción de dominios indica que BP1492 presenta un dominio GAF en su porción 

N-terminal. Como se describió en la introducción, la familia de dominios GAF constituye 

una de las mayores familias de dominios regulatorios de unión de pequeñas moléculas. 

Su principal función consiste en sensar señales mediadas por esas moléculas, que 

pueden ser propias de un determinado proceso metabólico, condiciones del entorno, 

situaciones de estrés, etc.  

La asociación con dominios relacionados al metabolismo de c-di-GMP ha sido descripta 

en algunos ejemplos particulares, donde se demostró que su principal rol está en 

controlar el estado oligomérico de la proteína y, por lo tanto, su actividad catalítica. 

Figura 2.2. (a) Alineamiento de secuencias de aminoácidos de BP1492 y PleD. En amarillo 
se indica el motivo catalítico GG(D/E)EF. En verde se indica el sitio de inhibición RxxD. Los 
restantes 3 residuos resaltados participan en la coordinación del sustrato GTP y el cofactor 
Mg+2. (b) Estructura del sitio activo de la diguanilato ciclasa PleD con GTP unido. En la 
misma se indican los aminoácidos importantes para la catálisis y la coordinación del 
sustrato resaltados en la figura 2(a) (Figura adaptada de Ref. 150).  
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En un trabajo realizado por da Costa Vasconselos y colaboradores, se describió una 

DGC de Leptospira cuya actividad se encuentra regulada por la unión del ligando AMPc 

en su dominio GAF N-terminal157. En ese trabajo se cristalizó la proteína con el ligando, 

lo que permitió identificar los residuos de aminoácidos importantes para la unión del 

mismo. Con esta información, nos propusimos evaluar si estos residuos se encuentran 

conservados en el dominio GAF de BP1492, a fin de predecir si esta proteína también 

podría unir AMPc. Para ello, se realizó un alineamiento de los dominios GAF de ambas 

proteínas, que se muestra en la Figura 2.3. La mayor parte de los residuos descriptos 

como importantes para la unión de AMPc al dominio GAF de Lcd1 no se encuentran 

conservados en el dominio GAF de BP1492, lo que sugiere que esta proteína no uniría 

AMPc.  

 

 
 

 

 
Modelado de la estructura de BP1492 
 
Para poder tener una aproximación a la estructura tridimensional de BP1492 se realizó 

una predicción utilizando el software AlphaFold2, considerado actualmente entre los 

mejores y más precisos programas de predicción estructural196. La predicción se basa 

en la homología de la secuencia problema con secuencias que cuentan con estructuras 

tridimensionales determinadas experimentalmente. Una de las principales ventajas del 

método es que provee una estimación de la confiabilidad de la predicción por residuo 

(pLDDT), lo que permite evaluar la calidad del modelado obtenido para cada porción de 

la proteína.  

Figura 2.3. Alineamiento de secuencias de los dominios GAF de BP1492 y Lcd1. Los residuos 
señalados fueron descriptos como importantes para la interacción con AMPc en Lcd1. 
 



Lic. Federico Zacca  Tesis Doctoral 
 

47 
 

El análisis de la secuencia de aminoácidos de BP1492 con el programa AlphaFold2 

arrojó la predicción de cinco posibles modelos, cada uno con un valor asociado de 

confiabilidad. En la Figura 2.4.a se muestra la visualización del modelo de mayor 

calidad, realizada con el programa UCSF Chimera197. Además, se muestran los gráficos 

asociados a la confiabilidad de la predicción. Del análisis del gráfico 2.4.b se desprende 

que la predicción de la estructura de los dominios GAF y GGDEF es de muy alta calidad, 

ya que posee valores de pLDDT alto en esas regiones. Por otro lado, la confiabilidad de 

la predicción disminuye considerablemente hacia los extremos de la secuencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

El gráfico 2.4.c muestra que la predicción de cada dominio por separado es muy 

confiable, como lo demuestra la presencia de dos cuadrantes bien marcados con valores 

de error tendiente a cero (color azul) en las esquinas superior izquierda (dominio GAF) 

e inferior derecha (dominio GGDEF). Adicionalmente, el análisis de este gráfico 

demuestra que el modelo no puede predecir con buena confiabilidad la posición de un 

GGDEF 

 
GAF 

Figura 2.4. Modelado de BP1492 con AlphaFold2. a) Visualización del modelo obtenido con 
el programa Chimera. b) Gráfico del error por residuo. c) Gráfico del error del alineamiento 
por posición. 

c)  

b) a) 
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dominio respecto al otro, lo que se interpreta a partir del elevado grado de error (color 

rojo) que se observa en los cuadrantes inferior izquierdo y superior derecho.

Considerando que las DGC requieren dimerizarse para llevar a cabo su función, se 

modeló la estructura del posible dímero formado por dos monómeros de BP1492. Para 

ello, se utilizó como secuencia problema para el algoritmo una concatenación de dos 

secuencias de BP1492, lo que el programa reconoce como dos monómeros 

independientes. En la Figura 2.5.a se muestra el modelo obtenido. El mismo predice 

que cada dominio de un monómero de BP1492 dimerizaría con el dominio idéntico del 

otro monómero para formar el dímero. 

 

 
 

 

 

 

En la figura 2.5.b se muestra una ampliación del sitio catalítico del dímero, donde se 

resalta la secuencia GGEEF de cada monómero. Los gráficos asociados a la 

confiabilidad de la predicción (Figura 2.5.c) muestran que el modelo representa la 

dimerización con buen grado de precisión (predominio de puntajes tendientes a cero). 

En conclusión, se pudo generar un modelo confiable que representa la estructura 

tridimensional de ambos dominios de BP1492, aunque se debe ser cuidadoso con la 

predicción de la posición relativa de un dominio respecto al otro. Adicionalmente, la 

Figura 2.5. Modelado del dímero de BP1492. a) Modelo resultante de la predicción con el 
programa AlphaFold2. En celeste se indica el sitio activo. b) Ampliación del sitio activo 
formado por la dimerización de dos dominios GGDEF de BP1492 c) Parámetros de 
confiabilidad del modelo obtenido. 
 

a) b) 

c)  
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predicción del dímero de BP1492 muestra que la dimerización ocurriría a través de los 

dominios idénticos de cada monómero (GAF-GAF y GGDEF-GGDEF). 

 

Contexto genómico de bp1492 
 

El contexto cromosómico del gen bp1492 presenta un aspecto muy interesante, ya que 

se encuentra flanqueado por secuencias de inserción IS481. Este tipo de elemento 

genético móvil se encuentra presente en un alto número de copias en el genoma de B. 

pertussis, y se cree que ha contribuido enormemente a la evolución del genoma de este 

patógeno198. 

Una característica distintiva del genoma de B. pertussis es su alto contenido de GC. Sin 

embargo, el gen bp1492 presenta un 58% de GC, lo que representa una importante 

desviación respecto al promedio del genoma (67,7%). Estas características nos llevan 

a hipotetizar que el gen bp1492 pudo haber sido incorporado al genoma de B. pertussis 

mediante algún mecanismo de transferencia de material genético, luego de la 

divergencia evolutiva de B. bronchiseptica. 

 
El gen bp1492 se encuentra conservado en aislamientos clínicos de 
B. pertussis 
 

El análisis inicial se realizó utilizando como herramienta de partida el genoma de 

referencia de la cepa Tohama I. Sin embargo, un genoma de referencia no siempre es 

representativo de las cepas circulantes en la población, especialmente en un patógeno 

que ha sido sometido a una fuerte presión de selección dada por las vacunas existentes 

contra la tos convulsa. Para comprobar si el gen bp1492 se encuentra presente en 

aislamientos clínicos de B. pertussis circulantes, nos propusimos buscar la presencia de 

la secuencia nucleotídica de bp1492 en genomas secuenciados de cepas clínicas 

aisladas recientemente. 

En un trabajo científico publicado en 2013, se reportaron los genomas secuenciados de 

28 aislamientos que habían sido obtenidos de casos clínicos de tos convulsa ocurridos 

durante 2010 y 2012 en Estados Unidos. Se utilizó la herramienta BLAST para buscar 

la secuencia nucleotídica de bp1492 en esos genomas, utilizando la secuencia de 

bp1492 de la cepa de referencia Tohama I (NCBI Reference Sequence: NC_002929.2). 

Se encontró que bp1492 está presente en 25 de los 28 aislamientos mencionados199. B. 

pertussis B1917 y B1920, dos cepas aisladas en Holanda en el año 2000, también 

mantienen bp1492 intacto, al igual que las cepas VA-145 y VA-150, aisladas e 

identificadas por el Virginia Department of Health200. 
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Es importante destacar que en todas las búsquedas realizadas la conservación de 

bp1492 a nivel de secuencia nucleotídica es de 100%.  

Estos resultados demuestran que el gen bp1492 se encuentra conservado en la 

población circulante de B. pertussis, lo que constituye un indicio de que podría ser 

importante para alguna etapa del proceso de infección. 
 

Conclusiones y discusión 
 
En el presente capítulo se utilizaron diversas herramientas computacionales con el 

objetivo de estudiar características de BP1492 que nos permitieran obtener indicios 

sobre su función.  

El análisis de dominios conservados arrojó como resultado la predicción de una 

arquitectura GAF-GGDEF. El dominio GAF se encuentra acompañando al dominio 

GGDEF en aproximadamente el 4% de las DGC anotadas en la base de datos PFAM. 

Recientemente se han descripto algunos ejemplos particulares de proteínas GAF-

GGDEF y se ha podido establecer el rol del dominio accesorio en la regulación de la 

actividad catalítica de esas proteínas. A través de la cristalización de la diguanilato 

ciclasa Dcsbis de P. aeruginosa, Chen y colaboradores pudieron demostrar que la 

proteína forma un dímero a través del dominio GAF, contribuyendo de esta manera al 

acercamiento de dos dominios GGDEF, requisito necesario para la catálisis201 Por otra 

parte, como se describió anteriormente, la DGC Lcd1 de Leptospira es capaz de unir 

AMPc a través de su dominio GAF, y la unión de este ligando produce un aumento 

significativo en la actividad catalítica de la proteína157. Por lo tanto, la presencia de un 

dominio GAF en BP1492 abre la posibilidad de que la actividad DGC de esta proteína 

sea dependiente de la unión de uno o más ligandos. A pesar de que los dominios GAF 

de diferentes especies suelen presentar una estructura tridimensional similar, las 

moléculas que unen varían ampliamente. Esto dificulta la identificación del ligando 

específico de cada dominio GAF basándose en el alineamiento de secuencias o la 

comparación de estructuras. Por este motivo, la ausencia de conservación de los 

residuos importantes para la unión a cAMP en Lcd1 en el GAF de BP1492, no permite 

descartar por completo que este último pueda unir efectivamente ese ligando. Por otra 

parte, se sabe que en general los ligandos reportados para cada dominio GAF se 

encuentran estrechamente relacionados con la vía de señalización reguladas por los 

mismos. Este es el caso, por ejemplo, de la proteína DcpA de M. smegmatis, una 

proteína GAF-GGDEF-EAL cuya expresión se ve inducida en condiciones de escasez 

de nutrientes, por lo que se propuso que podría estar involucrada en el metabolismo 

energético. Esto llevó a proponer una serie de ligandos que podrían ser sensados por 
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el dominio GAF, lo que culminó con la identificación de GDP como el ligando específico 

de esta proteína126. Considerando estos antecedentes, es probable que la 

determinación de el o los procesos celulares en los cuales participa BP1492 provea 

indicios acerca de los ligandos que podrían regular la actividad de la proteína. De esta 

manera, la actividad catalítica estaría regulada según los requerimientos de la bacteria 

en distintas condiciones metabólicas y/o del entorno. 

En cuanto al dominio GGDEF, la comparación con PleD permitió demostrar que BP1492 

presenta conservados todos los aminoácidos que han sido descriptos para la 

coordinación del sustrato, cofactores y la catálisis, lo que constituye un fuerte indicio de 

que la proteína podría presentar efectivamente actividad catalítica107.  

A través del modelado con AlphaFold2, se generaron predicciones de la estructura 

tridimensional de BP1492 y su dímero correspondiente. El modelo de dimerización 

explica con buena confiabilidad la formación del sitio catalítico de la proteína.  

El gen bp1492 presenta la particularidad de ser la única secuencia codificante para una 

DGC que es exclusiva de B. pertussis si se la compara con B. bronchiseptica. Varios 

autores han propuesto que B. pertussis y B. bronchiseptica derivan filogenéticamente 

de un ancestro común, y la evolución del genoma de la primera se habría dado 

principalmente por eventos de pérdidas de material genético198. Esto podría explicar por 

qué varias de las proteínas relacionadas a c-di-GMP en B. bronchiseptica no se 

encuentran en el genoma de B. pertussis, y esto podría estar relacionado con la 

diferencia en el rango de hospedador que presentan estas especies. En este contexto, 

la exclusividad de bp1492 resulta interesante desde el punto de vista evolutivo. El hecho 

de que este gen presente un %GC significativamente distinto al promedio del genoma 

de B. pertussis, es un fuerte indicio de que pudo haber sido incorporado en un evento 

de transferencia de material genético desde otro organismo. 

Por otra parte, los reportes de expresión in vivo de BP1492, sumado a la conservación 

del gen bp1492 en la población circulante de B. pertussis, nos induce a pensar que esta 

proteína podría tener un rol importante para la patogénesis de la bacteria. 

En conclusión, el análisis de BP1492 a través de diversas herramientas 

computacionales sugiere que se trata de una proteína citoplasmática con actividad 

catalítica que podría estar involucrada en alguna etapa del proceso de infección de B. 

pertussis. Además, es probable que su actividad esté regulada por la unión de uno o 

más ligandos en el dominio GAF N-terminal.
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Evaluación de la 
actividad DGC de 
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Introducción 
 

Como se analizó anteriormente, la proteína BP1492 presenta conservados todos los 

aminoácidos que han sido descriptos como importantes para la actividad DGC. La 

conservación de los aminoácidos GG(D/E)EF en el sitio activo de la proteína es un buen 

indicio de que la misma podría tener efectivamente actividad catalítica y por lo tanto ser 

capaz de sintetizar el segundo mensajero c-di-GMP. Sin embargo, se han reportado 

ejemplos de proteínas de esta familia que, a pesar de poseer un motivo catalítico 

conservado, no presentaron actividad experimentalmente detectable202. 

Con base en lo expuesto en el párrafo anterior, nuestra hipótesis es que BP1492 es una 

DGC activa. Como se describió en la introducción general, uno de los procesos más 

estudiados en relación a su dependencia con los niveles intracelulares de c-di-GMP es 

la transición entre vida planctónica y sésil, donde un aumento de c-di-GMP en la célula 

induce la adhesión a superficies y formación de biofilm, a la vez que reprime la movilidad 

bacteriana. Basados en este conocimiento previo, exploramos diversos sistemas 

alternativos que nos permitieran evidenciar experimentalmente que BP1492 posee 

actividad DGC. 

 

Formación de biofilm en Pseudomonas fluorescens Δ4DGC 
 
P. fluorescens es una bacteria fitopatógena capaz de formar biofilm tanto en superficies 

bióticas como abióticas, fenotipo que se encuentra regulado por c-di-GMP. Newell y 

colaboradores realizaron un estudio exhaustivo y lograron asociar la actividad de cuatro 

DGC con la regulación de la formación de biofilm en P. fluorescens. Una cepa 

modificada en la cual se delecionaron del genoma los genes correspondientes a esas 

cuatro proteínas (Pf∆4DGC) mostró una baja formación de biofilm173. Sin embargo, si se 

complementa a Pf∆4DGC con una DGC activa, el aumento de c-di-GMP intracelular 

restaura la capacidad formadora de biofilm de esta bacteria, por lo que en nuestro 

laboratorio hemos utilizado este sistema como método de screening de proteínas 

productoras de c-di-GMP85.  

Con el objetivo de evaluar si BP1492 es una DGC activa, se clonó el gen bp1492 en el 

plásmido pMQ72, un plásmido replicativo en P. fluorescens que permite la expresión 

inducible por arabinosa, y se ensayó la capacidad de formar biofilm en placas de PVC. 

En este experimento se utilizó como control negativo la cepa Pf∆4DGC-pV, que porta el 

plásmido pMQ72 sin inserto, y como control positivo la cepa Pf∆4DGC-pgcbC, la cual 

expresa una de las cuatro DGC importantes para la formación de biofilm y presenta un 

aumento significativo en dicho fenotipo173. 
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Como se observa en la Figura 3.1 y en concordancia con resultados previos, la cepa 

transformada con el plásmido vacío fue incapaz de formar biofilm, mientras que la cepa 

sobreexpresando el gen gcbC presentó una marcada inducción. Por su parte, la cepa 

que expresa la proteína BP1492 no presentó cambios en la capacidad formadora de 

biofilm comparada con la cepa que porta el plásmido vacío. Esto indica que, al menos 

en estas condiciones, BP1492 no fue capaz de aumentar los niveles de c-di-GMP de 

manera de impactar en la formación de biofilm de Pf∆4DGC. 

 

 

  

Movilidad en Escherichia coli S17-1 
 
La inhibición de la movilidad tipo swimming de las bacterias por aumento de los niveles 

de c-di-GMP es un fenotipo ampliamente descripto en una variedad de especies, 

incluida E. coli203. Con base en este conocimiento, se realizaron ensayos de movilidad 

tipo swimming en agar blando con la cepa de laboratorio E. coli S17-1, con la hipótesis 

de que un aumento en los niveles intracelulares de c-di-GMP inducido por BP1492 

produciría una inhibición en la movilidad. Un ensayo similar fue utilizado para evaluar la 

actividad de la DGC AdrA de P. aeruginosa, cuya expresión ectópica en E. coli DH5α 

produjo una disminución de aproximadamente un 60% en la movilidad204.  

B
IO

FI
LM

* 

Figura 3.1. Formación de biofilm en PfΔ4DGC. Las distintas cepas fueron incubadas en 
microplacas de PVC por 6 horas en medio K10T-1. En el gráfico se muestra el promedio 
de tres experimentos independientes, donde cada uno de ellos contó con 4 réplicas 
técnicas de cada cepa. La formación de biofilm fue cuantificada por tinción con cristal 
violeta. (*) indica diferencia estadísticamente significativa con p<0,05 (Prueba t de 
Student). 

Pf∆4DGC-pV         Pf∆4DGC-pbp1492            Pf∆4DGC-pgcbC 
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En primer lugar, se pudo observar que la cepa salvaje transformada con el plásmido 

vacío (S17-1 pMQ72) presentó movilidad tipo swimming tras una incubación de 24 

horas. Por su parte, una cepa expresando la proteína BP1492 (S17-1 pMQ72-bp1492) 

también presentó movilidad en esas condiciones, pero con una reducción de 

aproximadamente un 20% con respecto al control, lo que sugiere que en estas 

condiciones BP1492 podría estar actuando como DGC y aumentando los niveles de c-

di-GMP intracelular (Fig. 3.2). 

 

 
 

 

 

 

 

Evaluación de la actividad DGC en Bordetella 
 
Los sistemas mencionados anteriormente implican la expresión heteróloga de bp1492 

en bacterias que no forman parte del género Bordetella. A pesar de que el control de la 

transición entre vida planctónica y sésil por c-di-GMP es un proceso muy extendido en 

bacterias, las vías de señalización y los efectores moleculares involucrados pueden 

variar entre distintos organismos. Esto implica que las condiciones a las que se ve 

expuesta BP1492 en un entorno heterólogo posiblemente difieran de las que enfrenta 

en su entorno natural, lo que podría impactar en la regulación de la actividad catalítica 

de la proteína. Además, es probable que en un escenario de este tipo se produzca la 

Figura 3.2. Movilidad en E. coli S17-1. Colonias aisladas de cada cepa fueron inoculadas en 
una placa de LB con 0,3% p/v de agar. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas. El 
gráfico muestra el promedio de 3 experimentos independientes. En cada uno de ellos, se 
calculó la movilidad de la cepa S17-1 pMQ72-bp1492 relativa a la cepa que porta el plásmido 
vacío. A la derecha del gráfico se muestra una imagen representativa tomada de una de las 
placas de movilidad. Estadística: p<0,05 (Prueba t de Student). 
 

S17-1 pMQ72 
 
 
S17-1 pMQ72-bp1492 

S17-1 pMQ72-bp1492 S17-1 pMQ72 
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falta de algún factor específico involucrado en la respuesta a los cambios locales de c-

di-GMP mediados por BP1492, lo que también podría afectar la posibilidad de evidenciar 

su actividad. Por estos motivos es que la evaluación de la actividad DGC de BP1492 en 

el género Bordetella representa un escenario más cercano al natural y decidimos 

avanzar en ese sentido para continuar con la caracterización. En las secciones 

subsiguientes, se describen experimentos llevados a cabo con el objetivo de evidenciar 

la actividad DGC de BP1492 en B. bronchiseptica y B. pertussis. Para la sobreexpresión 

de bp1492 en estas especies, se realizó el subclonado del marco de lectura desde el 

plásmido donde se clonó originalmente (pMQ72) al plásmido pBBR1-MCS5-nptII. Este 

último posee un origen de replicación funcional en el género, y además permite la 

expresión constitutiva de la proteína de interés bajo control del promotor nptII.  

 
Movilidad en B. bronchiseptica 
 
En nuestro laboratorio hemos demostrado que c-di-GMP regula la movilidad tipo 

swimming en B. bronchiseptica. Ante un aumento de los niveles intracelulares del 

segundo mensajero producido por la sobreexpresión de una DGC se produce la 

inhibición de este fenotipo85,90. B. bronchiseptica presenta movilidad únicamente en fase 

avirulenta, debido a que los genes necesarios para la síntesis del flagelo se producen 

cuando el sistema BvgAS se encuentra inactivo205. Por lo tanto, los ensayos de 

movilidad tipo swimming deben realizarse en condiciones que induzcan dicha fase 

fenotípica de B. bronchiseptica, lo que se logra suplementando las placas de agar SS 

blando con 40 mM de MgSO4. 
Con el objetivo de comprobar si BP1492 posee actividad DGC, se realizó su 

sobreexpresión en B. bronchiseptica y se ensayó la movilidad en agar blando. 

En concordancia con resultados obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio, la cepa 

salvaje que porta el vector sin inserto (Bb-pV) presentó movilidad en las condiciones 

ensayadas. Tal como se había observado previamente, la sobreexpresión de la DGC 

BdcB produjo una inhibición total de la movilidad (Tesis K. Belhart; 2022). Por su parte, 

la sobreexpresión de bp1492 no produjo cambios en la movilidad con respecto a la cepa 

salvaje (Figura 3.3). 
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Formación de biofilm en B. bronchiseptica  
 
En nuestro laboratorio hemos descripto que un aumento en los niveles intracelulares de 

c-di-GMP causados por la sobreexpresión de una DGC en B. bronchiseptica se traduce 

en una mayor capacidad de la bacteria para formar biofilm85,90. Por lo tanto, nos 

propusimos utilizar esta estrategia para analizar si BP1492 posee actividad DGC. 

Como se describió en la introducción, la regulación de los factores de virulencia en las 

bacterias de este género está regulada principalmente por el sistema de dos 

componentes BvgAS, lo que define distintas fases fenotípicas con perfiles de expresión 

diferenciales. En las condiciones estándar de cultivo de B. bronchiseptica (Medio SS, 

37°C), la bacteria se encuentra en fase virulenta. El agregado al medio de cultivo de 

ácido nicotínico (AN) o sulfato de magnesio (MgSO4) inducen la fase de virulencia 

intermedia o de avirulencia, según la concentración en que se encuentren presentes.  

En nuestro laboratorio, hemos observado que el aumento de la formación de biofilm 

inducido por la sobreexpresión de una DGC no necesariamente se evidencia siempre 

en la misma fase fenotípica. Por ejemplo, la sobreexpresión de bdcG induce un aumento 

en la formación de biofilm únicamente en la condición SS + 0,5 mM AN, mientras que la 

sobreexpresión de bdcA induce un aumento en concentraciones de AN de 0,5 y 1,0 

mM85,90. 

Teniendo en cuenta lo expuesto en los párrafos anteriores, se evaluó la formación de 

biofilm en placas de PVC de la cepa de B. bronchiseptica sobreexpresando bp1492 en 

distintas concentraciones de ácido nicotínico (0; 0,5; 1,0 y 2,0 mM). Como control del 
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Figura 3.3. Movilidad en B. bronchiseptica. Colonias aisladas de cada una de las cepas 
fueron inoculadas por punción en una placa de SS (agar 0,3% p/v) suplementada con MgSO4 
40 mM y Gentamicina 50 ꙡg/ml, tras lo cual se incubaron por 18 horas a 37°C y se midieron 
los halos de movilidad obtenidos. En el gráfico se muestra el promedio de 3 experimentos 
independientes.  
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experimento se evaluó la capacidad de formar biofilm de la cepa salvaje en las mismas 

condiciones. Además, se utilizó como control positivo la sobreexpresión de bdcB, ya 

caracterizada en nuestro laboratorio como una DGC activa.  

En concordancia con resultados previos, la sobreexpresión de bdcB indujo un aumento 

en la formación de biofilm en todas las condiciones ensayadas. Por su parte, la cepa 

que sobreexpresa bp1492 presentó un aumento significativo del 30% en la condición de 

1,0 mM de AN (Figura 3.4). 

Este resultado indica que BP1492 es una DGC activa capaz de regular la formación de 

biofilm en B. bronchiseptica. 

 

  
 
 
 
 
 
 

Formación de biofilm en B. pertussis 
 
El resultado descripto en la sección anterior demuestra que BP1492 es capaz de 

aumentar la formación de biofilm in vitro en un miembro del género Bordetella. Con el 

objetivo de evaluar el rol de la proteína en su entorno natural, se realizó la 

sobreexpresión del gen correspondiente en la cepa BPSM. La misma es una cepa 

derivada de la cepa de referencia B. pertussis Tohama I, con la única diferencia de ser 

resistente a estreptomicina206 y cuya capacidad de formar biofilm en superficies abióticas 

ya ha sido demostrada207,208. Considerando los resultados obtenidos en B. 

bronchiseptica, es probable que la capacidad de bp1492 de inducir un aumento en la 

Figura 3.4. Efecto de la sobreexpresión de bp1492 en B. bronchiseptica. El gráfico muestra 
el promedio de tres experimentos independientes. En cada uno de ellos, la formación de 
biofilm para cada cepa en una dada condición, fue expresada de forma relativa al valor 
obtenido para la cepa salvaje en esa misma condición. (*) indica diferencia estadísticamente 
significativa respecto a Bb pV, con p<0.05 (Prueba t de Student). 

* 

 * 

* 

* 

Bb-pV   Bb-pbp1492
   

Bb-pbdcB  
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formación de biofilm en B. pertussis dependa de la fase de virulencia en la cual se 

encuentre la bacteria. Es por eso que se realizó el ensayo en 3 condiciones distintas: 

medio SS común, SS suplementado con AN 0,5 mM, SS suplementado con AN 1,0 mM 

y SS suplementado con 2,0 mM, con el objetivo de emular las distintas fases de 

virulencia de la bacteria. 

Las cepas utilizadas en este ensayo se construyeron introduciendo por conjugación en 

la cepa BPSM los plásmidos pBBR1MCS-5-nptII (BPSM pV) y pBBR1MCS-5-nptII-

bp1492 (BPSM-pbp1492).  

Para evaluar la formación de biofilm in vitro, se prepararon suspensiones bacterianas 

de DO650nm=0,2, se inocularon en una placa multipocillos y se incubaron durante 72 

horas a 37°C, tras lo cual se cuantificó mediante la técnica de cristal violeta. En 

concordancia con reportes previos, la cepa BPSM que porta el vector vacío fue capaz 

de formar biofilm. Por su parte, la sobreexpresión de bp1492 no produjo una 

modificación significativa en la capacidad formadora de biofilm de la bacteria en ninguna 

de las condiciones ensayadas (Figura 3.5). 
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Figura 3.5. Efecto de la sobreexpresión de bp1492 en la formación de biofilm de B. 
pertussis. Las bacterias fueron inoculadas en placas multipocillos con una DO i=0,2 e 
incubadas durante 72 horas a 37°C. La formación de biofilm se determinó mediante la 
técnica de cristal violeta. El gráfico muestra el promedio de tres experimentos 
independientes. En cada uno de ellos, la formación de biofilm para cada cepa en una dada 
condición, fue expresada de forma relativa al valor obtenido para la cepa salvaje en esa 
misma condición. 
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Regulación de la actividad DGC de BP1492 
 
Como se mencionó anteriormente en la introducción general, la actividad de las DGC 

se encuentra regulada para garantizar que sólo se expresen, o solo presenten actividad 

catalítica en una condición o condiciones particulares. A pesar de haber evaluado la 

actividad de BP1492 en diversos sistemas experimentales, sólo pudo evidenciarse 

claramente en la movilidad de E. coli y en la formación de biofilm en B. bronchiseptica. 

En consecuencia, hipotetizamos que la falta de actividad de la proteína en la mayoría 

de los escenarios evaluados podría deberse a que las condiciones necesarias para 

inducir la actividad catalítica no se encuentren presentes. 

En las secciones subsiguientes se describen experimentos apuntados a identificar y 

explicar el o los mecanismos que podrían controlar el funcionamiento de BP1492. 

 
Construcción y evaluación de una variante de BP1492 constitutivamente activa 
 

Como se mencionó anteriormente, los dominios GAF se encuentran asociados en 

general al sensado de pequeños ligandos, que pueden ir desde moléculas pequeñas 

como metales y cationes divalentes hasta nucleótidos y azúcares209. Trabajos donde se 

estudiaron dominios de esta familia, apoyan la hipótesis de que una de sus funciones 

sería controlar el estado oligomérico de las proteínas que componen. Esta característica 

sería importante en las DGC, donde la dimerización de los dominios GGDEF es requisito 

fundamental para la actividad catalítica de estas proteínas157,210. 

El hecho de que la estructura de dominios predicha para BP1492 sea GAF-GGDEF nos 

induce a pensar que el dominio accesorio puede tener algún rol en la regulación del 

estado oligomérico de la proteína, lo que implicaría que la capacidad de la misma de 

sintetizar c-di-GMP estaría directamente relacionada con la estructura cuaternaria 

controlada por interacciones homodiméricas entre dominios GAF de distintos 

monómeros de BP1492. Posiblemente dichas interacciones se vean afectadas por la 

unión de uno o varios ligandos específicos en el dominio accesorio. 

Ante la dificultad de obtener una predicción confiable acerca de la identidad de el o los 

ligandos que podrían ser sensados por el dominio GAF de BP1492, nos propusimos 

simular experimentalmente una condición en la cual se vea favorecida la dimerización, 

con la hipótesis de que en esas condiciones la proteína BP1492 presentará una 

capacidad aumentada de síntesis de c-di-GMP. Una estrategia similar ya fue utilizada 

para la caracterización de WspR, una DGC de P. aeruginosa. En dicho trabajo, se 

reemplazó el dominio REC de la proteína WspR por el motivo estructural cremallera de 

leucinas del factor de transcripción GCN4 de levadura132. La cremallera de leucinas es 
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un motivo estructural de proteínas que sirve como un potente módulo de dimerización. 

Estudios de cristalización y funcionales demostraron que el motivo cremallera de leucina 

es suficiente para la dimerización de la proteína y que la misma se da a causa de la 

formación de varias estructuras coiled coil paralelas211. La proteína de fusión GCN4-

GGDEF (WspR) mostró un aumento en la capacidad de sintetizar c-di-GMP y una 

independencia funcional con las condiciones del entorno. Además, la misma fue 

cristalizada y se pudo observar que efectivamente la presencia del dominio GCN4 

induce la oligomerización de los dominios GGDEF, explicando su hiperactividad. 

Para evaluar el impacto de la dimerización en la actividad y la regulación de BP1492, se 

construyó una proteína de fusión en la cual reemplazamos el dominio GAF de BP1492 

por el motivo estructural cremallera de leucinas de GCN4 (Zip), manteniendo intacta la 

región C-terminal de la misma. A esta proteína de fusión la nombramos Z-1492 (Figura 

3.6). La secuencia de nucleótidos correspondiente al motivo estructural cremallera de 

leucinas fue amplificada por PCR usando como molde el plásmido pKT25-zip. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nuestra hipótesis es que la presencia en el N-terminal de un motivo estructural con 

tendencia elevada a dimerizar, favorecería la dimerización de los dominios GGDEF 

presentes en el C-terminal, aumentando la actividad catalítica de la proteína.  

Para evaluar esta hipótesis, se volvieron a realizar los ensayos de formación de biofilm 

y movilidad en B. bronchiseptica. Como se observa en la figura 3.7.a, la cepa que 

sobreexpresa Z-1492 presentó una formación de biofilm mayor respecto a la cepa 

salvaje, no sólo a 1,0 mM de AN sino también a 0,5 mM. Por otro lado, la sobreexpresión 

de Z-1492 no produjo cambios en la movilidad tipo swimming de B. bronchiseptica, al 

igual que lo observado anteriormente al sobreexpresar la proteína salvaje (Fig. 3.7.b).    

 

 

BP1492 

 

 

 

Z-1492 

Figura 3.6. Reemplazo del dominio N-terminal de BP1492 por un motivo de dimerización. 
a) Representación esquemática de la estructura de dominios de BP1492 salvaje y su 
derivada Z-1492. 
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La conclusión de esta serie de experimentos es que el cambio del dominio accesorio 

GAF de BP1492 por el motivo cremallera de leucinas generó una proteína que retiene 

la actividad DGC, ya que es capaz de inducir un aumento en la formación de biofilm en 

B. bronchiseptica en las condiciones de 0,5 mM y 1,0 mM de AN. Esto representa una 

diferencia respecto a la proteína salvaje, que sólo pudo inducir un aumento de formación 

de biofilm a concentración de AN 1,0 mM, lo que sugiere que Z-1492 podría presentar 

una mayor actividad, esperable debido a la alta afinidad de los dominios Zip entre sí. En 

conclusión, podríamos proponer que la actividad de BP1492 estaría regulada por su 

dimerización y a su vez la dimerización por el dominio GAF. La unión de posibles 
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Figura 3.7. Sobreexpresión de una variante mutada de BP1492 en B. bronchiseptica. a) 
Formación de biofilm en B. bronchiseptica. Las distintas cepas fueron incubadas en placas de 
PVC por 24 horas en SS suplementado con la concentración de AN indicada. La adhesión fue 
cuantificada con cristal violeta 0,1% y posterior medida de A595. En el gráfico se muestra el 
promedio de tres experimentos independientes. En cada uno de ellos, el valor de A595 fue 
expresado en forma relativa al valor de la cepa salvaje. (*) indica diferencia significativa con 
p<0,05 respecto a la cepa Bb pV en cada condición de AN (Prueba t de Student). b) Movilidad 
en B. bronchiseptica. En el gráfico se muestra el promedio de 3 experimentos independientes. 
Las cepas fueron inoculadas por punción en una placa de SS (agar 0,3%) e incubadas por 18 
horas a 37°C. 
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ligandos a este dominio podría regular la intensidad de dimerización y en consecuencia 

la actividad DGC de BP1492.  

 
Evaluación de la regulación de la actividad de BP1492 por AMPc 
 

En un trabajo publicado en 2017, se describió la DGC de L. interrogans Lcd1, que 

presenta estructura de dominios GAF-GGDEF, la misma que se predice para BP1492. 

En dicho trabajo se demostró que el dominio GAF de la proteína une el nucleótido AMPc, 

lo que genera una modificación en la estructura y promueve la actividad157.  

Si bien los residuos importantes para la unión de AMPc en Lcd1 no se encuentran 

conservados en BP1492 (Capítulo II), nos propusimos evaluar experimentalmente si su 

actividad podría verse modificada con la unión de dicho nucleótido. Para ello, se utilizó 

la cepa de P. aeruginosa PA14 dado que se encuentra descripto que puede inducirse 

un aumento en los niveles de AMPc artificialmente. Esto se logra mediante la depleción 

del calcio intracelular por el agregado de un agente quelante como EGTA212,213.  

Al igual que lo ya mencionado para una gran variedad de bacterias, la sobreexpresión 

de una DGC activa en P. aeruginosa induce un aumento en la capacidad de formar 

biofilm214. Por lo tanto, nuestra hipótesis fue que la sobreexpresión de bp1492 en este 

sistema podría producir un efecto de este tipo, y que el mismo podría verse inducido a 

través de la generación artificial de niveles elevados de AMPc en la bacteria. Para 

evaluarlo, se introdujo el plásmido pMQ72-bp1492 en P. aeruginosa PA14 por 

electroporación, y se realizó un ensayo de formación de biofilm in vitro en medio LB 

estándar. Se utilizaron como controles la cepa PA14-pV, que porta el vector pMQ72 sin 

inserto, y la cepa PA14-yfiN, que sobreexpresa una DGC propia de P. aeruginosa PA14 

con actividad DGC ya demostrada214,215. 

En nuestras manos, en concordancia con resultados previos, la sobreexpresión de yfiN 

indujo un aumento en la formación de biofilm de aproximadamente un 200% en términos 

absolutos con respecto a la cepa que porta el vector sin inserto. Por su parte, la 

sobreexpresión de bp1492 en estas condiciones no produjo cambios en la capacidad de 

la bacteria de formar biofilm (Figura 3.8). 
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A continuación, intentamos emular las condiciones experimentales en las cuales se ha 

reportado que se produce un aumento en la concentración de AMPc intracelular en P. 

aeruginosa. En el trabajo realizado por Jin y colaboradores, se realizaron cultivos 

overnight de la cepa P. aeruginosa PAK, que luego fueron diluidos y vueltos a incubar 

hasta alcanzar una DO600=1 en un medio conteniendo EGTA (5 mM). En estas 

condiciones, se triplicó el valor intracelular de AMPc216. 

En nuestro laboratorio no fuimos capaces de cultivar a PA14 con agregado de EGTA en 

el cultivo, ya que no se obtuvo crecimiento luego del paso de dilución y cambio de medio. 

Por otro lado, también se intentó adicionar el EGTA para inducir la depleción de calcio 

y el consecuente aumento de AMPc directamente en la placa multipocillos donde se 

incubaron las bacterias para el ensayo de formación de biofilm. Sin embargo, al 

cuantificar la formación de biofilm de las distintas cepas en medio LB con el agregado 

de 0,5, 1,0 o 2,0 mM de EGTA, se obtuvo en todos los casos una adhesión mínima o 

nula en comparación con lo obtenido en medio LB estándar, lo que sugiere que podría 

estar ejerciendo un efecto tóxico sobre las bacterias. Debido a estos problemas 

experimentales, nos vimos impedidos de avanzar en el estudio de la regulación de la 

actividad DGC de BP1492 por AMPc. 

 

Participación de BvgR en la regulación de la actividad de BP1492 
 
El programa AlphaFold2 permite predecir posibles interacciones entre proteínas196. 

Cargando la secuencia del posible heterodímero como una sola proteína el programa 

modela la estructura de ambos y predice un algoritmo de posibilidad de posición relativa 
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Figura 3.8. Efecto de la sobreexpresión de bp1492 en la formación de biofilm de P. 
aeruginosa PA14. Las distintas cepas fueron incubadas en LB estándar durante 24 horas 
en placas multipocillos, tras lo cual se cuantificó la formación de biofilm por la técnica de 
cristal violeta. En el gráfico se muestra el promedio de tres experimentos independientes. 
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para todos los aminoácidos. Teniendo en cuenta que la interacción entre DGC y PDE 

se ha observado en diferentes sistemas, se evaluó si BP1492 era capaz de interaccionar 

con la única proteína con un solo dominio EAL presente en B. pertussis, BvgR. Para 

ello, se generó un archivo FASTA en el cual se concatenaron ambas secuencias y se 

introdujeron en el programa para su evaluación. El resultado consta de una estructura 

tridimensional del posible heterodímero (Figura 3.9.a), y un gráfico bidimensional que 

representa la confiabilidad de la predicción (Figura 3.9.b). Este último muestra el error 

esperado para cada posición de la secuencia, en donde las posiciones con mayor error 

se grafican con un punto rojo y las de menor error con un punto azul. El análisis de este 

gráfico muestra que la predicción de la posible interacción entre BvgR y BP1492 es 

confiable, ya que se obtienen mayormente posiciones con bajo error asociado 

(cuadrante inferior izquierdo y cuadrante superior derecho en la Figura 3.9.b). Como 

conclusión, el programa predice con buena probabilidad una posible interacción entre 

ambas proteínas. 

 

  
 

 

 

Evaluación del rol de BvgR en la actividad DGC de BP1492 
 

Con base en la posible interacción entre BP1492 y BvgR predicha in silico, nos 

propusimos evaluar si BvgR es necesaria para la actividad DGC de BP1492. Para ello, 

decidimos utilizar el sistema experimental donde esta actividad pudo ser evidenciada de 

forma más contundente. Como se mostró anteriormente en este capítulo, la 

sobreexpresión de bp1492 en B. bronchiseptica induce un aumento en la formación de 

Figura 3.9. Predicción in silico de la posible interacción BP1492-BvgR. a) Estructura 
tridimensional del heterodímero BP1492-BvgR predicho por Alphafold2. b) Gráfico 
bidimensional del error asociado a la predicción en cada posición de la secuencia. 
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biofilm en la condición de cultivo con 1,0 mM de AN (fase intermedia). A partir del indicio 

de que podría existir una interacción física entre BP1492 y BvgR, razonamos que es 

posible que BP1492 necesite a BvgR para ejercer su efecto. Para comprobar esta 

hipótesis, se realizó el ensayo de formación de biofilm en las condiciones mencionadas, 

sumando al análisis a una cepa de B. bronchiseptica mutante en BvgR sobreexpresando 

bp1492 (ΔbvgR-pbp1492).  

Como se puede observar en la Figura 3.10, la sobreexpresión de bp1492 en B. 

bronchiseptica salvaje arrojó en esta serie de experimentos el mismo resultado que el 

ya discutido anteriormente, con un aumento en la formación de biofilm en 1,0 mM de 

AN. Por otro lado, cuando la sobreexpresión se realizó en el entorno mutante en bvgR, 

BP1492 fue incapaz de aumentar la formación de biofilm. Este resultado sugiere que 

podría haber una relación funcional entre BvgR y BP1492, donde la DGC necesitaría de 

la presencia de la proteína BvgR o algún factor cuya expresión dependa de la misma. 

 

Conclusiones y discusión 
 

Los resultados presentados en este capítulo demuestran que la sobreexpresión de 

bp1492 es capaz de modificar fenotipos asociados a c-di-GMP, lo que sugiere que la 

proteína es capaz de aumentar los niveles intracelulares de este segundo mensajero. 

Resulta interesante remarcar que esto no pudo ser evidenciado en todos los sistemas 

0,00
0,10
0,20
0,30
0,40
0,50
0,60
0,70
0,80
0,90
1,00
1,10
1,20
1,30

Bb pV Bb pbp1492 ΔBvgR pV ΔBvgR pbp1492 

B
IO

FI
LM

Bb-pV Bb-pbp1492 ΔbvgR-pV ΔbvgR-pbp1492

*

Figura 3.10. Sobreexpresión de bp1492 en el mutante BvgR. Se evaluó la formación de 
biofilm en placas de PVC, en medio SS + 1mM de AN, con incubación de 24 horas a 37°C. 
La formación de biofilm fue cuantificada por tinción con cristal violeta. En el gráfico se 
muestra el promedio de tres experimentos independientes. En cada uno de ellos, el valor de 
A595 fue expresado en forma relativa al valor de la cepa salvaje en el mismo entorno genético. 
(*) en la figura indica diferencia significativa respecto a la cepa Bb-pV, con p<0,05 (prueba t 
de Student). 
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utilizados, lo cual podría sugerir que hay mecanismos regulatorios involucrados 

dependientes de las condiciones particulares de cada ensayo y/o relacionados a los 

distintos fenotipos estudiados. 

La sobreexpresión de DGC en P. fluorescens Δ4DGC es un método que hemos usado 

en nuestro laboratorio para evidenciar la actividad DGC de varias proteínas del género 

Bordetella. Sin embargo, cabe resaltar que no siempre es posible. Hemos observado 

casos de proteínas de B. bronchiseptica incapaces de aumentar la formación de biofilm 

de P. fluorescens Δ4DGC, pero cuya actividad si pudo ser evidenciada por otros 

métodos (Tesis N. Ambrosis, 2018). Esto no resulta ilógico si se tienen en cuenta ciertos 

problemas que pueden aparecer al expresar proteínas en un sistema heterólogo, 

principalmente los asociados al correcto plegamiento de la proteína que podrían afectar 

la actividad enzimática y a la posible ausencia de proteínas efectoras que podrían ser 

necesarias para la respuesta a los cambios de c-di-GMP inducidos por BP1492.  

La presencia del dominio GAF asociado al GGDEF en BP1492 sugiere una posible 

regulación de la actividad a través de la unión de ligandos, que podría ser positiva o 

negativa. Si bien no conocemos la identidad de esta/s molécula/s, cabe la posibilidad de 

que su disponibilidad sea distinta en la condición particular del ensayo de formación de 

biofilm en P. fluorescensΔ4DGC, a la que se pudiera encontrar en B. pertussis, y por lo 

tanto no se produzca la activación o no se libere la represión de la actividad DGC de 

BP1492. Por otro lado, también es posible que BP1492 interaccione con una o varias 

proteínas de B. pertussis para controlar fenotipos asociados a c-di-GMP, la cual podría 

regular su actividad o responder a los cambios de c-di-GMP de manera local. En un 

sistema de expresión heteróloga es posible que dicho factor no se encuentre presente 

y por lo tanto no se pueda evidenciar la actividad de BP1492. 

En cuanto a la movilidad en E. coli, observamos una disminución en este fenotipo en 

una cepa que sobreexpresa bp1492 con respecto a la cepa salvaje, lo cual nos otorgó 

indicios de que la proteína podía ser capaz efectivamente de producir c-di-GMP. Sin 

embargo, también podría deberse a que la sobreproducción de una proteína genere 

algún defecto en la capacidad de moverse debido a un elevado consumo de energía 

dedicado a sintetizar la proteína heteróloga, aunque cabe destacar que las cepas no 

presentaron diferencias en el crecimiento en medio LB. 

Con respecto al análisis de los fenotipos en B. bronchiseptica, se observó que la 

sobreexpresión de bp1492 induce un aumento en la formación de biofilm, pero no 

provoca una inhibición de la movilidad. Este resultado puede parecer llamativo ya que 

sería esperable que si BP1492 es capaz de aumentar c-di-GMP también se evidenciara 

una diferencia en la movilidad. Sin embargo, en el estudio de BdcG, otra DGC de B. 

bronchiseptica, también se observó que su sobreexpresión modifica únicamente la 
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formación de biofilm sin afectar la movilidad (Tesis N. Ambrosis; 2018). Estos hallazgos 

pueden explicarse teniendo en cuenta que varios trabajos sugieren que la señalización 

por c-di-GMP ocurre a nivel local217. En ese marco, es posible pensar en BP1492 

actuando como productora de c-di-GMP en una ubicación particular en la célula y/o 

interaccionando con efectores involucrados específicamente en el control de la 

formación de biofilm. También es importante resaltar que las condiciones de cultivo en 

ambos ensayos no son exactamente las mismas. En los ensayos de movilidad las 

bacterias se cultivan con el agregado de concentraciones milimolares de MgSO4, lo que 

induce una fase de avirulencia, mientras que en el ensayo de biofilm la diferencia se 

observa con AN 1,0 mM, lo que induce una fase intermedia. En consecuencia, es posible 

que si la actividad catalítica de BP1492 depende de alguna señal metabólica particular 

para su funcionamiento, la diferencia en las condiciones de cultivo se vea traducida en 

una diferente actividad de la proteína. La conclusión de esta serie de experimentos es 

que BP1492 efectivamente posee actividad DGC, ya que es capaz de aumentar la 

formación de biofilm de B. bronchiseptica e inhibir la movilidad de E. coli, ambos 

resultados concordantes con altas concentraciones de c-di-GMP.  

Una observación que vale la pena realizar es que en la mayoría de los ensayos no fue 

posible evidenciar la actividad DGC de BP1492, y que en los casos donde sí se 

obtuvieron resultados positivos los mismos fueron sutiles. Este análisis surge de 

comparar los resultados obtenidos para BP1492 con los observados para otras DGC 

con las cuales hemos trabajado en nuestro laboratorio. Un ejemplo claro es del de BdcB, 

cuya sobreexpresión induce un aumento de la formación de biofilm en P. fluorescens 

Δ4DGC, mientras que en B. bronchiseptica inhibe la movilidad y produce un fuerte 

aumento de la formación de biofilm (Tesis K. Belhart; 2022). Considerando que el 

dominio GGDEF de BP1492 presenta conservados los residuos importantes para la 

coordinación del sustrato y la catálisis, no es esperable que esta aparente baja actividad 

se deba a un defecto relacionado al mecanismo catalítico del dominio GGDEF, sino más 

bien a su regulación. 

La presencia del dominio GAF en la región N-terminal de la proteína sugiere que puede 

existir una regulación de la actividad del dominio GGDEF a través del control de su 

estado oligomérico. El requisito de la dimerización de dos dominios GGDEF para poder 

llevar adelante la catálisis se encuentra ampliamente aceptado218 y es probable que en 

algunas de las condiciones ensayadas la proteína se encuentre como monómero y por 

ese motivo no pueda ejercer su actividad. Sin embargo, el reemplazo del dominio GAF 

de BP1492 por el motivo cremallera de leucinas para generar una variante 

constitutivamente activa no produjo cambios importantes en la regulación de la actividad 

de la proteína, al menos en los fenotipos ensayados. Pudimos observar que Z-1492, a 
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diferencia de la enzima salvaje, fue capaz de inducir un aumento de biofilm cuando la 

concentración de ácido nicotínico en el medio fue de 0,5 mM. Esto indicaría que la 

actividad de BP1492 está regulada por su dimerización. Sin embargo, el reemplazo del 

dominio accesorio no modificó el comportamiento de la proteína en el ensayo de 

movilidad, donde hubiera sido esperable que se produzca una inhibición al menos 

parcial si es que la proteína Z-1492 presentara una actividad catalítica aumentada. Es 

importante recordar que tal como se mencionó más arriba, esto podría indicar que el 

mecanismo de acción de BP1492 se basa en la generación de aumentos locales de c-

di-GMP, en el vecindario del efector.  

Como se describió en la introducción, la interacción de proteínas GGDEF con proteínas 

EAL es un mecanismo presente en muchas bacterias que confiere especificidad a la 

señalización por c-di-GMP219. A través del uso del programa Alphafold2, se obtuvieron 

indicios de una posible interacción entre el dominio GGDEF de BP1492 y la proteína 

BvgR. La capacidad de BP1492 de aumentar la formación de biofilm en la condición de 

1,0 mM de AN se vio impedida al realizar el experimento en un entorno donde BvgR no 

se encuentra presente, lo que apoya la idea de una relación funcional entre estas 

proteínas. Como se mencionó en la introducción general, BvgR es una proteína con 

dominio EAL que participa en la represión de la expresión de genes de avirulencia 

cuando el sistema BvgAS se encuentra activado. El mecanismo por el cual lleva a cabo 

esta función aún no ha sido demostrado experimentalmente. Algunos autores han 

propuesto que la regulación mediada por BvgR estaría relacionada con su capacidad de 

actuar como fosfodiesterasa, es decir, degradando c-di-GMP y por lo tanto impactando 

indirectamente en la expresión génica62,63. Sin embargo, aún no se han reportado 

resultados experimentales que demuestren fehacientemente dicha hipótesis. Un análisis 

bioinformático del dominio EAL de BvgR sugiere que esa proteína no podría llevar a 

cabo la degradación de c-di-GMP, ya que no presenta conservados los residuos 

importantes para la catálisis220 (Tesis MP. Gutiérrez, 2021). El requerimiento de BvgR 

para que BP1492 pueda inducir un aumento en los niveles de c-di-GMP abre la 

posibilidad de que un mecanismo de acción de BvgR tenga que ver con su interacción 

con una o más DGC, permitiendo que se modifique la concentración del segundo 

mensajero en un tiempo y espacio determinados. En este escenario, la actividad DGC 

de BP1492 sólo ocurriría cuando esta se encontrase interaccionando con BvgR 

induciendo un cambio local en la concentración de c-di-GMP, que podría afectar en 

forma específica la actividad de uno o varios efectores involucrados en la regulación de 

la expresión de los genes de avirulencia por BvgR.
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Introducción 
 
Los resultados presentados en el capítulo anterior demuestran de forma indirecta que 

BP1492 es capaz de aumentar los niveles de c-di-GMP en condiciones particulares. Sin 

embargo, en el experimento de formación de biofilm en B. pertussis, único realizado en 

el entorno natural de la proteína, su sobreexpresión no produjo cambios. Con el fin de 

evaluar el rol de BP1492 en su entorno natural, se construyó una cepa mutante que no 

expresa la proteína. La misma se obtuvo interrumpiendo el marco de lectura de bp1492 

a través de la inserción por recombinación homóloga de un plásmido no replicativo en 

el género Bordetella (ver Materiales y métodos). 

Como se mencionó anteriormente, el gen bp1492 se ha observado regulado 

positivamente en el marco de infecciones in vivo, y se encuentra conservado en 

aislamientos clínicos circulantes, lo que sugiere que podría cumplir un rol importante en 

alguna de las etapas del proceso de infección. Con base en estas consideraciones, en 

el presente capítulo se describe una serie de experimentos llevados a cabo para evaluar 

el impacto de la ausencia de BP1492 en la regulación de fenotipos asociados a la 

patogénesis de B. pertussis. 

 

Formación de biofilm in vitro 
 

La capacidad de B. pertussis de formar biofilm ha sido descripta en varios trabajos, tanto 

in vitro como in vivo36,140. Además, se ha propuesto que dicha forma de vida de la 

bacteria podría ser importante para el establecimiento de infecciones persistentes en el 

tracto respiratorio de mamíferos, lo que facilitaría a su vez la dispersión del patógeno a 

otros huéspedes221.  

Considerando que BP1492 es una DGC catalíticamente activa, y que ya ha sido 

reportado un rol para c-di-GMP en el control de la formación de biofilm en B. pertussis140, 

hipotetizamos que la deleción de BP1492 podría generar una disminución de la 

producción del segundo mensajero y por lo tanto una disminución en la formación de 

biofilm.  

Para testear dicha hipótesis se llevaron a cabo ensayos de formación de biofilm en 

microplacas de PVC. A partir de un cultivo en medio líquido de las cepas a ensayar, se 

inoculó la placa con una DOi=0,2 y se incubó durante 72 horas a 37 °C. El ensayo fue 

realizado en medio SS (fase virulenta) y también en medio SS suplementado con AN 

2,0 mM para evaluar el comportamiento en fase intermedia. 

Como se muestra en la Figura 4.1, no se observaron diferencias significativas entre las 

cepas salvaje y mutante en ninguna de las condiciones ensayadas, lo que sugiere que 
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Figura 4.1. Formación de biofilm de B. pertussis in vitro. Se inocularon placas multipocillos 
con cultivos de DOi650nm=0,2 y se incubaron durante 72 horas a 37°C. En el gráfico se 
muestra el promedio de 3 experimentos independientes. En la parte superior de cada barra 
se muestra la foto de un pocillo teñido con cristal violeta, representativo de la condición. 

la deleción de bp1492 no afecta la formación de biofilm de B. pertussis, al menos en las 

etapas iniciales. 

 

 

 

 

 

Resistencia a estrés oxidativo 
 
La producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) es uno de los mecanismos 

utilizados por las células del sistema inmune para la eliminación de los patógenos 

bacterianos. Moléculas de este tipo tales como el anión superóxido (O2
-), peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y radicales hidroxilo (OH°), pueden generar daños en el ADN, 

proteínas y membranas celulares, llevando así a la muerte bacteriana222. La capacidad 

de las bacterias de mitigar el impacto de estas condiciones de estrés oxidativo sobre su 

integridad física y metabólica constituyen una de las estrategias de persistencia en este 

tipo de nichos hostiles.  

Un número creciente de trabajos han dado cuenta en los últimos años de la relación 

entre el segundo mensajero c-di-GMP y la resistencia a estrés oxidativo en distintos 

organismos. Un ejemplo concreto es el de M. smegmatis. En este patógeno la 

BPSM 

BPSM bp1492- 
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incubación con H2O2 induce un aumento intracelular de c-di-GMP, que a su vez favorece 

la expresión de genes involucrados en la resistencia a dicho estrés223. Por otra parte, 

Strempel y colaboradores demostraron que el estrés oxidativo inducido por hipoclorito 

(HClO) induce un aumento intracelular de c-di-GMP en P. aeruginosa, e identificaron a 

la DGC PA3177 como la responsable de dicha respuesta224. 

Para evaluar el impacto de la deleción de bp1492 en la resistencia al estrés oxidativo en 

B. pertussis, se llevaron a cabo ensayos de supervivencia a peróxido de hidrógeno con 

las cepas BPSM (parental) y BPSM bp1492-. Para ello, las bacterias fueron cultivadas 

en medio SS por 18 horas en las condiciones de cultivo estándar de B. pertussis, a partir 

del cual se preparó un inóculo conteniendo 3x104 UFC/ml. Seguidamente, se incubó a 

las bacterias durante 1 hora en medio SS conteniendo peróxido de hidrógeno en 

concentración 0,1 mM. Se realizaron recuentos de bacterias en placa antes y después 

de la incubación, y se calculó el porcentaje de supervivencia.  

Como se observa en la Figura 4.2, no se observaron diferencias en el porcentaje de 

supervivencia de las cepas salvaje y mutante, lo que indica que BP1492 no estaría 

involucrada en la resistencia al estrés oxidativo, al menos en estas condiciones 

experimentales. 
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Figura 4.2. Rol de BP1492 en la resistencia a estrés oxidativo. Un inóculo de 3x104 UFC/ml 
de cada cepa fue incubado durante 1 horas en medio SS con 0,1 mM de H2O2. Se realizaron 
recuentos en placa antes y después de la incubación. Se calculó el porcentaje de 
supervivencia para las cepas BPSM y BPSM 1492_ realizando recuentos antes y después de 
la incubación. En el gráfico se muestra el promedio de tres experimentos independientes.  
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Resistencia a estrés ácido 
 
Durante el transcurso de este trabajo de tesis, en nuestro laboratorio surgieron 

resultados que señalaban que c-di-GMP estaría involucrado en la regulación de la 

resistencia a estrés ácido en B. bronchiseptica. Más precisamente, la deleción de la 

DGC BdcB indujo una disminución en la capacidad de la bacteria de sobrevivir a un pH 

letal (Tesis K. Belhart, 2022).  

Debido a que estas condiciones ambientales pueden ser enfrentadas por B. pertussis 

en el contexto de la infección de distintos tipos de células de mamíferos, sobre todo 

durante la formación del fagosoma y la fusión con el lisosoma para la eliminación de la 

bacteria225, la regulación de la resistencia a estrés ácido por c-di-GMP podría conectarse 

con una mayor supervivencia en ese tipo de nichos. Por lo tanto, nos propusimos evaluar 

si la deleción de bp1492 afecta la capacidad de la bacteria de adaptarse y/o resistir en 

condiciones de estrés ácido. 

 

Cinética de crecimiento a pH ácido 
 
Para evaluar si la ausencia de BP1492 tiene un impacto en la capacidad de B. pertussis 

de crecer en condiciones ácidas, se construyeron curvas de crecimiento a pH ácido de 

las cepas BPSM y BPSM bp1492-. Previamente, se realizó el mismo ensayo en SS 

estándar (pH=7,4), para corroborar que la deleción de bp1492 no produjera un defecto 

en el crecimiento de B. pertussis. En la Figura 4.3.a se observa que en el medio de 

cultivo estándar (condición de pH cercano a la neutralidad) la curva de crecimiento de 

la cepa mutante en bp1492 es idéntica a la obtenida para la cepa parental (líneas llenas).  

Para evaluar el crecimiento en condiciones ácidas, se probaron medios de cultivo SS 

con distintos pH, y se eligió un medio de pH=5,2 como representativo de la condición de 

estrés ácido, ya que fue el menor pH al cual se observó que las bacterias presentaron 

crecimiento. Habiendo definido esto, las bacterias fueron inoculadas en erlenmeyers con 

una DO650 inicial de 0,25 y cultivadas durante 30 horas a 37°C. Se obtuvieron muestras 

de los cultivos en 6 puntos para seguir el desarrollo del cultivo a través de la medida 

densidad óptica y se construyeron las curvas de crecimiento para las cepas parental y 

mutante (Figura 4.3.a, líneas punteadas). En concordancia con reportes previos, la 

velocidad de crecimiento y la DO650 máxima alcanzada de la cepa parental se vio 

disminuida en la condición de pH ácido con respecto a la condición estándar226. Por otra 

parte, esa disminución fue de igual magnitud para la cepa mutante en bp1492, 

demostrando que la falta de esta proteína no afecta la capacidad de la bacteria de crecer 

en una condición de estrés ácido. 
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Con el objetivo de estandarizar el método y poder obtener curvas de crecimiento más 

reproducibles, se intentó realizar el cultivo microbiano en placas de 24 fosas en un lector 

de placas. Al intentar repetir las condiciones de cultivo utilizadas en la construcción 

manual de la curva de crecimiento, se observó que las bacterias no podían crecer en un 

pH=5,2, por lo que se debió modificar el medio a uno de pH=6. Como se muestra en la 

Figura 4.3.b, el resultado obtenido fue similar al obtenido con el método anterior, con 
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Figura 4.3. a) Curvas de crecimiento de B. pertussis en condiciones ácidas. a) Curva de 
crecimiento manual. Los cultivos fueron iniciados a DO650=0,25 e incubados durante 30 
horas. Las muestras fueron obtenidas de forma manual y la absorbancia medida en un 
espectrofotómetro. En el gráfico se muestra un experimento representativo de 3 realizados. 
b) Curva obtenida en lector de placas. Las mismas se iniciaron con una DO600=0,25 y se 
incubaron durante 24 horas.  
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Figura 4.4. Resistencia a estrés ácido. Un inóculo de 3x105 UFC/ml de cada cepa fue 
incubado durante 2 horas en medio SS a pH=4. Se realizaron recuentos en placa antes y 
después de la incubación. En el gráfico se muestra el promedio de tres experimentos 
independientes. En cada uno de ellos, la cantidad de bacterias fue expresada en forma 
logarítmica para facilitar el análisis y la visualización de los resultados. (*) indica diferencia 
significativa con p<0,05 (prueba t de Student). 

una disminución en la velocidad de crecimiento y una menor DO600 alcanzada al final 

del cultivo para la condición de pH ácido, pero sin diferencias entre cepas. 

La conclusión de esta serie de ensayos es que BP1492 no estaría involucrada en la 

capacidad de la bacteria de crecer en condiciones de estrés ácido. 

 
Supervivencia a estrés ácido 
 

Otra forma de evaluar si BP1492 participa en la respuesta de B. pertussis al estrés ácido 

consistió en analizar la supervivencia de las cepas luego de ser sometidas a un shock 

de pH bactericida. La idea de este ensayo es encontrar unas condiciones de incubación 

tales que garanticen un efecto bactericida, pero sin causar la muerte de la totalidad de 

las bacterias. Para ello, se debieron poner a punto condiciones tales como la 

concentración de inóculo inicial, pH de incubación y tiempo de incubación.  

Finalmente, se llevó a cabo la incubación de las cepas BPSM y BPSM bp1492- durante 

2 horas en medio SS a pH=4 con una concentración de bacterias inicial de 3x105 

UFC/ml. Se realizaron recuentos bacterianos antes y después de la incubación para 

evaluar la supervivencia de cada cepa.  

Como se muestra en la Figura 4.4, la cepa salvaje mostró una caída de un orden de 

magnitud en la cantidad de bacterias, demostrando que el tratamiento presenta actividad 

bactericida. Por su parte, la incubación en pH ácido de la cepa mutante en bp1492 arrojó 

como resultado una caída en la cantidad de bacterias de casi dos órdenes de magnitud, 

demostrando que la sensibilidad de esta cepa al shock ácido es mayor que la de la cepa 

parental. Cabe mencionar que fue realizada en paralelo la incubación de ambas cepas 

a pH neutro, donde no se observó muerte bacteriana. Este resultado indica que BP1492 

sería importante para la respuesta de la bacteria al shock ácido. 
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Ensayo de sobrevida en células eucariotas 
 

Con base en resultados obtenidos en nuestro laboratorio que demuestran la importancia 

de una DGC de B. bronchiseptica para la sobrevida en células fagocíticas (Tesis K. 

Belhart; 2022) nos propusimos evaluar si BP1492 podría estar involucrado en el control 

de este mecanismo de patogénesis en B. pertussis. 

Como se describió en la introducción, las bacterias del género Bordetella son capaces 

de invadir y sobrevivir intracelularmente en células A549, un modelo de epitelio 

respiratorio muy usado para estudiar la interacción patógeno-hospedador68,71,227. 

Con el objetivo de evaluar si la mutación en BP1492 tiene algún efecto en la capacidad 

de B. pertussis de invadir y sobrevivir en una línea celular de epitelio respiratorio, se 

llevó a cabo un ensayo de supervivencia en células A549. El mismo se compone de una 

primera etapa donde se realiza una co-incubación (MOI=100) para permitir la adhesión 

e internalización de las bacterias. Seguidamente, se procede a un tratamiento con 

polimixina B, un antibiótico que no puede penetrar en las células eucariotas vivas y por 

lo tanto elimina únicamente las bacterias no internalizadas. Finalmente, las bacterias se 

recuperan del interior de las células A549 mediante un mecanismo de lisis a las 3 y 24 

horas post-infección y se realiza un recuento de UFC en placas de BGA.  
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Como se observa en la Figura 4.5, no se observaron diferencias significativas en la 

capacidad de la cepa mutante en bp1492 de sobrevivir en este tipo celular a ninguno de 

los tiempos ensayados, en comparación a la cepa parental. Esto indica que BP1492 no 

Figura 4.5. Sobrevida de B. pertussis en células A549. Las células se incubaron con las 
bacterias a una MOI de 100. Las bacterias fueron recuperadas del interior celular 
transcurridas 3 y 24 horas luego del agregado de Polimixina B. En el gráfico se muestra un 
experimento representativo de 3 realizados. 
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estaría involucrada en la capacidad de B. pertussis de invadir y sobrevivir en el interior 

de células A549, al menos en las condiciones de este ensayo. 

 

Conclusiones y discusión 
 

En este capítulo se describen distintos experimentos dirigidos a determinar el rol de la 

DGC BP1492 en el control de fenotipos asociados a la patogénesis de B. pertussis.  

Como se mencionó en capítulos previos, la señalización por c-di-GMP puede participar 

en el control de diversos procesos celulares relacionados directa o indirectamente con 

la virulencia, siendo la regulación de la transición entre vida planctónica y sésil el más 

estudiado. Por lo tanto, la primera hipótesis que nos planteamos fue que BP1492 podría 

participar en la regulación de la formación de biofilm. Como antecedente, un trabajo 

llevado a cabo por Wan y colaboradores demuestra que la deleción de la DGC BpeGReg 

produce una disminución en la formación de biofilm in vitro respecto a la cepa 

parental140, lo que constituyó el primer indicio de que una proteína relacionada al 

metabolismo de c-di-GMP podría estar involucrada en la regulación de un fenotipo 

asociado a la patogénesis de B. pertussis. Sin embargo, los experimentos de biofilm 

realizados con la cepa BPSM bp1492- no arrojaron diferencias significativas con 

respecto a la cepa parental, lo que se suma al resultado presentado en el capítulo 

anterior, donde la sobreexpresión de bp1492 tampoco produjo diferencias en la 

formación de biofilm. En conjunto, estos experimentos parecen indicar que BP1492 no 

estaría involucrado en la regulación de este proceso, en las condiciones analizadas. 

Durante el transcurso de este trabajo, se obtuvieron en nuestro laboratorio resultados 

experimentales que sugerían una relación entre c-di-GMP y la resistencia a estrés ácido 

en Bordetella. Se pudo demostrar que la sobreexpresión de una DGC activa en B. 

bronchiseptica induce un aumento en la supervivencia a la exposición a un pH 

bactericida, sugiriendo por primera vez una conexión entre niveles globales de c-di-GMP 

elevados y la resistencia a estrés ácido en el género Bordetella. En un análisis más 

detallado se demostró que BdcB participa de manera específica en este fenotipo, dado 

que su deleción indujo una caída significativa en la supervivencia (Tesis K. Belhart, 

2022). Considerando estos antecedentes, nos propusimos evaluar si BP1492 podría 

estar involucrada en la resistencia al estrés ácido en B. pertussis.  

La evaluación de la resistencia y adaptabilidad al estrés ácido se realizó a través de dos 

tipos de ensayos diferentes. En primer lugar, la evaluación del crecimiento bacteriano 

en una condición no bactericida, que es lo que se evaluó en medios con pH iguales o 

superiores a 5,2. En estas condiciones, la presencia o ausencia de BP1492 fue 

irrelevante para el crecimiento de B. pertussis. Sin embargo, cuando se expuso a las 



Lic. Federico Zacca  Tesis Doctoral 
 

79 
 

bacterias a un pH bactericida, se observó que la cepa que no expresa BP1492 presenta 

un defecto significativo en la capacidad de resistir dicha condición. Es interesante 

resaltar que este valor de pH es similar al determinado experimentalmente para 

fagolisosomas de macrófagos conteniendo a B. pertussis225. Por lo tanto, es probable 

que BP1492 participe de alguna manera en la adaptación de B. pertussis a la condición 

de estrés ácido, lo que se traduciría en una mayor capacidad de sobrevivir en la célula 

hospedadora. En un trabajo realizado por Fingermann y Hozbor, se describió que la 

condición de estrés ácido induce cambios de expresión de proteínas que se traducen 

en modificaciones en la composición de la membrana en B. bronchiseptica, 

principalmente asociadas a cambios en el LPS y proteasas específicas228. Considerando 

estas observaciones, un escenario posible es que BP1492 participe en la regulación de 

la composición de la membrana celular a través del control directo o indirecto de la 

expresión de proteínas.  

Con el objetivo de confirmar si la diferencia obtenida en este ensayo es consecuencia 

directa de la falta de BP1492, se buscó realizar la complementación de la cepa mutante 

bp1492- con la expresión en trans de la proteína. Sin embargo, al realizar este 

experimento con las cepas que contienen plásmido (ya sea vacío o con bp1492 

clonado), se obtuvieron resultados dispersos y muy variables entre repeticiones, incluso 

con varios ensayos donde la resistencia a estrés ácido fue nula. Esto nos impidió 

terminar de confirmar si BP1492 se encuentra involucrada de forma específica en la 

resistencia a estrés ácido. Creemos que este problema puede verse asociado a la carga 

energética que representa para la bacteria el mantenimiento del plásmido y la expresión 

de una proteína en grandes cantidades, lo que en un contexto de estrés como el de este 

ensayo puede tener consecuencias para la viabilidad. La imposibilidad de complementar 

la cepa BPSM bp1492- con la proteína de forma ectópica, limita nuestra capacidad de 

sacar conclusiones sobre la importancia de BP1492 en este proceso. 

Por último, se evaluó si BP1492 posee algún rol en la capacidad de B. pertussis de 

sobrevivir en células de epitelio respiratorio. A pesar de tratarse de un patógeno 

históricamente considerado como extracelular, en los últimos años se ha reportado en 

varios trabajos la capacidad de B. pertussis de invadir y sobrevivir en distintos tipos 

celulares eucariotas, mecanismo que ha sido propuesto como una posible estrategia del 

patógeno para evadir la respuesta inmune del huésped y conformar un reservorio que 

luego podría servir para la diseminación a otros tejidos y/o la transmisión a otros 

huéspedes71,73. La acidificación del fagosoma es una de las estrategias de las células 

fagocíticas para eliminar al patógeno internalizado, por lo que un requisito para la 

supervivencia del patógeno es la capacidad de resistir el daño que puede generar esa 

condición229. Por lo tanto, la deficiencia de la cepa mutante en bp1492 en la 
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supervivencia al shock ácido podría tener como consecuencia una alteración en la 

capacidad de B. pertussis de sobrevivir en el hospedador. Con base en estas 

consideraciones, se decidió evaluar la viabilidad bacteriana intracelular en células 

epiteliales A549. Se realizó el recuento de UFC a las 3 y 24 horas posteriores al 

tratamiento con Polimixina B, para determinar si la falta de BP1492 genera un defecto 

en la sobrevida. Sin embargo, el análisis de los recuentos de las UFC recuperadas de 

las células infectadas no arrojó diferencias significativas entre cepas, lo que sugiere que 

no existen diferencias en la capacidad de adaptación y sobrevida en este tipo celular. 

Cabe mencionar que el estadío de vida intracelular de B. pertussis se encuentra 

descripto con mayor detalle en células de macrófagos70,191,230. La realización de ensayos 

de sobrevida en ese tipo celular permitiría complementar los obtenidos en células 

epiteliales y quizás permitirían evidenciar el rol de BP1492 con mayor precisión.
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Introducción 
 

Como se describió en la introducción de este trabajo, las proteínas relacionadas al 

metabolismo de c-di-GMP pueden cumplir roles en mecanismos de señalización que no 

dependan exclusivamente de su capacidad de sintetizar y/o degradar este segundo 

mensajero. En base a observaciones y resultados que se describen a continuación, la 

proteína codificada por el gen bp1092 de B. pertussis, podría representar un caso de 

este tipo de proteínas.  

Nuestro grupo de trabajo ha estudiado en los últimos años a BB2109 de B. 

bronchiseptica, homóloga a BP1092. A continuación, se describen los antecedentes 

relacionados a esta proteína, parte de los cuales han sido publicados en un trabajo 

científico90, y cuya descripción resulta necesaria para dar contexto a las hipótesis y 

resultados que se describen a lo largo del presente capítulo. 

BB2109 es una proteína con localización en la membrana celular que presenta tres 

dominios identificables: un dominio GGDEF, un dominio EAL y un dominio histidina 

quinasa (HK). Como se describió en la introducción, es frecuente que las proteínas que 

presentan conjuntamente ambos dominios relacionados al metabolismo de c-di-GMP 

presenten dominios degenerados, es decir, que no tienen capacidad de sintetizar o 

degradar c-di-GMP por la falta de conservación de los residuos catalíticos en sus sitios 

activos. El análisis de conservación en los dominios EAL y GGDEF de BB2109 sugiere 

que se trata de un caso de este tipo. En la figura 5.1.a se muestran los alineamientos 

correspondientes de la secuencia de cada dominio con su respectiva secuencia 

consenso. En el caso del dominio fosfodiesterasa, no presenta el motivo EAL 

conservado, los residuos importantes para la coordinación de Mg+2 (cofactor clave para 

la catálisis), los residuos importantes para la coordinación del sustrato, ni el residuo de 

glutamato importante para la estabilización de la estructura catalítica116,231. Por el lado 

del dominio GGDEF, BB2109 no presenta conservado el motivo catalítico GG(D/E)EF 

en el sitio activo. Como conclusión de este análisis, tanto el dominio EAL como el 

GGDEF de BB2109 serían catalíticamente inactivos. 

El rol biológico de BB2109 fue evidenciado como parte del estudio de la regulación de 

la formación de biofilm y la movilidad mediada por BdcA. BdcA es una DGC de 

membrana de B. bronchiseptica cuya sobreexpresión inhibe la movilidad e incrementa 

la formación de biofilm. Con el objetivo de explicar el mecanismo de esta regulación, se 

buscó identificar el o los efectores moleculares involucrados en las vías de señalización 

en las cuales participa BdcA. Como se mencionó en la introducción, las proteínas con 

dominios GGDEF y/o EAL inactivos han sido propuestas como posibles efectores de c-

di-GMP, ya que en general conservan la capacidad de unir el segundo mensajero124. 
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Adicionalmente, se detectó una posible interacción física entre el dominio EAL de 

BB2109 y el dominio GGDEF de BdcA (Figura 5.1.b), con base en un modelo diseñado 

por Dahlstrom y colaboradores184. Este modelo propone que los dominios EAL y GGDEF 

pueden interaccionar a través de una zona de alfa hélice particular. Si bien 

estructuralmente ambas zonas se conservan, los residuos expuestos cambian, 

generando pares de interacción específicos. Los autores los denominan reader y 

barcode, simulando que el dominio GGDEF puede “leer” diferentes códigos de barras 

hasta encontrar el correcto. Si hay coincidencias, la interacción ocurre y se generan 

cambios conformacionales que permiten expresar el fenotipo correspondiente. 

 

 
 

 

 

 

 

Finalmente, se demostró experimentalmente que BB2109 es necesaria para la inhibición 

de movilidad y aumento de biofilm mediados por BdcA. Más aún, se midieron los niveles 

de c-di-GMP globales en bacterias sobreexpresando BdcA y se encontró que sólo se 

producía un aumento en la síntesis del segundo mensajero en el entorno salvaje, pero 

no así en el entorno mutante BB2109, lo que demuestra que BB2109 es requerida por 

BdcA para poder llevar a cabo la síntesis de c-di-GMP. Este requerimiento específico 

se ve reforzado por el hecho de que otra DGC, en este caso citoplasmática, BdcB, regula 

la formación de biofilm y la movilidad de forma independiente de BB2109. Por lo tanto, 

Figura 5.1 a) Alineamiento de secuencias de los dominios GGDEF y EAL de BB2109 con su 
respectiva secuencia consenso. Rojo (GGDEF y EAL): Residuos importantes para la catálisis. 
Verde (EAL): coordinación de Mg+2. Azul (EAL): coordinación del sustrato. Naranja (EAL): 
Residuo de glutamato que estabiliza el loop-6. b) Superficie de interacción predicha por 
complementariedad de cargas para BB2109 y BdcA. (Figura adaptada de Ref. 90). 
 

a) 

b) 
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es evidente que el rol de BB2109 no se relaciona a una respuesta a la elevación de los 

niveles de c-di-GMP globales, sino más bien a una respuesta local relacionada a su 

capacidad de interaccionar funcionalmente con BdcA.  

En conjunto, estos resultados sugieren que BdcA y BB2109 participarían en una misma 

vía de señalización para regular la movilidad y la formación de biofilm en B. 

bronchiseptica. Adicionalmente, esta regulación parece ser consecuencia de una 

interacción específica entre ambas proteínas y no de un efecto del aumento global de 

c-di-GMP. En nuestro modelo de trabajo, uno de los mecanismos que podrían aportar 

especificidad a esta señalización sería una interacción física entre ambas proteínas. 

Como antecedente relevante, BdcA también interacciona con LapD, otra proteína 

GGDEF-EAL de membrana de B. bronchiseptica, para regular la formación de biofilm. 

En el estudio de dicha interacción, se pudo demostrar a través de ensayos de doble 

híbrido que existe una interacción física entre ambas proteínas (Tesis N. Ambrosis; 

2018). Con el objetivo de evaluar si BdcA es capaz de interaccionar físicamente también 

con BB2109, se buscó reproducir dicho ensayo con el par BdcA-BB2109. Sin embargo, 

debido a dificultades para la obtención de las construcciones necesarias, no se pudo 

corroborar experimentalmente si estas proteínas interaccionan físicamente. 

 
Comparación BP1092-BB2109 
 

Considerando el mecanismo descripto en B. bronchiseptica, detallado en la sección 

anterior, nos preguntamos si una vía de señalización similar podría estar involucrada en 

la regulación de la formación de biofilm u otros fenotipos asociados a c-di-GMP en B. 

pertussis. Como punto de partida para abordar esta incógnita, se realizó la comparación 

a nivel de secuencia de aminoácidos de BB2109 y su homóloga BP1092, para evaluar 

el grado de conservación entre especies. 

BB2109 se encuentra anotada en el genoma de referencia de B. bronchiseptica RB50 

como una proteína de 960 aminoácidos, mientras que BP1092 del genoma de B. 

pertussis se encuentra anotada como una proteína de 949 aminoácidos. Se realizó un 

alineamiento de a pares utilizando la herramienta EMBOSS Needle, con el objetivo de 

evaluar las diferencias a nivel de secuencia entre ambas proteínas. Como se muestra 

en la Figura 5.2.a, ambas secuencias presentan un porcentaje de identidad muy alto 

(98,3%). Además, se observa que BB2109 tiene 10 aminoácidos adicionales en el 

extremo N-terminal que no forman parte de la proteína BP1092. Para determinar si esta 

discrepancia realmente posee significado biológico, se analizó la secuencia de 

nucleótidos de esa región en ambos genomas. Como se muestra en la Figura 5.2.b, 

ambas secuencias nucleotídicas son idénticas al 100%, sugiriendo que la discrepancia 
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Figura 5.2. (a) Resultado del alineamiento entre BB2109 y BP1092. (b) Análisis de la 
secuencia nucleotídica del sitio de inicio de la traducción de BB2109 y BP1092. Las flechas 
indican el sitio de inicio correspondiente a la anotación en el genoma de referencia.  

en el alineamiento se relaciona con la forma en que fueron anotadas estas proteínas en 

los genomas de referencia secuenciados. En el caso de BP1092, el sitio de inicio de la 

traducción fue anotado en el codón ATG inmediatamente posterior a la región resaltada 

en amarillo. Por el contrario, en la secuencia de BB2109 dicha región (resaltada en 

verde) se encuentra considerada como parte del marco de lectura abierto ya que el 

mismo fue anotado a partir de un sitio de inicio de la traducción alternativo GTG. 

Esta gran similitud nos permite adoptar como hipótesis de trabajo que el estudio del rol 

de BB2109 en el entorno de B. bronchiseptica, y el análisis de posibles interactores, es 

una buena herramienta para obtener indicios acerca del rol de BP1092 y sus posibles 

interactores en B. pertussis. El uso de esta hipótesis como punto de partida para estudiar 

este sistema presenta ventajas que se describirán en las secciones subsiguientes.  

 

 

 

Búsqueda de posibles interactores de BP1092 
 

El primer objetivo que nos propusimos abordar fue el de identificar el o los posibles pares 

interactores de BP1092 en B. pertussis. Como se describió en capítulos anteriores, 

varios de los genes que codifican para DGC son compartidos entre B. bronchiseptica y 

B. pertussis. Sin embargo, BdcA es una proteína exclusiva de B. bronchiseptica para la 

cual no se encuentran homólogos en B. pertussis. Estas observaciones nos condujeron 

a hipotetizar que en B. pertussis podría haber otra/s DGC que estuvieran 

interaccionando con esta proteína de membrana, cumpliendo una función similar a la de 

BdcA en B. bronchiseptica.  

Debido a la falta de un ensayo sencillo que nos permitiera evaluar estas posibles 

interacciones funcionales en B. pertussis, se usó como modelo a B. bronchiseptica. La 
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estrategia fue identificar la interacción de BB2109 con otras DGC en B. bronchiseptica 

a través del ensayo de inhibición de movilidad, debido a que es un experimento sencillo 

y que otorga resultados reproducibles.  

Se fijaron ciertas condiciones para seleccionar las proteínas que podrían formar parte 

de este análisis. En primer lugar, deberían ser proteínas con dominio GGDEF que 

estuvieran presentes tanto en B. pertussis como en B. bronchiseptica. De esta búsqueda 

inicial surgieron 4 posibles candidatas: BP2465 (BdcB); BP1441 (BB2626); BP3507 

(BB1960); BP0338 (BB4664).  

La primera proteína de las posibles (BP2465) fue descartada por dos motivos: en primer 

lugar, porque se trata de una proteína sin dominios o segmentos transmembrana 

identificables, lo que hace improbable que se trate de una proteína de membrana. Esto 

no va en línea con nuestra hipótesis de que existiría una señalización local entre BP1092 

y la DGC asociada en la membrana celular. En segundo lugar, BdcB ha sido estudiada 

en el marco de otra tesis doctoral en nuestro laboratorio y se ha demostrado que, si bien 

su sobreexpresión inhibe por completo la movilidad bacteriana, esto ocurre de forma 

independiente de BB210990. 

Por otra parte, la DGC de B. bronchiseptica BB2626 (homóloga a BP1441) ya ha sido 

estudiada previamente en nuestro laboratorio y se ha observado que no es capaz de 

inhibir la movilidad al ser sobreexpresada (Tesis N. Ambrosis; 2018), por lo que fue 

descartada de este diseño experimental.   

La tercera candidata es la proteína codificada por el gen bp3507 (bb1960), que codifica 

para la proteína BpeGreg, ya descripta como una DGC que une oxígeno y estaría 

involucrada en la formación de biofilm de B. pertussis in vitro140. Sin embargo, esta 

proteína no sería de membrana, por lo que la descartamos de este análisis. 

En cuanto a bp0338, codifica para una DGC que en el N-terminal posee seis regiones 

transmembrana predichas, lo que indica una probable localización en la membrana 

celular. Por su parte, el sitio catalítico presenta la secuencia GGDEF conservada, lo que 

sugiere que la proteína debería tener actividad catalítica. No se encontraron 

antecedentes bibliográficos acerca de BP0338, pero sí de su homólogo en B. 

bronchiseptica, BB4664 (99% de identidad con BP0338). En un trabajo del año 2012, 

Nicholson y colaboradores llevaron a cabo un estudio transcriptómico de B. 

bronchiseptica durante las distintas etapas de la formación de biofilm. En el mismo, 

analizaron las diferencias en la expresión génica entre cultivos planctónicos y cultivos 

en condiciones de formación de biofilm a las 6, 12, 24, 36 y 48 horas. La expresión del 

gen bb4664 se determinó como regulada positivamente de forma significativa a las 48 

horas en las condiciones de formación de biofilm con respecto a las condiciones de 
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cultivo planctónico, lo que sugiere que esta DGC tendría un rol importante en las etapas 

tardías de la formación de biofilm232. 

En conclusión, se seleccionó a la DGC BP0338 como posible proteína interactora de 

BP1092. Como aproximación a determinar si estas proteínas participan en una vía de 

señalización común, nos propusimos en primer lugar evaluar el sistema homólogo en B. 

bronchiseptica, compuesto por BB2109 y BB4664.  

 

Actividad DGC de BB4664 
 

Para poder estudiar funcionalmente a BB4664 y su posible interacción con BB2109, se 

amplificó el marco de lectura correspondiente al gen bb4664 y se clonó en el plásmido 

pBB5-nptII, el cual se utilizó para sobreexpresar la proteína en B. bronchiseptica.  

En primer lugar, evaluamos la posible actividad DGC de BB4664 analizando la 

formación de biofilm y movilidad tipo swimming. 

 

 
 

 

 

 

 

Como se observa en la Figura 5.3.b, la sobreexpresión de bb4664 produjo una inhibición 

parcial de la movilidad, en términos cuantitativos un 52% de la movilidad observada para 

Figura 5.3. a) Esquema de los actores presentes en la membrana plasmática en el 
experimento de movilidad en B. bronchiseptica salvaje. Los círculos amarillos representan al 
segundo mensajero c-di-GMP. b) Movilidad en agar blando de B. bronchiseptica salvaje. En 
la parte superior se muestra una foto de los halos de movilidad obtenidos tras 18 horas de 
incubación a 37°C. En el gráfico se muestra el promedio de 3 experimentos independientes. 
(*) indica significativo con p<0.05, (Prueba t de Student).   
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la cepa salvaje que porta el plásmido vacío. Este resultado confirma que la proteína es 

una DGC activa. 

Además, se realizaron ensayos de formación de biofilm, no sólo por el rol del general 

del c-di-GMP en este fenotipo sino a que esta DGC en particular fue reportada como 

aumentada durante la formación de biofilm232. 

Las condiciones que se ensayaron fueron las de 0,5 y 1,0 mM de AN, donde el impacto 

de c-di-GMP en la regulación de la formación de biofilm en B. bronchiseptica es más 

marcado. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre la cepa salvaje 

y la cepa que sobreexpresa bb4664 en ninguna de las condiciones ensayadas (Figura 

5.4).  

 

 
La actividad DGC de BB4664 es dependiente de BB2109 
 

Para estudiar la dependencia de la actividad DGC de BB4664 con la proteína de 

membrana BB2109, los experimentos de sobreexpresión fueron repetidos utilizando una 

cepa que tiene interrumpido el marco de lectura del gen bb2109, para generar un 

escenario donde BB2109 no se encontrara en la membrana celular y poder evaluar el 

impacto que esta ausencia genera en la actividad DGC de BB4664. Se realizaron 

ensayos de movilidad, comparando la cepa BbΔbb2109-pV con BbΔbb2109-pbb4664 

ya que fue el fenotipo modificado por BB4664. Como se observa en la figura 5.5.b, en 

ese contexto no se observaron cambios en la movilidad bacteriana en el entorno 

mutante con respecto a la cepa que porta el plásmido vacío. Este resultado muestra que 

Figura 5.4. Formación de biofilm en placa multipocillos de PVC. En el gráfico se muestra 
el promedio de tres experimentos independientes. 
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la inhibición de movilidad mediada por BB4664 depende de la presencia de la proteína 

BB2109. 

 

 

 

El dominio HK de BB2109 es requerido para la inhibición de la 
movilidad mediada por BB4664 
 

Como se describió anteriormente, la predicción por métodos bioinformáticos arroja que 

BB2109 presentaría tres dominios: un dominio GGDEF, un dominio EAL y un dominio 

histidina quinasa (HK). Habiendo demostrado que BB2109 es importante para la 

actividad DGC de BB4664, nos planteamos la incógnita acerca de cuál o cuáles 

dominios/s de BB2109 serían importantes para dicha relación funcional.  

Nos propusimos construir cepas de B. bronchiseptica que expresaran en el genoma 

variantes mutadas de la proteína en la cual se hubieran delecionado cada uno de los 

dominios por separado. Tras varios intentos de obtener dichos mutantes, sólo se tuvo 

éxito con la construcción de la cepa en el cual se delecionó el dominio HK de la proteína 

(B. bronchiseptica ΔHKbb2109) mientras que no se pudieron obtener las variantes 

carentes de los dominios GGDEF y EAL debido a la imposibilidad de amplificar por PCR 

Figura 5.5. a) Esquema de los actores presentes en el experimento de movilidad en B. 
bronchiseptica Δbb2109. Los círculos amarillos representan el segundo mensajero c-di-GMP 
b) Movilidad en agar blando en BbΔbb2109. En la parte superior se muestra una foto de los 
halos obtenidos luego de 18 horas de incubación a 37°C. En el gráfico se muestra el promedio 
de tres experimentos independientes. Se grafica la movilidad relativa de cada cepa 
normalizada respecto a la movilidad de la cepa BbΔbb2109-pV. 

                  BbΔbb2109-pV BbΔbb2109-pbb4664           

pbb4664 
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las secuencias necesarias desde el genoma de B. bronchiseptica. Esta dificultad puede 

deberse al elevado % GC que presenta esta bacteria en general y particularmente en 

esa zona de genoma. 

Para evaluar la actividad de BB4664 en ese entorno genético, se llevaron a cabo 

experimentos de movilidad. Como puede observarse en el gráfico de la figura 5.6.b y en 

la foto correspondiente, la sobreexpresión de bb4664 en la cepa BbΔHKbb2109 provocó 

una inhibición de la movilidad, pero a un nivel significativamente menor que lo observado 

en el entorno salvaje. En términos porcentuales, la cepa que sobreexpresa bb4664 

presentó una movilidad del 82% respecto a la cepa con el plásmido vacío (en el entorno 

salvaje esta relación fue del 52%). 

Esta diferencia sugiere que el dominio HK de BB2109 estaría involucrado en la inhibición 

de la movilidad mediada por la DGC BB4664. 

 

 
 

 
 
 
 

 
Estudio del rol de dos posibles sitios de fosforilación en la interacción 
BB2109-BB4664 
 
La fosforilación de proteínas es una modificación postraduccional que cumple un rol 

importante en la regulación de distintas funciones celulares en B. pertussis233. La 

fosforilación en residuos conservados de aspartato ha sido descripta en numerosos 

reguladores transcripcionales, y parece ser el mecanismo de activación más común en 

Figura 5.6. a) Esquema de los actores presentes en el experimento de movilidad en B. 
bronchiseptica ΔHKbb2109. Los círculos amarillos representan el segundo mensajero c-di-
GMP b) Movilidad en agar blando en B. bronchiseptica ΔHKbb2109. En la parte superior se 
muestra una foto de los halos obtenidos luego de 18 horas de incubación a 37°C. En el gráfico 
se muestra el promedio de tres experimentos independientes. (*) y (**) indican significativo 
con α=0.05, prueba t, respectivo al control con pV de cada entorno genético correspondiente. 
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los sistemas de dos componentes bacterianos. Esta cascada de fosforilaciones 

comienza con un sensor transmembrana, que en respuesta a una señal del entorno se 

autofosforila en un residuo conservado de histidina, para luego transferir ese grupo 

fosfato a un regulador de respuesta. El sistema BvgAS es un ejemplo de este tipo de 

sistema y ha sido estudiado en profundidad en Bordetella, en donde BvgA, el regulador 

transcripcional que controla la expresión de los factores de virulencia de la bacteria, es 

fosforilado por BvgS en el Asp5452.  

A partir de un análisis bioinformático, se pudo determinar que dentro del dominio HK de 

BB2109 se encuentra conservada la posición de un residuo de histidina (posición 733). 

Este análisis se realizó al comparar el dominio HK de BB2109 con el dominio homólogo 

del sensor histidina quinasa WalK, presente en una gran variedad de bacterias. El 

residuo His733 sería importante para la fosforilación, lo cual sugiere que la proteína 

podría autofosforilarse y actuar como quinasa (Tesis de Licenciatura S. Mugni; 2021).  

Por otra parte, en un trabajo de proteómica en el cual se analizó el fosfoproteoma de B. 

pertussis234, BP1092 se encuentra entre las proteínas identificadas. Al analizar el estado 

de fosforilación, se observa que no se detectó fosfato unido a la Histidina 723 

(correspondiente a la histidina 733 de BB2109). Sin embargo, sí se encontró una 

fosforilación en un residuo de serina en la posición 897 (correspondiente a la serina 908 

de BB2109). La fosforilación de residuos de serina ha cobrado relevancia en los últimos 

años y se han descripto varios ejemplos de su importancia regulatoria235. 

Teniendo en cuenta esto, y de acuerdo a los resultados descriptos en la sección anterior, 

nos propusimos evaluar la importancia de la fosforilación de esos residuos en la 

regulación de la movilidad a través de la interacción BB2109-BB4664. La estrategia 

diseñada consistió en realizar mutagénesis sitio-dirigida sobre estos residuos 

particulares, con el objetivo de reemplazarlos por alanina, un residuo no fosforilable. La 

lógica detrás de este diseño es que, si la fosforilación en alguno de esos residuos es 

importante para la interacción funcional observada entre BB2109 y BB4664, la 

imposibilidad de sufrir esta modificación postraduccional afectaría el fenotipo observado 

en la movilidad. 

Al momento de la escritura de este trabajo de tesis, únicamente se logró obtener la cepa 

mutante puntual en la serina 908 de BB2109. Para evaluar si la sustitución realizada 

influye en la capacidad de BB2109 de interaccionar con BB4664, se realizó la 

sobreexpresión de la DGC en la cepa B. bronchiseptica bb2109S908A.  

Como se muestra en la Figura 5.7, la modificación del residuo de serina 908 no modificó 

el fenotipo de la sobreexpresión de bb4664 respecto a la cepa salvaje. Este resultado 

sugiere que la fosforilación de dicho residuo no es relevante para la relación funcional y 

posible interacción entre BB4664 y BB2109.  
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Conclusiones y discusión 
 

Los resultados presentados en este capítulo confirman una relación funcional entre 

BB2109 y BB4664 para regular la movilidad en B. bronchiseptica. 

Las proteínas duales, que presentan tanto un dominio GGDEF como un dominio EAL 

en la misma secuencia, pueden o no presentar alguna de las actividades catalíticas 

asociadas195. En el caso de BB2109, el análisis de las secuencias correspondientes a 

los sitios catalíticos de ambos dominios sugiere que no sería capaz de llevar a cabo ni 

la síntesis ni la degradación de c-di-GMP. Los dominios GGDEF y EAL degenerados, a 

pesar de ser inactivos catalíticamente, suelen retener la capacidad de unir c-di-GMP. 

Esto les permite funcionar como efectores de c-di-GMP y responder a concentraciones 

cambiantes del segundo mensajero. Los resultados descriptos en este capítulo, 

sumados a los ya mencionados para la DGC BdcA90, demuestran que BB2109 es capaz 

de interaccionar funcionalmente con más de una DGC, lo que sugiere que podría 

funcionar como proteína receptora de c-di-GMP proveniente de varias fuentes.  
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Figura 5.7. Movilidad en B. bronchiseptica bb2109S908A. Los halos de movilidad fueron 
medidos 18 horas posterior a la inoculación. En el gráfico se muestra un experimento 
representativo de 3 realizados. (*) indica diferencia significativa con respecto a la cepa pBB5-
nptII en cada entorno genético (Prueba t de Student, p<0,05). 

   Bb (Wt)         BbΔbb2109    BbΔHKbb2109    Bb-bb2109S908A 

pBB5-nptII-bb4664 pBB5-nptII 

* 
* 
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Un escenario posible sería que, ante la activación de BB4664 y la producción de c-di-

GMP, esta molécula se uniera a alguno de los dominios degenerados de BB2109, lo 

que podría derivar en un cambio conformacional que modificaría la actividad de la 

misma.  

La presencia del dominio HK en el C-terminal de BB2109 abre la posibilidad de que el 

mecanismo por el cual BB2109 regula fenotipos asociados a c-di-GMP esté relacionado 

a modificaciones en el estado de fosforilación de la proteína, lo que podría afectar el 

estado de fosforilación de algún regulador de respuesta asociado. En este modelo 

hipotético, BB2109 actuaría como un sensor histidina quinasa de un sistema de dos 

componentes, en el cual la señal sería la unión de c-di-GMP. Uno de los indicios que 

respalda esta hipótesis es la presencia adyacente en el genoma del gen BB2108, para 

el cual la predicción de dominios con la herramienta CDSearch indica que codificaría 

para una proteína de la superfamilia OmpR. Este tipo de proteínas consta de un dominio 

N-terminal que es fosforilado por un sensor histidina quinasa, y un dominio C-terminal 

que se une al ADN para regular la transcripción de genes blanco236.  

Sin embargo, si la actividad histidina quinasa y su capacidad de transferir el grupo 

fosfato fuera el único mecanismo involucrado en esta interacción, sería esperable que 

la deleción del dominio HK hubiese abolido por completo la capacidad de BB4664 de 

inhibir la movilidad. Esto contrasta con la observación de que BB4664 aún es capaz de 

inhibir la movilidad en ese entorno genético, aunque en una magnitud menor a la 

inhibición observada en el entorno salvaje.  

Al evaluar el posible rol de las fosforilaciones, observamos que la fosforilación en la 

serina 908 no sería importante en este fenotipo, ya que la sobreexpresión de bb4664 en 

la cepa que expresa esta variante de BB2109 indujo una inhibición de la movilidad 

idéntica a la observada en la cepa salvaje. Sin embargo, la imposibilidad de obtener el 

mutante puntual en la histidina conservada que podría autofosforilarse, impide 

completar el estudio de estas posibles fosforilaciones, y terminar de elucidar el 

mecanismo por el cual BB2109 transmite la señal. 

Es interesante destacar que la sobreexpresión de bb4664 inhibe parcialmente la 

movilidad, a diferencia de lo observado al sobreexpresar BdcA, donde la inhibición es 

completa en el entorno salvaje. Esto sugiere que dependiendo de la “fuerza” de la DGC 

que esté interaccionando con BB2109, el efecto sobre la proteína de membrana y la 

regulación del fenotipo serán distintos. Se puede pensar que la “fuerza” de BdcA es 

suficiente para apagar por completo la vía de señalización que culmina en la movilidad, 

sin embargo, la de BB4664 es menor y por lo tanto presenta un impacto parcial. Esta 

fuerza no necesariamente tendría que ver con la capacidad de sintetizar más o menos 

c-di-GMP como tal, sino que también puede depender del número de copias de la 
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proteína, localización en la membrana, capacidad de interaccionar con BB2109 o 

afinidad de la interacción, entre otros factores. 

Por último, es importante remarcar que si bien la movilidad fue utilizada como método 

de screening para evaluar posibles interacciones funcionales de BB2109, no 

necesariamente debe ser el único fenotipo regulado a través del par BB2109 – BB4664 

y por lo tanto tampoco por el par BP1092-BP0338. Como se mencionó anteriormente, 

BB2109 participa en la regulación de la formación de biofilm en conjunto con BdcA en 

B. bronchiseptica. A pesar de que en las condiciones del ensayo de biofilm 

sobreexpresando bb4664 no fue posible evidenciarlo, no se puede descartar que el par 

regule ese fenotipo. 

La conservación de los actores moleculares de este sistema en B. pertussis abre la 

posibilidad de que también allí funcionen como un par para regular algún fenotipo. Si 

bien la movilidad ha sido descripta en B. pertussis, su rol en la infección, si es que existe, 

aún no se conoce. Esto sumado a que la expresión de BP1092 se encuentra 

fuertemente inducida en bacterias recuperadas de macrófagos, sugiere que el par 

BP1092 – BP0338 podría estar regulando un fenotipo distinto a la movilidad en B. 

pertussis. En el capítulo siguiente utilizamos un enfoque proteómico para identificar 

procesos que podrían encontrarse regulados por estas proteínas en forma conjunta. 
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Capítulo VI: 
Estudio 

proteómico de la 
interacción 

BP1092-BP0338 
en B. pertussis   
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Introducción  
 
En el capítulo anterior se describió que BB2109 y BB4664 establecen una interacción 

funcional para regular la movilidad en B. bronchiseptica. Estas proteínas presentan 

homólogos con secuencias prácticamente idénticas en B. pertussis: BP1092 y BP0338, 

respectivamente, por lo que nos propusimos evaluar si estas también funcionan como 

un par regulatorio en este patógeno.  

Como se mencionó anteriormente, hay indicios de que BP1092 podría ser importante 

para la supervivencia de B. pertussis en macrófagos191, lo que sugiere que esta proteína 

de membrana podría participar en la regulación de la expresión de factores de virulencia 

necesarios para la infección. Nuestra hipótesis de trabajo es que al igual que en los 

casos mencionados para B. bronchiseptica, BP1092 es necesaria para que la DGC 

BP0338 esté activa.  

Como se describió en el capítulo anterior, el par BB2109-BB4664 participa al menos en 

la regulación de la movilidad en B bronchiseptica. Si bien este fenotipo está presente en 

B. pertussis, su impacto en el proceso de patogénesis no está aún del todo claro, lo que 

puede deberse en parte a lo complejo que resulta obtener reproducibilidad en los 

experimentos con esta bacteria. Sin embargo, hipotetizamos que este par podría estar 

regulando otros fenotipos, importantes para la infección, que aún no hayan sido 

descriptos. Por lo tanto, para abordar el estudio de esta posible interacción funcional 

diseñamos una estrategia basada en proteómica comparativa, cuyos resultados 

principales se describen a continuación.  

 

Construcción de las cepas 
 

Con el objetivo de evaluar si BP1092 participa en la regulación de la expresión de 

proteínas en B. pertussis, se construyó una cepa mutante que presenta la inserción de 

un plásmido en el marco de lectura correspondiente al gen bp1092 (BPSM bp1092-). 

Dado que BB4664 y BP0338 son prácticamente idénticas a nivel de secuencia de 

aminoácidos (99,5% de similitud), las proteínas fueron consideradas intercambiables. 

En base a esta consideración, se utilizó el mismo plásmido diseñado para la 

sobreexpresión de bb4664 en B. bronchiseptica, para los ensayos en B. pertussis. Para 

facilitar la descripción e interpretación de los resultados en este capítulo se lo llamará 

pBB5-nptII-bp0338. 

De esta manera, se dispuso de las cuatro cepas que formaron parte del estudio 

proteómico: BPSM-pV, BPSM-pbp0338, BPSM bp1092- pV y BPSM bp1092--pbp0338. 
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Obtención de proteínas totales 
 

La obtención de proteínas totales se realizó a partir de cultivos sólidos de las cepas 

correspondientes. La biomasa bacteriana fue resuspendida en buffer LapA y 

posteriormente tratada en un homogeneizador con el objetivo de romper las células y 

permitir que las proteínas sean liberadas a la solución. Seguidamente, las muestras 

fueron centrifugadas para separar los restos celulares del sobrenadante conteniendo las 

proteínas totales. Finalmente, se cuantificó la cantidad de proteínas en cada muestra 

mediante el método de Bradford y se enviaron a analizar por espectrometría de 

masas237. Este procedimiento se realizó por cuadruplicado para cada cepa (Ver 

Materiales y Métodos para una descripción más detallada). 
 

Proteómica comparativa BPSM vs BPSM bp1092-  
 

El análisis fue realizado en tres etapas: I) Identificación de las proteínas expresadas 

diferencialmente en la cepa mutante en bp1092 en condición de c-di-GMP basal; II) 

Identificación de las proteínas expresadas diferencialmente en la cepa mutante en 

bp1092 en condición de sobreexpresión de bp0338 (alto c-di-GMP). III) Cruce de los 

resultados entre condiciones para identificar genes regulados específicamente por el 

par BP1092-BP0338. 

 
Identificación de las proteínas expresadas diferencialmente en la cepa mutante 
en bp1092 en condición de c-di-GMP basal 
 

Con el objetivo de identificar proteínas cuya expresión se encuentra regulada por 

BP1092 se obtuvieron los proteomas de las cepas BPSM-pV y BPSM bp1092--pV y se 

llevó a cabo un análisis de expresión diferencial. Se determinó como línea de corte para 

estas diferencias un log2 del fold change de valor absoluto mayor a 1 o menor de -1 y 

un valor de -Log(p-value) mayor a 1,3. El análisis mostró que 1149 proteínas fueron 

detectadas en al menos 3 réplicas de cada grupo de muestras.  

En la Figura 6.1 se muestra el volcano plot que representa la distribución de las 

proteínas expresadas diferencialmente. En total se identificaron 6 proteínas con 

expresión disminuida en la cepa mutante en bp1092 con respecto a la cepa BPSM 

(Figura 6.1, puntos verdes), mientras que solo se identificaron 2 proteínas con expresión 

aumentada en el mutante (Figura 6.1, puntos rojos). En la Tabla 6.2 se listan las 

proteínas expresadas diferencialmente junto con su posible función y/o la presencia de 

los dominios conservados. 
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Proteína Dominios Conservados / Posible función -log2FC 

   
BP2936 Proteína exportada / Metiltransferasa 3,74 
BP1805 IscX – Síntesis de clusters Fe-S 2,37 
BP1747 Proteína hipotética 1,92 
BP3041 MsrA – Enzima antioxidante 1,89 
BP2547 Regulador de respuesta tipo OmpR 1,85 
BP3731 Regulador transcripcional 1,81 
   
BP0450 Desconocida -1,58 
BP0388 GmhA – fosfopentosa isomerasa -2,53 

 

 

 

 

 

La primera observación que surge es que dentro de las proteínas expresadas 

diferencialmente predominan aquellas cuya expresión se vio disminuida en la cepa 

mutante en bp1092. Esto indicaría que BP1092 regularía la expresión de proteínas 

principalmente de forma positiva. 

Un dato interesante es la menor expresión en el mutante bp1092- de dos proteínas 

involucradas en la resistencia a estrés oxidativo. BP1805 (IscX) es una proteína que 

Figura 6.1. Proteínas identificadas en BPSM pV y BPSM bp1092- pV. Cada punto representa 
una proteína identificada en al menos 3 réplicas biológicas de cada cepa, graficadas de 
acuerdo a sus respectivos log2FoldChange y p-value. Puntos verdes: Proteínas disminuidas 
en el mutante 1092-/aumentadas en la cepa salvaje. Puntos rojos: Proteínas aumentadas en 
el mutante 1092-/disminuidas en la cepa salvaje. 
  

Tabla 6.2. Proteínas expresadas diferencialmente en la comparación BPSM-pV – BPSM 
bp1092--pV. Verde: Proteínas disminuidas en el mutante 1092-/aumentadas en la cepa 
salvaje. Rojo: Proteínas aumentadas en el mutante 1092-/disminuidas en la cepa salvaje. 
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participa en el ensamblado de los clusters Fe-S. Estos cofactores son claves para una 

gran variedad de procesos biológicos básicos (respiración, replicación del ADN, 

regulación génica, etc), y presentan alta reactividad, lo que los hace susceptibles a la 

oxidación por O2 o ROS. En condiciones de estrés oxidativo, la expresión de proteínas 

relacionada a la síntesis de estos clusters se ve aumentada238. Por otro lado, BP3041 

(MsrA - Metionina Sulfóxido Reductasa) evita la inactivación de proteínas por agentes 

oxidantes. En varias bacterias se ha visto que su expresión se induce en presencia de 

antibióticos que atacan la pared celular y agentes oxidantes239. La detección de estas 

proteínas sugiere que BP1092 podría regular positivamente la expresión de proteínas 

relacionadas a la resistencia al estrés oxidativo. 

 
Identificación de las proteínas expresadas diferencialmente en la cepa mutante 
en bp1092 con alto c-di-GMP  
 

Para evaluar el impacto de la deleción de bp1092 en la expresión de proteínas en un 

contexto de c-di-GMP elevado, se obtuvieron los proteomas de las cepas BPSM-

pbp0338 y BPSM bp1092--pbp0338 y se llevó a cabo un análisis de expresión 

diferencial. En ambas cepas las proteínas reguladas por BP0338 van a estar presentes, 

pero es esperable observar diferencias en aquellas proteínas reguladas por BP0338 y 

BP1092 en simultáneo y por aquellas reguladas solo por BP1092. Se determinó como 

línea de corte para estas diferencias un log2 del fold change de valor absoluto mayor a 

1 o menor de -1 y un valor de -Log(p-value) mayor a 1,3. El análisis mostró que 1297 

proteínas fueron detectadas en al menos 3 réplicas de cada grupo de muestras. 

En la Figura 6.3 se muestra el volcano plot que representa la distribución de las 

proteínas expresadas diferencialmente. En total se identificaron 35 proteínas con 

expresión disminuida en la cepa BPSM bp1092--pbp0338 con respecto a la cepa BPSM-

pbp0338 (Figura 6.3, puntos verdes), mientras que solo se identificaron 2 proteínas con 

expresión aumentada en el mutante (Figura 6.3, puntos rojos). En la Tabla 6.4 se listan 

las proteínas expresadas diferencialmente. 
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Proteína Dominios Conservados / Posible función -log2FC 

   
BP2936 Proteína exportada / Metiltransferasa 3,74 
BP3602 Fosfotransferasa /Biosíntesis de azúcares 2,94 

BP0802 SecG / Proteína exportadora de membrana 2,21 

BP3506 Isocorismatasa 1,98 

BP2251 BcrH2 – Chaperona del SST3 1,98 

BP1239 Cupina 1,77 

BP2750 Lipoproteína 1,70 

BP2863 Glioxilasa  1,70 

BP3295 Peptidasa  1,68 

BP0390 RsmI – metiltransferasa ribosomal 1,66 

BP0682 Proteína exportada 1,66 

BP2576 Proteína ribosomal 50S L35 1,60 

BP2371 PrpD – Metilcitrato deshidratasa 1,47 

BP1705 Parte del sistema de transporte TRAP 1,45 

BP0433 Regulador transcripcional LysR 1,44 

BP1723 Proteína exportada 1,38 

BP0160 Regulador de respuesta PhoB 1,35 

Figura 6.3. Proteínas identificadas en BPSM-pbp0338 y BPSM bp1092--pbp0338. Cada 
punto representa una proteína identificada en al menos 3 réplicas biológicas de cada cepa, 
graficadas de acuerdo a sus respectivos log2FoldChange y p-value. Puntos verdes: 
Proteínas disminuidas en el mutante 1092-/aumentadas en la cepa salvaje. Puntos rojos: 
Proteínas aumentadas en el mutante 1092-/disminuidas en la cepa salvaje.  
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BP0579 Maleato isomerasa 1,34 

BP3061 Desconocida 1,3254 

BP1015 Biosíntesis de molibdopterinas 1,31272 

BP2924 Proteína exportada 1,30119 

BP3080 Proteína de unión a solutos periplasmática 1,2762 

BP3012 Proteína de membrana 1,25916 

BP2948 RibD – Biosíntesis de riboflavina 1,24248 

BP0241 Replicación del ADN 1,1951 

BP2951 NrdR – Represor transcripcional 1,1832 

BP3816 ZapD – División celular 1,16969 

BP2643 Proteína represora regulon G3P - GlpR 1,16122 

BP0610 Adenililtransferasa 1,14774 

BP1233 Triptófano 2,3 - dioxigenasa 1,13785 

BP0128 Proteína de unión a solutos periplasmática 1,13124 

BP2280 Sulfotransferasa 1,12351 

BP2985 BpH1 - Histona 1,09769 

BP3784 Toxina pertussis – Subunidad 2 1,06012 

BP3489 Proteína con dominio CinA 1,05807 

BP2713 Hidrolasa 1,05184 

BP2889 Citocromo C 1,05074 

BP2651 Proteína NRDE 1,02 

BP3787 Toxina pertussis – Subunidad 3 1,00094 

   

BP3725 Nicotinato-nucleótido defosforilasa -1,26306 

BP1976 Succinato semialdehído deshidrogenasa -1,03249 

 

 

 

 

La primera observación que surge de este análisis es que, similar a lo obtenido en la 

expresión diferencial en el contexto de c-di-GMP basal, la regulación de la expresión de 

proteínas por BP1092 parece ser principalmente positiva. Por otra parte, el mayor 

número de proteínas reguladas diferencialmente con respecto a la condición anterior, 

sugiere que la importancia regulatoria de BP1092 es más significativa en la condición 

de alto nivel de c-di-GMP. 

Un dato interesante es la coincidencia de BP2936 como la proteína con la mayor 

magnitud de cambio en ambos análisis. Se trata de una metiltransferasa que modifica 

ácidos grasos cuya expresión se ve activada por el sistema BvgAS, por lo que se cree 

que podría tener un rol en la infección. Sin embargo, en estudios in vivo tanto en modelos 

celulares como animales, no se pudo evidenciar su rol biológico240. El hecho de que esta 

proteína se vea regulada positivamente en ambas condiciones de análisis sugiere que 

su expresión estaría regulada por BP1092 en forma independiente de los niveles de la 

expresión de BP0338 o los niveles globales de c-di-GMP.  

Tabla 6.4. Proteínas expresadas diferencialmente en la comparación BPSM-pbp0338 – 
BPSM bp1092--pbp0338. Verde: Proteínas disminuidas en el mutante 1092-/aumentadas en 
la cepa salvaje. Rojo: Proteínas aumentadas en el mutante 1092-/disminuidas en la cepa 
salvaje. 
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Dentro del grupo de proteínas diferencialmente expresadas también resulta interesante 

la detección de BcrH2, una chaperona del SST3, y dos subunidades de la toxina 

pertussis. Este resultado constituye el primer indicio que conecta a BP1092 con la 

regulación de proteínas importantes para la virulencia de B. pertussis. 

Por último, también vale la pena mencionar la detección de cuatro reguladores 

transcripcionales (BP0433, NrdR, GlpR y PhoB), lo que sugiere que BP1092 podría 

modificar la expresión de proteínas de manera indirecta a través de la modificación de 

los niveles de expresión de estos factores. 

 

Búsqueda de proteínas reguladas por el par BP1092-BP0338 
 

Con el diseño experimental descripto, se obtuvieron dos análisis de expresión diferencial 

independientes para la comparación entre la cepa salvaje (BPSM) y la cepa mutante en 

bp1092 (BPSM bp1092-). Las proteínas que nos resultan de interés para profundizar en 

nuestro modelo de trabajo son aquellas que sean reguladas por BP1092 de forma 

dependiente de BP0338. Para ello, se contrastaron los datos de ambos análisis para 

encontrar proteínas que se vieran modificadas en la condición de sobreexpresión de 

BP0338 (pbp0338), pero no en la condición basal (pV). Resulta importante destacar que 

en este tipo de ensayos la ausencia de detección de una proteína en una condición dada 

no necesariamente significa que ésta no se esté expresando. Por lo tanto, sólo fueron 

considerados como resultados válidos en este análisis aquellas proteínas que se 

encuentran diferencialmente expresadas en la condición de sobreexpresión y, además, 

fueron detectadas en la condición basal, aunque sin expresión diferencial. En la Tabla 

6.5 se enumeran las proteínas que cumplen con estas condiciones, con su 

correspondiente Fold Change en ambas condiciones y la predicción de dominios/función 

por el servidor CD-Search. 

 

 

 

Proteína  

 

 

Dominios conservados/ Posible función 

 

-log2FC 

(WT/1092-) 

pbp0338 

 

 

-log2FC 

(WT/1092-) 

pV 

  

BP2251 BcrH2 / Chaperona de sistema de 

secreción tipo III 

1,97 0,74 

BP2576 Proteína ribosomal 1,59 0,05 

BP1705 Transportador periplasmático 1,45 0,25 
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Tabla 6.5. Proteínas diferencialmente expresadas en la condición de sobreexpresión de 
bp0338 y detectadas sin cambios en la condición basal. Verde: Activadas por BP1092 de forma 
dependiente de BP0338. Rojo: Reprimidas por BP1092 de forma dependiente de BP0338. 
 

BP0433 Regulador transcripcional tipo LysR 1,44 0,04 

BP1723 Proteína exportada/ Sin dominios 

conservados 

1,38 0,75 

BP0160 Regulador de respuesta PhoB 1,35 -0,28 

BP2924 Proteína integral de membrana/Función 

desconocida 

1,30 0,36 

BP3080 Proteína de membrana / Unión de iones 

metálicos 

1,28 -0,12 

BP3012 Proteína de unión a sustratos 

aromáticos/Periplasma  

1,26 0,51 

BP2948 Biosíntesis de riboflavina 1,24 0,25 

BP3816 Proteína ZapD / División celular 1,17 0,66 

BP0610 Adenililtransfereasa/ Biosíntesis de 

molibdopterinas 

1,15 0,17 

BP0128 Proteína de unión a sustrato/ Transportador 

ABC 

1,13 -0,03 

BP2280 Sulfotransferasa 1,12 0,91 

BP2985 Histona 1,1 0,3 

BP3784 Toxina pertussis – Subunidad 2 1,06 0,31 

BP3489 Proteína inducida por competencia/ Familia 

CinA 

1,06 0,19 

    

BP2713 Hidrolasa 1,05 0,4 

BP2889 Citocromo 1,05 0,45 

BP3725 Biosíntesis de NAD -1,26 -0,94 

 

 
 
 
Proteínas asociadas a la virulencia reguladas por el par BP1092-BP0338 
 
Dentro del grupo de proteínas reguladas por BP1092 en forma dependiente de BP0338, 

se identificaron 3 proteínas asociadas a la virulencia. Todas ellas son reguladas en 

forma positiva por BP1092 en ese contexto. A continuación, se describe cada una de 

ellas: 

La proteína codificada por el gen BP2251, BcrH2, es una chaperona del sistema de 

secreción tipo III (SST3), uno de los principales factores de virulencia de B. pertussis. 



Lic. Federico Zacca  Tesis Doctoral 
 

104 
 

Su expresión está regulada positivamente por el sistema de dos componentes BvgAS53, 

y dos estudios de transcriptoma in vivo independientes lo identificaron como un gen con 

expresión aumentada en el modelo murino56,192. Las chaperonas favorecen la 

estabilización de sus proteínas blanco y previenen que éstas interaccionen con otros 

factores durante su almacenamiento previo a la secreción241. Nogawa y colaboradores 

describieron la interacción física de BcrH2 con las proteínas del SST3 BopD y BopN, 

que forman parte del complejo estructural que dirige la traslocación de efectores a través 

de este sistema hacia el interior de la célula eucariota242. 

La proteína codificada por el gen BP3784 (ptxB) corresponde a la subunidad 2 de la 

toxina pertussis, una toxina de tipo AB5 secretada por B. pertussis. Es una de las 

subunidades B de la proteína, que cumplen la función de anclaje y unión a los receptores 

presentes en la membrana de las células del sistema inmune. Su expresión se 

encuentra regulada positivamente por el sistema de dos componentes BvgAS53. 

Por su parte, la proteína codificada por el gen BP1723 ha sido en identificada 

previamente en un estudio proteómico de bacterias recuperadas de macrófagos (Tesis 

H. Cafiero; 2018), con una expresión aumentada con respecto a un control que no tuvo 

contacto con este tipo celular, lo que sugiere que podría cumplir algún rol en la sobrevida 

intracelular. Esta proteína no posee dominios conservados identificables, pero sí un 

péptido señal, lo que permite asociar su localización al periplasma. Su expresión no se 

encuentra regulada por el sistema de dos componentes BvgAS53. 

Otra proteína interesante que surge de este análisis es el regulador de respuesta PhoB, 

codificado por el gen BP0160, cuya expresión no se encuentra regulada por el sistema 

de dos componentes BvgAS53. Como antecedente, su transcripto ha sido identificado 

como regulado positivamente en un ensayo de transcriptómica con bacterias 

recuperadas de pulmón, lo que sugiere que podría ser importante en el proceso de 

infección192. Este regulador de respuesta responde a los niveles de fosfato inorgánico 

(Pi) en otras bacterias. En condiciones limitantes de Pi, como las que enfrentan las 

bacterias al colonizar el pulmón, es fosforilado por el sensor histidina quinasa PhoR, lo 

cual favorece su interacción con el ADN y la inducción de la expresión de genes 

asociados a la homeostasis de Pi
243. Sin embargo, esta no sería su única función ya que 

se ha visto que PhoB puede ser activado por otras proteínas histidina quinasas para 

regular la expresión de otros genes. Por ejemplo, Pratt y colaboradores demostraron 

que PhoB en V. cholerae (60% identidad con la proteína de B. pertussis) es capaz de 

unirse al promotor y reprimir la expresión del regulador transcripcional TcpP/H en V. 

cholerae, lo que a su vez se traduce en una menor expresión de la toxina colérica244.  

Las proteínas BP0128, BP3012, BP3080 y BP1723 son proteínas relativamente 

pequeñas, que de acuerdo a su secuencia son secretadas. Las cuatro presentan 
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homología en general y en su extremo N terminal se observa un péptido señal consenso, 

lo que podría indicar que son secretadas por el mismo sistema de secreción.  

La porción C terminal no presenta consenso con dominios conocidos por lo que resulta 

difícil predecir su función.  
 

Conclusiones y discusión 
 

En el presente capítulo se muestran los resultados de dos experimentos de proteómica 

comparativa independientes, donde se identificaron proteínas expresadas 

diferencialmente en una cepa mutante en bp1092 con respecto a una cepa salvaje de 

B. pertussis, en diferentes contextos de abundancia de c-di-GMP. 

El análisis realizado en la condición de c-di-GMP basal muestra que el número de 

proteínas reguladas exclusivamente por BP1092 es relativamente bajo. La identificación 

de dos proteínas que estarían relacionadas a la resistencia a estrés oxidativo como 

reguladas positivamente por BP1092, sugiere que esta proteína de membrana podría 

participar en la defensa de B. pertussis contra este tipo de estrés. Como se mencionó 

anteriormente, hay indicios de que BP1092 sería importante para la sobrevida de B. 

pertussis en células de macrófagos191. Considerando que en ese contexto las bacterias 

se ven expuestas a la producción de distintos agentes oxidantes producidos por las 

células para lograr su eliminación, es probable que B. pertussis regule a través de 

BP1092 mecanismos que favorezcan su resistencia o su adaptación a este entorno.  

El análisis de los volcano plot de ambos experimentos permite observar a simple vista 

que la mayor parte de las proteínas diferenciales se encuentran con expresión 

disminuida en la cepa mutante en bp1092, es decir, serían proteínas cuya expresión es 

regulada positivamente por esta proteína de membrana. En paralelo, también existe la 

posibilidad de que BP1092 modifique la expresión de estas proteínas de forma indirecta, 

al controlar los niveles de expresión de reguladores transcripcionales. En la condición 

de c-di-GMP basal se encuentran con expresión disminuida los reguladores 

transcripcionales BP2547 y BP3731; y en la condición de alto c-di-GMP los reguladores 

BP0433, NrdR, GlpR y PhoB. 

Un hallazgo interesante es que el número de proteínas expresadas diferencialmente 

aumenta considerablemente en el contexto de sobreexpresión de bp0338, lo que 

indicaría que BP1092 en esa condición es más relevante para la regulación de la 

expresión de proteínas. Como se mencionó anteriormente, esta proteína podría ser un 

receptor de c-di-GMP. Una explicación posible para esta observación es que en un 

contexto de abundancia de c-di-GMP, se favorece la unión de BP1092 al segundo 



Lic. Federico Zacca  Tesis Doctoral 
 

106 
 

mensajero y esto modifica su capacidad de participar en las vías de señalización que 

culminan con la expresión de proteínas.  

Por último, se contrastaron los análisis proteómicos realizados en cada condición de c-

di-GMP para poder identificar proteínas que fueran reguladas por BP1092 en forma 

dependiente de BP0338. Al estudiar la interacción funcional entre BP0338 y BP1092 

surge la incógnita de si BP0338 se encuentra presente in vivo para interaccionar con 

BP1092 durante la infección. El transcripto correspondiente a bp0338 fue identificado 

como regulado positivamente in vivo (modelo murino) con respecto a in vitro, lo que 

sugiere que esta proteína se expresaría en un contexto de infección56. Esta observación 

también permite inferir que la copia genómica de bp0338 no se estaría expresando en 

las condiciones de nuestro experimento proteómico, lo que descartaría que en las cepas 

que portan el plásmido vacío haya expresión de BP0338 y, por lo tanto, interacción con 

BP1092. Esta idea se ve reforzada por la ausencia de detección de péptidos 

correspondientes a BP0338 en los proteomas de las cepas salvaje y mutante portando 

el plásmido vacío. Adicionalmente, otros investigadores observaron que la transcripción 

de bp0338 no se encuentra regulada por el sistema de dos componentes BvgAS53. Por 

otra parte, también es posible considerar que la disponibilidad de BP0338 para sintetizar 

cdG y/o interaccionar con BP1092 podría depender de algún tipo de regulación no 

relacionada a su expresión. Es muy común que las DGC se vean sometidas a regulación 

postraduccional, como la interacción con otra/s proteínas o la unión de algún ligando 

específico que module su actividad124. 

La identificación de dos factores fuertemente asociados a la virulencia de B. pertussis, 

como la toxina pertussis y BcrH2, sugiere que BP1092 podría estar activando la 

expresión de proteínas necesarias en algún momento del proceso de infección. El 

hallazgo de una proteína del SST3 (BcrH2) regulada positivamente por BP1092 en alto 

c-di-GMP puede relacionarse con resultados obtenidos en nuestro laboratorio que 

indican que un aumento en los niveles globales de c-di-GMP en B. bronchiseptica inhibe 

la expresión de genes del SST389. En la proteómica, la expresión de BcrH2 se encuentra 

disminuida en la cepa mutante en BP1092 en comparación a la cepa salvaje. Es 

interesante destacar que esta expresión diferencial sólo ocurre cuando se sobreexpresa 

bp0338, mientras que un contexto de c-di-GMP basal no se observan diferencias. Por 

lo tanto, este resultado sugiere que c-di-GMP podría participar en la regulación de la 

expresión de BcrH2 por BP1092. 

Dado que tanto BcrH2 como la toxina pertussis son factores activados por BvgAS, una 

posible hipótesis es que pudiera existir una activación de BvgA a través de BP1092. 

Otro mecanismo posible podría tener que ver con la activación del regulador de 

respuesta putativo BP1091, adyacente a BP1092 y que posee un dominio REC y un 
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dominio de unión a ADN. A pesar de los indicios que sugieren que podrían formar un 

sistema de dos componentes, esta relación funcional no ha sido demostrada 

experimentalmente.  

Estas posibles regulaciones cruzadas entre proteínas que participan de la homeostasis 

del c-di-GMP con sistemas de dos componentes y reguladores transcripcionales, 

formando un sistema regulatorio mucho más complejo y que es capaz de responder a 

diferentes señales del entorno, ha sido descripto en otras bacterias, como se ha 

desarrollado a lo largo de este trabajo de Tesis. El estudio detallado de estas 

regulaciones queda como perspectivas futuras.  
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Los dinucleótidos cíclicos son moléculas de señalización involucradas en el control de 

diversos procesos celulares en bacterias. Dentro de ellos se encuentra el c-di-GMP, que 

se ha visto implicado en la regulación de una gran variedad de fenotipos: formación de 

biofilm, movilidad, control del ciclo celular, virulencia, entre otros.  

En nuestro laboratorio nos dedicamos a estudiar el rol de este segundo mensajero 

bacteriano en la regulación de fenotipos asociados a la virulencia en el género 

Bordetella. Este género bacteriano incluye un grupo de especies conocidas como 

“Bordetellas clásicas”, que son capaces de causar infecciones respiratorias en 

mamíferos. En los últimos años, utilizando como modelo a B. bronchiseptica, hemos 

podido describir el rol de c-di-GMP en la regulación de la transición entre vida 

planctónica y formación de biofilm, así como también su implicancia en la regulación de 

la expresión del SST3 y la sobrevida en células del sistema inmune85,89,90.  

B. pertussis es un patógeno respiratorio exclusivo de los seres humanos. El análisis 

comparativo de los genomas de B. pertussis y B. bronchiseptica muestra que comparten 

varias de las proteínas involucradas en la síntesis y degradación del segundo mensajero 

c-di-GMP, lo que sugiere que podría haber vías regulatorias conservadas entre ambas 

especies. Por otra parte, también hay proteínas que sólo se expresarían en B. 

bronchiseptica y no en B. pertussis, y viceversa.  

Para iniciar el estudio de la regulación por c-di-GMP en B. pertussis, nos centramos en 

el estudio de BP1492, una posible DGC que nos resultó de particular interés debido a 

que es la única proteína de este tipo que se encuentra en B. pertussis, pero no en el 

resto de las “Bordetellas clásicas”. El análisis del dominio GGDEF de esta proteína 

sugiere que sería capaz de sintetizar c-di-GMP, ya que presenta conservados los 

residuos necesarios para la coordinación del sustrato y la catálisis. Se llevaron a cabo 

numerosos experimentos para demostrar experimentalmente esta actividad, en los 

cuales se sobreexpresó la proteína en distintos sistemas experimentales basados en la 

regulación ya conocida de c-di-GMP sobre la movilidad y la formación de biofilm en 

distintos organismos. La actividad DGC pudo ser evidenciada a través de la 

sobreexpresión heteróloga de bp1492 en E. coli y B. bronchiseptica, observando 

inhibición de movilidad y aumento de la formación de biofilm, respectivamente. Sin 

embargo, también se observó que, en varios sistemas experimentales, como la 

movilidad en B. bronchiseptica y la formación de biofilm en P. fluorescens Δ4DGC, la 

sobreexpresión de bp1492 no produjo el resultado esperado para una DGC activa. Este 

constituyó el primer indicio de que, si bien BP1492 puede en ciertas condiciones 

aumentar c-di-GMP e impactar en fenotipos regulados por este segundo mensajero, su 

actividad parece ser baja o no encontrarse siempre activada. 
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La evaluación de BP1492 en su entorno natural B. pertussis mostró que esta proteína 

no modificó la formación de biofilm al ser sobreexpresada. Adicionalmente, tampoco se 

observaron diferencias en este fenotipo al interrumpir el gen bp1492. Esto podría 

deberse a que el rol BP1492 en B. pertussis no esté asociado a la regulación del biofilm. 

Cabe destacar que B. pertussis no forma un biofilm robusto en condiciones de 

laboratorio, por lo que pequeños cambios pueden resultar difíciles de observar.  

Por otra parte, BP1492 ha sido detectada en trabajos de transcriptómica y proteómica 

como una proteína que se expresa in vivo191,192, pero no ha sido detectada en 

condiciones de cultivo in vitro como los utilizados en este trabajo para la evaluación de 

la formación de biofilm. Por lo tanto, es probable que las condiciones ensayadas no 

representen las condiciones que BP1492 se encuentre al ser expresada in vivo. La 

capacidad de BP1492 de sintetizar c-di-GMP podría depender de la interacción de esta 

proteína con un factor o factores que solamente se expresan in vivo, lo que explicaría la 

falta de actividad aparente en nuestros ensayos. Adicionalmente, la actividad catalítica 

de BP1492 probablemente se encuentre regulada in vivo por su dominio GAF N-

terminal. Esto podría ocurrir a través de la interacción con otra/s proteína/s o la unión de 

ligandos específicos que modifiquen el estado oligomérico de la proteína. La falta de 

estos efectores o ligandos en las condiciones de cultivo ensayadas podrían ser otro de 

los factores que impiden evidenciar la actividad de esta DGC en B. pertussis. También 

es importante resaltar que el aumento de la formación de biofilm por la sobreexpresión 

de una DGC activa aún no ha sido descripto en B. pertussis, a diferencia de lo ya 

mencionado para B. bronchiseptica. A pesar de que sería esperable que, al igual que 

en su congénere, el aumento de c-di-GMP intracelular se traduzca en un aumento en la 

capacidad formadora de biofilm, también es posible que la regulación de este fenotipo 

en B. pertussis difiera de lo observado para B. bronchiseptica. 

El antecedente de que la expresión de BP1492 fue hallada aumentada en bacterias 

recuperadas de macrófagos nos llevó a pensar que esta proteína podría participar de 

alguna manera en la adaptación del patógeno a la vida intracelular. Considerando que 

para establecerse intracelularmente B. pertussis debe enfrentar distintos tipos de estrés 

ambiental relacionados a mecanismos de defensa de las células hospedadoras, nos 

propusimos en primer lugar evaluar si BP1492 se encuentra involucrada en la 

resistencia al estrés oxidativo y el estrés ácido. Adicionalmente, ya existen reportes que 

asocian a proteínas relacionadas al metabolismo de c-di-GMP con la resistencia a estos 

tipos de estrés224,245 (Tesis K. Belhart; 2022).  

La deleción de bp1492 no impactó en la capacidad de la bacteria de sobrevivir al estrés 

oxidativo inducido por el agregado de agua oxigenada, pero si a la capacidad de 

sobrevivir a un pH bactericida. Este resultado podría tener posibles implicancias 
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biológicas, debido a que ha sido reportado que B. pertussis se aloja en fagosomas que 

se acidifican una vez internalizada en la célula hospedadora 225. En el mismo sentido, 

estudios con la DGC BdcB de B. bronchiseptica mostraron que un mutante en esta 

proteína presenta menor resistencia a un pH bactericida, similar a lo observado para 

BP1492. (Tesis K. Belhart; 2022). Por lo tanto, es posible pensar que BP1492 y c-di-

GMP podrían participar en la resistencia a las condiciones ácidas generadas por el 

entorno y contribuir de esta manera a evitar la eliminación del patógeno por la célula 

hospedadora. 

Para explorar esta posibilidad, se realizó un ensayo de infección de células A549 con la 

cepa bp1492- y se evaluó la capacidad de este mutante de invadir y sobrevivir en este 

tipo celular a dos tiempos distintos luego de la infección. Sin embargo, en las 

condiciones evaluadas por nosotros, no se observaron diferencias en comparación a lo 

observado para la cepa salvaje, lo que parece indicar que la deleción de bp1492 no 

afecta este fenotipo. Es posible que, como se ha descripto para otros fenotipos 

regulados por c-di-GMP, la actividad de BP1492 pudiera ser compensada in vivo por 

alguna de las otras DGC que se encuentran codificadas en el genoma de B. pertussis. 

 

En resumen, los resultados presentados en esta tesis apoyan la hipótesis de que 
BP1492 es una DGC activa. El hecho de que el gen bp1492 haya sido incorporado al 

genoma en forma posterior a la divergencia evolutiva con el ancestro común de las 

Bordetellas clásicas, y su conservación en la población circulante de B. pertussis, nos 

induce a pensar que esta proteína podría participar en alguna etapa del proceso de 

infección o la transmisión de este patógeno. Esta hipótesis se ve reforzada por la 

detección de su expresión in vivo en condiciones de interacción con el hospedador. Sin 

embargo, en esta tesis no se obtuvieron evidencias que confirmen la importancia 

biológica de BP1492. Como perspectivas en este sentido, sería interesante profundizar 

en la relación de esta DGC con la resistencia a estrés ácido, las posibles implicancias 

de la regulación de este fenotipo por c-di-GMP y su importancia para la interacción de 

B. pertussis con el hospedador. Por otro lado, se podría evaluar la posibilidad de utilizar 

otros modelos in vivo que permitan obtener información acerca del posible rol biológico 

de BP1492. 

 

En la segunda parte de este trabajo de tesis nos enfocamos en otra proteína asociada 

al metabolismo de c-di-GMP en B. pertussis. La proteína BP1092 posee tanto un 

dominio GGDEF como un dominio EAL, aunque ambos se encuentran degenerados. 

Esto significa que no es esperable que esta proteína presente las actividades ciclasa o 

fosfodiesterasa correspondientes. La capacidad de estos dominios degenerados de 
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conservar su capacidad de unión de c-di-GMP y actuar como efectores moleculares en 

vías de señalización que involucran este segundo mensajero ha sido demostrada 

experimentalmente en varios sistemas. 

En B. bronchiseptica, nuestro grupo de trabajo ha descripto el rol de la proteína LapD, 

que presenta un dominio EAL degenerado, en la regulación de la formación de biofilm. 

Esta proteína interacciona físicamente con la DGC BdcA para regular la localización en 

membrana de la adhesina LapA, una de las principales responsables de la formación de 

biofilm en esta bacteria (Tesis N. Ambrosis; 2018). Adicionalmente, también se ha 

demostrado que esta DGC presenta una dependencia funcional con BB2109 para 

regular la movilidad y la formación de biofilm90. Si bien esta dependencia no pudo ser 

asociada experimentalmente a una interacción física directa entre estas proteínas, 

resulta lógico pensar que BdcA podría interaccionar con más de una proteína EAL 

degenerada para regular distintos fenotipos. Esta evidencia acumulada sugiere que la 

interacción entre proteínas con dominios EAL degenerados y proteínas con dominios 

GGDEF sería un mecanismo regulatorio bastante común y que podría haber otras 

proteínas que actuaran por mecanismos similares. 

Al haber identificado la relación funcional entre BB2109 y BdcA y su relevancia para la 

regulación de la formación de biofilm y la movilidad en B. bronchiseptica90, surgió la 

incógnita de si la proteína homóloga en B. pertussis (BP1092) podría estar participando 

en la regulación de algún proceso asociado a c-di-GMP de forma similar a como lo hace 

LapD. El hecho de que BP1092 y BB2109 sean 100% idénticas nos sugiere que podrían 

presentar interacciones moleculares conservadas entre ambas especies y participar en 

mecanismos regulatorios idénticos. La evidencia de que la proteína BP1092 sería 

importante para la vida intracelular de B. pertussis en macrófagos191 nos lleva a pensar 

que debe estar cumpliendo algún rol biológico en ese contexto, y esto podría deberse a 

su capacidad de unir c-di-GMP proveniente de una DGC. Sin embargo, la búsqueda en 

el genoma de B. pertussis mostró que no existen homólogos de la proteína BdcA, lo que 

sugiere que, si efectivamente BP1092 interacciona in vivo con una DGC, esta debería 

ser otra.  

La aplicación de una serie de criterios de exclusión nos llevó a proponer como candidata 

a interaccionar con BP1092 a la DGC codificada por el gen bp0338. Debido a que en B. 

pertussis aún no se dispone de fenotipos que se encuentren claramente asociados a c-

di-GMP, la evaluación de esta posible interacción funcional fue realizada con el par 

homólogo BB2109-BB4664 en B. bronchiseptica. La identidad a nivel de secuencia de 

este par con el correspondiente en B. pertussis nos llevó a asumir que, si era posible 

identificar una relación funcional en B. bronchiseptica, sería válido extrapolarla a su 

congénere. 
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Para evaluar la actividad del par BB2109-BB4664 (homólogas de BP1092-BP0338) se 

realizaron experimentos que permitieron demostrar que existe una relación de función 

entre estas proteínas. Una observación interesante es que la interacción de BdcA con 

BB2109 regula la formación de biofilm y la movilidad, mientras que la interacción con 

BB4664 solo regula la movilidad. Por otro lado, resultados de nuestro laboratorio 

sugieren que otras DGC no actúan a través de BB2109 (BdcB, BB2626), por lo que se 

puede descartar que todas las regulaciones dependientes de c-di-GMP estén 

relacionadas con BB2109. Esto sugiere que las interacciones observadas para estas 

dos DGC son específicas.  

En cuanto al mecanismo por el cual la interacción entre estas proteínas participaría en 

la transducción de una señal, la hipótesis más probable implica una interacción física. 

Es probable que las actividades DGC de BdcA y BB4664 sólo se vean activadas cuando 

estas proteínas interaccionan con BB2109. En esas condiciones, la DGC produciría c-

di-GMP en las cercanías de BB2109, que podría responder a estos cambios locales en 

la concentración del segundo mensajero gracias a la unión del mismo a alguno de sus 

dominios degenerados. Este mecanismo sería similar al descripto para la interacción de 

LapD con distintas DGC en Pseudomonas para regular la formación de biofilm159,184. Sin 

embargo, debido a las dificultades enfrentadas a la hora de evidenciar 

experimentalmente esta interacción física, esta hipótesis aún no ha podido ser 

demostrada.  

La presencia del dominio HK en BB2109 (homóloga de BP1092) sugiere que su 

participación en las vías de señalización podría estar relacionada a su capacidad de 

transferir un grupo fosfato a un regulador de respuesta. Su deleción indujo una 

disminución en la inhibición de la movilidad mediada por BB4664, demostrando que este 

dominio participaría en la transducción de la señal. Un posible mecanismo podría incluir 

la fosforilación del regulador de respuesta putativo BB2108 (homóloga de BP1091), cuya 

presencia adyacente a BB2109 en el genoma sugiere que ambas proteínas podrían 

componer un sistema de dos componentes. En este modelo, BB2108 sería el factor 

involucrado en los cambios transcripcionales que culminan con la inhibición de la 

movilidad producto de la interacción de BB2109 con las DGC. 

Otra observación que surge de los resultados obtenidos con BB4664 (homóloga de 

BP0338) es la diferencia en la magnitud de la inhibición de movilidad de esta DGC en 

comparación a la inhibición inducida por BdcA. La primera de ellas inhibe la movilidad 

un 50% al ser sobreexpresada en el entorno salvaje, mientras que BdcA lo hace en un 

100%. Adicionalmente, BB4664 no afecta la formación de biofilm, mientras que BdcA 

sí90. Considerando el modelo de trabajo descripto en el párrafo anterior, es posible que 

la afinidad de la interacción DGC-BB2109 (homóloga de BP1092) sea distinta para cada 
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DGC particular y eso se traduzca en diferentes niveles de actividad del dominio HK y 

por lo tanto diferencias en la fosforilación del regulador de respuesta BB2108 (homóloga 

de BP1091). 

Por lo tanto, hasta este punto, proponemos que la actividad de BP0338 está 
regulada por su interacción con BP1092. En esta activación, intervendría el 
dominio HK aunque no siendo indispensable su presencia.  
 

Más allá de que sólo pudo evidenciarse la actividad de BB4664 (homóloga de BP0338) 

dependiente de BB2109 (homóloga de BP1092) a través de la movilidad, no se puede 

descartar que este par de proteínas también se encuentre regulando otros procesos 

asociados a c-di-GMP, como podría ser el SST3 o la resistencia a algún tipo de estrés, 

fenotipos ya descriptos en otros patógenos asociados a este segundo mensajero, 

incluida B. bronchiseptica89. 

Por lo tanto, en la última parte de este trabajo nos propusimos volver al modelo de B. 

pertussis y evaluar el impacto que tiene la interacción funcional entre BP1092 y BP0338 

en la regulación de procesos asociados a la patogénesis. La movilidad de B. pertussis 

es una característica que se encuentra en estudio, aunque actualmente se desconoce 

si cumple algún rol en el proceso de infección. Este patógeno ha sido históricamente 

considerado como no móvil, aunque recientemente hemos descripto, junto a otros 

investigadores, que B. pertussis puede expresar el flagelo y moverse en ciertas 

condiciones189,246. Sin embargo, debido al elevado costo de los reactivos necesarios 

para la realización de los experimentos de movilidad en esta bacteria, y sobre todo a los 

problemas de reproducibilidad que presenta la técnica, esta metodología para 

evidenciar la interacción funcional entre BP1092 y BP0338 no fue abordada en este 

trabajo de Tesis. 

A fin de tener un panorama más global de proteínas que se encontraran reguladas por 

este par, se adoptó un enfoque proteómico con el objetivo detener indicios concretos de 

qué procesos celulares y fenotipos podrían verse regulados por el mismo.  

En primer lugar, es interesante destacar el hallazgo de dos proteínas involucradas en la 

resistencia a estrés oxidativo en la condición de c-di-GMP basal. Este indicio abre la 

posibilidad de que la importancia de BP1092 para la sobrevida en macrófagos se deba, 

al menos en parte, a la adaptación de B. pertussis a las condiciones bactericidas del 

entorno.  

Al comparar las proteínas con expresión diferencial entre las distintas condiciones de c-

di-GMP, se observó que BP1092 no parece regular la expresión de muchas proteínas 

por si sola, pero si en conjunto con BP0338. Esto puede deberse a que en esas 
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condiciones la unión de c-di-GMP a BP1092 sea máxima y por lo tanto también lo sea 

la activación de la transducción de la señal.  

La toxina pertussis es un factor de virulencia exclusivo de B. pertussis, ya que no es 

expresada por ninguna otra especie del género. El hecho de que una de las subunidades 

proteicas que la compone se encuentra disminuida en el mutante BPSM bp1092- cuando 

BP0338 está presente, sugiere que este par podría estar favoreciendo la expresión de 

uno de los factores de virulencia principales de B. pertussis, y constituye un indicio que 

relaciona a c-di-GMP con la virulencia de este patógeno.  

En el mismo sentido se encuentra regulada la chaperona del SST3 BcrH2, de la familia 

de SycD/LcrH. Recientemente, Li y colaboradores han descripto el rol de SicA, una 

chaperona de S. enterica perteneciente a la misma familia que BcrH2, en la regulación 

de la expresión y estabilidad de los efectores del SST3. Brevemente, SicA interacciona 

tanto con un regulador transcripcional para activar la transcripción de estos genes, así 

como también directamente con los efectores de SST3 SipB y SipC para estabilizarlos 

previo a su secreción. Estas interacciones se ven inhibidas cuando SicA une c-di-GMP. 

Este trabajo representa una novedosa descripción de uno de los mecanismos por el cual 

c-di-GMP estaría regulando negativamente el SST3, así como también la descripción 

de una nueva familia de efectores de c-di-GMP247. Nuestro laboratorio ha descripto que 

un aumento en los niveles globales de c-di-GMP en B. bronchiseptica inhibe la expresión 

de genes del SST3, lo que se traduce en menor citotoxicidad y virulencia atenuada en 

el modelo murino89. Estos dos antecedentes podrían ser importantes para explicar cuál 

podría ser el mecanismo por el cual el par BP1092-BP0338 regula la expresión de 

proteínas. Es posible pensar que BP0338 solo es capaz de aumentar los niveles de c-

di-GMP cuando interacciona con BP1092, similar a lo reportado por nuestro grupo para 

la interacción entre BdcA y BB210990. El c-di-GMP generado por BP0338 podría ser 

unido por la proteína BcrH2 e inhibir su interacción con los efectores BopD y BopN, 

importante para la formación del complejo que dirige la secreción a través del SST3 de 

B. pertussis242. Alternativamente, dado que BcrH2 se une a los efectores y los estabiliza 

en el citoplasma, es posible que su mayor producción se relacione con una mayor 

permanencia de los mismos en el citoplasma y por lo tanto una menor exportación al 

exterior para formar parte de la jeringa del SST3. 

A partir de los resultados presentados en este trabajo de Tesis proponemos que 
c-di-GMP posee un rol en el proceso de infección, controlando la expresión de 
algunos factores de virulencia y la resistencia al pH ácido.  
Si bien resulta muy interesante que B. pertussis presente una DGC exclusiva y 

conservada, no hemos podido determinar su rol específico en la patogénesis. Sin 
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embargo, hemos dado los primeros pasos en su caracterización y proponemos un 

posible rol en la resistencia al pH intracelular de las células del sistema inmune.  

Por otro lado, hemos contribuido al conocimiento general de los mecanismos de 

regulación que responden a c-di-GMP. El sistema compuesto por una proteína dual de 

membrana que es capaz de interaccionar con otras DGC ha sido descripto a la par de 

este trabajo de Tesis en P. fluorescens y B. bronchiseptica 91,119. La confirmación de la 

existencia del par regulador BP1092-BP0338 confirma que es éste un mecanismo de 

regulación común en los sistemas de c-di-GMP.  

Finalmente, proponemos como nueva hipótesis a contrastar en el futuro que BP1092 

actuaría como una proteína nodal en el sistema de regulación por c-di-GMP encargada 

de reclutar diferentes DGC, entre ellas BP0338. La sinergia entre ambas proteínas 

permitiría regular diferentes factores de virulencia en B. pertussis y es por eso que 

BP1092 se encontraría sobreexpresada durante su vida intracelular. También 

proponemos que BP1492 es una DGC activa, sensible a algún metabolito intracelular. 

En respuesta a este metabolito desconocido, sensado por el dominio GAF de BP1492, 

la DGC se activaría y permitiría la persistencia dentro del hospedador en algún tipo de 

célula de la respuesta inmune. La descripción de estos mecanismos no solo aporta al 

conocimiento de los mecanismos de regulación en los que está involucrado este 

segundo mensajero en las bacterias en general, sino a la comprensión de nuevos 

mecanismos involucrados en la patogénesis de B. pertussis.
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Organismos utilizados 
 

Escherichia coli  
 

Se utilizó la cepa DH5α para la propagación de los distintos plásmidos recombinantes 

generados en este trabajo. Esta cepa permite utilizar la técnica de selección blanco-azul 

en el caso de que el plásmido clonado sea compatible con la misma.  

Para la introducción de plásmidos en bacterias del género Bordetella por conjugación 

bacteriana se utilizó la cepa S17-1 (λpir)248. 

Para los ensayos de movilidad se transformó por electroporación a la cepa S17-1 con 

los plásmidos pMQ72 vacío y pMQ72-bp1492. 

 
Bordetella pertussis 
 

La cepa de B. pertussis utilizada en el desarrollo de este trabajo fue la denominada 

BPSM. La misma es una cepa genéticamente idéntica a la cepa de referencia Tohama 

I, pero con una resistencia a estreptomicina generada en el laboratorio. Todos los 

mutantes y cepas sobreexpresantes utilizadas se construyeron a partir de dicha cepa. 

 
CEPA Descripción Referencia 

BPSM Derivada de Tohama I, resistente a 
estreptomicina 

206 

BPSM-pV BPSM pBBR1-MCS5-nptII Este trabajo 
BPSM-pbp1492 BPSM pBBR1-MCS5-nptII-bp1492 Este trabajo 
BPSM-pbp0338 BPSM pBBR1-MCS5-nptII-bp0338 Este trabajo 

BPSM bp1492- Inserción de pk18mob en el marco de 
lectura del gen bp1492 Este trabajo 

BPSM bp1092- Inserción de pk18mob en el marco de 
lectura del gen bp1092 Este trabajo 

BPSM bp1092--pV Mutante bp1092- conjugada con 
plásmido pBBR1-MCS5-nptII Este trabajo 

BPSM bp1092--pbp0338 Mutante bp1092- conjugada con 
plásmido pBBR1-MCS5-nptII-bp0338 Este trabajo 

 

Bordetella bronchiseptica 
 

CEPA Descripción Referencia 

Bb salvaje  B. bronchiseptica 9.73 (cepa salvaje) 249 

Bb-pV B. bronchiseptica 9.73 que porta el plásmido 
pBBR1MCS-5-nptII (pBB5) 

250 

Bb-pbdcB Sobreexpresa la DGC BdcB de B. 
bronchiseptica 

Cepario 
laboratorio 

Bb-pbb4664 Sobreexpresa la DGC BB4664 de B. 
bronchiseptica Este trabajo 
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Bb-pbp1492 Sobreexpresa la DGC BP1492 de B. 
pertussis Este trabajo 

Bb-pZ-1492 Sobreexpresa la proteína de fusión Zip-
GGDEF1492 Este trabajo 

Bb ΔbvgR-pV Mutante delecional en bvgR 
Tesis MP. 
Gutiérrez, 
2021 

Bb ΔbvgR-pbp1492 Bb ΔbvgR sobreexpresando bp1492 Este trabajo 
Bb Δbb2109  Mutante insercional en el ORF bb2109 90 
Bb Δbb2109-pV Δbb2109 portando el plásmido pBB5 90 

Bb Δbb2109-pbb4664 Δbb2109 que sobreexpresa la DGC BB4664 
de B. bronchiseptica  Este trabajo 

Bb ΔHKbb2109 Deleción limpia de la región codificante del 
dominio HK de BB2109 Este trabajo 

Bb ΔHKbb2109-pV ΔHK2109 portando el plásmido pBB5 Este trabajo 

Bb ΔHKbb2109-pbb4664 ΔHK2109 que sobreexpresa la DGC BB4664 
de B. bronchiseptica Este trabajo 

 
 
Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa 
 

 
CEPA Descripción Referencia 
PfΔ4DGC  PfΔwspRΔgcbAΔgcbBΔgcbC  173 
PfΔ4DGC-pMQ72  PfΔwspRΔgcbAΔgcbBΔgcbC pMQ72  173 
PfΔ4DGC-pgcbC  PfΔwspRΔgcbAΔgcbBΔgcbC pMQ72-gcbC  173 
PfΔ4DGC-pbp1492 PfΔwspRΔgcbAΔgcbBΔgcbC pMQ72-bp1492  Este trabajo 
PA14   251 
PA14-pV PA14 pMQ72 Este trabajo 
PA14-pbp1492 PA14 pMQ72-bp1492 Este trabajo 

 

Cepas y antibióticos 
 

Cepas Gentamicina (ꙡg/ml) Kanamicina (ꙡg/ml) Estreptomicina (ꙡg/ml) 

E. coli 10 25 - 

P. fluorescens 30 - - 

P. aeruginosa 50 - - 

B. bronchiseptica 50 80 200 

B. pertussis 30 25 200 

 

Técnicas de biología molecular 
 

Preparación de ADN plasmídico (miniprep) 
Los plásmidos fueron obtenidos por la técnica de lisis alcalina (miniprep) descripta por 

Green y Sambrook252. Esta técnica se utilizó para recuperar plásmidos a partir de 

suspensiones bacterianas tanto de E. coli como de B. bronchiseptica. Para la 

purificación del ADN plasmídico se utilizó sílica, según la técnica descripta por Boyle253. 
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10 µl de una suspensión de sílica se agregaron al sobrenadante de la lisis alcalina, se 

mezcló vigorosamente y se centrifugó durante 10 segundos a máxima velocidad. La 

sílica se lavó dos veces con 300 µl de solución de lavado de sílica y se dejó secar a 

temperatura ambiente. Para desprender el ADN de la sílica se resuspendió el pellet en 

40 µl de agua bidestilada, se calentó durante 5 minutos en un baño a 65°C, se centrifugó 

durante 3 minutos a 10000 rpm y el sobrenadante conteniendo el ADN plasmídico se 

transfirió a un tubo limpio. 

Alternativamente y cuando se necesitaba ADN plasmídico con un mayor grado de 

pureza, éste fue aislado mediante el uso de kits comerciales (QIAGEN, Bioneer, AP 

biotech), acorde a las indicaciones dadas por los proveedores. 

 
Cuantificación de ADN 
La concentración de las preparaciones de ADN se analizó por la medida de absorbancia 

a 260 nm utilizando un equipo Nanodrop ND1000 (Thermo Fisher). 

 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Durante el transcurso de este trabajo se utilizó la técnica de la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) para amplificar secuencias nucleotídicas con el objetivo de usarlas 

para su clonación, secuenciación o bien para corroborar la presencia de dicha secuencia 

y su largo en una cepa o un vector. 

Se emplearon las siguientes ADN polimerasas comerciales con actividad 3’-5’ 

exonucleasa correctora de errores: HiFi (KAPA Biosystems), PFU (PB-L Productos Bio-

Lógicos), VELOCITY (Bioline) y Q5 High-Fidelity (NEB) para obtener productos de 

amplificación de alta fidelidad para que sean clonados o secuenciados. 

Alternativamente, para el chequeo de construcciones y para la evaluación de mutantes 

se utilizaron las siguientes ADN polimerasas comerciales sin actividad correctora de 

errores: Taq (KAPA Biosystems), Taq (Genbiotech) y EasyTaq (TransGene Biotech). Se 

utilizó un termociclador de tubos de pared delgada marca BIOR. 

Para cada reacción de PCR se utilizaron las cantidades de primers, enzima, ADN molde, 

dNTPs y Mg+2 sugeridas por el fabricante de la enzima. Las condiciones de ciclado a 

utilizar fueron determinadas para cada reacción ensayando un gradiente de temperatura 

en la etapa de hibridación y eligiendo aquella temperatura que brindó el mejor resultado.  

Dado que el genoma de las bacterias del género Bordetella presentan un alto porcentaje 

de G-C (68,07%), se agregó dimetilsulfoxódio (DMSO) en una concentración final de 3% 

v/v en aquellas preparaciones de PCR en las que se utilizó ADN de Bordetella como 

molde. El agregado de DMSO previene la formación de estructuras secundarias del ADN 

y disminuye la temperatura de melting de las reacciones.  
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Los moldes de ADN para las amplificaciones por PCR fueron obtenidos por algún 

método de purificación de ADN - como extracción de ADN genómico o miniprep para 

ADN plasmídico- o bien, por el lisado de las células por calentamiento. 

Los primers utilizados a lo largo de este trabajo se listan en el Anexo II. Fueron 

diseñados utilizando el servidor online gratuito Primer3 Input y su síntesis estuvo a cargo 

de Thermo Fisher o Eurofins. Los primers fueron resuspendidos en buffer TE. 

 

Electroforesis en gel de agarosa 
La visualización de ADN genómico, ADN plasmídico, productos de digestiones 

enzimáticas y productos de PCR se realizó mediante electroforesis horizontal en geles 

de agarosa en concentraciones de 0,8-2% p/v en TBE, dependiendo del tamaño de los 

fragmentos de ADN esperados. Las corridas electroforéticas se llevaron a cabo en buffer 

TBE y a un voltaje que varió entre 80-120V suministrado por una fuente PowerPac 

(Biorad).  

Durante la preparación de la solución de agarosa se adicionó SyberSafe (Invitrogen) en 

la concentración indicada por el proveedor por lo que los fragmentos de ADN fueron 

visualizados utilizando una fuente de luz azul incorporada al equipo transiluminador y 

registrados con una cámara fotográfica acoplada. 

 

Secuenciación de ADN 
Las secuencias de ADN fueron enviadas al servicio Macrogen para su secuenciación, 

cumpliendo con los requerimientos de calidad y cantidad de ADN sugeridos y 

proveyendo los primers de secuenciación cuando fuera necesario. 

 

Digestión por enzimas de restricción 
Las digestiones con enzimas de restricción de tanto plásmidos como productos de PCR 

se realizaron bajo las condiciones óptimas para la enzima, siguiendo las indicaciones 

de buffer, temperatura y tiempo de incubación indicados por el fabricante (Promega, 

New England Biolabs). Las reacciones se llevaron a cabo habitualmente con 0,5-2,5 µg 

de ADN, 0,1-0,5 µl del buffer 10X correspondiente suministrado por la casa comercial, 

1-5 µg de BSA y 5-25 unidades de enzima en un volumen final de 10-50 µl. Cuando fue 

necesario, las enzimas fueron inactivadas previo su agregado en reacciones de ligación 

mediante un calentamiento a 65°C durante 15 minutos. 

 

Ligaciones 
Las reacciones de ligación con la enzima ADN ligasa T4 se llevaron adelante siguiendo 

las indicaciones de los proveedores (Promega, New England BioLabs). Generalmente, 
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las reacciones de ligación se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente o 

durante 16 horas a 4°C. En todos los casos, la relación molar de inserto:vector utilizada 

fue de 3:1. 

 

Células electrocompetentes de E. coli y electroporación 
Para la preparación de células electrocompetentes de E. coli se siguió la técnica de 

Tung y Chow254. Se inocularon 250 ml de medio LB líquido sin NaCl con 500 µl de un 

cultivo de la cepa de E. coli de interés (S17-1 o DH5α) crecido durante 16 horas en 

medio LB líquido sin NaCl. El cultivo se incubó a 37°C con agitación de 160 rpm hasta 

alcanzar una DO600 = 0,6-0,8 unidades. El cultivo se colocó en hielo por 15 minutos y a 

partir de ese momento, todo el proceso se continuó en frío. Las células se centrifugaron 

a 4000 g por 15 minutos a 4°C y se lavaron dos veces con 100 ml de glicerol estéril 10% 

v/v. Finalmente, las células se resuspendieron suavemente en 1 ml de solución de 

glicerol estéril 10% v/v y se fraccionaron en alícuotas de 50 µl que fueron conservadas 

a -80°C hasta su utilización. La eficiencia de transformación se determinó antes de que 

las células electrocompetentes fueran utilizadas para un ensayo, siendo el valor mínimo 

aceptable 106UFC/ng ADN. 

Las electrotransformaciones de las células E. coli electrocompetentes se realizaron en 

un equipo Gene Pulser BioRad y en cubetas de 0,2 ml bajo las condiciones 

recomendadas por el fabricante (25 mF, 200 W, 2,5 kV). Las ligaciones habitualmente 

se llevaron a cabo mediante el uso de membranas de acetato de celulosa y se 

electroporaron 10 µl de las mismas. En los casos en que las ligaciones no fueron 

desaladas se utilizaron 1-5 µl para electroporar. Tras la electrotransformación se 

adicionó inmediatamente 1 ml de LB líquido estéril a las células y éstas fueron incubadas 

a 37°C durante una hora, a fin de permitir la expresión de la proteína asociada a la 

resistencia a antibiótico codificada en el plásmido incorporado. Por último, las células 

fueron plaqueadas en medio LB selectivo y se incubaron 24 horas a 37°C. 

 

Clonación por recombinación in vivo en levaduras 
 

Para la construcción de vectores basados en pMQ30 y pMQ72 (ver Anexo II) se utilizó 

una técnica de clonado que aprovecha los mecanismos de reparación de la levadura 

Saccharomyces cerevisiae, diseñada por Shanks y colaboradores255.  

En primer lugar, se obtuvieron los fragmentos a clonar, diseñando los primers de tal 

manera que posean en sus extremos 5’ y 3’ secuencias de homología con los plásmidos 

pMQ72 y pMQ30. En paralelo, se realizó una digestión del plásmido receptor con la 

enzima de restricción SmaI. A continuación, se preparó una mezcla que contiene 
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levadura, el plásmido receptor digerido, ADN de esperma de salmón simple cadena y 

los fragmentos a clonar. 

La levadura se obtuvo realizando un cultivo overnight en medio YPD, del cual se 

tomaron 500 ꙡl, se lavaron con Buffer TE, y se resuspendieron en 500 ꙡl de medio Lazy 

Bones. Luego se adicionaron 20 ꙡl de ADN de esperma de salmón (previamente hervido 

por 10 minutos), 200 ng del vector digerido y 30 ꙡl del fragmento de PCR a clonar. Luego 

de agregados todos los componentes, se mezcló con vórtex por 2 minutos y se incubó 

durante 72 horas a temperatura ambiente. 

Transcurrida la incubación, se realizó un shock térmico de 10 minutos a 42°C para 

favorecer la introducción del material genético en la levadura. A continuación, se 

centrifugaron las células, se lavaron con 500 ꙡl de Buffer TE, se volvieron a resuspender 

en 100 ꙡl de Buffer TE y se plaquearon en medio URA-. Estas placas fueron incubadas 

entre 3 y 5 días hasta la aparición de colonias. Las levaduras que crezcan serán aquellas 

que hayan incorporado y ensamblado el plásmido. El mismo porta el gen URA3, que les 

permite a las levaduras crecer en un medio sin uracilo. 

Por último, se llevó a cabo la extracción de los plásmidos recombinantes utilizando un 

kit comercial de miniprep, con algunas modificaciones. La totalidad de la biomasa de 

levaduras fue resuspendida en agua destilada estéril, centrifugada y resuspendida en 

solución P1 del kit. Se adicionaron 200 ꙡl de solución P2 y 200 ꙡl de perlas de vidrio de 

0,5 mm, para favorecer la ruptura de las células. Se agitó en vórtex y luego se incubó a 

4°C durante 5 minutos. A continuación, se adicionaron 350 ꙡl de buffer P3 frío, se mezcló 

varias veces por inmersión y se centrifugó durante 10 minutos a 11000 g. Finalmente, 

se siguieron las instrucciones del kit para el lavado y resuspensión final del plásmido. 

En esta suspensión puede haber más de un plásmido diferente como resultado de la 

recombinación en levaduras, por lo que se utiliza para transformar E. coli 

electrocompetentes y chequear PCR las colonias obtenidas. 
 

Conjugación en Bordetella 
 

La cepa de Bordetella aceptora fue cultivada en agar BGA-sangre suplementado con 

estreptomicina por 72 horas. A continuación, fue repicada en agar BGA-sangre-

estreptomicina e incubada por 24 horas. 

Por su parte, 24 horas antes de la conjugación se realizó un aislamiento de la cepa 

donadora E. coli S17-1 suplementada con el antibiótico correspondiente. La misma fue 

incubada durante 16 horas, tras lo cual se tomó biomasa de esta placa para inocular 5 

ml de medio LB líquido suplementado con el antibiótico correspondiente. Este cultivo se 

incubó durante 6 horas con agitación de 160 rpm.  
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Para la conjugación, la biomasa obtenida en la placa de Bordetella fue resuspendida en 

medio SS y se realizó una centrifugación de 5 minutos a 2500 g con posterior 

resuspensión en SS para el lavado del antibiótico remanente. Un procedimiento similar 

se siguió con 1 ml del cultivo de la cepa donora para eliminar el LB y antibiótico 

residuales. Luego de estos lavados, en un tubo nuevo se mezclaron partes iguales de 

cepa donora y aceptora, se centrifugó 5 minutos a 2500 g y se eliminó el sobrenadante. 

La mezcla de bacterias fue resuspendida en 50 ꙡl de SS y se sembró en forma de gota 

en una placa de BGA-sangre sin antibiótico previamente espatulada con 50 ꙡl de MgCl2 

2,0 M, que luego fue incubada 16 horas a 37°C. La biomasa de la gota de conjugación 

fue resuspendida en 1 ml de SS, se realizaron diluciones seriadas 1/10 y se plaquearon 

en medio BGA-sangre suplementado con estreptomicina y el antibiótico correspondiente 

al plásmido transferido. La incubación de las placas se realizó a 37°C, hasta la aparición 

de colonias transconjugantes, tiempo que varía según la especie (B. bronchiseptica: 2 

o 3 días; B. pertussis: 3 a 5 días). 
 

Obtención de mutantes en B. bronchiseptica 
 

Para la deleción limpia de genes en B. bronchiseptica, se llevó a cabo un intercambio 

alélico utilizando sacarosa como agente de selección negativa256. Dos fragmentos 

adyacentes al gen, de 400 pares de bases de longitud, fueron clonados en el vector 

pMQ30, suicida en Bordetella. El mismo fue introducido en B. bronchiseptica por 

conjugación bacteriana y se seleccionaron los clones recombinantes con gentamicina. 

Los clones obtenidos fueron evaluados en su sensibilidad a sacarosa a través de un 

repique paralelo en medio TYE y TYE-Sac (concentración final de sacarosa= 11%), 

donde aquellos que tuvieran afectada su capacidad o su velocidad de crecimiento en el 

medio con sacarosa fueron seleccionados para continuar con el protocolo. A partir de 

un único clon recombinante se estableció un cultivo líquido de 5 mL en medio SS sin 

antibiótico, con el objetivo de favorecer las condiciones para que se produzca un 

segundo evento de recombinación homóloga. Tras una incubación de toda la noche, se 

prepararon diluciones de 10-1 a 10-6 y se plaquearon en paralelo en placas con medio 

TYE y TYE-Sac. En este paso de selección, solo serán capaces de crecer en sacarosa 

aquellos clones que hayan perdido el plásmido que se encontraba integrado en su 

genoma. Luego de este segundo paso de recombinación se puede recuperar el genotipo 

salvaje o el genotipo mutante, por lo que se realizó un chequeo por PCR (ver Primers) 

y a continuación se mandó a secuenciar. 
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Obtención de mutantes en B. pertussis 
 

Para la interrupción del marco de lectura correspondiente al gen bp1492 se clonó un 

fragmento interno del mismo en el plásmido pK18mobSacB, un vector no replicativo en 

el género Bordetella. A continuación, el plásmido fue introducido en B. pertussis por 

conjugación utilizando la cepa E. coli S17-1 y se seleccionaron clones recombinantes 

cultivando a las bacterias en BGA suplementado con kanamicina, antibiótico para el cual 

confiere resistencia el plásmido utilizado. Por último, la recombinación fue confirmada 

por PCR. 

Una estrategia análoga fue utilizada para la interrupción de los marcos de lectura 

correspondientes a los genes bp0338 y bp1092.  
 

Ensayo de supervivencia a estrés oxidativo 
 

Para la evaluación de la resistencia a estrés oxidativo, se utilizó como punto de partida 

un inóculo sólido. La biomasa de las placas correspondientes a cada cepa fue 

resuspendida en medio SS y se preparó un inóculo de DO=3x105 UFC/ml. Se colocó 1 

ml de inóculo en un tubo eppendorf de 1,5 ml y se agregó agua oxigenada comercial 

para alcanzar una concentración final de H2O2 de 0,1 mM. En ese momento, una alícuota 

fue tomada para determinar la cantidad de bacterias iniciales. A continuación, se incubó 

durante 1 hora a 37°C. Transcurrido ese tiempo, se realizaron diluciones seriadas de 

cada tubo y se plaquearon por cuadriplicado en forma de gota en una placa de BGA 

sangre con el antibiótico correspondiente. Cada cepa fue ensayada por duplicado.  Las 

colonias tardaron entre 72 y 96 horas en aparecer y poder ser contadas.  

Se calculó un índice de supervivencia utilizando: 

El promedio de los cuatro valores obtenidos para cada cepa en el recuento previo a la 

incubación con H2O2, corregido por el factor de dilución. 

El promedio de los cuatro valores obtenidos para cada cepa en recuento posterior a la 

incubación con H2O2. 

La fórmula utilizada fue la siguiente: 
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Ensayo de supervivencia a estrés ácido 
 

Para la evaluación de la resistencia a estrés ácido, se utilizó como punto de partida un 

inóculo sólido. La biomasa de las placas correspondientes a cada cepa fue 

resuspendida en medio SS y se preparó un inóculo de DO=3x105 UFC/ml.  Se tomó 1 

ml del mismo, se centrifugó y se resuspendió en 1 ml SS pH=4 o SS pH=7 (control), en 

un tubo eppendorf de 1,5 ml. En ese momento, una alícuota fue tomada para determinar 

la cantidad de bacterias iniciales. A continuación, se incubó durante 2 horas a 37°C. 

Transcurrido ese tiempo, se realizaron diluciones seriadas de cada tubo y se plaquearon 

por cuadriplicado en forma de gota en una placa de BGA sangre con el antibiótico 

correspondiente. Cada cepa fue ensayada por duplicado. Las colonias tardaron entre 

72 y 96 horas en aparecer y poder ser contadas.  

A partir de los valores de UFC/ml de cada tubo, se calculó el log10UFC/ml. A 

continuación, se promediaron los valores de las réplicas biológicas y se graficaron. 
 

Curvas de crecimiento 
 

Para la construcción de las curvas de crecimiento se utilizó como punto de partida un 

inóculo líquido. A partir del mismo se establecieron cultivos en erlenmeyers de las cepas 

a ensayar con DOi=0,3, en los medios correspondientes: SS (pH=7,4), a modo de control 

y SS (pH=5,2) como medio ácido. Los cultivos se incubaron durante 30 horas a 37°C y 

160 rpm de agitación. Se obtuvieron medidas de DO650 a las 3, 5, 7, 9 y 25 horas. Para 

cada medida se calculó el log10DO650 y se graficó log10DO650 en función del tiempo. 

Para la construcción de las curvas de crecimiento de forma automatizada, se utilizó un 

lector de microplacas BMG LABTECH. A partir de un cultivo overnight de las cepas a 

ensayar, se prepararon inóculos en SS (pH=7,4) y SS (pH=6), con DO600i=0,25. Se 

sembraron 100 ꙡl en un pocillo de placa de ELISA de 96 pocillos, por cuadruplicado para 

cada cepa en cada condición. La placa se incubó durante 24 horas a 37°C, y se 

programó la toma de una muestra cada 60 minutos. Finalmente, se graficaron los datos 

de DO600 en función del tiempo. 
 

Ensayos de formación de biofilm 
 

Para los experimentos de biofilm en superficie abiótica se utilizaron placas multipocillo 

de PVC de 96 wells (Corning 96 Well Clear PVC Assay Microplate,Sigma-Aldrich). A lo 

largo de este trabajo se llevaron a cabo experimentos de este tipo en distintos 

organismos: B. bronchiseptica, B. pertussis y P. fluorescens, cada uno de ellos con 
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consideraciones particulares que responden al proceso de formación de biofilm de cada 

uno. 
 

B. bronchiseptica 
Se realizaron aislamientos de las cepas a ensayar en agar BGA sangre, suplementado 

con el antibiótico correspondiente según el plásmido en caso de ser necesario, y se 

incubaron en estufa por 72 horas a 37°C. Colonias hemolíticas aisladas se repicaron a 

una placa de agar SS-sangre suplementado con el antibiótico correspondiente y se 

incubó por 48 horas adicionales. La biomasa obtenida transcurrido este tiempo fue 

resuspendida en 1 ml de medio líquido SS y se midió la DO650, como punto de partida 

para preparar una solución de trabajo de DO650=1. Por último, 100 ꙡl de esta suspensión 

fueron trasvasados a un tubo conteniendo 900 ꙡl de medio SS (suplementado o no con 

AN según las condiciones de cada experimento), obteniendo una suspensión de 

DO650=0,1, que fue sembrada de a 100 ꙡl por pocillo. Este procedimiento se realizó por 

cuadruplicado para cada cepa en cada condición a ensayar. La placa sembrada se 

incubó a 37°C durante 24 horas, tras lo cual se cuantificó la formación de biofilm por 

tinción con cristal violeta. 
 

B. pertussis 
Se realizaron aislamientos de las cepas a ensayar en agar BGA sangre, suplementado 

con el antibiótico correspondiente según el plásmido en caso de ser necesario, y se 

incubaron en estufa por 72 horas a 37°C. La biomasa obtenida en esta placa fue 

repicada a dos placas de BGA sangre e incubada 24 adicionales. Transcurrido este 

período, se resuspendió la biomasa en 1 ml de medio líquido SS y a partir de aquí se 

procedió de idéntica manera a lo descripto en el apartado anterior para B. 

bronchiseptica, excepto por dos variables: la DO inicial fue de 0,2 el tiempo de 

incubación fue de 72 horas. Transcurrido ese tiempo, se cuantificó la formación de 

biofilm por cristal violeta. 
 

P. fluorescens  
Se realizaron aislamientos de las cepas a ensayar en medio LB suplementado con el 

antibiótico correspondiente (30 ꙡg/ml para mantenimiento y expresión del pMQ72). Se 

inocularon 5 ml de medio LB con una colonia aislada proveniente de la placa y se incubó 

toda la noche a 28°C y 160 rpm de agitación. Posteriormente se midió la DO600 de los 

cultivos y se preparó una suspensión de trabajo de DO600=1, en medio K10T-1, 

suplementado con arabinosa 0,1 % para la inducción del plásmido pMQ72. A 

continuación, se trasvasaron 100 ꙡl a un tubo conteniendo 900 ꙡl de K10T-1 

suplementado y se sembraron 100 ꙡl de esa suspensión en un pocillo de la placa de 96 
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pocillos. Este procedimiento se realizó por cuadruplicado para cada cepa. El biofilm se 

incubó durante 6 horas, a 28°C y sin agitación. Transcurrido este tiempo se procedió a 

la cuantificación del biofilm por cristal violeta. 
 

Tinción con cristal violeta  
 

En todos los casos, los biofilms formados fueron cuantificados por tinción con cristal 

violeta, con modificaciones menores respecto a lo reportado previamente250.  

En primer lugar, se descartaron las suspensiones bacterianas de cada pocillo y se 

realizaron 3 lavados de los mismos con agua destilada. Seguidamente, se realizó un 

paso de fijación que consistió en la incubación en estufa a 37°C durante 10 minutos. A 

continuación, se adicionó en cada pocillo 125 ꙡl de cristal violeta 0,1% y se incubaron a 

temperatura ambiente durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo, se retiró el 

colorante y se realizaron lavados con agua destilada para eliminar los restos del mismo 

no adheridos al pocillo. En este momento, los biofilms pueden visualizarse a simple vista 

y se toman registros fotográficos.  

Para poder cuantificar los biofilms formados se solubilizó el colorante a través de la 

adición de 150 ꙡl de ácido acético 33% v/v a cada uno de los pocillos. Finalmente, se 

tomaron 100 ꙡl de cada pocillo y cuantificó la absorbancia a 595 nm. 

 

Ensayos de movilidad 
 

E. coli 
Para evaluar la movilidad tipo swimming en E. coli, se llevaron a cabo ensayos de 

movilidad en agar blando. Se prepararon placas de LB con el agregado de una 

concentración baja de agar (0,3%). 

Las cepas a ensayar fueron cultivadas en agar LB suplementado con el antibiótico 

correspondiente y se incubaron 24 horas a 37°C. Colonias aisladas en esas placas 

fueron tomadas con un palillo de madera y sembradas en una placa de agar blando. A 

continuación, las placas inoculadas se incubaron durante 24 horas a 37°C, tras lo cual 

se midieron lo halos de movilidad de cada cepa. 
 

B. bronchiseptica 
Para evaluar la movilidad tipo swimming de las cepas de B. bronchiseptica, se llevaron 

a cabo ensayos de movilidad en agar blando.  

Las placas de movilidad fueron preparadas a partir del medio líquido SS, con el 

agregado de una concentración baja de agar (0,3%), para que al solidificarse se obtenga 

una consistencia tal que permita que las bacterias puedan moverse en el medio. 
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Además, las placas fueron suplementadas con el antibiótico correspondiente (en caso 

de ser necesario) y sulfato de magnesio (MgSO4) 40 mM. La inoculación se realizó a 

partir de una única colonia aislada en una placa de SS-sangre (+antibiótico), utilizando 

un palillo de madera para transferir la biomasa a la placa de movilidad introduciendo el 

palillo en un punto determinado, intentando no llegar al fondo de la placa.  

Transcurridas 18 horas de incubación a 37°C, las placas fueron observadas, 

fotografiadas y se midieron los halos de movilidad desarrollados.  
 

Ensayos de infección en células A549 
 

La línea celular de epitelio alveolar humano A549 se cultivó en MEM suplementado con 

10% de suero fetal bovino (SFB) a 37°C en CO2 5%. Para los ensayos de infección, las 

células fueron cultivadas en placas de 24 pocillos, en un 80% de confluencia. La MOI 

utilizada fue de 100 bacterias por célula.  

Se inocularon placas de BGA sangre a partir de los stocks bacterianos correspondientes 

y se incubaron durante 72 horas a 37°C. Se realizaron repiques a una nueva placa de 

BGA sangre y se incubó durante 24 horas. A continuación, se resuspendió la biomasa 

bacteriana y se prepararon los inóculos de 3x107 UFC/ml en medio MEM+10%SFB. 

(Para Bordetella DO650=1 equivale a 3x109 UFC/ml). 

Luego del agregado de las bacterias, las células fueron incubadas durante 2 horas para 

permitir la adhesión e invasión. A continuación, se lavó 3 veces con PBS para eliminar 

el exceso de bacteria y se agregó medio MEM suplementado con 100 ꙡg/ml de 

Polimixina B. Se incubó por 1 hora. Transcurrido ese tiempo se descartó el medio de 

cultivo, se lavó 3 veces con PBS para eliminar el exceso de antibiótico y se reemplazó 

por medio fresco sin antibiótico. Se incubó durante 3 o 24 horas más y se realizó la lisis 

para recuperar las bacterias que hubiesen ingresado y sobrevivido dentro de las células. 

Esto se llevó a cabo utilizando 100 ꙡl por pocillo de una suspensión de Tripsina+EDTA 

e incubado durante 5’ a 37° 5% CO2. 

Se realizaron diluciones 1/5; 1/10 y 1/100 y se realizó el recuento en placas de BGA 

sangre por el método de la gota. Las colonias tardaron entre 3 y 5 días en aparecer.  

 

Proteómica comparativa 
 
Se realizaron aislamientos de las cepas a ensayar en placas de BGA-sangre 

suplementadas con 50 ꙡg/ml de Gentamicina, y se incubaron durante 72 horas. 

Transcurrido ese tiempo, para cada réplica biológica se repicó la biomasa de una placa 

a cinco placas nuevas de idéntica composición, y se incubó durante 24 horas 
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adicionales. Este procedimiento se realizó por cuadruplicado para cada una de las cepas 

a ensayar. 

La biomasa obtenida en las cinco placas se resuspendió en 500 ꙡl de Buffer LapA, con 

el agregado de 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), con el objetivo de proteger 

a las proteínas de la degradación tras la lisis celular.  

La lisis se realizó utilizando un homogeneizador de tejidos Precellys 24 Homogenizer 

(Bertin Technologies). Para ello, la biomasa resuspendida se trasvasó a un tubo 

compatible con dicho equipo, conteniendo además 50 mg de perlas de vidrio para 

favorecer la lisis bacteriana. Se realizaron 6 pulsos de un programa que consta de 2 

fases homogenización de 20 segundos, con un tiempo de descanso de 10 segundos 

entre fases. Luego de cada pulso, el equipo tiene un tiempo de espera de 2 minutos, 

durante los cuales las muestras se conservaron en hielo. Seguidamente, se centrifugó 

a 7500 g durante 15 minutos a 4°C, para separar las perlas de vidrio y los restos 

celulares del lisado celular. Los sobrenadantes conteniendo las proteínas fueron 

trasvasados a un tubo de microcentrífuga nuevo. 

La cantidad de proteínas en los sobrenadantes obtenidos se cuantificó por el método de 

Bradford237. 

Las muestras obtenidas fueron sembradas en un gel de poliacrilamida (12,5% 

acrilamida-bisacrilamida). Las mismas fueron corridas a 100 V aproximadamente hasta 

que hubiesen ingresado 1 cm en el gel de separación. De esta manera se logra que las 

proteínas totales queden contenidas en una porción muy pequeña de gel. En ese 

momento, la corrida fue interrumpida y el gel fue teñido con Solución de Coomassie 

coloidal G-250, hasta ver la aparición de bandas. Seguidamente, las bandas 

conteniendo las proteínas totales fueron cortadas y transferidas a un tubo de 

microcentrífuga, donde se guardó a -20°C hasta el momento de su envío para el análisis 

por espectrometría de masas (Unidad de Espectrometría de Masas – Instituto de 

Biología Molecular y Celular – Rosario, Argentina).  

Se realizó un análisis de cuantificación relativa (LFQ, Label-free Quantitation). Los 

fragmentos de geles enviados fueron tratados de acuerdo al protocolo de Link y 

LeBaer257 y sembrados en un espectrómetro de masa Q-Extractive HF. La separación 

de péptidos se realizó en un nanoHPLC Ultimate3000 equipado con una nanocolumna 

C18 de 50 cm (ES903, Thermo).  

Se generó un archivo en formato RAW. Los datos fueron analizados en MaxQuant (V: 

2.1.4.00), utilizando como base de datos la correspondiente a la cepa de referencia B. 

pertussis Tohama I (Uniprot código: UP000002676). 

El análisis estadístico se realizó con el software Perseus (V: 1.6.25). Fueron incluidas 

en el análisis de expresión diferencial únicamente las proteínas detectadas en las 4 
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réplica biológicas de cada condición, que presentaran un valor de -log Student’s p-value 

mayor a 1,3 y cuyo valor de Fold Change en base logarítmica fuera mayor a 1 en valor 

absoluto. 
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ANEXO I: Medios de cultivo y soluciones utilizadas 
 

Medios de cultivo: 

 

BGA 

 

Agar Bordet Gengou 30 g/l 
Glicerol 10% p/v 
Sangre 10% v/v 

 
SS (Stainer-Scholte) 
 
Glutamato de sodio 570 mM 
L-prolina 20 mM 
NaCl 530 mM 
KH2PO4 36 mM 
KCl 20 mM 
MgCl2.6H2O 5 mM 
CaCl2.2H2O 1,4 mM 
Tris-HCl 120 mM 
pH 7,20 
Agar (para medio sólido) 15 g/l 

 
LB (Lysogeny broth): 
 
Triptona 10 g/l 
NaCl 5 g/l 
Extracto de levadura  5 g/l 
Agar (para medio sólido) 15 g/l 

 
Complemento para medio de cultivo SS (1000X) 
 

L-cisteína 4% p/v 
FeSO4.7H2O 1% p/v 
Ácido ascórbico 2% p/v 
Ácido nicotínico 0,4% p/v 

 
Complemento para medio de cultivo SS (100X) 
 

Complemento 100X 1 ml 
Glutatión reducido 100 mg 
Agua destilada  9 ml 

 
URA3- 
 
YNB 6,7 g/l 
CSM 0,76 g/l 



Lic. Federico Zacca  Tesis Doctoral 
 

133 
 

Glucosa 15 g/l 
Agar  20 g/l 

 
YPD (Yeast extract-Peptone-Dextrose) 
 

Peptona 20 g/l 
Extracto de levadura 10 g/l 
Glucosa 20 g/l 
Agar (para medio sólido) 15 g/l 

 
TYE (Tryptone yeast extract) 
 
 

Triptona 10 g/l 
Extracto de levadura  5 g/l 
Agar (para medio sólido) 15 g/l 

 
TYE-Sac (Tryptone yeast extract – Sacarosa 11% v/v) 
 
Triptona 10 g/l 
Extracto de levadura  5 g/l 
Agar (para medio sólido) 15 g/l 
Sacarosa  11 % v/v 

 
K10T-1 
 
Triptona 20% p/v 
Glicerol 20% v/v 
MgSO4 1 M 
K2HPO4 1 M 
Tris-HCl 1 M 
pH 7,40 

 
Soluciones: 
 
Miniprep 
Solución P1 
Tris-HCl 50 mM 
EDTA 10 mM 
pH 8,00 
Solución P2A 
NaOH 0,1 mM 
Solución P2B 
SDS 1% p/v 
Solución P3 
Acetato de potasio 1,5 M 
pH 5,5 
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Suspensión de sílica 
Sílica 2,0 g 
Agua destilada  15,0 ml 

 
Solución de lavado de sílica 10X 
NaCl 50 mM 
Tris-Hcl 10 mM 
EDTA 2,5 mM 
pH 7,5 

 

Solución de lavado de sílica 1X 
Solución de lavado de sílica 10X 10% v/v 
Etanol 50% v/v 

 

 
Solución de Coomassie coloidal G-250 
 
Para 100 ml: 
Coomassie Blue G-250 0,12 g 
HPO3 85% 11,8 ml 
(NH4)2SO4 10 g 
Agua destilada Hasta 80 ml 
Metanol 20 ml gota a gota 

 
 
Solución Lazy Bones 
Polietilenglicol (PM 3350) 40% v/v 
Acetato de litio  0,1 M 
Tris-HCl 10 mM 
EDTA 1 M 
pH 7,5 

 
 
Buffers: 
 
Buffer fosfato PBS 
KH2PO4 0,428 g/l 
Na2HPO4.12H2O 3,5 g/l 
NaCl 7,2 g/l 

 
Buffer TE 
Tris-HCl 10 mM 
EDTA 1 mM 
pH 8,00 

 
Buffer TBE (10X) 
Tris  89 mM 
Na2EDTA 2,5 mM 
H3BO3 89 mM 
pH 8,2 
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Buffer de corrida para SDS-PAGE 
Tris-HCl 50 mM, pH 8,3 
Glicina 370 mM 
SDS 10% p/v 

 

Buffer Laemmli 4X 
Tris-HCl 200 mM, pH 6,8 
Glicerol 40% p/v 
SDS 8% p/v 
Na2EDTA 0,8 M 
Azul bromofenol 0,08% p/v 
B-mercaptoetanol 5% v/v 

 
Buffer LapA 
Tris 20 mM 
MgCl2 10 mM 
pH 8,0 
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ANEXO II: Plásmidos utilizados 
 

Nombre Uso Referencia 

pK18mob-sacB Subclonado / Mutaciones 
insercionales en Bordetella 

 

pK18mob-sacB-SR1092 Inactivación insercional del gen 
bp1092 de B. pertussis 

Este trabajo 

pK18mob-sacB-SR1492 Inactivación insercional del gen 
bp1092 de B. pertussis 

Este trabajo 

pMQ72 Clonado de genes para 
sobreexpresión 

255 

pMQ72-gcbC Sobreexpresión del gen gcbC 173 
pMQ72-bp1492 Sobreexpresión del gen bp1492 Este trabajo 
pMQ30 Base para vectores para deleción 

de genes por doble 
recombinación 

255 

pMQ30-mutSer2109 Mutación sustitutiva SerXAla – 
BB2109 

Este trabajo 

pMQ30-mutHis2109 Mutación sustitutiva HisXAla – 
BB2109 

Este trabajo 

pBBR1-MCS5-nptII Sobreexpresión de genes en 
Bordetella 

250 

pBBR1-MCS5nptII-bp1492 Sobreexpresión de bp1492 en 
Bordetella 

Este trabajo 

pBBR1-MCS5nptII-z-1492 Sobreexpresión de la variante Z-
1492 en Bordetella 

Este trabajo 

pBBR1-MCS5nptII-bb4664 Sobreexpresión de bb4664 en 
Bordetella 

Este trabajo 
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ANEXO III: Primers utilizados 
 

 

Nombre Uso Secuencia 

BP1492F-Eco Expresión de BP1492 TACCCGTTTTTTTGGGCTAGC
GAATTCGAGTTTGTCATGTGT
CTCGGAATGGCC 

BP1492R-Hind Expresión de BP1492 CCAAGCTTGCATGCCTGCAG
GTCGACTCTAGAGGATCACA
CCTAGCCGGGATAGCACAGG                

GGDEF BP1492 Fdw Construcción de variante Zip-
GGDEF 

GTGGGTGAACGTGGGGTACC
CATCTATCCCGCACGGATCC
TCTGACCC 

GGDEF BP1492 Rev Construcción de variante Zip-
GGDEF 

CCAAGCTTGCATGCCTGCAG
GTCTTAATGATGATGATGATG
ATGCTAGCCGGGA 

LZipper domain pKT25 
Fdw 

Construcción de variante Zip-
GGDEF 

CCGTTTTTTTGGGCTAGCGAA
TTCAGGAGGACAGCTATGGG
TACCTATCCAGCG 

LZipper domain pKT25 
Rev 

Construcción de variante Zip-
GGDEF 

GGTACCCCACGTTCACCCAC
CAGTTTTTTCAGGCGCG 

MutSR BP1492 Fwd Obtención de mutante 
insercional en bp1492 

GGCCGCGATTGTTATGGAAC 

MutSR BP1492 Rev Obtención de mutante 
insercional en bp1492 

TCGCTCTCCCGGAAAAACTC 

MutSR BP1092 Fdw Obtención de mutante 
insercional en bp1092 

CGCGCCGACGGCTCGCTGCA 

MutSR BP1092 Rev Obtención de mutante 
insercional en bp1092 

TGCGACTGGACCAGGGCCGT 

M13-Fw 40 Chequeos plásmidos pBB5 y 
pK18mob 

GTTTTCCCAGTCACGACG 
 

M13-Rv Chequeos plásmidos pBB5 y 
pK18mob 

AGCGGATAACAATTTCACACA
GGA 

Q30VerifyF Chequeos plásmido pMQ30 GAGTCAGTGAGCGAGGAAG 
Q30VerifyR Chequeos plásmido pMQ30 CAGACCGCTTCTGCGTTCTG 
Km1 (IDT) Chequeos 

plásmido pk18mob 
CAGTCATAGCCGAATAGCCT 

BB4664_Fw Expresión de BB4664 CCCGTTTTTTTGGGCTAGCGA
ATTCGGGGGCTGGAGCGCAA
GCGC 

BB4664_RV Expresión de BB4664 GCCAAAACAGCCAAGCTTTC
AGTGGTGATGGTGATGATGG
GCGGCCAGCGCGGTGCGC 

F1/mutHis2109-Fw Clonado de fragmento F1 para 
mutante HisXAla bb2109 

GACCGCTTCTGCGTTCTGAT
CCGGCAACCAACAGCTGG 

F1/mutHis2109-Rv Clonado de fragmento F1 para 
mutante HisXAla bb2109 

GTACGCAGTTCGGCCGACAG
CAGCG 

F2/mutHis2109-Fw Clonado de fragmento F2 para 
mutante HisXAla bb2109 

CGCTGCTGTCGGCCGAACTG
CGTAC 

F2/mutHis2109-Rv Clonado de fragmento F2 para 
mutante HisXAla bb2109 

AATTTCACACAGGAAACagcA
CATCGATATGCACCGGTTG 

F1/mutSer2109-Fw Clonado de fragmento F1 para 
mutante SerXAla bb2109 

GACCGCTTCTGCGTTCTGATA
CCAGGTGCTCAGTCCCGAG 

F1/mutSer2109-Rv Clonado de fragmento F1 para 
mutante SerXAla bb2109 

AGCCCTAGTCCGGCGCCGG
GCGTTT 

F2/mutSer2109-Fw Clonado de fragmento F2 para 
mutante SerXAla bb2109 

AAACGCCCGGCGCCGGACTA
GGGCT          
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F2/mutSer2109-Rv Clonado de fragmento F2 para 
mutante SerXAla bb2109 

AATTTCACACAGGAAACAGCC
CCGATGGCGTGTCGCTGCA 
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ANEXO IV: Proteínas identificadas 
 

Proteínas identificadas en la proteómica BPSM vs 1092- 

(condición pV)  
 

 

T: Protein 
IDs 

C: Student's  
T-test  

Significant  
W_Δ 

C: Student's  
T-test 

significant 

N: -Log 
Student's 

Ttest p-value  
W_Δ 

N: Student's  
T-test  

Difference  
W_Δ 

 

T: Protein 
IDs 

C:  
Student's 

Ttest  
Significant  

W_Δ 

C: Student's  
T-test 

significant 

N: -Log  
Student's 

Ttest p- 
value W_Δ 

N: Student's  
T-test  

Difference  
W_Δ 

Q7VUX9 + W_Δ 5,38395 3,74254 P04977   0,277441 0,401694 

Q7VU58 + W_Δ 2,85691 0,250114 Q7VWJ2   0,277084 0,185071 

Q7VXC3 + W_Δ 2,51085 -0,527478 Q7VW40   0,276293 0,295078 

P0A3X2 + W_Δ 2,18179 0,506565 Q7VUK6   0,276111 -0,121749 

Q7VY74 + W_Δ 2,17028 0,555918 Q7VSE2   0,275973 0,130039 

Q7VYX6 + W_Δ 2,12634 0,627942 Q7VUX0   0,274119 0,249463 

Q7VSH4 + W_Δ 2,09714 -1,58322 Q7VZ87   0,272773 0,196364 

Q7VU19 + W_Δ 2,09239 0,327947 Q7W082   0,27225 0,586218 

Q7VW96 + W_Δ 2,07532 -0,517727 Q7VZM5   0,271398 0,371763 

Q7VUR3 + W_Δ 2,04482 0,411281 Q7VRZ5   0,271149 0,377445 

Q7VZN2 + W_Δ 2,04196 0,34124 Q7VY05   0,269883 0,129236 

Q7VSL8 + W_Δ 1,99697 -2,53477 Q7VTZ8   0,269028 -0,140933 

Q7VUJ7 + W_Δ 1,95049 0,627997 Q7VXP5   0,268049 -0,213544 

Q7VTD9 + W_Δ 1,91609 0,385466 Q7VV91   0,267559 -0,0706491 

Q7VV99 + W_Δ 1,90727 0,404428 Q7VZF3   0,266915 -0,0745707 

Q7VT26 + W_Δ 1,8523 1,8141 Q7VZ27   0,266376 -0,210713 

Q7VT77 + W_Δ 1,83501 0,250589 Q7W0J8   0,26575 0,103483 

Q7VXK8 + W_Δ 1,82806 1,91794 Q7VXA1   0,265722 -0,112251 

Q7W0G1 + W_Δ 1,82694 0,195647 Q7VXH1   0,265536 0,0909595 

Q7VXG5 + W_Δ 1,75655 2,37519 Q7VSN5   0,26503 0,21792 
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Q7VW06 + W_Δ 1,7471 0,438532 Q79GT7   0,264766 0,108153 

Q7VZG1 + W_Δ 1,72291 0,763078 Q7VY44   0,264719 0,106638 

Q7VY64 + W_Δ 1,71763 -0,343647 Q7VV53   0,261616 0,303825 

Q7VSY3 + W_Δ 1,70616 0,652719 Q7VXX6   0,260793 -0,121613 

Q7VXM8 + W_Δ 1,68502 0,756589 Q7VW88   0,260346 -0,273453 

Q7VZ16 + W_Δ 1,68387 -0,271205 Q7VY09   0,260141 0,100517 

Q7VVU0 + W_Δ 1,66139 1,85287 Q7VWE5   0,259924 0,0459228 

Q7VSQ6 + W_Δ 1,65474 0,498087 Q7VZ55   0,258015 0,112342 

Q7VS88 + W_Δ 1,63835 0,221617 Q7W0N0   0,257962 0,399971 

Q7VU70 + W_Δ 1,62471 0,285124 Q7VYN1   0,257705 0,0760508 

Q7VYN2 + W_Δ 1,62122 -0,534182 Q7VXD0   0,257461 -0,126934 

Q7VT64 + W_Δ 1,6159 0,232 Q7VX98   0,256889 0,129788 

Q7VWC1 + W_Δ 1,60831 0,652521 Q7VUW5   0,256817 -0,0721445 

Q7VVH7 + W_Δ 1,57197 0,906457 Q7VZ63   0,256615 0,186364 

Q7W032 + W_Δ 1,56628 0,465297 Q7VS83   0,256503 0,109113 

Q7VZY6 + W_Δ 1,54183 0,719804 Q7VWS6   0,254703 0,0865598 

Q7VVA3 + W_Δ 1,53559 0,97655 Q7VWW0   0,253344 0,0865221 

Q7U358 + W_Δ 1,53357 -0,27373 Q7VY90   0,253341 0,167763 

Q7VWV1 + W_Δ 1,52966 -0,621123 Q7VXL5   0,253082 -0,238041 

P0DKX8 + W_Δ 1,51564 0,23081 Q7VYD4   0,2517 0,273814 

Q7VY34 + W_Δ 1,50927 0,179703 Q7VZ70   0,251456 -0,112053 

Q7VU32 + W_Δ 1,49621 0,468256 Q7VY68   0,250472 0,136594 

Q7VSU5 + W_Δ 1,4954 0,34992 Q7VSD3   0,249712 0,267506 

Q7VTI6 + W_Δ 1,48105 0,287069 Q7VYL3   0,2478 -1,10773 

Q7W0L3 + W_Δ 1,47602 0,345956 P66846   0,246917 0,056603 

Q7VV73 + W_Δ 1,47548 -0,196323 Q7VZ22   0,245951 -0,154109 
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Q7VS87 + W_Δ 1,47402 -0,446088 Q7VSG5   0,245651 -0,243322 

Q7VU05 + W_Δ 1,43984 0,554101 Q7VV46   0,245278 -0,0917697 

Q7W0D1 + W_Δ 1,40561 0,207455 Q7VZ57   0,244964 0,167837 

Q7VUN8 + W_Δ 1,40102 1,88995 Q7VZS4   0,244881 0,388384 

Q7VTN3 + W_Δ 1,40091 0,202416 Q7VXI8   0,244751 -0,0939236 

Q7VZN1 + W_Δ 1,3926 0,158327 Q7VS28   0,244627 -0,119193 

Q7VWI6 + W_Δ 1,38337 0,506851 Q7VTJ7   0,243593 0,0782003 

Q7VYA2 + W_Δ 1,37489 -0,798459 Q7VSW7   0,243583 0,160469 

Q7VUK0 + W_Δ 1,35946 0,271684 P12255   0,242511 -0,208469 

Q7VV96 + W_Δ 1,35935 -0,160767 Q7VS70   0,24234 -0,267404 

Q7VZG8 + W_Δ 1,3519 0,601 P0A4H2   0,241933 0,174301 

Q7W083 + W_Δ 1,35138 0,222361 Q7VU66   0,241642 -0,131986 

Q7W0Q1 + W_Δ 1,33289 0,370757 Q7W0F7   0,241462 0,141787 

Q7VZD4 + W_Δ 1,33238 0,773737 Q7VYZ8   0,240716 -0,238755 

 

Q7VUW2 + W_Δ 1,32564 0,250642  Q7VSA4   0,238114 0,254224 

Q7VYM6 + W_Δ 1,30857 0,282486 Q7VST0   0,238076 0,126517 

Q7VUJ3 + W_Δ 1,30249 0,291539 Q7VZC8   0,237817 0,0689187 

Q7VYC0   1,29904 -0,291377 P81549   0,236068 0,194224 

Q7VXZ7   1,29746 0,251757 Q7VY98   0,236063 -0,100031 

Q7VUE5   1,281 0,89751 Q7VYU6   0,23556 0,109545 

Q7VY71   1,28005 -0,244965 Q7VSU4   0,23477 -0,171394 

Q7VXG6   1,27991 0,249739 Q7VYI0   0,234167 -0,203496 

Q7VX09   1,27819 0,312159 Q7VTF6   0,232957 -0,108909 

Q7W0Q6   1,26705 0,151585 Q7VV33   0,232955 0,24888 

Q7VVJ8   1,26045 0,420842 Q7VWW5   0,232602 0,117088 

Q7VU55   1,25923 0,300339 Q7VT03   0,231871 -0,050014 
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Q7VSL9   1,25844 0,287907 Q7VU46   0,231795 -0,10126 

Q7W048   1,24842 2,11551 Q7VYV4   0,23071 -0,0835471 

Q7VYQ6   1,23206 -0,22256 Q7VRY0   0,229419 -0,0870605 

Q7VUG5   1,19204 -0,24154 Q7VXW9   0,229353 0,104691 

Q7VUP2   1,19096 0,380674 Q7VWC4   0,22868 0,0673862 

Q7VYA5   1,17793 -0,522974 Q7VUQ1   0,228668 0,238065 

Q7VVS6   1,17584 -0,201908 Q7VTN0   0,228498 0,194593 

Q7VTH2   1,16215 -0,113399 Q7VWM5   0,227043 -0,294959 

Q7VUQ9   1,15718 -0,17856 Q7VS22   0,22487 -0,672927 

Q7VTE4   1,15479 0,327457 Q7VUE7   0,223643 0,285414 

Q7VYS3   1,146 0,275583 Q7VS89   0,223634 0,0494452 

Q7W0G5   1,11959 0,352823 Q7VZ67   0,22344 0,117311 

Q7VT61   1,11351 -0,476373 Q7VYH7   0,223237 0,491524 

Q7VUX8   1,09872 0,508872 Q7VZ89   0,222885 0,362164 

Q7VVR1   1,06768 0,390038 Q7VZU1   0,222179 -0,0967007 

Q7VZE8   1,06166 -0,218509 Q7W0S4   0,221294 0,083818 

Q7VSY5   1,05982 0,978498 Q04064   0,220971 0,0529118 

Q7VTG8   1,058 0,277307 Q7VSB7   0,219881 -0,299818 

Q7VZG5   1,05062 -0,169888 Q7VU13   0,219605 0,367834 

Q7VWP7   1,05059 0,467012 Q7VT91   0,217169 0,251239 

Q7VRZ6   1,04567 -0,230682 Q7W0S0   0,216828 -0,110465 

Q7VSZ7   1,04358 0,299219 Q7VUU5   0,216073 -0,0737519 

Q7VZQ0   1,04339 -0,13352 Q7VZC0   0,214412 -0,0561833 

Q7VUG8   1,03444 0,26614 Q7VZG3   0,213051 -0,0611243 

Q7VZS5   1,03277 -0,2084 Q7VVM3   0,212935 -0,12378 

Q7VXP6   1,03108 -0,364913 Q7VSY8   0,212839 -0,10462 
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Q7W0E5   1,02497 -0,273905 Q7VSS1   0,212242 0,0503755 

Q7VX44   1,02382 -0,462135 Q7VYY7   0,212051 0,184538 

Q7VU41   1,02202 -0,281191 Q7VV03   0,210508 0,117149 

Q7VUN9   1,01825 -0,347265 Q7VV05   0,209869 -0,0966182 

Q7VW25   1,00898 0,280899 Q7VTC8   0,209263 -0,0635777 

Q7VST5   1,00327 0,900673 Q7VXH2   0,208848 -0,223357 

Q7VXN4   0,999374 0,331195 Q7VXL9   0,208683 -0,108863 

Q7VYV6   0,998571 -0,364582 Q7VTA2   0,208384 -0,0934477 

Q79GQ5   0,993399 1,28524 P04978   0,207495 0,311009 

Q7W0E3   0,991371 -0,263806 Q7VU75   0,207459 0,0987105 

Q7W0A0   0,991308 0,234996 Q7VTM5   0,205879 -0,209282 

Q7VSM1   0,966784 0,403891 Q7VUP3   0,204961 0,0928226 

Q7VSP0   0,963785 0,328175 Q7VUF4   0,204778 -0,055222 

Q7VU91   0,95821 0,35521 Q7VX60   0,203562 -0,0570698 

Q7VU03   0,956175 0,165868 Q7VT05   0,202163 -0,0749636 

Q7VX91   0,9546 -0,212597 Q7VZ76   0,201894 0,684469 

Q7VXD9   0,951908 0,281401 Q7VW37   0,201742 0,031229 

Q7VU01   0,948405 1,46104 Q7VYS5   0,201615 0,111464 

Q7VXY3   0,946801 -0,3517 Q7U365   0,20106 0,165354 

Q7W0K2   0,939557 0,763242 Q7VYK5   0,201026 -0,127864 

Q79GM4   0,934071 0,324071 Q7VSN3   0,200748 -0,118643 

Q7VVK5   0,920641 0,805115 Q7VT92   0,200729 -0,355789 

Q7VWM0   0,90642 -0,0927811 Q7W069   0,199744 0,0427032 

Q7VZ37   0,905259 -0,264222 Q7VZJ2   0,198813 -0,143922 

Q7VVM6   0,90513 -0,526791 Q7VSX6   0,198674 -0,218689 

P33409   0,903949 0,301902 Q7VVF5   0,197107 0,180244 
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Q7VS81   0,902308 0,496291  Q7VW31   0,195483 -0,224472 

Q7VYC4   0,90163 -0,448733 Q7VZM9   0,19538 -0,04352 

Q7VWU8   0,900341 -0,402149 Q7VZX2   0,194877 0,143625 

Q7VVA0   0,895452 0,180124 Q7VTD3   0,194845 0,0869317 

Q7VW20   0,894535 0,274716 Q7VSU1   0,194576 0,0628204 

Q7VWM2   0,892006 0,335748 Q7VV15   0,194324 0,149898 

Q7VW03   0,891833 0,850722 Q7VTS2   0,193694 -0,478015 

Q7VW51   0,890165 0,298057 Q7VZG0   0,193192 -0,0456328 

Q7VZ58   0,886826 -0,544848 Q7VW27   0,192225 0,22937 

Q7VTK4   0,886809 -0,257798 Q7VWM6   0,190078 0,17321 

Q7VTE6   0,886334 0,547005 Q7W0K3   0,189834 0,163855 

Q79H42   0,885853 0,249095 Q7VWG3   0,189084 -0,522601 

Q7VSZ8   0,871682 0,480292 Q7VW48   0,188835 -0,0880561 

Q7VYP5   0,869446 -0,196474 Q7VSN2   0,18854 -0,0749793 

Q7VVY1   0,865723 0,729735 Q7VTD0   0,188329 0,104613 

Q7VY72   0,86532 -0,361062 Q7VXM4   0,187784 0,207453 

Q7VZE9   0,859592 0,233725 Q7VRZ2   0,186418 -0,103792 

Q7VWG5   0,853598 -0,345226 Q7VU18   0,186125 0,195156 

Q7VY27   0,851325 0,155789 Q7VXA7   0,186078 -0,0666099 

Q7VTT5   0,843213 0,153302 Q7VWX9   0,185887 0,0873284 

Q7VWI3   0,840689 0,615579 Q7VW68   0,185374 0,0619125 

Q7VZC7   0,837411 0,261831 Q7VS27   0,184035 0,243904 

Q7VX03   0,833236 -1,29423 Q7VW58   0,184015 0,147609 

Q7VYM2   0,832628 0,317297 Q7VWD8   0,183861 0,115994 

Q7VUE3   0,831906 0,214953 Q7W0K0   0,182899 0,118228 

Q7VWA8   0,830298 0,364308 Q7VXR3   0,18099 0,317562 
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Q7VY75   0,826162 0,349834 Q7VU09   0,18004 0,0711975 

Q7VWA1   0,823986 -0,0999565 Q7VZ18   0,179785 0,0210605 

Q7VZT6   0,822932 0,197442 Q7VTA8   0,17891 0,0602746 

Q7VYB8   0,819626 0,241621 P17835   0,178811 -0,070755 

Q7VWE9   0,81707 0,471176 Q7W0B0   0,178518 0,369303 

Q7VWF6   0,816267 -0,18299 Q7VUJ8   0,178419 0,442857 

Q7VTJ6   0,815878 0,394145 Q45338   0,176981 -0,233219 

Q7VYC9   0,815465 -0,132554 P0A323   0,176723 -0,0775623 

Q7VSE9   0,801628 0,237755 Q7VTP4   0,176648 0,0389318 

Q7VVB6   0,801451 -1,70869 Q7VW70   0,176376 0,146889 

Q7W0Q0   0,798468 0,246102 Q7VXY4   0,176353 -0,04774 

P0A320   0,796821 0,385969 Q7W0E4   0,176286 -0,243288 

Q7VW74   0,792534 -0,61763 Q7VWF3   0,175168 -0,128797 

Q7W010   0,789583 0,176316 Q7VU69   0,175166 0,0769205 

Q7VVI5   0,784972 -0,221168 Q7VZU8   0,173027 -0,240097 

Q7VY16   0,783406 1,21542 Q7W018   0,171808 -0,15124 

Q7VV21   0,783176 0,459461 Q7VUK2   0,171587 0,123911 

Q7VVF4   0,779182 0,174539 Q7VUP9   0,171481 -0,173207 

Q7VW47   0,776424 0,475891 Q7VYL4   0,169021 -0,0897336 

Q7VTF1   0,770444 -0,295658 Q7VU65   0,168542 -0,0565434 

Q7VZP7   0,768883 -0,349247 Q7VU72   0,167124 0,0808802 

Q7VTD7   0,764391 0,200603 Q7VX12   0,163389 -0,138478 

Q7VUE2   0,755357 0,880647 Q7VXC7   0,163165 0,137073 

Q7VV20   0,754906 0,169693 Q7VTD5   0,16294 0,107764 

Q7VY76   0,753312 0,151569 Q7VZU5   0,162471 0,116104 

Q7VW29   0,752798 -0,272934 Q7VU00   0,16194 -0,26618 
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Q7VU12   0,751354 0,182278 Q7VWW2   0,161822 0,136954 

Q7VTF2   0,746523 0,408998 Q7VZX6   0,160726 0,0635004 

Q7VTG5   0,741602 0,303236 Q7VUV9   0,16036 0,0609436 

Q7VTS0   0,741582 0,590454 Q7VXP2   0,160109 0,25805 

Q7VWB6   0,740865 0,279943 Q7VT06   0,15995 -0,0897903 

Q7VS74   0,740556 -0,207985 Q7U359   0,159102 -0,0287771 

Q7VUN0   0,73051 1,13427 Q7VZ61   0,159019 -0,163399 

Q7VZU0   0,730058 -0,264303 Q7VV88   0,158438 0,0851288 

Q7VUG1   0,727981 -0,235202 Q7VTC7   0,158354 0,0835667 

Q7VSH0   0,727406 0,310432 P0A3R5   0,15832 0,275009 

Q7VYD7   0,727252 0,431395 Q7W061   0,158316 0,0260158 

Q7W098   0,725815 0,309616 Q7VS24   0,157747 -0,206367 

 

Q7VT93   0,721688 0,27203  Q7VXD4   0,157459 -0,127838 

Q7VT31   0,721313 -0,94568 Q7VVA1   0,155881 -0,0260339 

Q7VTA0   0,720756 -0,239973 Q7VZP2   0,155875 -0,300201 

Q7VTI5   0,716218 0,157062 Q7W0Q5   0,155102 0,0625353 

Q7VUD9   0,714582 0,374068 Q7VXP8   0,153179 -0,0493865 

Q7W0H0   0,712736 0,352621 Q7VYB4   0,153177 -0,197049 

Q7VT97   0,712383 0,127259 Q7VZ25   0,152801 0,070333 

Q7VTF9   0,70927 0,294382 Q7VYB3   0,152732 0,0370617 

Q7VWQ4   0,707121 0,473806 Q7VXH5   0,152244 -0,0780935 

Q7VWK7   0,706959 0,171914 Q7VVZ2   0,151996 -0,0995793 

Q7VY36   0,703491 0,297659 Q7VW53   0,151871 0,295723 

Q7VVY4   0,702874 -0,100119 Q7W0K5   0,151856 0,10127 

Q7VVC6   0,701304 -0,222389 Q7VU47   0,150419 0,0978608 

Q7VVF6   0,701149 0,40063 P48210   0,1502 -0,131688 
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Q7VX16   0,699976 0,139024 Q7VXG7   0,149277 0,152101 

Q7VTC0   0,698897 0,226997 Q7VWC8   0,148322 -0,110615 

Q7VUR4   0,69783 0,512853 Q7VTC9   0,148217 -0,0545068 

Q7VTF5   0,695944 -0,461371 Q7VZ03   0,148143 0,12427 

Q7VWK1   0,695582 0,137607 Q7VXM9   0,146866 -0,111387 

Q7W0K7   0,694942 0,301487 Q7VSW3   0,146539 0,0614142 

Q7VWL5   0,69118 -0,108253 Q7VSW2   0,146308 0,0881314 

P37369   0,689826 0,202207 Q7VYB0   0,145901 0,059279 

Q7VWB2   0,686707 0,192876 Q7VW77   0,14581 -0,0610566 

Q79H37   0,686404 0,59735 Q79GE1   0,145155 -0,177556 

Q7VV43   0,676006 -0,218905 Q7W050   0,144821 0,0337505 

Q7VSZ6   0,674509 0,429041 Q7VZP4   0,14469 -0,0695896 

Q7W0A9   0,673766 0,308898 Q7W0I9   0,144669 -0,0509663 

Q79GQ0   0,673654 0,516916 Q7VUU1   0,144341 0,21042 

Q7VTS5   0,671377 0,480942 Q7VUH5   0,14412 -0,148288 

Q7VT29   0,671309 -0,291668 Q7VSR1   0,144117 0,175546 

Q7VTU1   0,670914 0,220366 Q7VY01   0,143473 -0,159989 

Q7VVA6   0,670137 -0,591547 Q7VSN0   0,143291 -0,172743 

Q7VXJ5   0,66634 -0,145521 Q7VVF9   0,142845 0,100124 

Q7VY97   0,663126 -0,19152 Q7VTB9   0,142693 0,0608206 

Q79GG1   0,662837 0,5402 Q7VXF6   0,141942 -0,0588083 

Q7VTR4   0,661014 0,633615 Q7VWL3   0,141714 -0,0450559 

Q7VWX6   0,660909 0,204542 Q7VWY4   0,141482 -0,135536 

Q7VVC0   0,658106 -0,12953 Q7VWL1   0,141354 -0,145297 

Q7VVT4   0,657574 0,347736 Q7VZ72   0,14132 -0,124689 

Q7VUI3   0,657367 0,331229 Q7VVU9   0,14023 -0,0613871 
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Q7VZV3   0,65716 0,116841 Q7W0K8   0,139481 0,282909 

Q7VXD5   0,656299 0,182926 Q7VXD2   0,139037 0,0995989 

Q7VZQ2   0,653649 -0,162292 Q7VTJ8   0,138988 0,106629 

Q7VVE5   0,653169 0,568396 Q7VTC6   0,137991 0,0593739 

Q7VUH2   0,65151 0,236061 Q7VWZ0   0,137898 0,103193 

Q7VXG8   0,648946 0,551246 Q7VYV9   0,136934 -0,0440712 

Q7VXN0   0,647805 -0,158562 Q7VTK5   0,136846 -0,0581841 

Q7VSH2   0,643061 0,318006 Q7VXZ8   0,136313 -0,10527 

Q7VYR6   0,639344 0,0953851 Q7VVX6   0,134319 0,180614 

Q7VZX4   0,638837 0,390434 Q7VVV4   0,13383 0,0876551 

Q7VSG4   0,632421 0,262587 Q7VW65   0,133535 -0,0599632 

Q7VX14   0,628435 -0,214581 Q7VYZ9   0,133425 -0,0509901 

Q7VU67   0,627821 0,0995774 Q7VS80   0,132567 0,102061 

Q7VZ53   0,624497 -0,548753 Q7VU48   0,132472 -0,0717373 

Q7VZF6   0,62239 0,513391 Q7VSD4   0,132306 -0,461023 

Q7VV74   0,621165 0,266895 Q7VW86   0,131771 -0,0966368 

Q7VYC7   0,620782 0,31819 Q7VYC3   0,13172 -0,187951 

Q7VV70   0,620365 0,309542 Q79GR9   0,131574 0,318384 

Q7VUZ1   0,618996 0,360298 Q7VTI0   0,130233 -0,129646 

Q7VUN4   0,616039 1,57721 Q7VWV8   0,129663 0,0293164 

Q7VV19   0,614615 0,178892 Q7VXG9   0,129422 0,0747404 

Q7VWH3   0,61086 0,912806 Q7VTU2   0,128958 0,0442061 

Q7VW71   0,609445 0,259994 Q7VWW9   0,12881 -0,268364 

Q7VTK9   0,609007 0,659684 Q7VZB3   0,1282 0,0404963 

 

Q7VXZ9   0,604775 -0,144258  Q7VVI8   0,126413 -0,0834808 

Q7VU38   0,603875 1,37759 Q7VYK8   0,126043 -0,076386 
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Q7VXX8   0,603019 0,358023 Q7VRZ4   0,126013 -0,0634947 

Q7VZA9   0,602639 0,13904 Q7VXW0   0,125024 0,0572143 

Q7VU81   0,595303 -0,234447 Q7VV04   0,124805 -0,0882668 

Q7VSI9   0,594465 0,518109 Q7VZ75   0,124308 0,194857 

Q7VWJ0   0,594085 0,533076 Q7VTR7   0,12282 0,106165 

Q7VT25   0,592338 0,365338 Q7VY92   0,122491 -0,0320964 

Q7VZL3   0,59212 -0,419777 Q7W0M1   0,122437 0,0666156 

Q7VVJ6   0,587884 -0,538664 Q7VZZ5   0,12241 -0,109152 

Q7VY26   0,5876 -0,192157 Q7VSP8   0,122071 -0,0423074 

Q7VYQ4   0,586079 0,458535 Q7VWJ7   0,121985 -0,284198 

Q7VTB7   0,584454 0,12853 Q7VUS8   0,121149 0,0776863 

Q7W0M6   0,583886 0,213406 Q7VZN4   0,120414 -0,0643501 

Q7VSZ2   0,583445 0,110769 Q7VT71   0,119896 -0,0524411 

Q7VXB3   0,577155 0,153809 Q7W001   0,119025 -0,0516458 

Q7VWY1   0,577039 -0,163647 Q7VUP6   0,118115 -0,136741 

Q7VW30   0,574886 0,333977 Q7W062   0,116489 -0,148368 

Q7VZ50   0,574588 -0,715338 Q7U361   0,116206 -0,0565419 

Q7VV08   0,573487 -0,2757 Q7VZC5   0,116039 0,0537281 

Q79GE3   0,572454 0,228415 Q7VYC2   0,115825 0,0957065 

Q7VWW8   0,571561 0,103561 Q7VYT6   0,115618 -0,0667658 

Q7VTM6   0,570936 0,217453 Q7W0N9   0,115034 0,0510926 

Q7VYA4   0,570608 -0,232944 Q7VXX1   0,114953 -0,129998 

Q7VXZ0   0,566803 -0,160869 Q7VVH3   0,114812 0,118727 

Q7VV40   0,565783 0,335835 Q7VTN8   0,113962 0,0689859 

Q7VY37   0,562251 0,244955 Q7VTQ8   0,113024 -0,0594187 

Q7VY51   0,561877 -0,808972 Q7VSP3   0,112887 0,256706 
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Q7VYH5   0,559885 0,661293 Q7VV50   0,112744 0,310246 

Q7VVI6   0,558309 0,792079 Q79GE2   0,112351 -0,0776234 

Q79GP9   0,557764 0,817776 Q7VZM8   0,111857 -0,0517707 

Q7VVG5   0,557618 0,230791 Q7VS41   0,111645 0,118288 

Q7VZH1   0,556482 0,248808 Q79H45   0,111071 -0,110487 

Q7VTF8   0,555413 0,2442 Q7W0G3   0,110894 0,255874 

Q7VUT9   0,555219 0,298561 Q7VXF7   0,110771 0,0415697 

Q7VYL2   0,550444 0,243631 Q7VTM4   0,110511 -0,0505857 

Q7W0S3   0,550114 0,18762 Q7VZF0   0,11013 0,0486765 

Q7VUF7   0,550022 0,302484 Q7VWT3   0,109426 -0,044991 

Q7VS44   0,547657 0,855063 Q7VW07   0,10862 0,0953341 

P05788   0,545561 0,153326 Q7VTV5   0,108222 0,0472527 

Q7VZ79   0,54414 0,117592 Q7VWZ2   0,108197 -0,0625429 

Q7VXF5   0,543219 -0,288374 Q7VW39   0,107793 -0,0530782 

Q7VTB4   0,542256 0,203088 Q45388   0,104062 -0,15315 

Q7VSN6   0,540092 -0,065804 Q7VVL0   0,103358 -0,125639 

Q7VVB1   0,539662 0,107444 Q7VVV3   0,102911 0,0690494 

Q7VTA6   0,538098 0,154836 Q7VVC4   0,102857 -0,243925 

Q7VYP7   0,536361 -0,110078 Q7W0I8   0,102269 0,0657415 

Q7VZV1   0,535762 -0,153248 Q7VVV2   0,101684 0,101707 

Q7VW64   0,535386 -0,281152 Q7VUV7   0,10162 -0,0499916 

Q79H46   0,534485 0,199875 Q7VZ59   0,101594 0,122963 

Q7VY31   0,533749 0,261764 Q7VW21   0,101189 0,074729 

Q7VUZ9   0,53301 0,340137 Q7VVG2   0,101059 0,0562868 

Q7VVC9   0,532755 0,205983 Q7VTC1   0,100425 0,049509 

Q7VY56   0,532041 0,331233 Q7VSH3   0,100221 0,0622768 
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Q7VSK7   0,531907 -0,403975 Q7VT57   0,0999999 0,153137 

Q7VYR1   0,531733 0,130823 Q7VSV1   0,0999943 0,0418601 

Q7VZT4   0,530648 -1,05704 Q79GE7   0,0998234 -0,0728741 

Q7VV79   0,530192 0,249882 Q7VTD4   0,0993959 -0,0432358 

Q7VY03   0,528144 0,339355 Q7VUG6   0,0990936 -0,117522 

Q7VW28   0,527408 0,20982 Q7VUL1   0,0990227 0,124378 

Q79H47   0,526471 0,19008 Q7VWE8   0,0989076 -0,0328388 

Q7VS40   0,522385 0,175963 Q7VVM4   0,0987135 0,0563993 

Q7W007   0,521784 -0,219282 Q7VTB5   0,0985903 -0,0565772 

Q7VTE5   0,51997 0,241353 Q7VYR3   0,0978863 -0,0584269 

 

Q7VW97   0,518806 -0,186525  Q7VYW4   0,0971725 -0,083034 

Q7VY42   0,518266 -0,242187 Q7VUQ7   0,0971243 -0,135581 

Q7VUY2   0,518049 -0,764038 Q7VZE0   0,0970784 0,0559936 

Q7VT10   0,516999 0,181539 Q7VXI6   0,0963818 -0,126584 

Q7VU31   0,515803 -0,410979 Q7VWH1   0,0963528 0,0685248 

Q7VYS1   0,511563 -0,369664 P40415   0,09621 0,0504074 

Q7W0A4   0,511175 -0,3255 Q7VZ01   0,0956777 0,0438666 

Q7VT00   0,508825 0,704875 Q7VZD8   0,0955846 -0,0744195 

Q7VVI7   0,508116 -0,621926 Q7VZB9   0,0955296 0,0644269 

Q7VT65   0,505577 0,590784 Q7W0C9   0,094577 0,0769439 

Q7VV89   0,502459 0,168941 Q7VVU5   0,0941456 -0,051425 

Q7VUS1   0,501865 0,161949 Q7VTA5   0,0926858 0,270505 

Q7VVG0   0,501054 0,097147 Q7VUF5   0,0920343 0,0818262 

Q7VY28   0,499928 -0,240829 Q7VTC5   0,0916853 -0,189594 

Q7W080   0,498686 -0,185358 Q7VTD1   0,0914327 0,0387697 

Q7W023   0,498662 0,0996494 Q79GJ5   0,0913095 0,0937886 
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Q7VUV8   0,498019 -0,197287 Q7VXA0   0,0912788 0,0236087 

Q7VWL0   0,497948 0,205862 Q7VV81   0,090492 -0,0885878 

Q7VUL2   0,497831 0,136695 Q7VVR2   0,0898252 0,045701 

Q7VXB6   0,495665 -0,218462 Q7VS21   0,0897072 0,183973 

Q7VU14   0,495269 0,757959 Q7VWL8   0,0896228 0,0719161 

Q7W0G8   0,494371 0,469625 Q7VW78   0,0884611 0,0845881 

Q7VZY4   0,492825 0,282 Q7VS00   0,0884224 -0,262432 

Q7VZC3   0,491767 -0,171398 P0A339   0,0872271 0,0886192 

Q7VT90   0,491684 -0,146927 Q7W0A2   0,0872064 -0,0743866 

Q79GX8   0,489529 0,212983 Q7VUU0   0,0867821 0,0676737 

Q7VXF8   0,488409 -0,266419 Q7VYQ8   0,0861683 -0,103182 

Q7W0C4   0,487249 0,16218 Q7VW08   0,0858635 0,046401 

Q7VSQ8   0,486396 0,218852 Q7VTK3   0,0855807 -0,053761 

Q7VWQ1   0,486225 0,330338 Q7VYH6   0,0851581 0,143868 

Q7W0D7   0,48607 -0,110483 Q7VY84   0,0821824 0,103153 

Q7W0L1   0,485872 0,192714 Q7W0S6   0,0821201 0,0876756 

Q7VYB9   0,484257 -0,294416 Q7VUN3   0,0811428 -0,292539 

Q7VWE7   0,481607 0,178863 Q7VX94   0,0799502 -0,0691943 

Q7VUV5   0,480555 0,0903544 Q7VUW7   0,0798061 0,0349221 

Q7VWL6   0,479301 -0,157621 Q7VWI0   0,0797538 -0,0925512 

Q7VWL4   0,479296 -0,24266 Q7VVS3   0,0795735 -0,0675235 

Q7VYC1   0,475543 0,196939 Q7VSH8   0,0790875 -0,0914273 

Q7VSM5   0,47442 0,34662 Q7VX06   0,0788621 -0,0229373 

Q79GR7   0,473997 0,45506 Q7VYR4   0,0785172 0,0317674 

Q7VXC9   0,473452 0,28312 Q7VVY8   0,0784472 0,0469275 

Q7VS65   0,47199 0,128229 P0A4U8   0,0769984 -0,0476122 
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Q7VTA4   0,470731 -0,411491 Q7VTN5   0,0767493 0,0768652 

Q7VZE7   0,470208 0,129007 Q7VUH9   0,076589 -0,0923657 

Q7W0P6   0,470133 0,673692 Q7VX67   0,076271 0,0383 

Q7VUA5   0,469998 0,240589 Q7VZC4   0,0761104 0,0341449 

Q7VUG0   0,469741 0,296477 Q7VVY2   0,0751653 -0,0556674 

Q7W008   0,469598 0,292201 Q7VWF8   0,0750554 0,16046 

Q7VTS6   0,466864 0,91363 Q7VW67   0,074502 -0,16832 

Q7VV98   0,466363 0,27177 Q7VSI4   0,0744324 0,0395632 

Q45340   0,464548 0,241774 Q7VV37   0,0744217 -0,0345359 

Q7VYR2   0,464256 -0,269115 Q7VTV0   0,0743871 0,0179381 

Q7VV94   0,464015 0,573609 Q7VUQ5   0,074254 0,0266066 

Q7VVJ1   0,463688 0,28356 Q7VUS9   0,0741599 -0,0705862 

Q7VSZ1   0,462101 -0,0671086 Q7VUL5   0,073212 0,0816197 

Q7W0C0   0,4618 -0,15356 Q7VX96   0,072754 -0,097322 

Q7VYM1   0,461489 0,438147 Q7VV72   0,0726213 0,0519633 

P0A4C5   0,459876 0,223877 Q7VYQ9   0,0725659 0,0517173 

Q7VXE0   0,459393 -0,825693 Q7VUV0   0,0724038 0,0505319 

Q7VTK7   0,458993 0,885576 Q7VUW0   0,0722934 -0,0562487 

Q7VYN5   0,458212 -0,0936399 Q7VVD8   0,0722389 0,0545244 

Q7VZ84   0,456051 -0,228642 Q7VXI7   0,071506 0,046061 

Q7VTB2   0,454853 0,169342 P12421   0,0714567 -0,0414701 

Q7W0J4   0,452908 -0,64555 Q7VS35   0,0712922 -0,0867615 

 

Q7W0H7   0,451604 0,471768  Q7VWC5   0,0712891 -0,121558 

Q7VVR6   0,450854 0,14165 Q7VS71   0,0695841 -0,0891781 

Q7VZ24   0,446911 0,116233 Q7VWE2   0,0688655 0,124608 

Q7VV00   0,446813 0,36201 Q7W0D6   0,0684996 0,0174074 
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Q7VVA9   0,4467 0,131325 Q7VU93   0,0681622 -0,0215354 

Q7VVG6   0,445886 -0,20772 Q7VTT7   0,0679671 0,0171528 

Q7VVY0   0,445043 0,248962 Q7VUA3   0,0667987 0,0803828 

Q7VY62   0,444025 -0,142883 Q79H48   0,0666858 -0,056931 

Q7VT13   0,440961 0,165009 Q7VZS7   0,0657755 -0,0435934 

Q7VU94   0,439462 0,110412 Q7VTE8   0,0657072 -0,0454354 

Q7VS82   0,43843 0,229672 Q7VZK1   0,0656902 0,147278 

Q7VTV4   0,438407 0,211077 Q9X6Y8   0,0655593 -0,0508714 

Q7VUV6   0,438233 -0,155925 Q7VW87   0,0650946 -0,0303955 

Q7W0C1   0,435713 0,173657 Q7VXP1   0,0645999 -0,120935 

P14283   0,435216 0,0895343 Q7VSK4   0,0635809 0,0517364 

Q7VWS3   0,435068 -0,959579 Q7W003   0,063411 -0,0747819 

P0A4E5   0,434295 -0,148801 Q7VZ80   0,0633965 -0,108192 

P0A3E3   0,434066 -0,361494 Q7VYP8   0,0622696 0,0358353 

Q7VSA8   0,433825 -0,137902 Q7VWY7   0,0613884 -0,0245366 

Q7VUK1   0,432134 0,179375 Q7VZ15   0,0603178 -0,110988 

Q7VZK2   0,431953 -0,575155 Q7VYS2   0,0601755 -0,0185957 

P04979   0,429467 0,534982 Q7VS46   0,0600328 -0,0461378 

Q7VZK8   0,428723 0,36007 Q7VV87   0,0597949 0,0379043 

Q7W0Q4   0,426205 0,323098 Q7VSE0   0,0595378 0,0512362 

Q7VU20   0,426151 0,113632 Q7VYA3   0,0588697 0,0557885 

Q7W0J9   0,425698 0,233853 Q7VRX7   0,0574295 0,0174966 

Q7VTN4   0,425436 0,399681 Q7VW32   0,0573502 0,044559 

Q7VU98   0,425296 0,182878 Q7VVE9   0,0567878 0,0818348 

Q7VU54   0,423855 -0,413998 Q7VWY2   0,0565551 -0,0609999 

Q7VUF0   0,422926 0,378304 Q7VSU7   0,0559497 -0,0203552 
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Q7VVG8   0,422603 0,201969 Q7VU04   0,0557434 -0,0289607 

Q7VW73   0,422482 -0,0565748 Q7VVQ9   0,0553563 0,105445 

Q79GQ4   0,421969 0,742878 Q7VZU4   0,0553059 -0,0347233 

Q7W0D5   0,420396 0,10341 Q7VVR4   0,0552598 0,0357733 

Q7VY60   0,418904 -0,327761 Q7VZG6   0,0550352 0,027072 

Q7VTM9   0,418475 0,174352 Q7VV17   0,0546217 0,0315351 

Q7VWJ6   0,416952 0,385127 Q7W0A7   0,0543981 0,0633965 

P0A352   0,415207 -0,16671 Q7VSE6   0,0538931 0,0699162 

Q7VYN8   0,414979 0,106858 Q7VY96   0,0530338 0,0204687 

Q7VYX5   0,4143 0,371518 Q7W0M8   0,0520928 -0,0444026 

Q7VZ56   0,411767 -0,139743 Q7VTH6   0,0520421 -0,0273929 

Q7VTF7   0,411561 0,181877 Q7VV41   0,0514442 0,0559111 

Q7VXK5   0,409095 0,12063 Q7VY63   0,0511621 0,0196662 

Q7VU45   0,40873 -0,177604 Q7VZ35   0,0510371 -0,0348573 

Q7VWA2   0,405868 0,139762 Q7W078   0,0508651 -0,0419979 

Q79GP4   0,404852 1,30865 Q7VY14   0,0505149 0,0865636 

Q7VTJ3   0,404645 0,113799 Q7W0S2   0,0498996 0,0284925 

Q7VZG2   0,404089 -0,102078 Q7VZQ1   0,0493362 0,0179014 

Q7VU64   0,4038 -0,167976 Q7W0F9   0,0488874 0,0159969 

Q7VXM6   0,402373 -0,235763 Q7VTB3   0,0485544 -0,023756 

Q7VT62   0,401653 0,248097 Q7VVG9   0,0484852 0,0281563 

Q7VUM2   0,400673 -0,195467 Q7VTU6   0,04832 0,0264435 

Q7VUP5   0,400647 -0,120521 Q7W041   0,0482954 0,027904 

Q7VUQ4   0,400094 0,41716 Q7VWK6   0,0482892 0,0816531 

Q7VU43   0,399869 0,363396 Q7VT04   0,0480469 0,017395 

Q7VY02   0,397738 0,65741 Q7VY73   0,0479412 0,0324659 
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Q7VUH3   0,397437 0,654661 Q7VY15   0,0478896 -0,106985 

Q7VSF2   0,396352 -0,293629 Q7VXK3   0,0469462 -0,0312276 

Q7VY06   0,396336 -0,469673 Q7VZB8   0,046699 0,0152798 

Q7VUT2   0,392765 -0,160264 P41399   0,0466253 0,0329952 

Q7VVU3   0,392165 -0,181269 Q7VTN6   0,0464425 -0,0115294 

Q7VVE7   0,391997 -0,224424 Q7W0J5   0,0461647 -0,0322204 

Q7W0D8   0,391601 0,214934 Q7W0J3   0,0457716 0,035326 

Q7VV75   0,391535 -0,245814 Q7VT84   0,0453087 0,0347958 

 

Q7VZF1   0,391068 0,169496  Q7VSY6   0,0452225 -0,0115576 

Q7VYR0   0,389704 -0,385546 Q7VVS5   0,0448279 -0,0139065 

Q7VU37   0,388548 0,0893106 Q7VW69   0,0443581 0,072032 

Q7VSE1   0,388514 -0,147667 Q7VYN6   0,0439303 -0,0225725 

Q7VTB6   0,385533 0,161656 Q7VZ05   0,043488 -0,0172806 

Q7VTC2   0,385149 0,263656 Q7VY87   0,0432659 -0,0362158 

Q7VU82   0,383795 -0,166747 Q7VUJ9   0,0432548 -0,0346994 

Q7VUE4   0,383728 -0,397629 Q7VV07   0,0431582 -0,0132532 

Q7TTK0   0,383612 0,0712547 Q7VT07   0,0430879 0,0232673 

Q7VWX5   0,383567 -0,197486 Q7VWV5   0,0428135 0,0194535 

Q7VU53   0,383103 0,145189 Q7VXM1   0,0427074 0,0276003 

Q7VYS7   0,383093 0,131399 Q7VV55   0,042286 0,0406256 

Q7VZV0   0,382944 0,441955 Q7VU29   0,0421632 0,108156 

Q7VVK6   0,382167 0,52316 Q7VZ83   0,0409967 -0,0289636 

Q7VS45   0,377765 -0,180463 Q7VSC7   0,0403538 -0,0379739 

Q7VVN1   0,373228 0,190755 Q7W0E8   0,0394787 -0,0191407 

Q7VXA8   0,372926 0,0932755 Q7VXW5   0,0390752 0,0171742 

Q7VTP7   0,370113 0,986709 Q7VS85   0,0383395 0,0106525 
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Q7VZR1   0,369176 -0,406336 Q7VW38   0,0383014 0,0348644 

Q7VXA2   0,367031 -0,322932 Q7VYC8   0,0377479 0,0584273 

Q7VU52   0,36582 -0,168499 Q7VVH2   0,0373377 0,0220823 

Q7VUI0   0,36569 0,36857 Q7VWR4   0,0359177 0,0106068 

Q7VT45   0,365352 0,399307 Q7VUH8   0,0354792 0,0709667 

Q7VU59   0,365216 -0,974324 Q7VTG9   0,0350865 0,0110965 

Q7VTS4   0,364101 0,549191 Q7VRX6   0,0349424 -0,0139718 

Q7VYP9   0,363927 -0,310893 Q7VS51   0,0345558 -0,0458536 

Q7VSN1   0,363428 -0,173969 Q7VW26   0,0345203 -0,0164285 

Q7VYA8   0,363344 -0,130836 Q79GR2   0,0344701 0,0782404 

Q7VZD6   0,362189 0,194596 Q7VV14   0,0344623 0,029397 

Q7VUQ3   0,361536 -0,298459 Q7VUT1   0,0342542 0,0198154 

Q7VZ86   0,360361 0,179685 Q7VV92   0,0342398 -0,0191922 

Q7VTS8   0,359661 0,824389 Q7VVR7   0,0342339 0,0335007 

Q7VZP9   0,358195 0,159343 Q7VTD6   0,0341553 -0,0215268 

Q7VU62   0,357912 0,179507 Q7VZI3   0,0341406 -0,0701303 

Q7VWL9   0,357752 0,177782 Q7VSM2   0,0337596 0,0321875 

Q7W006   0,357717 -0,166589 Q7VVA2   0,0331492 -0,0067797 

Q7VX48   0,357015 -0,112735 Q7VSQ5   0,0331204 -0,0065823 

Q08530   0,35667 0,567894 Q7VXM0   0,0328118 -0,0200768 

Q7VXK9   0,35553 0,163217 Q7VU86   0,0323305 -0,0238118 

Q7VSM3   0,354135 -0,113662 Q7VZ36   0,032011 -0,0284748 

Q7VVY3   0,354079 -0,240651 Q7VU11   0,0308623 0,0322194 

Q7TT91   0,353028 0,170794 Q7VSG0   0,0305939 -0,0141616 

Q7VYH9   0,352694 -0,17481 Q7VZ17   0,030246 0,0197759 

Q7VYR5   0,35199 -0,324248 Q7VX43   0,0300478 -0,027524 



Lic. Federico Zacca  Tesis Doctoral 
 

158 
 

Q7VUW9   0,351731 0,135145 Q7VU92   0,0299392 -0,0363474 

Q7VWM1   0,350879 -0,129898 Q7W0H1   0,0293582 0,0578475 

Q79GP1   0,349375 0,158414 Q7VST6   0,0288127 0,0382671 

Q7VTB1   0,348592 -0,338758 Q7VZQ4   0,0278712 -0,0178084 

Q7VTR9   0,347531 0,138605 P33410   0,0276864 -0,018877 

Q7VX85   0,345673 0,485521 Q7VZB0   0,0275149 -0,0184293 

Q7VZF5   0,345379 -0,186095 Q7VRZ3   0,0271179 -0,0223684 

Q7VTM8   0,345315 -0,303248 Q7VW76   0,0269684 0,0298171 

Q7VZG4   0,345097 0,119326 Q7VZT5   0,0266729 -0,018209 

Q7VX99   0,344156 0,132223 Q7VVF8   0,0264635 0,120142 

Q7W0B5   0,343404 0,814537 Q7VVU6   0,026402 -0,0147457 

P35077   0,34327 0,153956 Q7VUQ8   0,0260083 -0,0367675 

Q7VY25   0,343088 -0,061769 Q7VU16   0,025535 0,0156908 

Q7VYL8   0,342669 0,158555 Q7VS26   0,0255053 0,0151291 

Q7VTD2   0,341291 0,18075 Q7VVB8   0,0252544 -0,0110669 

Q7VY99   0,33972 -0,146438 Q7VYC6   0,025155 0,0525298 

Q7VVL1   0,338576 0,082386 Q7VVV1   0,0248384 0,0232015 

Q7W0G6   0,337853 -0,188577 P65622   0,0240796 0,0178237 

Q7VUA1   0,33633 0,218112 Q9X6Y9   0,0235372 0,0121298 

Q7VRY1   0,335598 -0,0907431 Q7VTW2   0,0232886 0,0321703 

 

Q7W0F5   0,335131 0,955336  Q7VTG4   0,022657 -0,038065 

Q7VXW8   0,333775 -0,127469 Q7VS43   0,0222995 -0,0109839 

Q79GQ3   0,332873 0,249629 Q7VZX9   0,021592 0,0401878 

Q7VU44   0,332098 -0,187144 Q7VVI4   0,0211705 0,00955391 

Q7VXD7   0,331862 -0,132375 Q7VT27   0,0208561 -0,0067248 

Q7VTI3   0,33182 0,247854 Q7VXA4   0,0205213 0,010735 
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Q7W0C3   0,330147 0,106852 Q7VVC8   0,0198922 0,0181208 

Q7VYD0   0,330119 0,0933137 Q7VTE3   0,0198549 0,0156794 

Q7VSR6   0,328137 0,192444 Q7VZU6   0,0193642 -0,02144 

Q7VZU9   0,327799 0,278999 Q7VSY9   0,0171501 0,0121131 

Q7W0S8   0,326987 0,112764 Q7W0F2   0,0170913 -0,0250216 

Q7W0R8   0,325681 -0,283099 Q7VXM2   0,0165732 -0,013813 

Q7VTQ0   0,324851 0,214751 Q7VTA1   0,0165344 0,0281577 

Q7VYD1   0,32299 0,14687 Q7VYV3   0,0158456 -0,0159364 

Q7VZC9   0,32271 -0,188864 Q7VZZ7   0,0157931 -0,0081263 

Q7VYZ3   0,321402 -0,115229 Q7W0J1   0,0156568 -0,0316515 

Q7W012   0,321143 0,120467 Q7VUR2   0,0154859 0,0213556 

Q7W021   0,320706 0,0766363 Q7VS25   0,0144361 0,00731134 

Q7VYM0   0,320341 0,211415 Q7VZA6   0,0143924 0,00795698 

Q7VSA2   0,320313 0,152089 Q7VVC2   0,0143185 -0,022512 

Q7VUS7   0,32013 -0,227574 Q7VUG2   0,0141481 0,00531101 

Q7VY32   0,319434 -0,0709391 Q7VXD8   0,0138855 -0,0069614 

Q7U364   0,318512 -0,124218 Q7VYB7   0,0130995 -0,004312 

Q7VSY7   0,317879 0,155765 Q7VSD1   0,0129632 -0,0199256 

Q7VYT5   0,317224 -1,05633 Q7VTC4   0,0127102 0,00562954 

Q7VZE6   0,315988 0,612421 Q7VWM3   0,0113746 0,00594759 

Q7VW33   0,315609 -0,157476 Q7VXZ4   0,0102813 -0,0097599 

Q7VUW6   0,315153 0,0639687 Q7VV32   0,0100792 -0,0093927 

Q00879   0,313963 -0,101222 Q7W0S1   0,009954 -0,0056706 

Q7VYV2   0,313933 0,522051 Q7VTF0   0,0094089 0,00386524 

Q7W0M3   0,313789 -0,24883 Q7VY89   0,0093804 0,0025363 

Q7VVB0   0,313334 -0,0691957 Q7W014   0,0093735 0,00451374 
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Q7VY22   0,311763 0,2384 Q7VU27   0,0091781 -0,0028329 

Q7VWW1   0,30965 -0,222598 Q7VW57   0,0088477 -0,0054941 

Q7VUM0   0,308193 -0,127261 Q7VXE1   0,0085449 -0,006001 

Q79GN7   0,307856 0,302716 Q7VTQ9   0,0084912 0,00643063 

Q7VWC2   0,306924 0,37071 Q7VWF0   0,0082495 0,00850058 

Q7VZY7   0,306103 -0,148413 Q7VV76   0,0080795 0,00394535 

Q7VXG4   0,305021 -0,166374 Q7VWA4   0,0076247 0,00250626 

Q7VXC5   0,303804 -0,29881 Q7W0L2   0,0076032 -0,0089688 

Q7VXH0   0,303733 0,0920086 P0DKX7   0,0072666 -0,025075 

Q7VXZ3   0,303239 -0,685299 Q7VV97   0,0071529 -0,010006 

Q7VZT1   0,30266 -0,134718 Q7VUH1   0,0070248 0,0119452 

Q7W081   0,300705 0,175372 Q7VVR5   0,0068809 0,00527954 

Q7VYL5   0,299879 0,362926 Q7VSV3   0,0065369 0,00285053 

Q7VTP8   0,298723 0,423056 Q79H25   0,0064469 -0,002872 

Q7W0R9   0,298165 -0,228426 Q7VSD8   0,0061402 -0,0050445 

Q7VXK2   0,297988 -0,0698452 Q7VW04   0,0060712 0,00156784 

Q7VUP1   0,297453 0,196989 Q7VSP7   0,0060248 0,00231457 

Q7W0H2   0,295586 -0,284109 Q7VSZ3   0,0060196 -0,0125718 

Q7VXY8   0,294234 -0,175899 Q7VZX5   0,0057631 0,00275517 

Q7VVX5   0,294143 0,429118 Q7VYH8   0,0048219 0,00391436 

Q7VU97   0,292646 0,349417 Q7VUL8   0,0043202 0,00124598 

P67690   0,292521 0,658794 P0A448   0,0040746 0,00474501 

Q7VX20   0,289612 0,223929 Q7VW91   0,0039133 0,00592852 

Q7VTS1   0,288602 0,0662732 Q7VVT8   0,0032934 0,00698996 

Q7VTA7   0,288197 0,140301 Q7VSN4   0,0032027 0,00188541 

Q7VWQ7   0,28725 0,119245 Q7VVR3   0,0025425 0,00132895 
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Q7VXN6   0,285527 0,0839653 Q7VT67   0,0022952 0,00118732 

Q7VS29   0,284342 -0,313035 Q7VUE0   0,0022897 -0,0031939 

Q7VTU4   0,283318 -0,266465 Q7VZJ6   0,0015795 0,00048018 

Q7VZQ3   0,282623 -0,0843439 Q7VW79   0,0013788 0,00132704 

Q7VWP0   0,280744 -0,131452 Q7VY70   0,0013482 0,00403738 

Q7VWL2   0,279459 0,122487 Q7VS95   0,0011784 -0,0012054 

Q7VTJ9   0,278964 -0,137341  Q7VWF9   0,0009719 -0,0009456 

Q79GQ6   0,277641 -0,67252  Q7VWY8   0,0008862 0,00064993 

      Q7W0I4   0,0007742 -0,0008583 
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Proteínas identificadas en la proteómica comparativa BPSM 

vs 1092- (condición: pBP0338) 
 

T: Protein IDs 

C: Student's  
T-test  

Significant  
W_Δ 

C:  
Student's  

T-test 
significant 

N: -Log 
Student's 

Ttest p-value  
W_Δ 

N: Student's 
Ttest 

Difference  
W_Δ 

 

T: Protein IDs 

C:  
Student's 

Ttest  
Significant  

W_Δ 

C: Student's  
T-test 

significant 

N: -Log 
Student's 

Ttest p-value  
W_Δ 

N: Student's  
T-test  

Difference  
W_Δ 

Q7VT05 + W_Δ 3,72853 0,795361 Q7W0G9   0,481181 0,632577 

Q7VUX9 + W_Δ 3,54196 3,76354 Q7VUI0   0,480646 0,249251 

Q7VS26 + W_Δ 3,41229 0,707652 Q7VZZ4   0,480493 -0,193025 

Q7VVR2 + W_Δ 3,03068 1,59929 Q7VZG8   0,480477 0,195704 

Q7VUT9 + W_Δ 2,93536 1,09769 Q7VWM0   0,479951 0,204647 

Q7VUK6 + W_Δ 2,92368 1,2762 Q7W0J3   0,479669 0,358605 

Q7W0K7 + W_Δ 2,88072 0,859918 Q7VWT3   0,475878 0,262854 

Q7VUS1 + W_Δ 2,68646 0,743808 Q7VV85   0,475144 0,83339 

Q7VUK3 + W_Δ 2,64377 0,962931 Q7VSN2   0,473023 -0,448074 

Q7VS40 + W_Δ 2,59638 1,14774 Q7VW78   0,472513 0,839946 

Q7VUV0 + W_Δ 2,57259 0,837043 Q7VTA0   0,469607 0,859277 

Q7VSM5 + W_Δ 2,54484 0,766779 Q7VY62   0,469589 0,296904 

Q7VT31 + W_Δ 2,54306 -1,26306 Q79GE1   0,469584 0,479361 

Q7VV21 + W_Δ 2,53033 1,05074 Q7VS89   0,468913 0,299821 

Q7VTE5 + W_Δ 2,51555 0,818687 Q7VXZ9   0,468517 0,28773 

Q7W019 + W_Δ 2,50913 1,65632 Q7VTS1   0,46816 0,379685 

Q7VU75 + W_Δ 2,50172 0,544216 Q7VVR7   0,467846 0,359848 

Q7VUJ7 + W_Δ 2,48765 0,897935 P65852   0,46631 0,371327 

Q7VXM8 + W_Δ 2,48091 1,38084 Q7VYR1   0,465118 0,260675 

Q7VSL7 + W_Δ 2,45985 1,65979 Q7VSB7   0,465031 0,250892 

Q7VT93 + W_Δ 2,39886 0,736608 Q7VZC5   0,46497 -0,40495 

Q7VVK6 + W_Δ 2,3707 1,02 Q7VYP7   0,464769 -0,457361 
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Q7VT10 + W_Δ 2,35378 0,742566 Q7VWW8   0,464077 0,381202 

Q7VTI5 + W_Δ 2,30646 0,557155 Q7VVJ1   0,463638 0,203742 

Q7VV53 + W_Δ 2,30154 0,647497 Q7VUG5   0,4627 -0,25257 

Q7VV33 + W_Δ 2,28647 0,75927 Q79GN3   0,462455 0,65879 

Q7VU69 + W_Δ 2,26918 0,557206 Q7VV74   0,460017 1,09231 

Q7VY98 + W_Δ 2,26769 -0,572554 Q7W0G1   0,459448 0,38785 

Q7W0J1 + W_Δ 2,25734 1,13124 Q7W0E3   0,458146 -0,273314 

Q7W049 + W_Δ 2,24332 0,866756 Q7W0S1   0,457616 0,339278 

Q7VUX8 + W_Δ 2,23842 0,661284 Q7VUM2   0,457579 -0,310571 

Q7VUI3 + W_Δ 2,20683 0,626717 Q7W021   0,457251 0,238639 

Q7VUN0 + W_Δ 2,20498 0,68424 Q7VTG9   0,455256 0,343164 

Q7VYS0 + W_Δ 2,20348 1,76928 Q7VW57   0,455152 0,334289 

Q7VUG8 + W_Δ 2,19525 0,581278 Q7W082   0,454972 0,377584 

Q7VVU9 + W_Δ 2,18845 0,339108 Q7VWF6   0,452898 -0,391323 

P0DKX8 + W_Δ 2,17029 0,661413 Q7VTS3   0,452416 0,954499 

Q7VVF6 + W_Δ 2,16118 1,05184 Q7VXK9   0,451466 0,291909 

Q7VTF9 + W_Δ 2,15744 0,801727 Q7VX55   0,45114 -0,229316 

Q7W0J8 + W_Δ 2,14833 0,761633 Q7VYM0   0,451104 0,35026 

Q7VZX9 + W_Δ 2,12929 0,808339 Q7VWP7   0,447402 0,307906 

Q7VUZ1 + W_Δ 2,12619 1,30119 Q7VY25   0,446875 -0,548257 

Q7VTE2 + W_Δ 2,07933 2,94118 Q7VXW8   0,446204 -0,333972 

Q7W0H2 + W_Δ 2,07841 1,34604 Q7VS45   0,446115 0,285619 

Q7VWN0 + W_Δ 2,0721 0,768933 Q7VU37   0,442623 0,25527 

Q7W0K5 + W_Δ 2,06083 0,610567 Q7VXL5   0,441751 1,86994 

Q7VTF0 + W_Δ 2,05061 0,804151 Q7W0Q6   0,441709 0,149839 

Q7VTL9 + W_Δ 2,0442 1,97863 Q79GR9   0,440954 0,487562 

Q7VX48 + W_Δ 2,03849 -0,171296 Q7W0C0   0,440848 0,344508 
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Q7VU98 + W_Δ 2,03728 0,803105 Q7VW04   0,439371 0,207516 

Q7VSQ1 + W_Δ 2,0171 0,853767 Q7VSL8   0,437721 0,413882 

Q7VVC7 + W_Δ 1,99932 1,70455 Q7VZ87   0,4377 0,184937 

Q7VXH2 + W_Δ 1,99154 0,755676 Q7VW98   0,437349 0,692473 

Q7VU13 + W_Δ 1,97468 0,357748 P0A4U8   0,436786 -0,229688 

Q7VTT7 + W_Δ 1,974 0,6586 Q7W006   0,434871 -0,307044 

Q7W0C1 + W_Δ 1,97162 0,598292 Q7VXB6   0,434835 -0,413558 

Q7VUH1 + W_Δ 1,95843 0,826315 Q7W0C3   0,432486 0,317052 

Q7VUR3 + W_Δ 1,9449 0,626131 Q7VSN6   0,430146 -0,284688 

Q79GG1 + W_Δ 1,938 0,963099 Q7VYB0   0,429887 0,285091 

Q7VS81 + W_Δ 1,92245 0,763484 Q7VV81   0,429879 -0,617056 

Q7VU32 + W_Δ 1,91415 0,515093 Q7VTK9   0,427437 0,559951 

Q7VWH3 + W_Δ 1,91339 1,12351 Q7VZZ5   0,426251 -0,309282 

 

Q7VU93 + W_Δ 1,90941 0,447002  Q7VXB9   0,42546 0,33792 

Q7VZ01 + W_Δ 1,8933 0,438632 Q7W0T0   0,424849 0,753464 

Q7VY90 + W_Δ 1,88718 0,768949 Q7VTI0   0,424388 0,797021 

Q7VXP2 + W_Δ 1,88516 1,45246 Q7VU00   0,423309 0,41399 

Q7VV40 + W_Δ 1,87773 0,771675 Q7VXR3   0,423197 0,397584 

Q7VSU5 + W_Δ 1,87577 0,607158 Q7VUU9   0,420698 0,375751 

Q7W0J9 + W_Δ 1,87306 0,769962 Q7VUQ8   0,420248 0,499545 

Q7VVL0 + W_Δ 1,83709 0,937255 Q7VS83   0,418676 0,262288 

Q7VZ67 + W_Δ 1,82576 0,380585 Q7VV89   0,41835 0,239084 

Q7VYQ4 + W_Δ 1,82507 0,803805 Q7VSE1   0,416221 -0,483133 

Q7VVT4 + W_Δ 1,82437 0,569733 Q7VWG3   0,416001 -0,84606 

Q7VTN4 + W_Δ 1,80254 0,319329 Q7VZG6   0,41382 -0,338204 

Q7W0M6 + W_Δ 1,80142 0,682261 Q7VXA8   0,412546 -0,160522 
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Q7VUR4 + W_Δ 1,80012 1,25916 P0A4H2   0,4087 0,329502 

Q7VVF9 + W_Δ 1,79377 0,598683 Q7VZK8   0,40603 0,132776 

Q7VTN0 + W_Δ 1,78927 1,05807 Q7VVU2   0,403488 0,199159 

Q7W0Q4 + W_Δ 1,78189 0,695775 Q7VUE4   0,403144 0,345005 

Q7VYT5 + W_Δ 1,77647 0,610259 Q7VW26   0,402341 0,112891 

Q7W0H7 + W_Δ 1,77321 0,512242 Q7VW73   0,401227 0,238693 

Q7VSI4 + W_Δ 1,77305 1,43796 Q7VUU1   0,40055 0,48187 

Q7W0K3 + W_Δ 1,77301 0,400953 Q7W078   0,400203 0,299222 

P04978 + W_Δ 1,73763 1,06012 Q7VXB3   0,400039 0,29788 

Q7VTG8 + W_Δ 1,71036 0,693153 Q7VZA6   0,399589 0,28926 

Q7VSZ6 + W_Δ 1,70971 0,958495 Q7VY37   0,397638 -0,41072 

Q7VS25 + W_Δ 1,7078 0,626165 Q7VZD4   0,397495 0,156274 

Q7W032 + W_Δ 1,70759 0,826024 Q7VWM1   0,397152 -0,241002 

Q79H46 + W_Δ 1,69209 0,691916 Q7VUK1   0,395912 0,274024 

Q7W098 + W_Δ 1,69066 0,747534 Q7VSM0   0,395534 0,454335 

Q7W0B1 + W_Δ 1,68726 0,825681 Q7VV32   0,394848 0,397581 

Q7VYS6 + W_Δ 1,67056 1,13785 Q7VV94   0,393124 0,75104 

Q7VVK5 + W_Δ 1,66505 0,693592 Q7VYL3   0,392734 0,321297 

Q79GE3 + W_Δ 1,66483 0,666578 Q7VZE8   0,392153 -0,573663 

Q7VTG5 + W_Δ 1,63221 0,55273 Q7VUH8   0,391698 0,63483 

Q7VTV4 + W_Δ 1,62939 0,911921 Q7VWK1   0,389728 0,324361 

Q7W0I8 + W_Δ 1,62857 0,753389 Q7VZK2   0,389535 0,271184 

Q7VT57 + W_Δ 1,62758 0,831346 Q7VW67   0,389426 0,798354 

Q7VZG4 + W_Δ 1,62621 -0,614578 Q7VWA1   0,388714 -0,348324 

Q7VYM1 + W_Δ 1,61675 0,649096 Q7VVU0   0,386193 0,331808 

Q79H42 + W_Δ 1,61451 0,616373 Q7VV03   0,385358 0,202143 

Q7VW94 + W_Δ 1,60388 -0,437592 Q7VWE2   0,385117 -0,663765 
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Q7W014 + W_Δ 1,5998 0,470434 Q7VY76   0,384134 0,127145 

Q7VTJ7 + W_Δ 1,59967 0,337358 Q7VZ05   0,384129 -0,348488 

Q7VXG6 + W_Δ 1,59928 0,664793 Q7VS35   0,383483 0,742139 

Q7VY03 + W_Δ 1,59294 0,73108 Q7VU19   0,383015 0,180561 

Q7VZA7 + W_Δ 1,58502 1,31272 Q7VWE9   0,382929 -0,318117 

P33409 + W_Δ 1,58003 0,652629 Q7VWV8   0,37977 0,256815 

Q7VUM4 + W_Δ 1,5755 1,3254 Q7VWI4   0,379474 0,775506 

Q7VTF7 + W_Δ 1,56611 0,433087 Q7VU60   0,378978 0,402406 

Q7VST5 + W_Δ 1,56487 0,937327 Q7VSZ3   0,37821 0,32639 

Q7U358 + W_Δ 1,5618 0,317602 Q7W061   0,377503 0,209303 

Q7VSY7 + W_Δ 1,54969 0,569094 Q7VUF7   0,377322 0,334121 

Q7VSV5 + W_Δ 1,54647 0,982654 Q7VSD8   0,376678 0,239876 

Q7VUN9 + W_Δ 1,54172 -0,46037 Q7VTM4   0,375501 0,4302 

Q7VTE8 + W_Δ 1,53384 0,392421 Q7VW70   0,373444 -0,61228 

Q7VUX0 + W_Δ 1,53351 1,24248 Q7VWI3   0,371271 0,601733 

Q7VWJ0 + W_Δ 1,53186 0,818297 Q7VTD7   0,370889 -0,199022 

Q7VTU4 + W_Δ 1,53089 0,468734 Q7VSC7   0,370669 -0,257977 

Q7VSD5 + W_Δ 1,52916 0,651793 Q7VYA4   0,369822 -0,181417 

Q7VUZ9 + W_Δ 1,52516 0,740829 Q7VU62   0,368287 0,270527 

Q7TTH1 + W_Δ 1,52347 1,33547 Q7VXY3   0,367297 -0,251173 

Q7W0A8 + W_Δ 1,51869 1,1951 Q7VXM6   0,367296 -0,371836 

Q7W0D1 + W_Δ 1,51539 0,617994 Q7VZP2   0,366142 -0,354252 

Q7VUW8 + W_Δ 1,51213 1,1832 Q7VYN2   0,365126 -0,15758 

Q7VVN1 + W_Δ 1,51116 0,743914 Q7VV37   0,363812 0,168655 

Q7VVY8 + W_Δ 1,50947 0,616457 Q7VUH9   0,363762 0,477694 

P04977 + W_Δ 1,50843 0,898542 Q7VXZ7   0,363103 0,267131 

Q7VZQ0 + W_Δ 1,50256 -0,364083 Q7VW64   0,362963 -0,785684 
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Q7VUF0 + W_Δ 1,49722 0,522696  Q7VSV0   0,361282 0,469141 

Q7VT84 + W_Δ 1,49717 0,971714 Q7VWE6   0,360128 0,325623 

Q7VUE3 + W_Δ 1,49439 0,562734 Q7VUS3   0,358615 0,194076 

Q7VVL2 + W_Δ 1,48845 1,16122 Q7VYS1   0,35707 0,227146 

Q7VTK7 + W_Δ 1,48658 0,973959 Q7VSU1   0,35543 0,319345 

Q7VX44 + W_Δ 1,48513 -1,03249 Q7VWL9   0,353482 0,282121 

Q7TTK0 + W_Δ 1,48477 0,614416 Q7VV17   0,353154 -0,426385 

Q7VZS5 + W_Δ 1,45292 -0,437479 Q7VUR2   0,351395 0,444145 

Q7VTD9 + W_Δ 1,44781 0,550069 Q7VWM6   0,35036 0,310396 

Q7W062 + W_Δ 1,43373 0,472688 Q7VTZ8   0,349765 -0,382436 

Q7VZY9 + W_Δ 1,43251 0,679379 Q7VTC6   0,349433 0,228829 

Q7VV41 + W_Δ 1,43052 0,481189 Q7VZB9   0,34854 -0,262363 

Q7VVS6 + W_Δ 1,4291 -0,356145 Q7VYQ8   0,345628 0,268873 

Q7VWS3 + W_Δ 1,42869 0,689631 Q7VY87   0,345264 0,249488 

Q7VV00 + W_Δ 1,42492 0,964527 Q7VXD9   0,343977 0,247168 

Q79GJ5 + W_Δ 1,42484 0,670866 Q7VW87   0,342409 0,25657 

Q7VZV0 + W_Δ 1,41625 0,664136 Q45388   0,342341 -0,416489 

Q7VYC7 + W_Δ 1,41425 -0,773378 Q7VY61   0,340582 0,729827 

Q7VWM2 + W_Δ 1,41297 0,596991 Q7VSK5   0,339178 0,399858 

Q7VSQ6 + W_Δ 1,40997 0,834691 Q7VTM6   0,339024 0,367367 

Q7VWC1 + W_Δ 1,4066 0,377453 Q7VTC4   0,338987 0,253902 

Q7VSS1 + W_Δ 1,40659 0,366023 Q7VSH9   0,33839 0,297771 

Q79GQ4 + W_Δ 1,40492 1,97774 Q7VSH3   0,338016 -0,171458 

Q7VZ70 + W_Δ 1,40302 -0,387479 Q7VUW7   0,335083 -0,332056 

Q7VS28 + W_Δ 1,40141 0,655315 Q7VWQ7   0,33406 0,224223 

Q7VXJ2 + W_Δ 1,40137 0,480144 Q7VXM2   0,332478 -0,35804 
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Q7VZV3 + W_Δ 1,40118 0,245458 Q7VXN2   0,332287 0,168284 

Q7VTI6 + W_Δ 1,38609 0,727669 Q7VV73   0,330053 -0,40448 

Q7VSW1 + W_Δ 1,38113 0,510409 Q7VYQ9   0,329998 0,24532 

P67690 + W_Δ 1,37994 1,16969 P37369   0,329254 0,316752 

Q7VWZ4 + W_Δ 1,37543 0,495852 Q7VYJ3   0,328294 -0,481742 

Q7VV42 + W_Δ 1,3546 1,69974 Q7VZ55   0,327253 -0,189 

Q7VYL2 + W_Δ 1,35299 0,598943 Q7VYB7   0,325404 -0,233303 

Q7VZT4 + W_Δ 1,35072 2,2066 Q9X6Y8   0,322658 0,178459 

Q7VTA5 + W_Δ 1,35061 0,531761 Q7VSE2   0,322143 -0,245294 

Q79GE2 + W_Δ 1,34978 0,553885 Q7VXA2   0,321687 0,241402 

Q7VTN6 + W_Δ 1,34872 0,560994 Q7VTD3   0,321406 0,238935 

Q7VY22 + W_Δ 1,34818 0,380699 Q7VWP0   0,321266 -0,130289 

Q7W041 + W_Δ 1,34532 0,419549 Q7VXC5   0,32006 -0,498947 

Q7VW93 + W_Δ 1,33826 1,46883 Q7VY32   0,318269 0,19174 

Q7VUW3 + W_Δ 1,33631 0,689507 Q7VSE6   0,317417 0,240806 

Q7VS22 + W_Δ 1,33207 -0,66331 Q79H25   0,31561 0,562444 

Q7VYV2 + W_Δ 1,31998 0,435421 P35077   0,315484 0,186214 

Q7VUQ3 + W_Δ 1,31935 0,808385 Q7W010   0,315177 0,359484 

Q7VY97 + W_Δ 1,31865 -0,449624 Q7VUP9   0,31461 0,324595 

P04979 + W_Δ 1,31738 1,00094 Q7VZ61   0,314042 0,275087 

Q7W0D7 + W_Δ 1,31278 -0,382181 Q7VVS5   0,313673 -0,229697 

Q7VU38 + W_Δ 1,31093 1,68304 Q7VWK7   0,312643 -0,18759 

Q7VU91 + W_Δ 1,30103 0,720215 Q7VZS4   0,312064 -0,220485 

Q7VZB8   1,29896 -0,539437 Q7VZ53   0,311304 0,343415 

Q7VS27   1,29639 0,867524 Q7W020   0,310765 0,48076 

Q7VST6   1,29211 0,548598 Q7VUW2   0,309696 0,159299 

Q7VWW9   1,28833 0,581124 Q7VWF3   0,309594 0,230964 
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Q7VVJ8   1,27711 0,450935 Q7W0A7   0,309123 0,290402 

Q7VVZ2   1,27626 -0,801764 Q7VY05   0,308082 -0,296227 

Q7VW51   1,26892 0,439233 Q7VUL5   0,307883 -0,241252 

Q7VUP3   1,26781 0,373744 Q7W0J5   0,306553 0,271254 

Q7VT91   1,26696 0,893044 Q7VWE7   0,306063 0,180552 

Q7VUM8   1,25999 0,675948 Q7VWV1   0,3057 0,178774 

Q7VU11   1,2495 0,97684 Q7VXD5   0,305451 0,317564 

Q7VT92   1,24926 0,500525 Q7VTK3   0,304957 0,168947 

Q7VZK1   1,24666 0,998017 Q7VUM6   0,299419 0,362523 

Q7VWH1   1,24448 0,445331 Q7VTJ3   0,299381 0,314806 

Q7VXP5   1,24417 0,44009 Q7VWY1   0,298248 0,176559 

Q7VSH2   1,23563 0,729509 Q7VZ18   0,297037 -0,230407 

Q7VVG5   1,23003 0,54483 Q7VUU0   0,295493 0,525778 

Q7VSE9   1,22309 0,681862 Q7VTC2   0,295425 0,329332 

 

Q79GE6   1,2172 1,08988  Q7VVR4   0,293176 0,152563 

Q7VYC0   1,21697 -0,425369 Q7VWZ0   0,293077 -0,272283 

Q7VYH5   1,21636 0,627118 Q7VZI3   0,292292 -0,427358 

Q7VZR2   1,21557 0,408483 Q79GX8   0,289114 0,26262 

Q7VX99   1,20761 0,357174 Q7W0P6   0,287654 0,174126 

Q7VTV0   1,19988 0,428581 Q7VZX4   0,28693 -0,237798 

Q7VTH6   1,19887 0,363477 Q7VSD1   0,286313 0,299622 

Q7VYW4   1,19415 0,610354 Q7VW08   0,28582 -0,330369 

Q7W0N0   1,18618 0,933962 Q7VWL3   0,283923 0,065474 

Q7VW86   1,18414 0,559682 Q7VXP6   0,281491 0,106536 

Q7VVB0   1,18385 0,632151 Q7VZ72   0,281281 -0,718889 

Q7VRY0   1,17237 0,649825 Q7VTQ9   0,281042 0,0938516 
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P0A3R5   1,17198 1,16602 Q7VW39   0,280332 0,143522 

Q79GQ0   1,16745 1,32674 Q7VV79   0,280012 0,238863 

Q7VU58   1,16719 0,629929 Q7TTJ1   0,279892 0,25275 

Q7W0Q0   1,16692 0,54799 P33410   0,279681 -0,178647 

Q79GQ5   1,16287 1,09141 Q7VTA2   0,278633 -0,220128 

Q7VW68   1,16076 0,460571 Q7VXE1   0,277995 -0,176714 

Q7VVX6   1,16014 0,811947 Q7VTW2   0,277717 -0,180804 

Q45338   1,16011 1,09977 Q7VTB4   0,277153 -0,254009 

Q7VTG3   1,15759 2,33811 Q7VTU2   0,27681 0,206321 

Q7VZH1   1,15507 0,496356 Q7W083   0,276704 0,146069 

Q7W0F1   1,15429 0,685375 Q7VW28   0,275923 -0,225847 

Q7VVF5   1,15013 0,865578 Q7VXX2   0,275556 0,156557 

Q79GE7   1,14943 0,669075 Q7VTD5   0,275484 -0,288093 

Q7VT96   1,14782 0,574212 Q7VYD2   0,275229 -0,191653 

Q7VWQ1   1,14472 0,54272 Q7VTV5   0,274802 0,20481 

Q7VVG0   1,14456 0,599871 Q7W0A9   0,274625 0,179229 

Q7VZU0   1,14411 -0,929711 Q7VY89   0,274228 -0,207349 

Q7VT77   1,14118 0,548537 Q7VUU5   0,274052 -0,335878 

Q7VY36   1,13726 0,207995 Q7VXT8   0,273739 -0,109912 

Q7VTD8   1,13505 1,04649 Q7VYR2   0,273253 -0,352252 

Q7VV70   1,13499 0,512978 Q7VU43   0,271757 -0,251154 

Q7VS85   1,13455 0,325467 P0A448   0,270949 0,232413 

Q7VUT8   1,13202 0,623879 Q7VVB6   0,269279 -0,251587 

Q7VTP7   1,13187 1,55051 Q7VUV7   0,268906 0,154857 

Q7VWR4   1,13032 0,606422 Q7VWS6   0,268659 -0,275983 

Q7VWG5   1,12979 -0,412775 Q7VY96   0,268461 0,302092 

Q7VYH9   1,12918 -0,229856 Q7VUW1   0,266654 0,205574 
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Q7VWY8   1,12796 0,657093 Q7VU03   0,266621 0,142946 

Q7VSZ8   1,12727 0,842837 Q7VZB1   0,266359 0,368912 

Q7VT52   1,12589 0,517263 P66846   0,265294 0,163012 

Q7VUE2   1,12143 0,649632 P0A323   0,263602 -0,383391 

Q7VZM5   1,12121 0,414661 Q7VV04   0,263415 -0,321792 

Q7VXK8   1,11835 1,02259 Q7VUE7   0,263051 0,287058 

Q7VXH0   1,1169 0,300977 Q7W003   0,26272 0,21636 

Q7VUV5   1,11659 0,611876 Q7VVV1   0,262197 0,238003 

Q7VY56   1,11642 0,396983 Q7VZJ6   0,261848 -0,344536 

Q7VYY7   1,1163 0,512094 Q7VZC4   0,261174 -0,394314 

Q7VYB5   1,11594 0,72584 Q7VX12   0,260998 -0,269118 

Q7VZG7   1,11584 0,510192 Q7VXZ0   0,260583 0,217474 

Q7VWC4   1,1157 0,502712 Q7VYP9   0,25985 -0,375499 

Q7VUJ3   1,11258 0,742859 Q7VUV4   0,259757 0,258799 

Q7VS64   1,1094 0,748005 Q7VTK5   0,257599 0,160784 

Q7VYL5   1,10761 0,413464 P0A4E5   0,256291 -0,142318 

Q7VXN4   1,10196 0,437886 P65622   0,255093 -0,296865 

Q7VUW9   1,10056 0,601708 Q7VZX7   0,254624 0,208097 

Q7VSK4   1,09775 0,38297 Q7VTA7   0,254536 -0,187265 

Q7VZG3   1,08325 -0,47985 Q7VVH3   0,253581 -0,278007 

Q7VSD4   1,0815 0,723318 Q7VTH2   0,251891 0,206079 

Q7VY64   1,07941 -0,892072 Q7VY68   0,25171 0,157403 

Q7VYK5   1,07864 0,423618 Q7VWM3   0,251199 0,206151 

Q7VUN1   1,07751 -0,678483 Q7VXY4   0,250765 0,149795 

Q7VSG4   1,07664 0,528716 Q7VZP7   0,249903 0,182513 

Q7W0H1   1,0698 0,55698 Q7VS70   0,249668 -0,392105 

Q7VXJ5   1,06923 -0,415312 Q7VSG5   0,248713 -0,223314 
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Q7VTB1   1,06451 0,69202 Q7W069   0,248011 -0,293257 

 

Q7VVG9   1,0589 0,32898  Q79H37   0,246005 -0,358818 

Q7VX67   1,0556 -0,573328 Q7VVM3   0,245466 -0,373024 

Q7VSP7   1,05487 0,73157 Q7W0D6   0,245453 -0,223747 

Q7W0C9   1,0542 0,594356 Q7VY84   0,245183 -0,264695 

Q7VYD1   1,05335 0,347873 Q7VZY7   0,245088 -0,173088 

Q7W000   1,05318 0,284428 Q7VZ79   0,242359 0,150429 

Q7VS71   1,05088 0,702059 Q7W0F5   0,24202 0,442342 

Q7VZ22   1,0497 -0,722445 Q7VSQ8   0,241618 0,195323 

Q7VUY8   1,04882 0,913056 Q7VW74   0,241466 -0,258333 

Q7W012   1,04759 0,553949 Q7VRY2   0,241046 -0,265083 

Q7VUW6   1,04558 0,434205 Q7VYK8   0,240826 0,128445 

Q7VUA5   1,0421 0,59071 Q7VY59   0,240216 0,226226 

Q7VUM0   1,04104 0,443496 Q7VVA6   0,239913 -0,985304 

Q7VXI5   1,0404 0,710888 Q7VZL2   0,239863 0,444779 

Q7W0D8   1,03406 0,583625 Q7VU47   0,239292 0,257978 

Q7VZU4   1,03002 -0,311156 Q7VXD7   0,238571 -0,137123 

Q7VZ75   1,026 0,631673 Q7VWV5   0,238049 0,158303 

Q7VW25   1,02574 0,536416 Q7VTC9   0,237563 0,136351 

Q7VZ03   1,02407 0,450603 Q7VU66   0,236481 -0,210714 

Q7VWI6   1,02236 0,741433 Q7VW53   0,23614 0,209714 

Q7VSY3   1,01747 0,550995 Q7VY92   0,235367 -0,0725145 

Q7VUE5   1,01703 0,817811 Q7VSD3   0,234409 0,373466 

Q7VSN4   1,00883 0,401224 Q7VW40   0,232368 0,297929 

Q7VTF5   1,00862 0,747365 Q7W0M1   0,232046 -0,315288 

Q7VTN8   1,00638 0,765611 Q7VZ50   0,231096 0,499863 
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Q79GQ3   1,00476 1,00364 Q7VVM4   0,230301 -0,296347 

Q7VYI0   1,00341 0,497937 Q7VSE0   0,230009 0,286633 

Q7VTM1   1,00252 0,853992 Q7VXD0   0,229737 -0,121933 

Q7VVK4   1,00209 0,826121 Q7W0B0   0,229513 -0,214747 

Q7VWQ4   0,996791 0,425404 Q7VZ24   0,228128 0,183176 

Q79GR7   0,995265 0,885942 P0A4C5   0,227817 -0,141212 

Q79GN5   0,99359 0,180666 Q7W048   0,223441 -0,267757 

Q7VSY8   0,98931 0,70253 Q7VVL1   0,223076 -0,404441 

Q7VV96   0,984984 0,412434 Q7VYZ9   0,22217 0,150303 

Q7VWJ6   0,984442 0,632085 Q7VYN6   0,22141 -0,107633 

Q7VWA4   0,983044 -0,31557 Q7VT03   0,221373 -0,247095 

Q7VW06   0,979601 0,724243 Q7VWL4   0,221129 -0,259395 

Q7W0J4   0,979407 1,21075 Q7VTB6   0,220876 -0,127661 

Q7VXC6   0,979337 0,704519 Q7W0S4   0,218499 0,164324 

Q7VVJ2   0,975928 1,2178 Q7VVJ7   0,217834 0,172512 

Q7VV19   0,975783 0,379897 Q7VYV4   0,217724 -0,187903 

Q7VZ90   0,975669 0,895614 Q7VY01   0,217478 -0,45862 

Q7VSH8   0,970827 -0,572073 Q7VWI0   0,214968 -0,220801 

Q7VTT6   0,969879 1,35672 Q7VYD7   0,214898 -0,148276 

Q7VV16   0,967389 0,53771 Q7VSY9   0,214443 0,198142 

Q7VTR4   0,966088 1,36205 Q7VUS7   0,213925 -0,232782 

Q7VTR7   0,960633 0,626892 Q7VVH2   0,213094 0,168559 

Q7W0F9   0,958176 0,413138 Q7VX16   0,212426 -0,126473 

Q79GM4   0,954869 0,506603 Q7VXW3   0,212369 0,146442 

Q7VYX8   0,952569 -1,36973 Q7VYC8   0,211359 0,205518 

Q7VZF6   0,950573 0,842248 Q7VV76   0,211152 -0,187137 

Q7VX06   0,950176 -0,678698 Q7VXN6   0,209743 0,127009 
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Q7VS80   0,949411 0,787453 Q7VU48   0,208446 0,191688 

Q7VX91   0,946457 -0,610006 Q7VXF8   0,205378 -0,188933 

P0A3X2   0,94157 0,527852 Q7VZF5   0,204455 -0,108064 

Q7VYB3   0,936263 -0,623992 Q7VUQ1   0,204274 0,263806 

Q7VYH6   0,935366 0,472348 Q7VSW3   0,20388 0,177073 

Q7VSQ9   0,934978 0,721239 Q7VY34   0,202337 0,186918 

Q7VSU4   0,93435 1,10222 Q7VTJ9   0,202291 -0,322682 

Q7VWX5   0,933857 -0,386777 Q7VZ35   0,201183 -0,229167 

P48210   0,933851 -0,594015 Q7VYR0   0,201149 -0,358345 

Q7VUL2   0,928751 0,43014 Q7VUJ9   0,199818 -0,375301 

Q7VY51   0,927861 0,55491 Q7VUF5   0,197702 0,229061 

Q7W084   0,927769 1,22166 Q7VTP8   0,197507 0,282669 

Q7VXG8   0,927015 0,513923 Q7VU09   0,195024 -0,271034 

Q7VUA3   0,92684 0,597105 Q7VSY5   0,194175 0,202981 

Q7W008   0,926265 0,509101 Q7VWD8   0,19334 -0,228262 

 

Q7VU97   0,925995 0,552758  P0DKX7   0,192937 -0,594819 

Q7VSP0   0,920601 0,575592 Q7VZB0   0,191039 0,0962338 

Q79GQ6   0,918408 1,53568 Q7VW27   0,187622 0,194372 

Q7VTR2   0,917477 0,394915 Q7VZN3   0,187448 0,348715 

Q7VXA0   0,916845 0,708313 Q7VUG1   0,187034 -0,174426 

Q7W0N4   0,916103 2,03228 Q7VWD4   0,186119 0,29877 

Q7VWW5   0,913682 0,46309 Q7VVX5   0,183795 0,340481 

Q7VU55   0,912235 0,498353 Q7VZ52   0,183556 0,287676 

Q79H47   0,911554 0,184101 Q7VV50   0,183518 -0,18912 

Q7VSB9   0,906856 2,38116 Q7VW97   0,183273 0,129724 

Q7VXK5   0,906819 0,260772 Q7VZN4   0,180331 -0,140002 
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Q7VTF8   0,906741 0,413772 Q7VW77   0,180116 0,0932069 

Q7VY31   0,901347 0,475316 Q7VXB8   0,179366 0,199345 

Q7VSM1   0,901158 0,585885 Q7VTQ8   0,179126 0,119021 

Q7VXN3   0,901113 1,44138 Q7VY27   0,178719 0,186979 

Q7VVU3   0,899498 -0,583325 Q7VXW0   0,178333 0,173329 

Q7VUL1   0,897593 0,485005 Q7VZ17   0,17746 -0,202133 

Q7VY02   0,896208 0,751495 Q7VTB5   0,176871 0,193002 

Q7VSQ5   0,895981 0,460662 Q7VY42   0,176422 -0,12855 

Q7W050   0,89268 0,303222 Q7VYH8   0,174936 0,152961 

Q7VZY6   0,891687 0,373409 Q7VY08   0,174912 0,247953 

Q7VZC9   0,888023 -0,945995 Q7VUS5   0,174679 -0,308766 

Q7W0S8   0,885642 0,337246 Q7VZC8   0,174583 0,0955911 

Q7VT29   0,883832 0,495965 Q7VZF1   0,174469 0,12744 

Q7VU27   0,882675 0,235459 Q7VXF6   0,174337 -0,223436 

Q7VTS5   0,880773 0,369298 Q7VTR0   0,174119 0,208072 

Q7VV86   0,876977 0,724327 Q7VU82   0,173998 0,0563073 

Q7VZU5   0,875334 0,425413 Q7VW38   0,173593 0,194563 

Q7VTN3   0,872268 0,496656 Q7VW91   0,173268 0,148747 

Q7VSH0   0,871216 0,465435 Q7VUP4   0,172755 0,275694 

Q7VYZ8   0,86942 0,507671 Q7VUH5   0,171926 0,235017 

Q00879   0,866043 0,238134 Q7VZ56   0,169279 0,136348 

Q7VVS3   0,86419 0,464962 Q7VSH4   0,168933 0,108108 

Q7VWF9   0,863654 0,223784 Q7VXG7   0,166796 -0,391827 

Q7VX03   0,863179 0,334886 Q7VSG1   0,166611 0,249295 

Q7VV99   0,860321 0,445392 Q7VU52   0,165006 0,182081 

Q7VSU2   0,859866 1,07527 Q7VS29   0,162321 0,241592 

Q79GP4   0,85859 1,47022 Q7VZN1   0,162309 0,156246 
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Q7VZ16   0,858066 -0,639246 Q7VX14   0,161417 -0,156944 

Q7VW37   0,857153 0,38468 Q7VZU1   0,161007 0,163718 

Q7VTB0   0,856586 0,542371 Q7VTE9   0,159964 0,400643 

Q7VWY2   0,855131 0,463411 Q7VWB6   0,159489 0,141293 

Q7VWF8   0,853782 1,06917 Q7VSW7   0,156189 0,326882 

Q7W0K8   0,850658 0,192544 Q7VUK0   0,155801 -0,126917 

Q7U364   0,848601 0,307846 Q7VVE7   0,155698 0,11415 

Q7VXG9   0,844442 0,330207 Q7VZX5   0,153392 0,120651 

Q7VX60   0,842457 0,339118 Q7W0G6   0,152573 0,174293 

A0A0H3LR85   0,841123 0,546874 Q7VVR3   0,152547 0,124297 

Q7VXI8   0,840546 -0,914639 Q7VWA2   0,151937 -0,107156 

Q7W0L1   0,839514 0,474714 Q7VY35   0,150782 0,0395994 

Q7VTG4   0,838994 0,709055 Q7VYT6   0,150765 -0,10769 

Q7VZC3   0,838519 -0,829528 Q7VZF3   0,150525 -0,0859046 

Q7VU72   0,838297 0,557398 Q7VTC8   0,150013 -0,105625 

Q7VTM5   0,838033 1,3862 Q7W0R9   0,147355 -0,0945916 

Q7W007   0,836915 0,295647 Q7VYB4   0,146724 0,188207 

P0A320   0,836528 0,40655 Q7VYP8   0,146635 0,0909109 

Q7U359   0,834886 0,154986 Q7VU54   0,145985 -0,318552 

Q7W080   0,834604 -1,28843 Q7VXF5   0,145782 -0,261569 

Q7VTM9   0,832044 0,47603 Q7VYX5   0,145371 0,14177 

Q7VRZ2   0,830162 0,312434 Q7VV14   0,145115 0,0755138 

Q7VU20   0,829885 0,376602 Q7VW03   0,14482 0,0872874 

Q7VV83   0,827499 0,767312 Q7VXW5   0,142618 0,0821776 

Q7W0S5   0,825148 1,66049 Q7VW20   0,14162 0,122938 

Q7VV98   0,82442 0,450481 Q7VVG2   0,141463 0,137101 

Q7VRZ5   0,819231 0,661677 Q7VWL6   0,140095 -0,101443 
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Q7VUA2   0,816347 1,41865 Q7VZ00   0,139359 0,290408 

Q7VWZ2   0,815878 0,336007 Q7VYC2   0,139325 -0,0956612 

 

Q7VUN4   0,814837 0,446039  Q7VT06   0,13901 0,0854878 

Q79H45   0,814342 0,496911 Q7VUG2   0,137324 -0,177136 

Q7VU92   0,814004 0,620328 Q7VWL7   0,137272 0,100984 

Q7VT25   0,813961 0,613253 Q08530   0,135899 -0,10316 

Q7VWX0   0,813577 0,67756 Q7VZ76   0,135662 0,567987 

Q7VS68   0,811248 1,04156 Q7VW31   0,135582 0,137496 

Q7VT26   0,807119 1,3988 Q7VUQ7   0,134263 0,208745 

Q7VYM2   0,806926 0,336186 Q7VYR4   0,133879 -0,121166 

Q7VUH3   0,804978 0,579001 Q7VXD4   0,133063 -0,0966234 

Q7VVE5   0,802531 0,518678 Q7W0I4   0,132192 0,175885 

Q7VVQ9   0,799219 0,47466 Q7VY70   0,132077 -0,138979 

P40415   0,797235 0,518466 Q7VUS9   0,131527 -0,146737 

Q7VUP6   0,795888 0,590772 Q7VTB9   0,131403 0,0958195 

Q45340   0,7919 0,298945 Q7W018   0,130967 -0,119761 

Q7VXF9   0,789507 0,532948 Q7VW30   0,130326 -0,0732093 

Q7VSZ2   0,787907 0,534301 Q7VSR6   0,130238 0,162331 

Q7VVD8   0,787876 0,418791 Q7VU18   0,130143 0,173445 

Q7VVF4   0,787186 0,419996 Q7VXM4   0,129098 0,0908127 

Q7VWB2   0,786793 0,433419 Q7VSA8   0,128994 -0,182764 

Q7VUP1   0,786002 0,388177 Q7VZM9   0,128545 0,0768743 

Q7W0Q1   0,783614 0,216256 Q7VV80   0,12811 0,13175 

Q7VXC3   0,783398 -0,994378 Q7VYL4   0,126622 -0,121468 

Q7VUN8   0,782163 0,817242 Q7VY72   0,125823 -0,0845466 

Q7VW33   0,779835 -0,4371 Q7VV55   0,125738 0,100544 
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Q7VSV7   0,776598 0,717899 Q7VWL2   0,125713 0,136962 

Q7VSW2   0,77491 0,622368 Q7VU04   0,125047 0,11939 

Q7VZE6   0,772707 0,463784 Q7VWX9   0,124873 0,0850201 

Q7VY60   0,770839 0,347576 Q7VZ80   0,123679 0,246074 

Q7VRZ4   0,770701 0,298285 Q7W0D5   0,122999 -0,115425 

Q7VTI3   0,767832 0,410824 Q7VXM0   0,122816 0,104274 

Q7VSV3   0,766847 0,623959 Q7VZT1   0,122175 0,101252 

Q7U357   0,766316 0,465695 Q7W0L2   0,122159 0,173559 

Q7W0H0   0,765209 0,483765 Q7VZU8   0,121608 0,221017 

Q7VWW4   0,763794 0,217755 Q7VXH4   0,121419 -0,192372 

Q7VT04   0,763774 -0,259699 Q7W0F7   0,121126 -0,161342 

Q7VXL0   0,76011 0,724553 Q7VTB7   0,120933 -0,0834599 

Q7VU67   0,75955 0,445643 Q7VXJ6   0,11993 0,195848 

Q7VY28   0,758713 -0,701701 Q7VU53   0,119743 -0,204111 

Q7W001   0,755035 -0,651115 Q7VWL8   0,119316 0,0588298 

Q7VTL3   0,754513 0,944878 Q7VVA1   0,119163 -0,148178 

Q7W0G8   0,753986 -0,747145 Q7W0C8   0,116792 0,132378 

Q7VSM2   0,752699 0,450576 Q7VY09   0,116436 0,0694337 

Q7VVJ6   0,748929 -0,350498 Q7VW07   0,116404 0,200952 

Q7VYU6   0,74367 0,395899 Q7VXC7   0,115177 0,0832181 

Q7VZT0   0,741543 0,908856 Q7VWK6   0,115032 0,198454 

Q7VVT8   0,741192 0,88478 Q7VY63   0,114619 -0,0575294 

Q79GP9   0,739569 0,761368 Q7W0G3   0,113575 0,202572 

Q7VS92   0,735118 0,334258 Q7VYZ3   0,111869 -0,081686 

Q7VS43   0,734741 0,191078 Q7VTF3   0,111593 0,156038 

Q7VX85   0,73342 0,785329 Q7VUG6   0,111183 -0,0917048 

Q7VXX6   0,731529 -0,911515 Q7VZ36   0,111089 0,160369 
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Q7VYQ2   0,728534 0,856059 Q7VZ34   0,110415 0,0724015 

Q7VU14   0,728533 0,39244 Q7VZD8   0,109733 -0,0898843 

Q7VWU8   0,726592 -0,317245 Q7VU12   0,109269 -0,115657 

Q7VVF8   0,726317 0,687035 Q7VTV8   0,109022 0,159056 

Q7VV58   0,72549 0,762696 Q7VVY3   0,108511 0,152346 

Q7VZ27   0,725137 -0,559936 Q7VYM8   0,108095 0,0704269 

Q7VZU9   0,720036 0,532666 Q7VX94   0,108051 0,128431 

Q7VYS2   0,718945 -0,165049 Q7VY06   0,107473 -0,136783 

Q7VU05   0,718857 0,718601 Q7VT71   0,106868 -0,122224 

Q7VT13   0,718093 0,448739 Q7VW32   0,106775 0,100582 

Q7VSV1   0,71781 0,481716 Q7VT27   0,106769 -0,136744 

Q7VTE4   0,71581 0,444777 Q7VU65   0,105592 0,158802 

Q7VTQ0   0,714637 0,445113 Q7U365   0,102786 -0,0714641 

Q7VW21   0,708837 0,359929 Q7VUV6   0,102465 -0,122599 

Q7VXX1   0,707624 0,913812 Q7VZ86   0,10244 -0,132944 

Q7VYT9   0,70513 0,549812 Q7VY44   0,102171 -0,0248942 

 

Q7VTJ8   0,703606 0,333903  Q7VS74   0,102083 -0,0796418 

Q7VYR3   0,703256 -0,556668 Q7VTF1   0,100946 -0,0947113 

Q7W0M7   0,702554 0,8696 Q7VTS0   0,100591 0,173214 

Q7VTR9   0,702006 0,216072 Q7W0R8   0,100401 -0,0833364 

Q7VU16   0,701702 0,465354 Q7VUG0   0,100112 -0,07338 

Q7VV09   0,701571 0,406848 Q7VS41   0,0988564 -0,161954 

Q7VYM6   0,700248 0,421899 Q7VTC5   0,0975886 0,13211 

Q7VU44   0,698601 -0,596131 Q7VVG8   0,0973997 -0,124245 

Q7VU29   0,698399 0,346426 Q7VWX6   0,0966839 -0,0623021 

Q7VY73   0,697939 0,148993 Q7VUP5   0,0965375 0,0642962 
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Q7VYP5   0,694231 -0,357094 Q7VTA1   0,096067 -0,062088 

Q7VT00   0,693312 0,879421 Q7VTL8   0,0949523 0,191881 

Q7VZC0   0,6923 -0,851683 Q7VUP2   0,0944899 0,0397439 

Q7VU41   0,691534 0,266404 Q7VY71   0,0936236 -0,0609379 

P12421   0,68815 -0,420287 Q7VYB8   0,0934651 -0,0625911 

Q7VXZ3   0,686979 0,463033 Q7VTZ7   0,0933978 0,109637 

Q7VY74   0,685178 0,338331 P12255   0,0924342 0,0784421 

Q7VWC2   0,683476 0,382107 Q7VWW0   0,0922932 0,0781245 

Q7VSY6   0,683063 0,449136 Q7VVU6   0,0920073 0,0462923 

Q7VVV2   0,681002 0,740912 Q7VST9   0,0916837 0,159654 

Q7VZN2   0,680904 0,300241 Q7VUV8   0,0913548 0,0942292 

Q7VYQ6   0,680823 -0,403787 Q7VSZ1   0,0912281 -0,133961 

Q7VZV1   0,680224 0,338012 Q7VUT1   0,0897329 0,0542736 

Q7W0B5   0,678169 0,92053 Q7VXI7   0,0884382 -0,0866218 

Q7VTF6   0,676511 0,307601 Q7VTB3   0,0879392 0,0961781 

Q7VT07   0,674687 0,326924 Q7VZ46   0,0877789 0,219622 

Q7VU64   0,673391 -0,603354 Q7W0S3   0,0872872 -0,0592737 

Q7VZ37   0,672492 -0,801392 Q7U361   0,0866043 0,0658317 

Q7VVG6   0,671712 -0,4828 Q7VXP8   0,0859181 -0,0688725 

Q7W0L3   0,661545 0,38646 Q7VXH5   0,0855701 0,0519085 

Q7VZM8   0,659486 -0,438784 Q7VVV3   0,0846357 0,078764 

Q7VW96   0,65669 -0,277234 Q7VUK2   0,0838762 -0,100621 

Q7VRX6   0,656163 0,336496 Q7W011   0,0833961 -0,145776 

Q7VYT7   0,654983 -0,195701 Q7VUF4   0,0813097 -0,115319 

Q7VS00   0,65413 0,969131 Q7VVC8   0,0807593 0,0462055 

Q7VX09   0,652313 0,333006 Q7VZZ7   0,0800517 0,068078 

Q7VXK3   0,651919 -0,550179 Q7VZQ3   0,0796557 0,0628667 
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Q7VVU5   0,651489 -0,18988 Q7VZF0   0,0796082 0,0536442 

Q7VW71   0,651085 0,700577 Q7VZE0   0,0784496 -0,088635 

Q7VSN0   0,649806 0,561997 Q7VTA8   0,0781098 0,0641179 

Q7VT45   0,648954 0,232044 P0A339   0,0775436 0,0645123 

Q7VUA1   0,647566 0,35535 Q7VUW5   0,077432 -0,0415463 

Q7VXK2   0,647181 0,197567 Q7W0A4   0,0769115 0,134409 

Q7VYK3   0,645359 0,798362 Q7VUT2   0,0765352 -0,061727 

Q7W094   0,64006 0,757748 Q7VXZ4   0,0759384 0,27786 

Q7VYR6   0,639606 -0,486394 Q7VWL1   0,0753836 0,195411 

Q7VXG5   0,638065 0,403456 Q7VV91   0,0746239 0,0652637 

Q7VSZ7   0,634833 0,380729 P56865   0,0744972 0,147428 

Q7VXF7   0,632774 -0,160508 Q7VWD2   0,0731234 -0,0317969 

Q7VVE9   0,632352 0,403508 Q7VWW1   0,0730626 -0,0819263 

Q7VSR1   0,629195 0,466262 Q7W079   0,0726953 0,123242 

Q7VTK4   0,628309 0,396994 Q7VUD9   0,0716373 0,116661 

Q7VTD0   0,62616 -0,236672 Q7VTD6   0,0712982 -0,0600286 

Q7VSN5   0,622374 0,286804 Q7VX61   0,0706207 0,106247 

Q7VYV6   0,621167 -0,623279 Q7VY83   0,0702028 0,0460072 

Q7W023   0,618037 -0,264935 Q7VYS7   0,0693105 0,0559025 

Q7VYS5   0,616667 0,430515 Q7VV87   0,0693075 -0,072042 

Q7VVY2   0,615548 -0,699325 Q7VTA4   0,066639 -0,111856 

Q7VYN1   0,61428 -0,372169 Q7VZU6   0,0635539 -0,0901971 

Q7VZG5   0,614173 -0,736186 Q7VZ15   0,0635482 0,0858459 

Q7VSZ9   0,612613 0,235416 Q7W0E5   0,0632408 -0,0478334 

Q7VXW9   0,612208 0,433587 Q7VSG0   0,0625007 -0,0851464 

Q7VZY4   0,604037 0,360681 Q7VYB9   0,0620926 0,0310435 

Q7W081   0,602957 0,368717 Q7VVA2   0,0615845 -0,0508938 
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Q7VYN5   0,602585 -0,164743 Q7VS87   0,0615547 -0,0368176 

Q7VXX8   0,602357 0,280857 Q7VW58   0,0611966 -0,0848813 

Q7VS21   0,6021 0,249373 Q7VYC9   0,0603872 -0,0402589 

 

Q7VXY8   0,601337 -0,677739  Q7W0N9   0,0603404 -0,0459981 

Q7VWY4   0,600016 0,288766 Q7VV05   0,0601796 -0,0388379 

Q7VXN0   0,599755 0,36105 Q7VTC7   0,0589796 -0,0446067 

Q7VWA8   0,599383 0,436433 Q79GP1   0,0577534 -0,071424 

Q7VV43   0,598311 0,445753 Q7VVV4   0,0573022 0,0449181 

Q7VVA0   0,597926 0,240718 Q7VY75   0,0566625 -0,0707617 

Q7VW79   0,597151 -0,352955 Q7W0S2   0,0557068 -0,046823 

Q7VVI6   0,59712 0,264298 Q7VS95   0,0555123 0,0701404 

Q7VU46   0,596376 -0,869771 Q7VRY1   0,0539199 -0,0199585 

Q7W0I9   0,592032 -0,563108 Q7VY99   0,0533989 0,0504904 

Q7VVR6   0,591778 0,387194 Q7VV20   0,0533391 -0,0675063 

Q7VSL9   0,590528 0,537017 Q7VTE3   0,0528985 0,0435886 

Q7VTS2   0,590396 0,802398 Q7VXA4   0,0524469 0,056757 

Q7VZ84   0,58873 -0,70358 Q7VRX7   0,0517541 -0,070004 

Q7VSF2   0,586845 -0,695715 Q7VUH2   0,050592 0,033484 

Q7VV26   0,586624 0,386567 Q7VTF2   0,0502881 -0,0631227 

Q7VSP8   0,586327 0,409446 Q7VYA3   0,0497702 0,0458174 

Q7W0S6   0,586291 0,665968 Q7VZL3   0,0468969 0,0407543 

Q7VY26   0,586272 -0,30882 Q7VW88   0,0466995 0,0638604 

Q7VSA4   0,581332 0,413297 P81549   0,0466451 -0,0871587 

Q7VVA9   0,580997 0,337093 Q7VTU6   0,046577 -0,0672913 

Q7VTP3   0,580147 0,57807 Q7VUQ4   0,0461948 -0,0663114 

Q7VVC9   0,579453 0,328323 Q7VTD4   0,0460555 -0,0388117 
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Q7W0G5   0,579313 -0,227054 Q7VV07   0,0457407 -0,0471139 

Q7W0F2   0,578203 0,439018 Q7VVY0   0,0455484 0,0563216 

Q7VVI2   0,578106 0,172207 Q7VYC1   0,0455277 0,0532775 

Q7VU86   0,574244 -0,663247 Q7VV97   0,0452818 0,0823784 

Q7VUQ5   0,572129 0,379052 Q7VUW0   0,0452308 -0,0374465 

Q7VTT5   0,570797 0,265285 Q7VSU7   0,0448561 -0,0650735 

Q7VZT6   0,567441 -0,189015 Q7VTB2   0,0444747 0,0371146 

Q7VT64   0,56676 1,0082 Q7VUU6   0,0439113 0,0869536 

Q7VU31   0,565364 -1,14664 Q7VWR0   0,0434269 0,100749 

Q7VYL8   0,55754 0,440279 Q7VXA7   0,0428985 0,031208 

Q7W0E2   0,555386 1,43038 Q7W0M8   0,0416246 -0,0764742 

Q7VWY7   0,554709 -0,414485 Q7VU81   0,0415505 0,021029 

Q7W0A2   0,554673 -0,674535 Q7VVI7   0,0410552 -0,0574532 

Q7VYX6   0,553723 0,336775 Q7VZ25   0,040667 0,0325294 

Q7VYR5   0,552175 -0,503121 Q7W0Q5   0,0390361 -0,0329437 

Q7VXD8   0,550724 0,278252 Q7VY13   0,0385254 0,0528111 

Q7W0A3   0,550538 0,368032 P41399   0,0375503 -0,0287752 

Q7VXL9   0,550524 -0,714474 Q7VVR5   0,0375014 -0,0549698 

Q7VW48   0,548972 -0,5511 Q7VV46   0,0374401 -0,0226531 

Q7VS88   0,546762 0,202617 Q7VSA2   0,0374021 0,0228224 

Q7VV88   0,546592 -0,234186 Q7VVH7   0,0366657 0,0349054 

Q7VV75   0,546248 -0,298282 Q7VSR5   0,036632 -0,0352888 

Q7VZA9   0,54585 0,257294 Q7VZE7   0,0362018 0,0164948 

Q7VSN1   0,54579 0,394356 Q7VXZ8   0,0358454 -0,0501108 

Q7VTN5   0,543846 0,629758 Q7VX98   0,0355955 -0,0432205 

Q7W0E8   0,543773 -0,483111 Q7VUS8   0,0350794 -0,0518746 

Q7VSN3   0,543435 -0,558746 Q7VY14   0,0346761 0,051434 
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Q7VSJ3   0,542701 0,280797 Q7W0K0   0,033444 -0,0537724 

Q7VUL8   0,542056 -0,533507 Q7VTD2   0,0329202 0,0334191 

Q7VX45   0,538671 0,593489 Q7VWM5   0,0329098 -0,0492644 

Q7W0C4   0,538198 0,436999 Q7VT65   0,0328414 -0,0336423 

Q7VWC8   0,537289 0,418375 Q7VXM1   0,0327913 -0,0235562 

Q79GS0   0,533044 0,490178 Q7VTC1   0,0320844 -0,0310526 

Q7VZG0   0,532991 -0,654109 Q7VYV9   0,0319612 0,0214067 

Q7VST0   0,531655 0,320929 P17835   0,0317396 0,0231566 

Q7VS24   0,531603 0,523303 Q7VTC0   0,031661 -0,0306001 

Q7W0A0   0,531525 0,396884 Q79GT7   0,0315714 0,0172372 

Q7VV10   0,530037 0,519773 Q7VTL7   0,0314734 -0,0273814 

Q7VYC6   0,529601 0,446478 Q79GN7   0,0313044 0,0575314 

Q79H48   0,526666 0,354301 Q7VYN8   0,0304864 -0,0338979 

Q7VWJ2   0,525722 0,290946 Q7VWC5   0,0285852 0,0757899 

Q7VS15   0,524824 0,341695 Q7VVC4   0,0285516 0,0597548 

Q7VWE8   0,524348 -0,415783 Q7VZE9   0,02794 0,026371 

Q7VUQ9   0,523476 0,428156 Q7VX20   0,026713 -0,0202904 

 

Q7VYC3   0,523238 -0,42783  Q7VV92   0,0264486 0,0233784 

Q7VZ83   0,522549 -0,370632 Q7VZC7   0,023927 0,0204844 

Q7VYC4   0,522208 -0,244003 Q7VYD4   0,0231631 0,0465841 

Q7VUY1   0,521826 0,901549 Q7W0E4   0,0227324 -0,0316496 

P0A3E3   0,519467 0,236019 Q7VW29   0,0217609 -0,0213928 

Q7VWE5   0,519421 0,263513 Q7VZQ4   0,0214564 -0,0130043 

Q7VZB3   0,518961 0,327736 Q7VZP4   0,0213118 0,0538173 

Q7VXH1   0,518487 -0,193239 Q7VYV3   0,021076 0,00733614 

Q7VZJ2   0,516947 0,344186 Q7W0S0   0,0207443 -0,0142155 
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Q7VUJ8   0,516372 0,424742 Q7VRZ3   0,0204004 -0,0340004 

Q7VTG7   0,515251 0,504725 Q7VYA8   0,0201779 -0,0171242 

Q7VYS3   0,514907 -0,345522 Q7VZR1   0,0198585 -0,0337386 

Q7VS39   0,513157 0,511215 Q7VTD1   0,0188819 0,0171556 

Q7W0K2   0,512597 0,439198 P14283   0,0187353 -0,0111704 

Q79H36   0,512192 0,153742 Q7VXM9   0,0185595 -0,016922 

Q7VT61   0,511979 0,804103 Q7VU45   0,0184405 0,0156937 

Q7VU01   0,510765 0,45147 Q7VT97   0,0178858 -0,0126395 

Q7VZ58   0,510491 0,753329 Q7TT91   0,0173462 -0,0196018 

Q7VZS7   0,510271 0,47611 Q7VU94   0,0162675 -0,0158463 

Q7VVY1   0,510157 0,816551 Q7VYD0   0,0159201 0,00865412 

Q7VVY4   0,510079 -0,599708 Q7VWL0   0,0152353 0,0122294 

Q7VWL5   0,509601 0,259645 Q7VRZ6   0,015179 0,0153728 

Q7VZV5   0,509505 0,390368 Q7VZ81   0,0144135 -0,0308003 

Q7VU70   0,509455 0,169173 Q7VZ59   0,0136618 -0,0245943 

Q7VX43   0,508103 -0,30428 Q7VZG2   0,0135879 0,0100303 

Q7VU85   0,507181 0,131186 Q7VVR1   0,0129398 0,0122418 

Q7VSQ7   0,506482 -1,01114 Q7VTA6   0,0123693 0,0108552 

Q7VZQ2   0,506118 -0,390603 Q7VSP3   0,0119963 -0,0133338 

Q7VZ89   0,503672 0,198314 Q7VZ57   0,0104729 -0,0127077 

Q7VZ62   0,503274 0,668269 Q7VVB8   0,00898812 0,00773191 

Q7VTP4   0,502663 0,421845 Q7VTU1   0,00822084 0,0103483 

Q7VT67   0,499294 0,171412 Q7VT90   0,00755632 -0,0043292 

Q7VSI9   0,498969 0,44503 Q7VZX6   0,00747651 0,00912952 

Q7VXD2   0,497946 0,431815 Q7VYA5   0,0070318 -
0,00579309 

Q7VTM8   0,495993 0,717381 Q7VS44   0,00566855 0,00679588 

Q7VZX2   0,494784 0,341578 P05788   0,00563822 0,00505733 
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Q7VS65   0,494592 0,34277 Q7VWF0   0,00557875 0,0113425 

Q7VVI8   0,494089 0,31701 Q7W0M3   0,00540065 -
0,00741863 

Q7VSU0   0,493729 0,55073 Q7VWX2   0,00518978 -
0,00518608 

Q7VS82   0,492475 0,233223 Q7VZQ1   0,00501815 0,00389051 

Q04064   0,490838 0,278257 Q7VS46   0,00370223 0,00192928 

Q7VZP9   0,486384 -0,325255 Q7VW76   0,00329805 -
0,00538588 

Q7VYA2   0,48553 0,47706 Q7VXI6   0,00324662 0,00632095 

Q7VZ63   0,484734 0,76366 Q7VZD6   0,00305801 -
0,00295734 

Q7VS51   0,483415 0,442416 Q7VW69   0,00283863 -
0,00447798 

Q7VW65   0,483158 -0,352278 Q7VX96   0,00253577 -0,0058198 

Q7VZG1   0,482925 0,445692 P0A352   0,00208701 0,0019002 

Q7W0P5   0,482747 0,452795 Q7VUV9   0,00170471 0,00171661 

Q7VWW2   0,482119 0,277326 Q7VZT5   0,00163721 0,00146151 

Q7VVI5   0,481434 0,200912 Q7VXG4   0,00142719 0,0015192 

 Q9X6Y9   0,000904149 -
0,00066948 
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