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Introduccion

1. EL GENERO Salmonella

Las bacterias del género Salmonella son bacilos moviles Gram
negativos, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. El género
Salmonella se encuentra filogenéticamente proximo a los géneros
Escherichia, Shigella y Citrobacter. A gran escala, la organizacion del
genoma de Salmonella es similar a la de Escherichia coli (Groisman y
Ochman 1994, Sanderson et al. 1995). La secuenciacion ha demostrado
que la similitud media entre los genomas de E. coli no patogénica y S.
enterica serovar Typhimurium alcanza el 80 % (Blattner et al. 1997,
McClelland et al. 2001). Sin embargo, Salmonella contiene regiones
especificas que no se encuentran en otros géneros cercanos. Algunas de
estas regiones estan relacionadas con la patogenicidad y reciben el
nombre de “islas de patogenicidad”, como luego se comentara.

El género Salmonella, segun una clasificacion basada en filogenia
molecular, se divide en tres especies: Salmonella enterica, Salmonella
bongori y Salmonella subterranea (Reeves et al. 1989, Shelobolina et al
2004). A su vez, Salmonella enterica se divide en siete grupos
filogenéticos, las subespecies I, II, IIla, IIIb, IV, VI y VII. Los miembros de
cada subespecie se clasifican en serovares. Mientras que Salmonella
bongori y las subespecies de Salmonella enterica 11, Illa, IIIb, IV, VI y VII
se encuentran asociadas principalmente con vertebrados de sangre fria,
los miembros de la subespecie I, que incluye mas de 1300 serotipos, se
aislan mas frecuentemente de aves y mamiferos (Boyd et al. 1996,

Baumler et al. 1998)



2. VIRULENCIA DE Salmonella

2.1. Proceso de infeccion y modelos de estudio

En humanos y animales domeésticos y de granja, la infeccion de
Salmonella se inicia con la ingestion de agua o alimentos contaminados,
habitualmente crudos o poco cocinados. Dependiendo del hospedador y
del serovar, la infeccion puede causar una enfermedad sistémica, una
gastroenteritis o un aborto. Ocasionalmente, las infecciones agudas
pueden convertirse en persistentes, con caracter temporal o indefinido
(“infecciones cronicas”).

La fiebre tifoidea es una infeccion sistémica producida por
Salmonella enterica serovar Typhi y serovar Paratyphi. Las
manifestaciones clinicas de la infeccion incluyen fiebre, dolor abdominal,
diarrea transitoria o estrenimiento Yy, ocasionalmente, erupcion
maculopapular. Esta infeccion afecta anualmente a alrededor de 16
millones de personas en todo el mundo, llegando a causar alrededor de
600.000 muertes (OMS 1997). Se produce principalmente en paises
subdesarrollados o en vias de desarrollo, y se debe a deficiencias
sanitarias (ej: en la potabilizacion del agua) y a la manipulacion y
conservacion de alimentos en condiciones antihigiénicas.

Aproximadamente, un 3-5% de los individuos infectados con S.
enterica serovar Typhi se convierten en portadores cronicos
asintomaticos, y la vesicula biliar suele ser el 6rgano habitual donde
persiste la infeccion. Datos recientes sugieren la existencia de reservorios
intracelulares de Salmonella, cuyo papel en las infecciones persistentes
aun no ha sido estudiado (Tiérrez y Garcia-del Portillo 2005).

Durante el estado portador, que puede durar muchos anos, el
organismo excreta continuamente bacterias desde la vesicula biliar al
intestino, y desde ahi a las heces, con el consiguiente riesgo de
dispersion y contagio. Las anomalias en el conducto biliar o en la
vesicula biliar (ej: calculos biliares) tienen un papel importante en el
desarrollo de la infeccion cronica. De hecho, los individuos con calculos

biliares son mas propensos a desarrollar una infeccion cronica. En la
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mayoria de los casos, los antibidticos no son efectivos (Lai et al. 1992,
Dutta et al. 2000), y para eliminar la infeccion cronica suele ser necesario
extirpar la vesicula biliar.

Otros serovares (no tifoideos) de Salmonella pueden causar
colecistitis persistente o cronica (Lalitha y John 1994). Estas infecciones
persistentes sintomaticas también son dificiles de erradicar y suele ser
necesaria la extirpacion de la vesicula.

Salmonella forma biofilms en la superficie de los calculos biliares,
creando un ambiente de proteccion frente a las sales biliares, y
eventualmente frente a agentes antimicrobianos administrados con fines
terapéuticos (Prouty et al. 2002).

Serovares como Enteritidis y Typhimurium son responsables de los
millones de casos de salmonelosis no tifoidea que se producen
anualmente en todo el mundo. Estos serovares, que en humanos causan
una gastroenteritis transitoria de gravedad muy variable (pero
generalmente autorremitente), también infectan una amplia gama de
animales domeésticos (ej: aves, ganado vacuno y cerdos) en los que
pueden producir diversos tipos de infecciones (desde sistémica a
asintomatica).

S. enterica serovar Typhimurium es el organismo modelo mas
utilizado en el estudio de las infecciones de Salmonella. Este serovar
infecta una gran variedad de hospedadores. En ciertas razas de raton
doméstico, Mus musculus, produce una enfermedad similar a la fiebre
tifoidea, que sirve como modelo de estudio para las infecciones sistémicas
causadas por el serovar Typhi en humanos (Figura I.1).

Los ratones BALB/c son particularmente susceptibles a la
infeccion por Salmonella porque llevan una mutacion en el locus que
codifica la proteina Nramp-1, un componente de la resistencia o
susceptibilidad innata a infecciones causadas por patogenos
intracelulares. La expresion de este locus esta restringida a monocitos y
es necesaria para controlar la replicacion intracelular de
microorganismos como Salmonella, Mycobacterium 'y Leishmania

(Gruenheid et al. 1997, Govoni y Gros 1998, Bellamy 1999).



El meétodo clasico para identificar un mutante atenuado en el
modelo de raton es la determinacion de su dosis letal media (DLSO0)
comparada con la DL50 de la estirpe silvestre (Reed y Muench 1935). Un
procedimiento mas sensible y que requiere un menor numero de ratones
consiste en infectar el mismo ratéon con una mezcla de dos estirpes
(generalmente una mutante y una silvestre) para obtener un indice de
competitividad (IC). Este se define como la razén entre el ntimero de
unidades formadoras de colonia de la estirpe mutante y la silvestre en la
salida (6rgano diana) dividido por la razéon entre ambas estirpes en la
entrada (inoculo inicial) (Freter et al. 1981, Taylor et al. 1987). Este
meétodo permite ademas el estudio de interacciones génicas in vivo
mediante el uso de infecciones mixtas con mutantes dobles y simples
(Beuzon y Holden 2001).

Una limitacion del modelo de raton es que el serovar Typhimurium
no produce colitis en este organismo. Por ese motivo, se han desarrollado
modelos animales alternativos para el estudio de la gastroenteritis
causada por Salmonella (Wallis y Galyov 2000). En terneros, la infeccion
oral con los serovares Typhimurium o Dublin desencadena una
respuesta similar a la gastroenteritis causada por Salmonella en
humanos. Recientemente se ha demostrado que los ratones tratados
previamente con antibioticos desarrollan inflamacion intestinal aguda en
respuesta a la infeccion oral con S. enterica serovar Typhimurium
(Barthel et al. 2003, Coburn et al. 2005). Estos estudios han abierto la
posibilidad de utilizar el raton como modelo para el estudio de la
salmonelosis [revisado en (Hapfelmeier y Hardt 2005)].

En el raton, Salmonella se multiplica en el tubo digestivo y llega al
extremo distal del intestino delgado, el ileon, donde se adhiere
preferentemente a las células M del epitelio intestinal (Jones et al. 1994).
La invasion se produce generalmente en las células M, aunque también
se puede producir en enterocitos. Las células M son células epiteliales
especializadas, que transportan antigenos intestinales por pinocitosis a
las células linfoides situadas bajo el epitelio intestinal, en las placas de

Peyer (Brandtzaeg 1989). La invasion de Salmonella se ajusta a lo que
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técnicamente se denomina “endocitosis mediada por la bacteria”,
caracterizada por una profunda reorganizacion del citoesqueleto de la
célula hospedadora hasta formar wuna estructura membranosa
caracteristica, llamada “ruffle”, que engloba a la bacteria en una gran
vesicula. Este proceso recuerda a la macropinocitosis inducida por
factores de crecimiento, y es morfolégica y funcionalmente distinto de la
endocitosis mediada por el receptor, que es el mecanismo por el que otros
patogenos entran en células no fagociticas.

En los serovares que producen gastroenteritis, tras la invasion se
produce una induccion de la respuesta secretora en el epitelio intestinal
y se inicia la migracion de neutrofilos hacia el lumen del intestino (Galyov
et al. 1997). Esta reaccion inflamatoria localizada en el sitio de la
infeccion es la principal causa fisiologica de la sintomatologia de la
gastroenteritis.

Una vez atravesado el epitelio intestinal, los serotipos de
Salmonella que causan infeccion sistémica son fagocitados por los
macrofagos, y activan los mecanismos de virulencia que les permiten
evadir las funciones microbicidas del macrofago. Ello les permite
sobrevivir e incluso replicarse dentro de las células fagociticas.
Posteriormente los macréfagos infectados emigran hacia otros o6rganos
del sistema reticulo-endotelial, facilitando la diseminacion de la bacteria

por todo el hospedador (Ohl y Miller 2001).

I 6 dias -

‘ Invasion del epitelio ‘ Supervivencia en

intestinal macroéfagos
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Figura I.1. Modelo animal para el estudio de la patogénesis de Salmonella.



Junto a los modelos in vivo, se ha utilizado una gran variedad de
lineas celulares eucarioticas como modelos in vitro para el estudio de la
invasion (lineas epiteliales) o de la supervivencia y proliferacion
intracelulares (lineas fagociticas y de fibroblastos). El método mas usado
para estos estudios in vitro es el de la proteccion frente a gentamicina.
Este método se basa en la dificultad de la gentamicina para atravesar la
membrana celular eucariodtica (Elsinghorst 1994). Después de una
infeccion in vitro, las bacterias extracelulares se eliminan mediante un
tratamiento con gentamicina y las bacterias intracelulares se siembran
con las diluciones apropiadas para llevar a cabo recuentos que permitan
calcular el porcentaje de invasion con respecto al inoculo inicial. Por otro
lado, la tasa de proliferacion intracelular se calcula como la razén entre
el numero de bacterias intracelulares viables presentes tras 24 h de
infeccion y el numero de bacterias intracelulares que habia justo después
del tratamiento con gentamicina (Cano et al. 2001). Dada la variabilidad
que presentan los resultados de estos experimentos in vitro,
recientemente se ha propuesto una modificacion del meétodo de
proteccion frente a gentamicina que incorpora las ventajas de las
infecciones mixtas y permite el calculo de un indice de competitividad

para invasion y para proliferacion (Segura et al. 2004).

2.2. Factores de virulencia e islas de patogenicidad

En muchos patogenos, los genes de virulencia se encuentran
agrupados formando “islas de patogenicidad” (Groisman y Ochman 1996,
Hacker y Kaper 2000, Lavigne y Blanc-Potard 2008). Varios indicios
sugieren que estas regiones han sido adquiridas por procesos de
transferencia horizontal: (a) a menudo tienen un G+C distinto del resto
del genoma; (b) se encuentran flanqueadas por genes que estan contiguos
en especies cercanas evolutivamente pero no patogenas; (c) en algunos
casos tienen secuencias en los extremos que presentan homologia con
elementos de insercion, transposones y profagos, lo que sugiere un

posible mecanismo de adquisicion (Groisman y Ochman 1996, Hacker y
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Kaper 2000). Se han identificado hasta 12 de estas regiones
(denominadas SPI-1 a SPI-10, SGI-1 y HGI) en diversos serovares de S.
enterica (Hensel 2004).

A menudo las islas de patogenicidad contienen genes
funcionalmente relacionados. Por ejemplo, la SPI-1 y la SPI-2, que son las
islas mas grandes y mejor estudiadas, contienen los genes necesarios
para la sintesis de sendos sistemas de secrecion de tipo III (SST3). Estos
sistemas estan presentes en muchos patégenos Gram negativos de
animales y plantas (Hueck 1998). Los aparatos de secrecion de tipo III
son estructuras en forma de jeringa que atraviesan las membranas
interna y externa de la bacteria. Suelen funcionar cuando la bacteria
entra en contacto con la célula hospedadora y secretan proteinas al
ambiente extracelular o, con el concurso de proteinas que constituyen el
denominado “translocon”, las translocan al interior de la célula
eucariotica, donde es frecuente que interfieran con vias de transduccion
de senales del hospedador en beneficio del patogeno. Las proteinas
secretadas por los SST3 y translocadas a las células eucarioticas se
denominan efectores. Aunque varios de estos efectores estan codificados
en SPI-1 o SPI-2, otros estan codificados fuera de estas islas, en regiones
cromosomicas con caracteristicas que indican que también se han
adquirido por transferencia horizontal. El sistema codificado en la SPI-1
se requiere para iniciar la infeccion intestinal (Mills et al. 1995, Lostroh y
Lee 2001, Ehrbar et al. 2002), mientras que el codificado en la SPI-2
parece necesario para la infeccion sistémica (Ochman et al. 1996, Shea et
al. 1996, Waterman y Holden 2003). Estudios in vivo e in vitro han
demostrado que el SST3 de la SPI-1 se requiere para la invasion de
células M y de células epiteliales en cultivo (Jones et al. 1994, Penheiter
et al. 1997). El SST3 de la SPI-2 es un sistema de virulencia
multifuncional que se activa tras la entrada de la bacteria en la célula
eucariotica y permite la proliferacion bacteriana en todos los tipos
celulares probados [revisado en (Kuhle y Hensel 2004)].

Ademas de las islas de patogenicidad, se pueden encontrar otras

regiones mas pequenas, a veces denominadas islotes de patogenicidad,
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relacionadas con la virulencia y especificas de Salmonella (Groisman y
Ochman 1997). También hay genes de patogenicidad asociados a
profagos (Figueroa-Bossi et al. 2001). Ademas, algunos miembros del
género Salmonella portan un plasmido requerido para la infeccion
sistémica, conocido habitualmente como “plasmido de virulencia”. El
tamano de este plasmido varia entre 50 y 90 kb, pero s6lo una region de
7.8 kb, llamada spv (“Salmonella plasmid virulence”), es necesaria para
conferir el fenotipo de virulencia en ratones BALB/c (Gulig et al. 1993,

Rotger y Casadesus 1999).

3. LOS SISTEMAS DE DOS COMPONENTES

La adaptacion a cambios ambientales es esencial para todos los
organismos, desde las bacterias hasta los humanos. Los sistemas de
transduccion de senales funcionan como rutas que enlazan estimulos
externos con respuestas adaptativas especificas. A pesar de la gran
diversidad de estimulos y respuestas, un numero relativamente pequeno
de estrategias moleculares se usan para la senalizacion. La fosforilacion
de proteinas es una de estas estrategias.

En procariotas, el esquema predominante de senalizacion esta
estructurado basandose en dos proteinas conservadas: una proteina
histidina-quinasa y un regulador de respuesta, que son fosforilados en
una histidina y un aspartato, respectivamente. Son los denominados
sistemas de dos componentes (Bourret et al. 1989, West y Stock 2001).
En todos los casos, las parejas de proteinas comparten la funcion comun
de permitir a las células percibir condiciones ambientales y responder
ante dichos estimulos. La histidina quinasa es una proteina sensora que,
en respuesta a cambios ambientales, se autofosforila en una histidina.
Posteriormente transfiere el fosfato al aspartico presente en el regulador
de respuesta. Este ultimo suele funcionar como un factor transcripcional,

aunque no siempre es asi.
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Los sistemas de dos componentes son abundantes en la mayoria de
las Eubacterias, donde constituyen el 1% de las proteinas codificadas. Se
encuentran en muchos contextos funcionales diferentes, y en muchas
especies bacterianas. Intervienen en la infeccion por bacteriofagos, en el
transporte de azucares, en la regulacion del flujo de metabolitos, en la
virulencia, en la movilidad, y en otros muchos procesos celulares
(Cozzone 1988).

Se distinguen de las rutas clasicas de transduccion de senales
eucarioticas en que en éstas la fosforilacion suele ser en una Tyr, una
Thr o una Ser. Ademas, las quinasas de eucariotas no suelen
autofosforilarse, sino transferir el fosfato del ATP directamente a su
proteina diana. Y por ultimo, en eucariotas se da una amplificacion en la
cascada de senalizacion, ya que una quinasa fosforila a muchas dianas,
mientras que en procariotas la relacion suele ser 1:1 entre quinasa y
regulador de respuesta (Robinson et al. 2000).

En la Figura I.2 se puede ver una representacion esquematica de

un sistema de dos componentes bacteriano.

Sensor Regulador de respuesta
+(®
Dominio Dominio (‘ Dominio Dominio
sensor quinasa receptor regulador

7N
ATP ADP

Figura I.2. Esquema general de los sistemas de dos componentes. El sensor, o
proteina que detecta cambios en el medio, transfiere un grupo fosfato al regulador de
respuesta, que suele ser un factor de transcripcion. El sensor se autofosforila en un
residuo histidina conservado (H) del dominio quinasa como respuesta a un estimulo
detectado por el dominio sensor. El fosfato es transferido a un aspartato conservado (D)
en el dominio receptor del regulador de respuesta, cambiando la capacidad del dominio
regulador para unirse al ADN.

Existe una variante un poco mas compleja de este modelo. En este
caso, el fosfato pasa por una cadena de fosforilaciones His-Asp-His-Asp.
Este modelo incluye varios pasos de fosfotransferencia, y generalmente

mas de dos proteinas (West y Stock 2001). Suelen participar quinasas
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hibridas, en las cuales los dominios que contienen los residuos His y Asp
conservados estan presentes en la misma proteina, aunque existen casos
en los que ambos dominios estan presentes en proteinas diferentes. Esta
variante proporciona mas versatilidad en las estrategias de senalizacion y
una mayor cantidad de sitios posibles para regulacion (Figura 1.3). Este
disenno es mas abundante en eucariotas, aunque también se encuentra

en procariotas.

+® +® +®
T & B
O EENON—

ATP  ADP

Figura 1.3. Esquema de un sistema de dos componentes con mas de dos proteinas.
La proteina que acttia como sensor tiene ambos residuos susceptibles de fosforilacion
conservados, una His y un Asp. El grupo fosfato pasa de la His, al Asp, y de ahi a una
His de otra proteina intermediaria, una histidina fosfotransferasa. De ésta pasa al
regulador de respuesta, concretamente al Asp conservado.

A pesar de su nombre, muy pocos sistemas de dos componentes
estan formados por sé6lo dos componentes (West y Stock 2001). Suelen
tener otras proteinas auxiliares sobre las que recae la regulacion de la
ruta. La diana directa o indirecta de todas las estrategias de regulacion
es el regulador de respuesta, a nivel de la fosforilacion, que es lo que
determina la respuesta de salida. Muchos reguladores de respuesta
tienen una actividad autofosfatasa que limita el tiempo de vida medio del
estado fosforilado (Hersh et al. 1999). En algunos sistemas existen
fosfatasas o proteinas auxiliares que potencian la actividad fosfatasa del
regulador de respuesta, con lo que se acelera la desfosforilacion. Ademas,
muchas proteinas sensoras tienen actividad fosfatasa (Keener y Kustu

1988, Aiba et al. 1989, Lois et al. 1993).
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3.1. Las proteinas sensoras

Las proteinas que actuan percibiendo los cambios ambientales, o
proteinas sensoras, comparten una homologia de secuencia de unos 200
aminoacidos en el extremo C-terminal (Nixon et al. 1986, Ronson et al
1987). Muchos miembros de esta familia son proteinas transmembrana,
suelen ser homodimeros, y se ha propuesto que tienen un dominio N-
terminal, periplasmico, que detecta cambios en el ambiente, y un
dominio C-terminal, citoplasmatico, que transduce la senal. Aun asi,
existen proteinas de esta familia que estan localizadas en el citoplasma
bacteriano y detectan senales intracelulares, como CheA y NtrB (Stock et

al. 2000, Khorchid y Ikura 2006).

Hidrofébico I II 111
CheA 1 - 871
NR | I e W 349
PhoR 1 i I 1 W 431
EnvZ — 0 1 B 450
SpollJ I B 605
DctB — g I = 822
PgtB = T I S W— 593
CpxA 0 = I = 458
PhoM 3 - I B 474
vira —IB =0 I —m— 829
PheQ — - T 0 487
UhpB R e e e T e T S S S e 518
FixL - I B 484
NarX L 3— T a-a— 598
DegsS I = 385
Agr -2 O — 1 & 0— 423
FrzE I 1 779

Figura I.4. Organizacion de los dominios en las histidina-quinasas. Los recuadros
azules corresponden a las secuencias transmembrana hidrofébicas. La regién I contiene
la His conservada, representada por una X; la region II esta indicada por el recuadro
morado, y contiene una Asn conservada; la secuencia rica en Gly de la region III se
representa por un recuadro verde. Los recuadros blancos son homélogos de los
dominios de regulacion de reguladores de respuesta. Los ntimeros designan el numero
total de aminoacidos (Stock et al. 1989).
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Ademas de la His conservada, poseen un residuo Asn, también
conservado, en la region II, y una secuencia rica en Gly, en la region III
(Figura I.4). El resto de las regiones dentro de las quinasas suele ser
muy variable (Stock et al. 1989).

La deteccion de la senal especifica por la proteina correspondiente
causa su activacion, y como resultado se produce la hidrolisis del ATP y
la autofosforilacion de la His conservada en el subdominio de
fosfotransferencia (Hoch 2000). Este dominio interacciona con un
dominio regulador de wuna proteina reguladora de respuesta. La
autofosforilacion es una reaccion bimolecular que tiene lugar en un
homodimero, en la cual un monémero de la histidina quinasa cataliza la
fosforilacion de la His conservada del otro monomero (Wolfe y Stewart
1993). El dominio de dimerizacion esta cerca de la His conservada.

Las estructuras estudiadas de las proteinas que actian como
sensores del medio indican que se trata de una clase estructural nueva
de quinasas, distintas de las Ser/Thr o Tyr-quinasas de eucariotas. Sin
embargo, estan relacionadas con un pequeno grupo de proteinas de
union a ATP formado por la girasa B (Wigley et al. 1991), la chaperona
Hsp-90 (Prodromou et al. 1997) y la enzima de reparacion de
emparejamientos erroneos MutL (Ban y Yang 1998). De forma colectiva,
este grupo de proteinas con dominios ATP-asa de funcionalidad
divergente representa una clase distinta de proteinas de union a ATP
llamada la superfamilia GHKL (Dutta et al. 2000). Comparten el nucleo
estructural comun y los motivos de secuencias conservadas que forman

el bolsillo de unién a ATP.

3.2. Los reguladores de respuesta

Para cada proteina de la familia anterior existe una proteina
reguladora correspondiente (Nixon et al. 1986, Ronson et al. 1987),
[revisado en (Stock et al. 2000, West y Stock 2001)]. Las proteinas de esta
clase comparten similitud de secuencia de unos 120 aminoacidos en el

extremo N-terminal. En los casos de las proteinas CheY y SpoOF, que
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son muy pequenas, la secuencia conservada comprende la proteina
entera. Son estructural y funcionalmente analogos a los miembros de la
familia Ras de eucariotas.

Las proteinas que actuan como reguladores de respuesta tienen
dos (o mas) dominios claramente diferenciados (West y Stock 2001).

El dominio regulador esta en el extremo N-terminal, y tiene tres
actividades. La primera es interactuar con las quinasas fosforiladas y
catalizar la transferencia del grupo fosfato a su propio residuo Asp. La
segunda es catalizar la auto-desfosforilacion. Y la tercera es regular la
actividad de su dominio efector asociado en una manera dependiente de
fosforilacion. La actividad autofosfatasa difiere mucho entre distintos
reguladores, por lo que la vida media del Asp fosforilado varia entre
segundos y horas, es decir, cubre un rango de cuatro ordenes de
magnitud. El tiempo de vida medio de la forma activa de distintos
reguladores de respuesta parece correlacionar bien con su funcion
fisiologica y otras estrategias de regulacion del sistema.

Los dominios efectores de los reguladores de respuesta estan en el
dominio C-terminal de la proteina. Son diversos en cuanto a estructura y
funcion, por eso no sorprende que existan muchos mecanismos
diferentes para la regulacion de su actividad por parte de los dominios de
regulacion de los reguladores de respuesta.

La mayoria de los reguladores de respuesta actiian como factores
de transcripcion, con dominios efectores de union al ADN. Sin embargo,
algunos reguladores de respuesta presentan un dominio C-terminal que
tiene actividad enzimatica, como es el caso de CheB (Stock et al. 2000).

La determinacion de la estructura de cuatro reguladores de
respuesta fosforilados, o activados de alguna otra forma (Birck et al
1999, Kern et al. 1999, Halkides et al. 2000, Lee et al 2001) ha
confirmado la hipotesis de que la fosforilacion del regulador de respuesta
en el Asp del sitio activo esta asociada con una conformacion alterada del
dominio regulador. Parece existir un mecanismo comun en los cambios

estructurales que se propagan desde el sitio activo.

-15-



4. EVOLUCION DE LOS SISTEMAS DE DOS COMPONENTES

En especies bacterianas con varias decenas de sistemas de dos
componentes como Escherichia coli o Bacillus subtilis, esta claro que la
mayoria de los sistemas fueron apareciendo por duplicacion génica de
uno o mas sistemas ancestrales, y evolucionaron para adquirir nuevas
senales de entrada y nuevas especificidades de promotores diana de
salida (Hoch 2000). Por ejemplo, en B. subtilis, es posible identificar
familias de sistemas de dos componentes derivados de un Unico sistema
basandose en la conservacion de las secuencias situadas alrededor de la
His fosforilable de la proteina sensora, los residuos aminoacidicos del
sitio activo del regulador de respuesta, la estructura del dominio de
salida del regulador y el orden relativo dentro del cromosoma de los
genes que codifican la quinasa y el regulador de respuesta (Fabret et al.
1999). Sin embargo, los dominios sensores de las histidinas quinasas
difieren mucho entre si en tamano y estructura, incluso dentro de una
misma familia. Aunque muchos de estos dominios estan localizados en la
membrana, el numero de regiones transmembrana varia mucho (Hoch
2000). Incluso existen quinasas paralogas estrechamente relacionadas
que muestran poca similitud de secuencia de aminoacidos en la porcion
periplasmica. Probablemente, la variabilidad global de los dominios
sensores es debida a la gran diversidad de moléculas de senalizacion
detectadas por el organismo. Pero es posible que la hipervariabilidad
particular que presentan las porciones periplasmicas de estos dominios
se deba a que se trate de secuencias ancestrales sin funcién enzimatica

ni estructural.
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5. ESPECIFICIDAD ENTRE LA QUINASA Y EL REGULADOR DE
RESPUESTA

La gran cantidad de parejas de quinasas y reguladores de
respuesta presentes en las bacterias, junto con la conservacion
estructural de los reguladores de respuesta y del dominio de
fosfotransferencia de las quinasas, nos lleva a la cuestion de como las
células activan los genes precisos ante una determinada senal. Debe
existir una especificidad muy alta entre la quinasa y su regulador de
respuesta para excluir la posibilidad de que otro regulador secuestre el
grupo fosfato y active genes inapropiados (Bijlsma y Groisman 2003).
Cabe también la posibilidad de que, en ciertas circunstancias, pueda ser
interesante la activacion cruzada entre sistemas de dos componentes con
objeto de integrar diferentes senales o de producir varias respuestas ante
una senal (Laub y Goulian 2007).

Las interacciones proteina-proteina normalmente ocurren entre
grandes superficies y suelen ser multifactoriales, es decir, suelen ser el
resultado de muchas interacciones débiles. Se ha propuesto que los
residuos conservados de las quinasas funcionan como anclaje y que
median la interaccion con residuos conservados alrededor del Asp
conservado en el regulador de respuesta, lo que lleva a que los residuos
cataliticos de ambas moléculas queden muy proximos (Tzeng y Hoch
1997, Zapf et al. 2000). Por tanto, la especificidad entre una pareja de
proteina sensora/regulador de respuesta debe estar mediada por otros
residuos hipervariables alrededor del Asp, que interaccionan con los
residuos cercanos a la His fosforilable de las quinasas (Zapf et al. 2000,
Hoch y Varughese 2001). Esta hipotesis ha sido apoyada por estudios de
mutagénesis. Por consiguiente, estos dos grupos de secuencias son las
responsables de la especificidad de respuesta (Fabret et al. 1999). Se
podrian definir por tanto tres clases de aminoacidos dentro de estas
proteinas: aminoacidos invariables, que forman el dominio catalitico;
aminoacidos de anclaje, que posicionan las proteinas en la orientacion

correcta; y aminoacidos de reconocimiento, muy variables, que previenen
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la interaccion heterdloga de parejas de proteinas no canonicas,
asegurando la fidelidad en la propagacion de la senal (Hoch y Varughese
2001).

La fosforilacion cruzada (o “cross-talk”) entre una quinasa y un
regulador de respuesta de dos sistemas diferentes se puede observar in
vitro. Sin embargo, la tasa de transferencia de fosfato en estos casos es
siempre menor que entre las parejas canonicas. Los determinantes de
reconocimiento en ambas proteinas son importantes para formar el
complejo productivo que promueve la fosfotransferencia (West y Stock
2001). En ensayos in vivo solo se observa este tipo de fosforilacion
cuando la proteina sensora no relacionada esta sobreexpresada o cuando
el gen que codifica la proteina propia esta delecionado. Ademas, los
niveles de fosforilacion cruzada observados son demasiado bajos para
que ocurra cuando estas proteinas se encuentran a niveles normales de
expresion (Bijlsma y Groisman 2003).

Hay bastantes pruebas de que muchos reguladores de respuesta
pueden recibir el fosfato a partir de una pequena molécula donadora de
fosfatos denominada acetil fosfato [revisado en (Wolfe 2005)]. Sin
embargo, en la mayoria de los casos, los efectos del acetil fosfato se han
puesto de manifiesto en ausencia de la correspondiente histidina
quinasa, por lo que se desconoce la importancia fisiologica de estas
fosforilaciones.

Hay dos factores que parecen ser especialmente importantes en el
mantenimiento de un nivel bajo de fosforilacion cruzada. Uno es la
competencia entre reguladores de respuesta: aunque una histidina
quinasa pueda interaccionar con varios reguladores no especificos, tiene
una afinidad mucho mayor por el de su propio sistema. El otro factor es
la actividad fosfatasa que tienen muchas histidina quinasas, que se
encarga de eliminar cualquier fosforilacion inapropiada de su regulador
de respuesta realizada por otra histidina quinasa o por el acetil fosfato
(Laub y Goulian 2007).

Hay quinasas que no parecen estar acopladas a un tnico regulador

de respuesta, como por ejemplo CheA, que fosforila tanto a CheY como a

-18 -



Introduccion

CheB. Las caracteristicas de las proteinas que determinan la
especificidad de la interaccion entre una quinasa y su regulador de
respuesta son probablemente bastante sutiles. CheY y CheB aceptan el
grupo fosfato de CheA con la misma cinética aproximadamente, a pesar
de que tienen menor similitud que otras parejas de reguladores elegidos
al azar dentro de la familia. Cuando se comparan las tasas de
transferencia de fosfato desde la quinasa CheA hacia su regulador de
respuesta, CheY, con las tasas de transferencias hacia otros reguladores
de respuesta, se observa que difieren menos de 100 veces. Sin embargo,
experimentalmente es posible obtener diferencias mucho mayores en
afinidad mediante sustituciones de un solo aminoacido. ¢Por qué, pues,
la evolucion no ha llevado a selectividades mucho mayores de las
quinasas por sus respectivos reguladores? Caben dos respuestas
contrapuestas, desde la perspectiva adaptacionista: (1) la fosforilacion
cruzada que se observa in vitro es suficientemente importante para
haberse seleccionado, (2) la fosforilacion cruzada es irrelevante y no es
necesario seguir seleccionando mayores diferencias de afinidad (Stock et
al. 1989).

Ademas, diferentes senales pueden converger en la misma ruta de
regulacion si el estado fosforilado de un regulador de respuesta se
modifica por varios sensores relacionados, cada uno en respuesta a una
senal diferente.

Se han encontrado ejemplos de interaccion entre diferentes
sistemas de dos componentes a través de proteinas que no forman parte
de estos sistemas. Uno de ellos es la conexion entre los sistemas PmrAB
y PhoPQ a través de la proteina PmrD (Kato y Groisman 2004). Estas
interacciones posibilitan a un sistema responder a multiples senales, lo
cual es importante para que las bacterias puedan responder
minuciosamente a cambios ambientales complejos. Un esquema de esta

respuesta se representa en la Figura I.5.
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Figura 1.5. Esquema de la conexion entre dos sistemas de dos componentes. La
proteina PmrD conecta los sistemas PhoPQ y PmrAB. La expresion de PmrD es activada
por el sistema PhoPQ. PmrD se une a la forma fosforilada de PmrA, previniendo su
desfosforilacion, y por tanto activando el sistema PmrAB. Figura adaptada de Eguchi y
Utsumi (Eguchi y Utsumi 2005).

6. LOS SISTEMAS DE DOS COMPONENTES Y LA VIRULENCIA

Muchas bacterias patéogenas encuentran diferentes microambientes
durante la infeccion, y la capacidad de adaptarse a distintos nichos
dentro y fuera del hospedador, con frecuencia, esta mediada por sistemas
de dos componentes (Beier y Gross 2006). Debido a su versatilidad para
detectar senales intracelulares y extracelulares, y a su variable
arquitectura modular, los sistemas de dos componentes son mecanismos
apropiados para la regulacion de la virulencia. Hay que tener en cuenta,
sin embargo, que el fenotipo de avirulencia de muchos mutantes en los
sistemas de dos componentes se debe, en ocasiones, a interferencias con
requerimientos metabolicos de las células, mas que a cambios en la
expresion de factores especificos de virulencia.

A pesar del conocimiento detallado del mecanismo de transduccion
de senales basado en fosforilacion, existe poca informacion sobre las
bases moleculares de su contribucion a la virulencia de la mayoria de los

patogenos. No se conoce la naturaleza de las senales relevantes para la
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infeccion, ni sus mecanismos de percepcion, ni las dianas de la
regulacion mediada por sistemas de dos componentes, ni las redes de
regulacion en las que estan integrados para controlar la expresion de
fenotipos tan diversos. Los estudios futuros deben centrarse en investigar
estas caracteristicas, debido a que la ausencia de sistemas de dos
componentes en mamiferos los convierte en buenas dianas para el
desarrollo de terapias antibacterianas. Sin embargo, hay algunos
estudios de mecanismos de regulacion de la virulencia por sistemas de

dos componentes.

6.1. Regulacion de la virulencia en Salmonella enterica

Muchos de los fenotipos de virulencia de S. enterica se pueden
atribuir a la presencia de las islas de patogenicidad (SPIs). Como se
menciono antes, las islas 1 y 2 codifican sistemas de secrecion tipo III,
que confieren a Salmonella la habilidad de invadir activamente células no
fagociticas y de replicarse dentro del fagosoma (Galan y Zhou 2000,
Waterman y Holden 2003). Los fenotipos de virulencia estan controlados
por una compleja interaccion de reguladores transcripcionales, que
implica una sofisticada red de intercomunicacion entre sistemas de dos
componentes.

El sistema PhoPQ es el principal regulador de la virulencia de
Salmonella. Tanto su inactivacion (por mutaciones nulas en phoP o phoQ)
como su hiperactivacion (por una mutacion de ganancia de funcién en
phoQ, el gen para la histidina quinasa) conllevan atenuacion de la
virulencia en ratones (Fields et al. 1986, Galan y Curtiss 1989, Miller et
al. 1989, Miller y Mekalanos 1990). Otros fenotipos del mutante nulo son
la incapacidad de sobrevivir dentro de macrofagos y la susceptibilidad a

péptidos antimicrobianos (Groisman 2001). La senal que detecta PhoQ es
la concentracién periplasmica de iones Mg®" y Ca®’, y debido a que la

e . . . 2+
concentracion ionica en el fagosoma es baja, se considera que el Mg™ es
el principal indicio ambiental para informar a Salmonella de que se

encuentra en el interior de la vacuola fagocitica. El modelo actualmente
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mas aceptado sugiere que Salmonella identifica el ambiente en que se
encuentra dentro del hospedador midiendo los niveles de Mg?* a través
de la proteina PhoQ (Groisman 2001). Una concentracion baja de Mg2* es
propia del ambiente intracelular y lleva a la activacion del sistema
PhoPQ. Por otro lado, una concentracion alta de Mg?* es indicativa del
ambiente extracelular y lleva a la inactivacion del sistema. En
consecuencia, los genes activados por PhoP (genes pag) se expresan
dentro de las células hospedadoras, mientras que los genes reprimidos
por PhoP (genes prg) se expresan fuera de las células hospedadoras. El
regulon PhoPQ comprende mas de 40 genes, que se pueden clasificar
como ancestrales (o presentes en otras enterobacterias) o especificos de
Salmonella, que se supone fueron incorporados al cromosoma de

Salmonella por transferencia horizontal. Los ancestrales estan
relacionados con la toma de Mg2+, y con la reduccion de la necesidad de

Mg** de la envuelta celular.
El gen pmrD codifica la proteina PmrD, y pertenece a los genes
ancestrales del regulon PhoPQ. Como se vio anteriormente en la Figura

I.5, esta proteina media la regulacion del regulon PmrAB dependiente de

PhoP y Mg”* (Kox et al. 2000).
El sistema PmrAB controla genes involucrados en la resistencia a

polimixina B modificando la carga neta del lipopolisacarido (Gunn et al.

2000). Se activa directamente por la union de iones Fe®* al dominio

periplasmico de PmrB. Esto lleva a la inhibicién de la actividad fosfatasa

de PmrA sobre PmrB. La activacion del sistema PmrAB por Mg2+ es el
resultado de una interaccion especifica de PmrD con el extremo N-
terminal de PmrA, que lo protege de la desfosforilacion por parte de su
quinasa (Kato y Groisman 2004).

Los miembros del regulon PhoPQ especificos de Salmonella estan
implicados en virulencia y supervivencia dentro de los macrofagos.
Algunos de estos genes estan regulados por PhoP y SlyA, que es un
regulador transcripcional de la familia MarA (Shi et al. 2004, Navarre et

al. 2005). Se ha publicado un control transcripcional positivo del gen
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slyA por PhoP, sin embargo distintos estudios han dado resultados
contradictorios. Se ha observado una relacion directa entre el sistema
PhoPQ y la supervivencia en macrofagos (Bijlsma y Groisman 2005), ya
que la expresion del sistema de dos componentes SsrAB, que regula la
transcripcion de los genes de la isla de patogenicidad 2, tanto de los que
codifican componentes estructurales del aparato de secrecion tipo III
como de los que especifican proteinas efectoras, esta controlada por
PhoPQ. El control de la transcripcion de ssrB se produce por union
directa de PhoP al promotor de ssrB, mientras que la expresion de SsrA
esta modulada por PhoP a nivel postranscripcional, un efecto que es
dependiente de la region 5’ no traducida del transcrito de ssrA (Bijlsma y
Groisman 2005). La transcripcion de ssrA y ssrB dentro de los
macrofagos también requiere el sistema de dos componentes OmpR-
EnvZ, por union directa de OmpR fosforilado en las regiones corriente
arriba de los genes ssrA y ssrB (Feng et al. 2003). Ademas, SsrB
fosforilado se ha visto que se une a regiones localizadas corriente abajo
de los sitios de inicio de la transcripcion de ssrA y ssrB, solapando con
los sitios de union de OmpR, lo que sugiere una autorregulacion de este
regulador de respuesta (Feng et al 2004). A partir de estas
observaciones, Bijlsma y Groisman (Bijlsma y Groisman 2005)
desarrollaron la hipotesis de que OmpR-EnvZ promueve la transcripcion
de ssrB poco tiempo después de la internalizacion de Salmonella por los
macrofagos, mientras que en etapas mas tardias de la infeccion, cuando
las condiciones dentro de la vacuola han cambiado, la actividad de
OmpR-EnvZ podria disminuir, y el sistema PhoP-PhoQ podria ser el
responsable de la sintesis de las proteinas SsrB y SsrA.

Ademas de regular la expresion de los genes de la isla 2 de
patogenicidad, PhoP esta implicado en la represion de los genes de
invasion, presentes en la isla 1, regulando negativamente el gen hilA
(Bajaj et al. 1996). El sistema de dos componentes BarA-SirA también
controla la expresion de los genes de invasion. El efecto regulador de este
sistema esta mediado principalmente por el sistema CsrAB, a través de la

regulacion del regulador transcripcional tipo AraC, HilD (Ellermeier et al.
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2005), que junto con HilC y RtsA, controla la transcripcion de hilA. La
proteina CsrA, cuya actividad esta controlada por la interaccion con los
ARN reguladores CsrB y CsrC, afecta a la expresion de HilD e HilC (Altier
et al. 2000), y a su vez SirA induce la transcripcion del ARN regulador
CsrB (Lawhon et al. 2002). Ademas, se ha observado union directa de
SirA a las regiones corriente arriba de hilA e hilC (Teplitski et al. 2003).
Por otro lado, mutaciones en los genes ompR o envZ reducen la expresion
de hilA (Lucas y Lee 2001), y se ha sugerido que OmpR-EnvZ controla los
genes de invasion induciendo la transcripcion de hilA a través de HilD.
Recientemente se ha propuesto un modelo segun el cual la presencia de
sal o de sacarosa en el medio (estimulos que se sabe que inducen la
expresion de los genes de invasion) provoca la autofosforilacion de la
quinasa BarA. Esta cede su fosfato al regulador de respuesta SirA. SirA
fosforilado activaria entonces a un factor transcripcional desconocido,
distinto de los ARN pequenos Csr. Ese factor activaria la transcripcion de
hilD, cuyo producto a su vez activa a hilA. En este modelo el papel del
sistema OmpR-EnvZ seria secundario (Mizusaki et al. 2008).

En resumen, existen al menos 5 sistemas de dos componentes
implicados en la regulacion de la virulencia de Salmonella: PhoPQ,
PmrAB, OmpR-EnvZ, SsrAB y SirA-BarA, y se han demostrado

interacciones entre algunos de ellos.

Un esquema de toda esta red de regulacion se presenta en la

Figura I.6.
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Figura [.6. Representacion esquematica de la red de regulaciéon que controla la
expresion de los genes de virulencia de S. enterica. La linea gris representa la
membrana citoplasmatica con las diferentes histidina-quinasas. Los reguladores de
respuesta se representan en el mismo color que sus quinasas correspondientes. P
indica fosforilacién. Las lineas discontinuas representan interacciones con resultados
contradictorios publicados. Figura adaptada de Beier y Gross (Beier y Gross 2006).

7. EL SISTEMA Rcs

El sistema Rcs se identifico por su papel en la regulacion de la
transcripcion de los genes necesarios para la sintesis de la capsula de
acido colanico en E. coli (Brill et al. 1988, Stout y Gottesman 1990). Mas
que un sistema de dos componentes se ha visto que es un sistema de

fosforilaciones con varios componentes. Este sistema es Unico entre los
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reguladores de dos componentes en Escherichia coli, ya que esta
compuesto por tres proteinas y cuatro dominios de senalizacion. Ademas,
el regulador de respuesta puede actuar solo o en asociacion con otros
reguladores auxiliares. Este sistema parece ser exclusivo de la familia
Enterobacteriaceae, pero los genes rcs no estan presentes en ninguna de
las enterobacterias endosimbidticas con genoma pequeno, como
Buchnera o Wigglesworthia (Huang et al. 2006). Se encuentra en muchas
bacterias patogenas, como E. coli, Salmonella, Klebsiella, Shigella,
patogenos de plantas como Erwinia carotovora y Pantoea stewatii, y en
Proteus mirabilis. Se piensa que tanto el mecanismo basico de accion
como las funciones del sistema estan conservados en estos organismos
(Majdalani y Gottesman 2005). En los organismos donde la informacion
genética esta disponible, los genes rcsC, resD y resB estan juntos y tienen

una organizacion génica conservada (Figura 1.7).

atoBDEF

E. coli K-12 ompC resD resB resC atoS atoC yrA
uPEC «)mm—-m_»_m-«-«b-
EPEC

=me (i) -(((emdEe——

s~

S. enterica
v pesis . —C{IND{E— )~

P. luminescens

Figura I.7. Analisis comparativo del locus rcs en la familia Enterobacteriaceae. Las
estirpes comparadas son E. coli K-12 MG1655, E. coli CFT073 (UPEC), E. coli E2348/69
(EPEC), Shigella flexneri 2a 2457T, S. enterica serovar Typhimurium LT2, Y. pestis KIM y
P. luminescens TTO1l. Los genes que codifican proteinas homoélogas en los distintos
genomas estan representados en el mismo color. Figura adaptada de Huang y
colaboradores (Huang et al. 2006).
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7.1. Miembros del sistema Rcs

a) ResC

RcsC es la proteina que detecta los estimulos externos. Es una
proteina de membrana interna, con un dominio periplasmico importante
(Stout y Gottesman 1990). La mayor parte de la proteina es citoplasmica,
e incluye, ademas del dominio sensor quinasa clasico (H1), un dominio
adicional que se parece a los dominios receptores de los reguladores de
respuesta (D1). Este dominio podria representar un dominio
amortiguador de la senal, en el cual el fosfato se transfiere al Asp de este
dominio de RcsC en lugar de a RcsB, o podria ser un paso mas en la
compleja ruta de transmision de la senal. Con la identificacion de la
proteina RcsD, antes llamada YojN, se ha podido entender que la senal
viaja desde el dominio H1 de RcsC hasta el D1 de la misma proteina, y de
aqui a la His conservada de RcsD, desde donde pasaria al Asp
conservado de RcsB. En la Figura I.8 se puede ver una representacion

esquematica de RcsC.

Dominio
™1 ™2 PAS
Dom-:rada . H1

Figura 1.8. Organizacion de los dominios de la proteina RcsC. El dominio PAS no
estd anotado en todas las bases de datos. TM1 y TM2 representan los dominios
transmembrana. H1 es el dominio his-quinasa, y D1 el dominio receptor.

Existen indicios de que RcsC y RcsD intervienen tanto en la
fosforilacion como en la desfosforilacion de RcsB. Esta idea se basa en la
expresion de un gen activado por RcsB de manera independiente de
RcsA, el gen rprA. Este gen no se expresa en la estirpe silvestre, pero si lo
hace en mutantes nulos resC o resD (Majdalani et al. 2002, Majdalani et
al. 2005). Esto sugiere que RcsC, al igual que muchas otras histidina
quinasas, posee una actividad fosfatasa, y que la pérdida de esta

actividad o de la proteina intermediaria en la fosforilacion (RcsD),
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impiden la eliminacion de fosfato de RcsB, que, por otro lado, podria

recibir una fosforilacion cruzada desde fuentes desconocidas.

b) ResD

RcsD es la proteina que sirve de intermediario en la ruta de
fosforilacion entre RcsC y RcsB. Presenta similitud de secuencia con
RcsC, especialmente en el dominio histidina quinasa. Sin embargo, este
dominio podria no ser funcional ya que le falta la His autofosforilable.
Ademas, a diferencia de RcsC, RcsD no contiene un dominio receptor en
su porcion carboxilo, sino que posee un dominio HPt (histidina
fosfotransferasa) de unos 100 aminoacidos (Takeda et al. 2001, Rogov et
al. 2004). Se asume que RcsC y ResD actuan como un heterodimero que
controla el estado de fosforilacion del regulador global RcsB. El dominio
HPt juega un papel fundamental en la transferencia de la senal, ya que
media especificamente la transferencia del fosfato entre los dos dominios
receptores de RcsB y RcsC. Esta reaccion puede ser reversible. En la

Figura 1.9 se representa la estructura de esta proteina.

TM1 TM2

Figura 1.9. Organizacion de los dominios de la proteina RcsD. H2 representa el
dominio HPt de esta proteina. No esta claro que los dominios de entrada de las
proteinas RcsC y ResD sean homologos.

c) ResB

El dominio N-terminal de rcsB es el tipico de la familia de
reguladores de respuesta. El dominio C-terminal, el de union al ADN,
coloca a esta proteina en la familia de LuxR (Stout y Gottesman 1990).
RcsB fosforilado cambia su conformacion, y esto le permite unirse a las
secuencias promotoras de determinados genes dianas para activar o
reprimir dichos genes. Se puede observar un esquema de esta proteina

en la Figura I1.10.
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Figura I.10. Organizacion de la proteina RcsB. D2 representa el dominio receptor. El
otro dominio es el de unioén al ADN, y pertenece a la familia LuxR.

El sistema de senalizacion funciona de la forma siguiente: RcsC
detecta un estimulo ambiental, lo que provoca que la His del dominio H1
sea fosforilada mediante una reaccion de autofosforilacion. El grupo
fosfato es transferido al Asp conservado del dominio D1 de RcsC. Desde
ahi, el fosfato viaja al residuo His del dominio HPt de RcsD, y finalmente
pasa al dominio D2 de RcsB. Una vez fosforilado, RcsB se activa y es
capaz de unirse al ADN y regular la transcripcion de sus genes diana.

Los datos de Mariscotti y colaboradores (Mariscotti y Garcia-Del
Portillo 2008) sugieren que, bajo condiciones constantes, el sistema Rcs
de Salmonella enterica podria tener un exceso de proteinas sensora y
fosfotransmisora, lo que aseguraria una rapida respuesta cuando se
encuentra con el estimulo. Esta configuracion seria esencialmente
regulada a nivel de la transferencia de fosfato, lo que explicaria los
niveles constantes de RcsC, RcsD y RcsB observados en la estirpe
silvestre y el mutante igaAl (que tiene activado el sistema Rcs)
(Dominguez-Bernal et al. 2004). Este modelo también explicaria por qué
hacen falta represores especificos para afinar la respuesta de salida en

condiciones basales y de induccion.

7.2. Proteinas auxiliares del sistema Rcs e interaccion con otros
sistemas

La ventaja de tener un regulador como RcsB que requiere proteinas
auxiliares, y que puede actuar con muchas proteinas correguladoras
diferentes, es que permite maultiples entradas de regulacion distintas,

proporcionando un mecanismo sencillo para la regulacion de un
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conjunto de genes regulados por RcsB. Las senales que afectan a la
sintesis o actividad de los correguladores sé6lo afectan a la sintesis de

aquellas dianas que son dependientes del corregulador.

a) ResA

Es la proteina auxiliar del sistema Rcs mas estudiada. Como se
vera mas adelante, coopera con RcsB en la activacion de los genes
necesarios para la sintesis de la capsula de acido colanico (wca). Como
en el caso de RcsB, el dominio C-terminal de RcsA contiene un motivo de
union al ADN, que pertenece a la familia LuxR/FixJ. El dominio N-
terminal esta relacionado con los reguladores de respuesta, pero le falta
el Asp conservado, que es el sitio habitual de fosforilacion, asi como otros
residuos caracteristicos (Stout et al. 1991). Es una proteina de vida corta,
sujeta a la degradacion por la proteasa Lon, y en menor medida por la
proteasa ClpYQ (Trisler y Gottesman 1984, Torres-Cabassa y Gottesman
1987, Kuo et al. 2004). En Klebsiella pneumoniae existe una proteina
implicada en la sintesis de la capsula K2 junto con RcsB, llamada RmpA,

que podria ser un homologo de RcsA (Nassif et al. 1989).

b) TviA

En Salmonella typhi, el antigeno Vi asociado a virulencia se
sintetiza en un proceso dependiente de RcsB e independiente de RcsA.
En cambio, la proteina TviA, codificada en el agrupamiento de genes Vi,
es necesaria para la activacion (Virlogeux et al. 1996). TviA no esta
relacionada con RcsA ni con otras proteinas de la familia LuxR. Aunque
no se ha demostrado que se una al ADN, su capacidad de suprimir una
mutacion sin sentido en rcsB en el dominio de union al ADN puede
sugerir que interacciona con RcsB y estimula su capacidad de union al

ADN (Brill et al. 1988).
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c) PhoP

Este caso es un ejemplo de cooperacion entre RcsB y otro regulador
de respuesta. En S. typhimurium, la expresion del gen ugd es activada
desde un promotor dependiente y otro independiente de RcsB, reflejando
la variedad de funciones de esta enzima (Mouslim y Groisman 2003).

RcsA coopera con RcsB para estimular la sintesis bajo ciertas
condiciones ambientales. Sin embargo, bajo otras condiciones (alto Fe’y
bajo Mg2+), PhoP actua en lugar de RcsA (Mouslim et al. 2003). La escasez

de Mg2+ conduce a la activacion de PhoP, y su sitio de unién esta a mas
de 70 nucleotidos corriente arriba del sitio de union de RcsB. Este
resultado sugiere la posibilidad de que RcsB sea capaz de cooperar con

otros reguladores mucho mas ampliamente de lo que se sospechaba.

7.3. Modo de accion de RcsB
RcsB actuia segin dos mecanismos generales para la activacion o

represion de sus promotores diana.

a) Dependiente de RcsA

Este caso esta ejemplificado por la regulacion de los genes wca en
E. coli y genes relacionados con la capsula en los patégenos de plantas
Erwinia amylovora y Pantoea stewartii. Experimentos genéticos sugieren
que RcsB es el regulador principal, con RcsA como proteina auxiliar. La
sobreexpresion de RcsB es suficiente para activar los genes wca en
ausencia de RcsA (Brill et al. 1988). Sin embargo, no se detecta expresion
de estos genes en ausencia de RcsB, sin importar el nivel de RcsA.

Aunque RcsA no sea absolutamente requerida para la expresion de
los genes weca, un aumento de los niveles de RcsA aumenta la expresion,
sugiriendo que algunas senales de regulacion pueden estar detectando
cambios en la disponibilidad de RcsA. Altos niveles de RcsA inducen la

sintesis de la capsula, incluso cuando la senal que activa a RcsC no esta
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presente (Brill et al. 1988). Asi, en un mutante lon, la estabilizacion de
RcsA es responsable de la apariencia mucosa de las colonias.

La region necesaria para la accion de RcsA y RcsB se mapeo
aproximadamente a 100 nucledtidos corriente arriba del sitio de inicio de
la transcripcion. Experimentos in vitro llevados a cabo con las proteinas
RcsA y ResB purificadas de E. amylovora demostraron que solo cuando
ambas proteinas estan presentes se unen al ADN, lo que es visible en
experimentos de retardo en gel, y activan la transcripcion (Wehland et al.
1999). Se ha determinado una secuencia consenso para esta union
mediante estudios de mutagénesis. Estas secuencias también estan
presentes en la region promotora del propio gen rcsA en E. coli,
Salmonella y Klebsiella. Con todos estos datos se ha definido la “caja

RcsAB”.

b) Independiente de RcsA

En estos casos, el sitio de uniéon de RcsB a estos promotores esta
localizado inmediatamente corriente arriba de la region -35 del sitio de
union de la ARN polimerasa. Un ejemplo de este caso es el promotor pl
de osmC. Se ha visto que la forma activada de RcsB es capaz de unirse a
este sitio en estudios de proteccion de ADNasa (Sturny et al. 2003), pero
esta union no es suficientemente fuerte para verla en experimentos de
retardo en gel (Davalos-Garcia et al. 2001). La presencia de RcsB era
suficiente para estimular la transcripcion desde este promotor y también
para aumentar la union de la ARN polimerasa. Esto sugiere que estos
sitios de union de RcsB requieren la union cooperativa de RcsB y la ARN
polimerasa. Analisis de delecion y mutacion de los sitios de union de
RcsB independiente de RcsA sugieren un consenso relacionado, pero

distinto, al de la caja RcsAB.

En resumen, el conocimiento actual de los mecanismos de accion
de RcsB sugiere que para la regulacion por RcsB solo, esta proteina se
une en forma de homodimero a la region inmediatamente anterior a la

-35, y probablemente requiere la interaccion con la ARN polimerasa para
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estabilizar esta union y permitir la activacion. La secuencia de union en
la regulacion por RcsA y RcsB esta mas lejana del inicio de la
transcripcion, RcsA y ResB se unen como heterodimero, y en este caso,

RcsA estabiliza la union de RcsB.

7.4. Dianas conocidas del sistema Rcs

a) Genes de la capsula

La identificacion del sistema Rcs derivo de su papel en la expresion
de los genes del polisacarido extracelular de acido colanico, los genes wca
(Gottesman et al. 1985). Estos genes forman parte de un gran operén de
19 genes (Stevenson et al. 1996). Debido a la longitud del operon es
necesaria la presencia de un antiterminador, RfaH, para la transcripcion
a través del operon. Una secuencia “JUMPstart” en la primera parte de la
region transcrita codifica la secuencia de reconocimiento de RfaH, y es
caracteristica de operones de capsula y lipopolisacaridos de muchos
organismos (Leeds y Welch 1997, Rahn y Whitfield 2003). La capsula de
acido colanico se sintetiza principalmente a bajas temperaturas. En
condiciones de estrés, cuando hay intensa letalidad, muchas de las
bacterias que sobreviven son mucosas (Gottesman y Stout 1991). Su
expresion depende tanto de RcsB como del corregulador RcsA, aunque
éste no es absolutamente esencial, ya que mutantes con activacion
permanente de RcsB no requieren RcsA para expresar los genes de la
capsula a alto nivel. Debido a que la estabilidad de RcsA esta regulada
por Lon, esta proteina es un regulador indirecto de la sintesis de la
capsula.

Otros organismos usan el sistema Rcs para regular la sintesis de
capsulas alternativas en lugar de la de acido colanico, llamadas capsulas

tipo I (Majdalani y Gottesman 2005).
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b) El operdn flhDC

Para la sintesis de flagelos se requiere una serie de genes
organizados en un sistema jerarquico, en el que se distinguen tres niveles
(Kutsukake et al. 1990, Frye et al. 2006). La clase I esta constituida por el
operon flhDC. Las proteinas FIhD y FIhC forman un complejo

heteromultimérico (FIhD,FIhC,) necesario para activar la transcripcion

dependiente de 670 de los genes de clase II. La clase II comprende varias
unidades transcripcionales implicadas en la sintesis y ensamblaje de la
estructura basal del flagelo, pero también genes cuyos productos se
ensamblan mas tardiamente, como flgK, flgL y fliD, y los genes
reguladores fliA, y flgM. El gen fliA codifica el factor de transcripcion
especifico de flagelos 628, que dirige la transcripcion de los genes de clase
[II. Entre los productos de los genes de la clase III hay elementos
estructurales del flagelo y proteinas que intervienen en quimiotaxia,
como Tar, Tsr y Trg. La situacion se complica si se tiene en cuenta que
los genes flgM, flgN, flgK, flgL, fliA, fiiD, fliS y fuT se transcriben tanto
desde promotores de clase II como desde promotores de clase III. Asi,
fIgAMN se transcribe desde un promotor de clase II y flgMN desde un

promotor de clase III. Esto se esquematiza en la Figura I.11
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Clase I Clase II Clase III
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Figura I.11. Esquema de la organizacion jerarquica de la expresion de los genes
flagelares. Los genes en negrita pertenecen tanto a la clase II como a la clase III. EI gen

fliA codifica el factor 628, necesario para la sintesis de los genes de flagelo. Figura
adaptada de Frye y colaboradores (Frye et al. 2006).

Gancho \ .

Membrana externa
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El promotor del operon flhDC tiene al menos 6 inicios de
transcripcion diferentes (Yanagihara et al. 1999) y su expresion se halla
bajo el control de varios reguladores. Entre ellos se encuentra el sistema
Rcs, que ejerce un control negativo (Francez-Charlot et al. 2003). En
consecuencia, la sintesis de flagelo esta regulada por el sistema Rcs.
Como resultado de esta regulacion, las bacterias son menos moviles
cuando RcsB esta sobreexpresado o activado, y tienen gran movilidad en
mutantes rcsB. Esta regulacion se descubrio en un escrutinio genético de
fusiones transcripcionales reguladas por RcsB en E. coli (Francez-Charlot
et al. 2003). Esta regulacion negativa de flhDC esta de acuerdo con otros

indicios de menor movilidad en condiciones que inducen la sintesis de
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capsula.

c) ftsZ

Fue el primer gen descrito regulado por RcsB independientemente
de RcsA. Se encontré que estaba regulado por el sistema Rcs en una
busqueda de supresores multicopia de un mutante ftsZ sensible a
temperatura (Gervais y Drapeau 1992, Gervais et al. 1992). Este gen
codifica una proteina esencial de division celular, responsable de la
formacion del septo. La supresion del mutante sensible a temperatura
era debido al incremento de la transcripcion de ftsZ. Este gen tiene varios
promotores, y uno de ellos, ftsAlp es dependiente de RcsB, que tiene un

sitio de union justo al lado de la region -35.

d) Otros genes

Tras la caracterizacion del sistema Rcs como un sistema de dos
componentes, se han realizado varios estudios de “microarray” que han
conducido a la caracterizacion de nuevos miembros del regulon Rcs en E.
coli. Otros se definieron mediante busqueda de reguladores utilizando
plasmidos multicopias. Entre los genes que se han descrito como nuevos
miembros de este regulon estan RprA (ARN regulador) (Majdalani et al
2002), osmC (proteina periplasmica inducida osmoticamente) (Davalos-
Garcia et al. 2001) y katE (catalasa) (Majdalani y Gottesman 2005).

Ademas, existen indicios que sugieren un posible papel del regulon
Rcs en las ultimas etapas de formacion de biofilm. Mutantes en los genes
wca no forman biofilms de forma correcta (Danese et al. 2000). Mientras
que el ataque inicial de las células a la superficie es normal, la
acumulacion de células es menor que en la estirpe silvestre, y el biofilm
final no forma la estructura en tres dimensiones normal. En un mutante
rcsC de pérdida de funcién, la tasa de formacion de biofilm es menor que
en la estirpe silvestre (Ferriéres y Clarke 2003). Ademas, el movimiento
de las células en una superficie sélida (“swarming”) es uno de los pasos
principales en este proceso (Harshey 2003), y mutantes en recsC o resD

realizan un movimiento de tipo “swarming” mas rapido que la estirpe
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silvestre (Takeda et al. 2001).

7.5. Activacion del sistema Rcs

La complejidad del regulon Rcs permite que las senales puedan
entrar en la cascada de senalizacion en varias etapas, afectando a la
fosforilacion o defosforilacion de RcsB, ResD y ResC. Las senales también
pueden conducir a cambios en el nivel de sintesis de estos reguladores y
en el nivel de acumulacion de RcsA. Actualmente se sabe que la mayoria
de las senales actian sobre RcsC, aunque no se sabe como operan ni

como se relacionan con las funciones de los genes diana del regulon.

a) Alteraciones en la superficie celular

Mutaciones que conllevan la pérdida de la integridad de la
superficie celular provocan la activacion del sistema Rcs, como por
ejemplo, mutaciones en los genes rfa, implicados en la sintesis del
lipopolisacarido, el componente principal de la superficie celular.
Mutaciones en otros componentes de la superficie celular, como glucanos
periplasmicos (codificados por los genes mdo) u oligosacaridos derivados
de membrana también lo activan (Ebel et al. 1997). Mutantes en pgi, que
son incapaces de metabolizar la glucosa-6-fosfato adecuadamente, tienen
inducida la sintesis de la capsula. Mutaciones en tolB inducen la
expresion de ugd de manera dependiente de RcsC y RcsB (Mouslim y
Groisman 2003). Se ha visto que mutaciones en cualquiera de los
componentes del sistema Tol producen la formacion de vesiculas de
membrana externa y la liberacion de contenido periplasmico (Bernadac et
al. 1998). Esto afecta a la integridad de la membrana externa y al control

de la osmolaridad, y por tanto activa el sistema Rcs.

b)_Condiciones ambientales

Se han encontrado varias condiciones de crecimiento que conllevan
la activacion del sistema Rcs, aunque hacen falta mas estudios para

determinar si son todas caracteristicas de las mismas condiciones de
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estrés, o si reflejan distintas condiciones de activacion.

Entre las condiciones encontradas esta la desecacion, posiblemente
por inducir un estrés osmotico. Es dependiente de rcsB y resC, y la
capsula ayuda a las células a sobrevivir en este ambiente (Ophir y
Gutnick 1994). Pruebas directas de choque osmotico confirmaron que
activa el sistema de forma transitoria, dependiente de RcsC (Sledjeski y
Gottesman 1996).

Bajas temperaturas, que en general activan la sintesis de capsula,
junto con altos niveles de zinc, también activan el sistema de manera
dependiente de RcsC y RcsF (Hagiwara et al. 2003). El efecto del zinc
también depende de PhoP y PhoQ, lo que sugiere que PhoP puede
participar en la activacion de este sistema, de manera directa o indirecta
(Hagiwara et al. 2003).

Ademas, el paso de las células de un medio liquido a uno soélido
también activa al sistema Rcs. Esta activacion es dependiente de RcsC.
Esto apoyaria la existencia de un posible papel del sistema Rcs en las

fases tardias de formacion de biolfilm.

c) ResF

Se identific6 en un plasmido multicopia por su capacidad de
suprimir una mutacion en ftsZ, y mas tarde se vio que activaba la
sintesis de la capsula de acido colanico. El analisis de su secuencia
sugiere que RcsF probablemente se localice fuera del citoplasma, siendo
una lipoproteina anclada a la membrana externa. Experimentos
genéticos de varios laboratorios colocan a RcsF por encima de ResC en la
cascada de senalizacion. En coherencia con este idea, un mutante resC
activado permanentemente activa la transcripcion de genes diana del
sistema Rcs incluso en un mutante rcsF (Majdalani et al. 2005). Otra
prueba es que la expresion en multicopia de rcsF, que como se ha dicho
activa la sintesis de capsula, deja de hacerlo en un fondo con una
mutacion nula en resC.

Un indicio de que RcsF tiene un papel importante corriente arriba

de RcsC en la senalizacion es que existen condiciones que activan el
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sistema Rcs que no son capaces de activarlo en un mutante rcsF. Un
ejemplo se encuentra en los mutantes rfa, que codifican enzimas para la
sintesis del nucleo del lipopolisacarido (Parker et al. 1992). La activacion
del sistema Rcs que se da en estos mutantes se elimina en mutantes rcsC
o resF (Majdalani et al. 2005). Sin embargo, el efecto de activacion de los
mutantes rfa no provoca un aumento en la transcripcion de rcsF y es
independiente del promotor rcsF. Se deduce que tanto la sobreexpresion
de RcsF desde un plasmido multicopia como algun otro cambio en RcsF
independiente de transcripcion pueden inducir la senalizacion a través

del sistema Rcs.

d) Regulacion sobre RcsA

Para la activacion de los genes dependientes de RcsA es suficiente
con la acumulacion de este corregulador, incluso en ausencia de senales
que activen RcsC o en un mutante resC. Parece que la funcion de RcsA
puede ser la de regular un subconjunto de genes del regulon RcsB en
respuesta a senales diferentes, en tipo y momento de actuacion, a las que
afectan al resto del regulon (Majdalani y Gottesman 2005).

El promotor de rcsA esta regulado negativamente por H-NS,
probablemente uniéndose directamente a la region -97 a -59 del inicio de
la transcripcion. Ademas, presenta regulacion positiva por RcsA y RcsB.
Otro regulador de rcsA es GadE, que es un regulador que se une al ADN
y ayuda a las células a sobrevivir al estrés acido. La sobreexpresion de
GadE incrementa la transcripcion de rcsA. Ademas, un pequeno ARN no
codificante, DsrA, aumenta la transcripcion de rcsA cuando esta presente
en un plasmido multicopia, aunque un mutante dsrA tiene poco efecto
sobre la sintesis de rcsA.

Ademas de esta regulacion transcripcional, se ha propuesto la
posibilidad de una regulacion traduccional debido a la existencia de una
region no traducida de 132 nucleotidos conservados.

Por ultimo, se conoce la existencia de regulacion a nivel de
proteina. Los niveles de la proteina RcsA son normalmente muy bajos

debido a degradacion por la proteasa Lon.
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e) IgaA

El gen igaA de Salmonella enterica (Cano et al. 2001) es un gen
esencial que posee homologos en Escherichia coli (yrfF) y Proteus mirabilis
(umoB). Analisis in silico y experimentos de fraccionamiento revelan que
este gen codifica una proteina de membrana interna, que parece tener
cinco dominios transmembrana (Dominguez-Bernal et al. 2004). El gen
igaA se identifico en un mutante puntual capaz de proliferar en
fibroblastos cultivados (de ahi el nombre de igaA, “intracellular growth
attenuator”). Este mutante, llamado igaAl, es mucoso y presenta
defectos en virulencia (Cano et al. 2001) y movilidad (Cano et al. 2002).
Estos fenotipos, asi como la letalidad del mutante nulo, se suprimen con
mutaciones en los genes rcsB, rcsC o resD, lo que sugiere que los
fenotipos observados en estos mutantes se deben a la sobreactivacion del
sistema Rcs. Se piensa que la funcion de IgaA consiste en regular la
activacion de este sistema. Para ensayar esta hipoétesis, se estudiaron los
niveles de proteina RcsB, RcsC y ResD en las estirpes igaAl y silvestre y
se vio que no habia diferencias entre las dos estirpes pese a existir un
aumento de la sintesis de la capsula, lo que indica que el sistema Rcs
esta activado (Dominguez-Bernal et al. 2004). Esta observacion sugiere
que IgaA regula la activacion del sistema Rcs a nivel post-traduccional.
Ademas, se sabe que la activacion del sistema Rcs no se debe a
inestabilidad de envuelta celular (una de las condiciones descritas para
la activacion del sistema), ya que no se observaba sensibilidad a
detergentes ionicos (Dominguez-Bernal et al. 2004).

Una busqueda de supresores de la letalidad del mutante igaA
proporcion6 dos clases fenotipicas de mutantes, que formaban colonias
mucosas o0 no mucosas (Mariscotti y Garcia-Del Portillo 2008). Pese a
esta diferencia, todos los mutantes presentaban defectos en la integridad
y la respuesta del sistema Rcs, aunque se encontraron condiciones en las
que la supresion de la esencialidad de IgaA era posible sin la eliminacion
completa del sistema Rcs. Un mecanismo frecuente de supresion
encontrado era la pérdida del sistema Rcs debido a deleciones de

longitud variable.
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Un aspecto llamativo de la proteina IgaA y el sistema Rcs es que
parecen haber coevolucionado. El sistema Rcs completo (resC, resD y
rcsB) soOlo esta presente en genomas de bacterias entéricas (con
excepciones en bacterias endosimbiodticas), una distribucion que coincide
exactamente con la de ortdlogos de igaA (Dominguez-Bernal et al. 2004).
Es importante aclarar que aunque existen anotaciones de genes rcsC en
las bases de datos de bacterias no entéricas como Pseudomonas
aeruginosa, €l producto de este gen rcsC no corresponde con el prototipo
RcsC entérico. Solo tiene un 30% de identidad en la region citosdlica, y
no tiene homologia en el dominio periplasmico sensor, que en algunos

casos incluso esta ausente.
La Figura I.12 presenta un esquema de la cascada de regulacion

del sistema Rcs, desde la activacion del sistema hasta la activacién o

represion de los genes diana.
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Figura 1.12. Ruta de activacion del sistema Rcs. Figura adaptada de Majdalani y
Gottesman (Majdalani y Gottesman 2005).
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Objetivos

En el momento de iniciar esta Tesis, trabajos recientes de nuestro
laboratorio en colaboracion con el Dr. Garcia del Portillo habian descrito
que alelos viables del gen esencial igaA activaban el sistema de
transduccion de senales Rcs, y que dicha activacion atenuaba la
virulencia de Salmonella. Se trataba, pues, de un fenémeno nuevo,
practicamente inexplorado y relevante en el campo de la patogénesis
bacteriana. De ahi que se fijara como tema de la Tesis el analisis del
regulon IgaA-Rcs por métodos genéticos y moleculares. En la practica, el

estudio se dividio en los siguientes objetivos especificos:

1. Aislar mutantes rcs constitutivos de Salmonella enterica y estudiar

sus propiedades en el modelo de raton BALB/c.

2. Disenar y realizar escrutinios para identificar genes del regulon Rcs
de Salmonella enterica, esperando identificar los implicados en la

virulencia.

3. Estudiar la regulacion del operon srfABC, asignado al regulon Rcs
gracias a los escrutinios de esta Tesis, y establecer si SrfA, SrfB y

SrfC eran proteinas secretadas.

4. Caracterizar la unidad transcripcional en la que se encuentra el gen

igaA e identificar su promotor.

5. Realizar escrutinios genéticos para identificar reguladores del gen

igaA.
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6. Determinar el mecanismo de regulacion de igaA por la proteina
transductora de senales MviA, identificada en los escrutinios

realizados para el objetivo anterior.
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Material y métodos

1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1. Estirpes bacterianas

Todas las estirpes de Salmonella enterica serovar Typhimurium y
Escherichia coli usadas en esta Tesis se incluyen en la Tabla M1. Las
estirpes de S. enterica derivan del tipo silvestre ATCC 14028s (también
conocida como ATCC14028 o simplemente 14028), excepto algunos
derivados, que se detallan en el texto, que provienen del tipo silvestre

LT2.

1.2. Bacteriofagos

Como bacteriofago transductor se uso P22 HT105/1 int201
(Schmieger 1972). Para los ensayos de sensibilidad a P22 se uso el
derivado HS5, que porta una mutacion en el gen c2. El gen c2 de P22 es
un equivalente del gen cl del fago A, de modo que un mutante c2 produce

placas claras.

1.3. Plasmidos

Los plasmidos utilizados en esta Tesis se describen en la Tabla M2.

Tabla M1. Estirpes bacterianas.

Estirpe Genotipo Referencia

55130 pho-24 (PhoP constitutivo) E. A. Groisman

TT10288 hisD9953::MudJ J. R. Roth
his9944::Mudl

TT10423 proAB47/F’Pro*Lac* J. R. Roth
zzf::Tn10dTc

SV3329 LT2 ompC396::Tn10

SV4439 resC52::MudQ (Cano et al. 2001)

SV4451 resA::MudJ

SvV4514 gmm::MudQ

SV4530 igaAl (Dominguez-Bernal et al

2004)
SvV4573 igaA::Cm/pBAD-igaA
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SV4576

SV4582
SV4608
SV4609
SV4610
SV4632
SV4633
SV4676
SV4699
SV4756°P
SV4757 P
Sv4758P
SV4767 P
Sv4773

SV4918a
SV4919a
SV4920a
SV4921 a
SV4922a
SV4923 a
SV4924 a
SV4948 b
SV4949 b
SV4952 P
SV4953 P
SV4954 b
SV4959 P
SV4960 P
SV4985

SV5009
SV5010
SV5011
SV5012
SV5013
SV5014
SV5049
SV5090
SV5091

-50-

Dup [argMudQ" cysG1573]

igaA::lacZ

igaA::lacZ resC::MudQ

trg::MudJ

gmm-21::MudJ

flhDC5213::MudA
fIhDC5213::MudQ

fliA::MudQ
srfB::MudJ

phoP7953::Tn10

resC53
resC54
resC55
rcsC56
igaAS

yjbH::MudJ
siE::MudJ

melB::MudJ
narH::MudJ
dcuB::MudJ

STM2176::MudJ

yhhJ::MudJ
rcsC58
rcsC59
resC60
rcsC61
rcsC62
rcesC63
rcesC64

DUP [hisH996Z

cysA1586]

rcsC53 resB::
rcsC54 resB::
rcsCS55 resB::
rcsC58 resB::
rcsC60 resB::
rcsC63 resB::

ArcsB::Cmr

gmm::MudQ/plZ1589

srfA::MudJ

Km
Km
Km
Km
Km
Km

(Dominguez-Bernal
2004)

et
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Material y métodos

SV5092a
SV5093
SV5094 a
SV5095a
SV5106=
SV5190 =
SV5191 &«
SV5192a
SV5303 ¢
SV5373
SV5379
SV5451
SV5452
SV5453
SV5470¢
SV5589
SV5590
SV5614
SV5663
SV5664
SV5665
SV5737
SV5738
DH5a

e}

e}

yiaD::MudJ
ArcsA::Cmr
bapA::MudJ
PSLTO71::MudJ
STM1491::MudJ
srfA::3xFLAG
srfB::3xFLAG
srfC::3xFLAG
prgH::lacZ

AhilA

AprgH
ssaV::Kmr
AssrB::Cmr
flhA::Cmr
ssaV::lacZ
igaA::Kmr rcsB::Cmr
igaA::lacZ ArcsB
LT2 Ahns
lon::Tn10dTc
muiA::Tn 10dTc
mvuiA::Tn 10dTc ArcsB
resB::lacZ
rcsB::3XFLAG

endAl hsdR17 supE44 thil
recAl gyrA96 relAl
AlacU189 (P80 lacZAM1Y5)

J. Lopez-Garrido
J. Lopez-Garrido
J. Lopez-Garrido

A. Serna

(Hanahan 1983)

a Estas estirpes se usaron también en fondo resC54, igaA5, igaA5 ArcsB, igaAS5
resC::Cm, igaAS rcsA::Cm, flhDC5213::MudQ y fliA::MudQ, como se cita en el texto.

b Los derivados gmm-21::MudJ, flhDC5213::MudA, rcsA:MudJ y rcsA::Cm de estas
estirpes se usaron como aparece en el texto.
¢ Estas estirpes se usaron también en fondo phoP7953::Tn10, pho-24, ssrB::Cm y AhilA,

como se indica en el texto.

Las estirpes SV pertenecen a la coleccion del laboratorio.
DHSa es una estirpe de E. coli, el resto son estirpes de S. enterica serovar Typhimurium.

Tabla M2. Plasmidos.
Plasmido

pBAD18
pBluescriptIISK(+)
pCE36

pCE37

Resistencia

Apr, araC, Pgap, oripBR322
lact, Apr

Kmr, FRT lacZY, oriR6K
Kmr, FRT lacZY, oriR6K

Referencia

(Guzman et al. 1995)
Strategene

(Ellermeier et al. 2002)
(Ellermeier et al. 2002)
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pCE40

pCP20

pGemT®-easy

pIC552
pIZ898

pIZ1586

pIZ1589

pKD3

pKD4

pKD13

pKD46

pNG1166

pNK2880
pSUB11

Kmr, FRT lacZY, oriR6K
Apr, Cmr, Ts(30°C)
Apr

galK’, lact, Apr
Apr

Apr

Apr

Cmr, Apr

Kmr, Apr

Kmr, Apr

Apr, Ts(30°C)

Apr

Ptac-tnpA ats-1 ats-2 Apr
Kmr, 3XFLAG

(Datsenko y Wanner
2000)

(Datsenko y Wanner
2000)

Promega

(Macian et al. 1994)
(Camacho y Casadesus
2002)

(Datsenko y Wanner
2000)

(Datsenko y Wanner
2000)

(Datsenko y Wanner
2000)

(Datsenko y Wanner
2000)

(Cano et al. 2002)
(Kleckner et al. 1991)
(Uzzau et al. 2001)

El prefijo plZ esta registrado a nombre de J. Casadests en el Plasmid Referente Center,
Universidad de Stanford, California.

2. MEDIOS, SOLUCIONES Y CONDICIONES DE CULTIVO

2.1. Condiciones de cultivo

Las condiciones de cultivo fueron 37°C con agitacion suave (180

rpm), tanto en medio rico como en medio minimo.

Para condiciones de microaerofilia las condiciones fueron 37°C, sin

agitacion.

2.2. Medios y soluciones
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El medio de Luria y Bertani (LB) se us6 como medio rico (Maloy
1990). El agar se anadié a una concentracion de 18 g/l para el medio

so6lido, y de 8 g/1 para el agar de cobertera.

Como medio minimo se uso habitualmente el medio E (Vogel y
Bonner 1956). Ademas de la fuente de carbono habitual (glucosa), este
medio contiene citrato, que es una fuente de carbono utilizable por
Salmonella. La fuente de carbono (glucosa) se emple6 a una
concentracion final de 2 g/l. El medio E se prepar6é a partir de una
mezcla de sales 50 veces mas concentradas (Ex50), que se esterilizo con
cloroformo. En el momento de preparar el medio, el concentrado se
diluyo 50 veces en agua destilada estéril o en agar-agua autoclavado. La
fuente de carbono se anadié posteriormente a partir de una solucion
concentrada estéril. Los suplementos se anadieron a las concentraciones
descritas por Maloy (Maloy 1990).

El medio minimo LPM se usé como imitador de las condiciones
existentes en el citoplasma de las células eucariotas (Coombes et al
2004). Esta compuesto por KCl1 5 mM, (NH4)2SO4 7,5 mM, K2SO4 0,5 mM,
casaminoacidos 0,1%, glicerol 38 mM, MES 80 mM, KoHPO4/KH>PO4
337,5 uM, MgCl> 8 uM. Se llevo a pH 5,8 con KOH.

El medio minimo ISM también se us6 como imitador de las
condiciones intracelulares de la célula eucariota (Headley y Payne 1990).
La composicion es K3PO4 170 mM, K>SO4 6 mM, NaCl 5 mM, MgSO4 0,5
mM, CloCa 1uM, glucosa 0,4%, acido nicotinico 2 ug/ml y NH4Cl. Se lleva
a pH 5,5 con H3POa4.

El agar EBU es LB al que se anaden, por cada 100 ml de medio,
0,5 ml de glucosa al 50%, 1 ml de KoHPO4 al 25%, 125 ul de azul de
Evans al 1% y 250 pl de uranina (también llamada fluoresceina) al 1%

(Maloy et al. 1996).
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El caldo de fagos se prepar6 mezclando 100 ml de NB (Nutrient
Broth), 2 ml de sales Ex50, 1 ml de glucosa al 20% y 0,1 ml de un lisado

de fago obtenido sobre una estirpe silvestre (habitualmente LT2).

El medio de movilidad se preparé como el LB pero sin extracto de
levadura (Gillen y Hughes 1991). La concentracion de agar para placas
fue de 2,5 g/1.

Para diluir fagos y bacterias se utilizé una solucion salina de PBS a
pH 7,2, que se prepardé diluyendo el concentrado de sales PBS10x en
agua destilada. Las sales PBS10x se preparan afnadiendo NaCl 137 mM,
KCl1 2,7 mM, NaoHPO4 x 7H20 4,3 mM y KH2PO4 1,4 mM. Se ajusta el pH
a’7,3.

La Tabla M3 es una lista de agentes selectivos y otros compuestos
quimicos. En la misma tabla se indica las concentraciones a las que se

utilizaron.

Tabla M3. Concentraciones de agentes selectivos y otros compuestos quimicos

Compuesto Medio rico (ug/ml) Medio minimo (ug/ml) i

| Ampicilina | 30° -100b | 15
Kanamicina 50 125
Tetraciclina 202 -5b 10

| Cloranfenicol | 20 | 5

EGTA 4 mg/ml 4 mg/ml

aPara resistencias cromosdmicas. PPara resistencias plasmidicas.

3. TRANSFERENCIA GENETICA
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Material y métodos

3.1. Transformacion de E. coli con alta eficiencia

Se prepararon células competentes segin una variante del método
de Inoue y colaboradores (Inoue et al. 1990), que permite una alta
frecuencia de transformacion (habitualmente, de 5x107 a 5x108
transformantes por ug de ADN plasmidico). Un cultivo saturado de la
estirpe receptora (habitualmente DH5a) se diluyo 100-1000 veces en 200
ml de medio SOB (20 g/1 de triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 0,5
g/l de NaCl y 5 ml de KCI de un stock 250 mM; se llevo hasta pH 7,0 con
NaOH 10 M, se autoclavo y se le anadieron 5 ml de MgClo 2 M). Se

incubo con agitacion a 22°C hasta alcanzar una D.O..,, aproximada de

0,5. El cultivo se transfirio rapidamente a hielo y se incubé durante 10
minutos. Las células se recogieron por centrifugacion a 2500 g a 4°C
durante 10 minutos. El sedimento se resuspendio en 20 ml de TB frio. Se
anadieron otros 60 ml de TB frio y se incubo 10 minutos en hielo. Se
recogieron las células en las mismas condiciones y se resuspendieron en
20 ml de TB frio. Se anadié 1,5 ml de DMSO y, tras incubar 10 minutos
en hielo, se hicieron alicuotas de 0,4 y 1 ml, que se congelaron en
nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C. Las células asi preparadas
mantienen su competencia durante varios meses. La composicion del
tampon TB es la siguiente: Pipes (acido libre) 10 mM, CaCl> 15 mM, KCl
250 mM, llevado todo ello a pH 6,7 con KOH (o con HCI, segun sea
necesario). A continuacion se anade MnCl, (concentracion final: 55 mM)
y se esteriliza por filtracion.

Para la transformacion, una alicuota de células competentes se
mezclo con la preparacion de plasmido, y se incub6 en hielo durante 5-15
minutos. A continuacion, la mezcla se sometio a choque térmico a 42°C
durante 45 segundos, se enfrio en hielo y se anadi6 1 ml de LB. La
mezcla se incub6 a 37°C durante 1 hora, se concentré en 100 ul y se

sembro en una placa de medio selectivo.

3.2. Electroporacion en E. coliy S. enterica

El método es el mismo para ambas especies: de un cultivo saturado
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reciente se toman 0,2 ml y se inoculan en 10 ml de LB. Se cultiva a 37°C
con agitacion. Cuando ha llegado a fase exponencial, las células se
recogen por centrifugacion (30 segundos a 13000 rpm). En muchos casos
también se obtienen buenos resultados con cultivos en fase estacionaria
temprana. A continuacion, las células se resuspenden en 5 ml de glicerol
al 10% frio y estéril. La suspension se agita en el vortex y se centrifuga
durante 30 segundos en la microcentrifuga. Se repite la operacion y las
células se resuspenden en 2 ml de glicerol al 10%, frio y estéril. Se
vuelven a recoger las células por centrifugacion y se resuspenden en 500
ul de glicerol al 10% frio y estéril. La suspension se agita en el vortex y se
centrifuga durante 30 segundos en la microcentrifuga. Por ultimo se
resuspende en 120 pl de glicerol al 10%, frio y estéril y se coloca en hielo
hasta el momento de usarla. Con este procedimiento se obtienen células
electrocompetentes para dos electroporaciones; si se quieren volumenes
mayores, se pueden aumentar proporcionalmente las cantidades. La
electroporacion propiamente dicha se realiza mezclando 3,5 ul de ADN
plasmidico con 50 ul de células electrocompetentes y transfiriendo la
mezcla a una cubeta previamente enfriada. A continuacion se somete a
una descarga eléctrica en el electroporador (25 pF, 200 ohmios y 2,5 kV).
El electroporador empleado fue un Electrocell Manipulator 600 fabricado
por BTX, San Diego. Se anade 1 ml de LB a la cubeta y la mezcla se
transfiere a un tubo de ensayo, que se agita a 37°C durante 1 hora. Tras
la incubacion, las células se recogen por centrifugacion y se siembran en

medio selectivo.

3.3. Transduccion

a) Preparacion de lisados de P22

Se mezclan 4 ml de caldo de P22 con 1 ml de un cultivo saturado
de la estirpe donadora. La mezcla se incuba 8-16 horas con agitacion
suave a 37°C (8 horas suele ser el tiempo idoneo para que haya lisis
celular maxima, aunque el cultivo no se aclara). Los fagos se recogen

centrifugando el lisado 20 minutos a 4500 rpm en una centrifuga de
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mesa. El sobrenadante se recoge en un tubo con tapon de rosca. Se
anaden 800 pl de cloroformo y se agita en un vortex. Los lisados se
mantienen unas horas a temperatura ambiente y luego se guardan a 4°C,;

en esas condiciones, son estables durante meses o anos (Maloy 1990).

b) Titulacion de los lisados

Se anaden unos 100 ul de un cultivo saturado de la estirpe
indicadora a varios tubos con 2,5 ml de LB de cobertera mantenido en
sobrefusion a 45°C. A cada tubo se anaden 100 ul de diluciones seriadas
del lisado. Inmediatamente se vierte todo el contenido del tubo sobre una
placa de LB y se extiende sobre toda la superficie. Se deja solidificar
sobre la mesa y posteriormente se incuba a 37°C hasta observar la

aparicion de calvas de lisis (Maloy 1990).

c) Transduccion en medio sélido

Este método es adecuado para obtener transductantes
independientes (no gemelos). Consiste en mezclar y esparcir sobre una
placa de medio selectivo 0,1 ml de un cultivo saturado de la estirpe
receptora y 0,1 ml de una dilucion adecuada del lisado de la estirpe
donadora. Se incuba a 37°C hasta la aparicion de colonias. Cuando se
selecciona la transferencia de una resistencia a antibiotico, la mezcla se
realiza en una placa de medio no selectivo (LB) y se incuba durante 5-8
horas para permitir la expresion de la resistencia, antes de poner a la
estirpe receptora en contacto con el agente selectivo. Posteriormente la
placa se replica con un terciopelo a medio selectivo, incubando a 37°C
hasta la aparicion de colonias. Cuando se selecciona un marcador de
resistencia a tetraciclina, la mezcla de transduccion puede hacerse

directamente sobre medio selectivo.

d) Transduccion en liquido

En un tubo estéril se mezclan alicuotas de un cultivo saturado de
la estirpe receptora y de una dilucion adecuada del lisado de la estirpe

donadora. La mezcla se incuba a 37°C con agitacion suave entre 30 y 90
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minutos (dependiendo del marcador a transducir). La mezcla (diluida y
sin diluir) se siembra en medio selectivo y se incuba a 37°C hasta la
aparicion de colonias.

Este meétodo no proporciona transductantes independientes
(aunque en incubaciones menores de 30 minutos, apenas da tiempo para
que los transductantes se dividan, por lo que la proporcion de gemelos
debe ser minima). Sin embargo, tiene las ventajas de ser mas rapido y
repetitivo, y de permitir diluciones de la mezcla de transduccion, con lo
que se pueden usar distintas multiplicidades de infeccion para una

misma transduccion

e) Limpieza de liségenos en los transductantes

Los transductantes, ademas de haber recibido el marcador
seleccionado, pueden haber sido infectados por P22. Por tanto, pueden
ser pseudolisogenos (al impedir la integracion, la mutacion int dificulta o
retrasa la formacion de liségenos verdaderos). Con el tiempo, los
pseudolisogenos se hacen resistentes o inmunes a nuevas infecciones por
P22 y a partir de ese momento no pueden ser lisados ni transducidos. De
ahi que convenga eliminar los pseudolisogenos si la estirpe ha de ser
usada en posteriores experimentos de transduccion. Para ello se aislan
colonias del transductante en placas EBU (con antibidticos, si es
necesario). En este tipo de placas, los pseudoliségenos son oscuros y las
colonias libres de P22 son claras. La diferencia de color se debe a la
existencia de lisis en las colonias de pseudoliségenos; dicha lisis acidifica
la colonia y hace virar el compuesto indicador. Generalmente se
necesitan dos o tres siembras sucesivas en cajas verdes o EBU para
detectar aislados libres de fago. Dichos aislados se forman por
segregacion espontanea de células libres de profago. Se considera que un
transductante esta "limpio" cuando en el aislamiento correspondiente no

aparece ninguna colonia de color verde oscuro (Maloy et al. 1996).
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f) Ensayo de sensibilidad a P22

En las placas EBU, los aislados de color claro pueden ser lisogenos
en los que no se esta produciendo lisis. Estos aislados son resistentes a
P22 y pueden ser confundidos con aislados libres de fagos. Ello hace
aconsejable disponer de un ensayo alternativo para determinar si una
estirpe es sensible a P22. Con este objeto se usa el mutante virulento HS.
Sobre una placa de LB o EBU se extiende una estria de un lisado de HS y
se deja secar. Posteriormente se cruzan, perpendicularmente a la estria
de HS, estrias de las estirpes a ensayar, asi como una estria de una
estirpe indicadora (sensible a P22) como control. Las estirpes sensibles
solo presentan crecimiento hasta la estria de HS, mientras que las

resistentes crecen cruzando la estria (Maloy et al. 1996).

4. OTROS METODOS GENETICOS

4.1. Construccion de estirpes

Habitualmente, los marcadores genéticos se transfirieron de una
estirpe a otra por transduccion. Se transdujo la estirpe receptora con un
lisado de P22 obtenido sobre una estirpe con el marcador deseado. Dado
que todos los marcadores usados eran seleccionables, la transduccion se
sembraba directamente en medio selectivo. Por ejemplo, para seleccionar
la transduccion de un alelo rcsB::Cm, la mezcla de transduccion se
sembré6 en medio con cloranfenicol. Siempre que era posible se

comprobaba que el transductante presentaba el fenotipo adecuado.

4.2. Mutagénesis con MudJ

Para la mutagénesis con MudJ se usan dos derivados del fago Mu:
MudJ y Mudl (Casadaban y Cohen 1979, Casadaban y Chou 1984,
Castilho et al. 1984). El primero confiere resistencia a kanamicina, carece
de funciones de transposicion y lleva un operon lac sin promotor cerca de

un extremo. Mudl lleva el gen de la transposasa y confiere resistencia a
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ampicilina. Un lisado de P22 obtenido sobre un doble mutante
hisD::MudJ hisA::Mudl (estirpe TT10288) permite la obtencion de
inserciones del transposon defectivo MudJ en el genoma de la estirpe
receptora gracias a la complementacion transitoria en cis de las
funciones de transposicion (Hughes y Roth 1988). En la estirpe donadora,
el elemento Mudl esta orientado de modo que las funciones de
transposicion son facilmente cotransducibles con el Mu defectivo (Figura
M1). P22 no puede empaquetar integros los dos derivados de Mu, ya que
el fragmento excede la capacidad de su capsida. Por tanto, si se
selecciona la transduccion de MudJ, es altamente improbable que se
cotransduzca el elemento Mudl entero, al menos a baja multiplicidad de
infeccion. En cambio, con cierta frecuencia se cotransducen los genes de
transposicion de Mudl. Ello permite la complementacion en cis y la
transposicion del elemento MudJ antes de que el fragmento transducido

sea degradado o se pierda por dilucion.

hisD::MudJ hisA::Mudl

his P O G D’ D CBHA ‘AFIE
Cromosoma
\ lac Kan* Tpn* } Amp* lac donador
1 Empaquetamiento de P22
his P O G D DCBHA Fragmento
' lac Kan' | LT’ transducido
Transposon Funciones de
MudJ defectivo transposicion de Mudl

Figura M1. Obtencion de inserciones del transposon defectivo MudJ. El transposén
defectivo MudJ y los genes que rigen las funciones de transposicién de Mudl pueden ser
empaquetados en una misma capsida de P22, permitiendo la complementacion en cis
tras la inyeccion en la célula receptora.

4.3. Mutagénesis con Tn10dTc
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En primer lugar se obtuvo una coleccion de insertos de Tn10dTc
mediante una transduccion no homologa (Elliott y Roth 1988). Para ello,
se preparé0 un lisado de una estirpe que llevaba una insercion de
Tn10dTc en un F-prima. Con este lisado se transdujo otra estirpe que
portaba el plasmido pNK2880 (Kleckner et al. 1991). Este plasmido lleva
la transposasa ATS, permitiendo asi la complementacion en trans del
elemento defectivo Tnl10dTc. La transposasa ATS tiene menor
especificidad que la transposasa silvestre de Tn10. En la transduccion, el
transposon entra en la bacteria receptora en un fragmento del F-prima
(dado el gran tamano de éste, >100 kb, no puede ser encapsidado entero
en un virion de P22). El transposon no puede pasar por recombinacion
homologa al cromosoma, ya que no existe homologia entre éste y el F-

prima.

4.4. Obtencion de colecciones ("pools") de transductantes
independientes

Para hacer colecciones de insertos independientes de cualquier
transposon (MudJ o Tn10d), la transduccion se hace en medio solido, y el
medio de seleccion es LB con antibioticos y EGTA 10 mM. Este agente
quelante capta el ion Ca2* impidiendo el ensamblaje de la capsida del fago
P22; de esta forma se evitan las reinfecciones y se reduce la probabilidad
de aparicion de lisogenos. E1l EGTA se prepara a una concentracion de 1
M. Para 1 litro de solucion se anaden 378,75 g de EGTA, 80 g de NaOH y
unos 600 ml de agua destilada; se agita hasta la disolucion y se ajusta a
pH 7 con HCI. Por ultimo se enrasa el volumen a 1 litro y se autoclava.
Los transductantes se recogen con un asa de siembra tras verter 2-3 ml
de LB liquido con EGTA en las cajas. Se pueden mezclar colonias
obtenidas en cajas diferentes. Habitualmente, las colecciones se hacen
con 2000-5000 colonias, y el resultado es una suspension muy densa. A
continuacion, una dilucion apropiada (100-200 veces) se inocula en LB
con EGTA y antibiodtico, y se incuba hasta fase estacionaria temprana. En
ese momento, el cultivo se centrifuga y las células se lavan 3-4 veces con

tampon E, para eliminar por completo el EGTA; finalmente las células se

-61 -



resuspenden en LB y se prepara un lisado por el procedimiento habitual.
En la suspension de fagos que se obtiene estan representados los varios

miles de insertos independientes que forman la coleccion.

4.5. Mapeo por cotransduccion

Se transdujo un receptor apropiado con P22 HT y se seleccionoé la
transferencia de wun marcador dominante. Posteriormente los
transductantes se replicaron a medios adecuados para detectar la
cotransferencia de marcadores no seleccionados. Las frecuencias de

cotransduccion inferiores al 1% no se tuvieron en cuenta (Maloy 1990).

5. ENSAYOS DE INFECCION MIXTA

Para los ensayos de virulencia se usaron ratones BALB/c de 8
semanas (Charles River Laboratorios, Santa Perpetua de Mogoda,
Espana) siguiendo el protocolo descrito anteriormente (Beuzon y Holden
2001). Para la inoculacion por via oral se utilizaron cultivos saturados
crecidos a 37°C sin agitacion. La inoculacion se llevo a cabo
suministrando 25 ul de solucion salina con 0,1% de lactosa y 108 ufc.
Para las infecciones por via intraperitoneal, cultivos saturados en LB a
37°C con agitacion se diluyen 1:100 en medio fresco y se dejan crecer
hasta D.O.e00 0,35-0,6. A los ratones se les suministraron 0,2 ml de
solucion salina con 105 ufc. Las bacterias se recuperaron del bazo
transcurridas 48 h desde el inicio de la infeccion en el caso de las
infecciones intraperitoneales, y 6 dias en el caso de las orales. Se realizo
el conteo de ufc en medio selectivo. Se calculo el indice de competitividad
(IC) para cada mutante como la proporcion entre el mutante y la estirpe
silvestre a la salida (bazo) frente a la misma proporcion en el inoculo

inicial.
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6. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

6.1. Extraccion de ADN plasmidico para clonaciones

Para la extraccion de ADN plasmidico se sigui6 el protocolo de lisis
alcalina (Birnboim 1983, Sambrook et al 1989), con ligeras
modificaciones. No se empled lisozima por resultar innecesaria para la
lisis bacteriana e incapaz de aumentar el rendimiento. Habitualmente se
realizaron minipreparaciones de 3 ml de cultivo en tubos eppendorf. Las
células se recogieron tras dos centrifugaciones sucesivas en una
microcentrifuga de sobremesa a 13000 rpm durante 30 segundos. El
sedimento se resuspendio en 100 ul de GTE (glucosa 50 mM, EDTA 10
mM, Tris-HCl 25 mM pH 8) y se incubo 5 minutos a temperatura
ambiente. Se lis6 con 200 ul de NaOH 0,2 N, SDS 1%, y se incubo 10
minutos en hielo. Se neutralizo con 150 ul de acetato potasico 3 M,
ajustado a pH 4,8 con acido acético, y se incubo al menos 10 minutos en
hielo. Los restos celulares se sedimentaron por centrifugacion a 13000
rpm durante 5 minutos en una microcentrifuga. El sobrenadante se
transfirio a otro tubo eppendorf, se extrajo con igual volumen de fenol-
cloroformo-isoamilico (25:24:1) hasta conseguir una interfase limpia
(opcionalmente, después se realiza una extraccion con cloroformo-
isoamilico 24:1) y se precipité con 2-2,5 volumenes de etanol al 96%.
Tras incubar 30 minutos como minimo a -20°C, se centrifugé 15 minutos
en una microcentrifuga a 13000 rpm. El precipitado se lavo con 1 ml de
etanol al 70%, se centrifugd 1 minuto en las mismas condiciones, se seco
al vacio y se resuspendio en 20-50 ul de TE (Tris—HC1 10 mM pH 8, EDTA
1 mM pH 8).

6.2. Extraccion de ADN plasmidico para analisis de clones (boiling

preps)

Para el analisis sistematico de transformantes se utilizo el método de
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extraccion de ADN plasmidico de Holmes y Quigley (Holmes y Quigley
1981) con modificaciones. Las células se recogieron por centrifugacion a
partir de 1,5 ml de cultivo saturado. El sedimento se resuspendi6 en 110
ul de STETL (sacarosa 8%, Triton X-100, Tris 50 mM pH 8, EDTA 50 mM,
lisozima 0,5 mg/ml). A continuacion, el tubo se introdujo durante 30
segundos en agua hirviendo y se centrifugé a 13000 rpm durante 15
minutos en una microcentrifuga. El precipitado obtenido se retiré6 con un
palillo estéril previamente mojado en una solucion de RNasa (10 mg/ml).
Al sobrenadante obtenido se le anadieron 110 pl de isopropanol y se
centrifugd de nuevo 15 minutos en las condiciones ya descritas. El

precipitado se seco y se resuspendio en 25 ul de TE.

6.3. Extraccion de ADN plasmidico para secuenciacion

Se us6 un kit comercial llamado High Pure Plasmid Isolation Kit
suministrado por Roche Diagnostics GmbH. Alternativamente, también
se uso el kit comercial GenElute™ Plasmid Miniprep Kit, de Sigma-

Aldrich Co.

6.4. Extraccion de ADN gen6émico

Se recogen las células de un cultivo de 5 ml en fase exponencial y se
resuspenden en 0,4 ml de tampon de lisis (Tris-HC1 50 mM pH 8, EDTA
10 mM, NaCl 100 mM, SDS 0,2%). Se anaden 4 ul de una solucion
concentrada de RNasa (10 mg/ml), y se incuba a 37°C durante 30
minutos. Posteriormente se anaden 20 ul de proteinasa K (20 mg/ml) y se
incuba 2 horas a 65°C. Finalmente se hacen unas 3 6 4 extracciones con
fenol:cloroformo-isoamilico en proporcion 2:1, es decir, dos partes de
fenol por una parte de la mezcla de cloroformo y alcohol isoamilico (24:1);
opcionalmente se puede realizar una extraccion adicional con cloroformo-
isoamilico. Por ultimo, se precipita a -20°C anadiendo 1/10 volumen de

acetato sédico 3 M y 2,5 volumenes de etanol absoluto. Una vez
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precipitado, el ADN genomico se lava un par de veces con etanol al 70% y
se resuspende en 20 pl de tampon TE (Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM pH
7,0).

6.5. Extraccion de ARN
La extraccion de ARN total se realizé siguiendo uno de los

siguientes métodos:

a) Método basado en el Trizol

Este método es una modificacion del protocolo de extraccion con
Trizol®Reagent suministrado por Invitrogen Life Technology.

Se recogen las células de 2-10 ml de cultivos saturados en tubos
enfriados en N» liquido, y se les anade 1,4 ml de Trizol ® Reagent. Se agita
en el vortex y se incuba durante 10 minutos a 60°C agitando en vortex
periodicamente. A continuacion se centrifuga 10 minutos a 12000 rpm y
se recupera el sobrenadante. Posteriormente se anaden 0,2 ml de
cloroformo, se agita en el vortex, se incuba 10 minutos a temperatura
ambiente y se centrifuga 10 minutos en una microcentrifuga a 9000 rpm.
Se toma el sobrenadante (unos 0,84 ml) y se le anaden 0,66 ml de
isopropanol. Los tubos se incuban a -20°C durante 15 minutos y se
vuelven a centrifugar 15 minutos a 9000 rpm. Se recoge el sedimento y se
lava con etanol al 70%. A continuacion se deja secar (a temperatura
ambiente o a 50°C) y se resuspende en 40-50 ul de agua DEPC. Dado que
en este método no existe tratamiento con ADNasa, es aconsejable correr
una alicuota de ARN en gel para comprobar que no existe contaminacion

por ADN.

b) Kit de aislamiento de ARN

Alternativamente, se uso el kit comercial SV Total RNA Isolation
System, suministrado por Promega Corporation. Previo a la extraccion
con el kit, se realiz6 un tratamiento con fenol-etanol (5% de fenol y 95%

de etanol v/v, pH 4,3) de 30 minutos para estabilizar el ARN y prevenir la
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degradacion.

6.6. Digestion, modificacion y ligacion de fragmentos de ADN

Las endonucleasas de restriccion fueron adquiridas a las
companias Roche Diagnostics GmbH, New England Biolabs y Promega
Biotec. En cada caso se siguieron las recomendaciones de los fabricantes
y, cuando estuvo disponible, se emple6 el tampon de restriccion
suministrado por la casa comercial. Para las digestiones maultiples se
empleod el tampon "One-phor-all" (Amersham Biosciences).

Para convertir extremos cohesivos en romos se empleé ADN
polimerasa Klenow (Roche Diagnostics) si se trataba de extensiones en 5'
y ADN polimerasa de T4 (Roche Diagnostics) si eran extensiones en 3'. Se
anadio al ADN, bien directamente tras una digestion bien resuspendido
en agua desionizada, 1 yul de dNTPs 0,5 mM y 2 U de Polimerasa de
Klenow por cada 50 ul. Se incubé la reaccion a 30°C durante 30 minutos.
Se detuvo la reaccion calentando a 75°C durante 10 minutos, o bien
anadiendo un volumen de fenol:cloroformo-alcohol isoamilico en
proporcion (1:1), [es decir, una parte de fenol por una parte de la mezcla
de cloroformo y alcohol isoamilico (24:1)] agitando enérgicamente y
separando las dos fases centrifugando a 15000 g durante 5 minutos.

Para la defosforilacion de plasmidos se empleo fosfatasa CIP (Calf
Intestine Phosphatase, Roche). Se mezclaron 1-20 pg de ADN cortado y 1
U de CIP en el tampon de la fosfatasa alcalina y se incub6é durante 60
minutos a 37°C. Se detuvo la reaccion calentando a 75°C durante 10
minutos, o bien anadiendo un volumen de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25: 24: 1), agitando enérgicamente y separando las dos fases
por centrifugacion a 15000 g durante 5 minutos.

Para ligar se us6 una unidad de polinucleétido ligasa de T4 (Roche
Diagnostics). Habitualmente la mezcla se incub6é un minimo de 12 horas

a 16°C.
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6.7. Electroforesis convencional de ADN en agarosa

La electroforesis convencional en un gel de agarosa sumergido en
tampon se empled para comprobar la eficiencia de las extracciones de
ADN, determinar el perfil de fragmentos tras la digestion de plasmidos,
estimar la eficacia de la digestion con una endonucleasa, etc.
Normalmente se empledé tampon TAE (tris-acético 40 mM, EDTA 10 mM,
pH 7,7).

La agarosa empleada fue de baja electroendésmosis (SeaKem, FMC,
Rockland, Maine) y su concentracion vario dependiendo de la gama de
tamanos de los fragmentos que se pretendia separar (0,6-2%). El tampon
de carga utilizado fue de un stock 5 x (azul de bromofenol al 0,125%,
Ficoll 400 al 12,5%).

Como patron de peso molecular se empled6 ADN del bacteriofago A
digerido con Hindlll o la escalera de 1 kb (GIBCO, BRL, Life Technologies,
Nueva York). Las muestras se mezclaron con 1/6 volumen de tampon de
carga. En las hibridaciones Southern, se us6 como patron el indicador III
marcado con digoxigenina (Boehringer Mannheim GmbH, Alemania), que
es equivalente al ADN del bacteriéfago A digerido simultaneamente con
EcoRI y HindlIII.

Para hacer visible el patron de bandas, los geles se tineron
sumergiéndolos en una solucion de bromuro de etidio (5 pg/ml).
Alternativamente, se anadio bromuro de etidio al gel, a una
concentracion final de 0,5 ug/ml. Los geles se iluminaron con un
transluminador de radiacion ultravioleta y se fotografiaron empleando
una pelicula instantanea Polaroid ISO 3000/36 (Polaroid Corporation,
Cambridge, Massachusetts). Alternativamente, los geles se registraron

con un analizador de imagen (ImageStore 5000, Ultra Violet Products).

6.8. Aislamiento de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa
Se uso el kit comercial GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification
Kit suministrado por Amersham Biosciences. Alternativamente, también

se uso el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System,
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suministrado por Promega Corporation.

7. DETECCION DE SECUENCIAS DE ACIDO NUCLEICO POR
HIBRIDACION

7.1. Transferencia de fragmentos de ADN separados por
electroforesis a filtros de nailon

Tras la electroforesis en agarosa, los geles fueron tratados mediante
el procedimiento de Sambrook y colaboradores (Sambrook et al. 1989),
con despurinizacion, desnaturalizacion y neutralizacion. Para la
transferencia del ADN desde geles convencionales se emple6é un sistema
de vacio (TransVac TE80, Hoeffer Scientific Instruments, San Francisco,

California). Tras la transferencia, los filtros se lavaron en SSC 6x y se

fijaron en un cross-linker por irradiacion con luz ultravioleta (700 J/ m2)

por ambos lados. Posteriormente se enjuagaron con agua bidestilada.

7.2. Marcaje de sondas de ADN con digoxigenina-dUTP

Se empleo el marcaje no radiactivo con digoxigenina—dUTP
(desoxiuridin trinucleotido fosfato) de Boehringer Mannheim, siguiendo
las instrucciones del fabricante. El marcado se realizé con el sistema de

la mezcla de cebadores aleatorios.

7.3. Hibridacion ADN-ADN

Los filtros de nailon se prehibridaron un minimo de 1 hora a 42°C,
empleando formamida al 50% en la solucion de prehibridacion e
hibridacion, y usando el tampon de bloqueo suministrado en el lote de
Boehringer Mannheim. La hibridacion se llevo a cabo durante 14 horas a
42°C. A continuacion se hicieron dos lavados de 5 minutos cada uno con

SSC 2x y SDS 0,1% a temperatura ambiente, y otros dos de 15 minutos
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cada uno con SSC 0,1xy SDS 0,1% a 68°C.

7.4. Deshibridacion de filtros de nailon

Cuando fue necesario deshibridar algun filtro para poder
rehibridarlo con una sonda diferente de la utilizada en primer lugar, el
filtro se lavo dos veces durante 15 minutos a 85°C con una solucion de
EDTA 50 mM pH 8 y SSC 2x. A continuacion, el filtro se lavo dos veces
durante 15 minutos a temperatura ambiente con SSC 2x y SDS 0,1%.
Posteriormente se lavo dos veces con SDS 0,1% y NaOH 0,2 N durante 15
minutos a 37°C. Finalmente el filtro se enjuagdé con SSC 2x. La nueva
hibridacion debe comenzar en el paso de la prehibridacion. En algun
caso, el filtro se lavo con agua bidestilada y se incub6 en una solucion de
NaOH 0,2 M y SDS 0,1% a 37°C durante 10 minutos; posteriormente el
filtro se lavo con SSC 2x y se prehibridé, como primer paso de la nueva

hibridacion.

7.5. Deteccion de secuencias por hibridacion con sondas no
radiactivas

La deteccion se basa en el reconocimiento de la digoxigenina por un
anticuerpo que esta conjugado con la fosfatasa alcalina. Tras incubar el
filtro con el anticuerpo y lavar el anticuerpo sobrante, la reaccion de la
fosfatasa se pone de manifiesto con CSPD (Boehringer Mannheim,
Alemania), que es un sustrato luminiscente de la fosfatasa alcalina.
Posteriormente, el filtro se utiliza para impresionar una pelicula de rayos
X durante el tiempo necesario (desde 5 minutos a 12 h) a temperatura

ambiente.

7.6. Marcado de oligonucleétidos con [y-P32]-ATP
Para el marcaje terminal de oligonucleotidos con [y-P32]-ATP, se uso

la enzima T4 polinucleotido quinasa suministrada por Roche Diagnostics
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GmbH. Se mezclaron 10 pmoles de oligonucleétido con 1ul de tampoén, 2
ul de [y-P32]-ATP (3000 ci/nmol) y S U de T4 Polinucleotide Kinase en un
volumen final de 10 ul. La mezcla se incubo durante 1h a 37°C, se extrajo
con igual volumen de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1) y se filtré por
una columna de Sephadex™ G-50 suministrado por Amersham
Biosciences. Posteriormente se cuantifico la radiactividad incorporada
mediante el uso de un contador de centelleo (Wallac 1409 DSA Liquid

Scintillation Counter, CPM mode).

8. SECUENCIACION

8.1. Cebadores

Los oligonucleotidos utilizados como cebadores en las reacciones de
secuenciacion fueron sintetizados por Invitrogen Life Technology (Prat de
Llobregat, Barcelona). Los oligonucledtidos usados fueron T3 y T7 para
las reacciones de secuenciacion de fragmentos de ADN clonados en
pBluescript SKII+. Para la secuenciacion de regiones especificas se
disenaron cebadores basados en secuencias conocidas. La lista de los

cebadores usados en esta tesis se muestra en la Tabla M4.

Tabla M4. Relacion de oligonucleétidos usados en esta Tesis.

Nombre Secuencia (5’-3’)

flhA5’ GTTACACCCATACCGCTATC

flhA3’ CAGTTATATGCTGCCGTTGC

flhA-P1 AACCGTCAGGGGAAAGAGCAACAACGCCAGCCATTTACGCGTGTAGGCTGGAGCT
GCTTIC

flhA-P2 GTGCCAGAAGCGCTGGATTITTATGAACGAG

igaAS’ GCGTGTATACCGATGCCAAC

igaA3’ CTCCAGGGTAACGCAATTTG
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igaA-P1
igaA-P4
igaAprod’
igaApro3’
igaA-

STOP
Kanl

LacZ

MuL

MulLi
rcsAS’
rcsA3’

rcsA-P1

rcsA-P2

rcsB5’
rcsB3’

rcsB-P1

rcsB-P2
rcsCS’
rcsC3’
rcsC(1)
rcsC(2)
rcsC(3)

rcsCSec

srfA-
P1Flag

srfA-
P2Flag

srfB-
P1Flag

srfB-
P2Flag

srfC-E1

TCAGATGAGATTITTCCGGAGAGACGGTTAACCTGGGATGTGTAGGCTGGAGCTGC
TTC
CGTTTTTGTACCGTGGATGATAGGCGGCGCGATCCTGCTGATTCCGGGGATCCGT
CGACC
GTCAGAATTCCAGCGTACCTGCGGCAATGG

CGTAGGATCCAGAGAGCAGGCCAGCAAAGC

CAGCTTTCATAGTATTCCTGG

AGCTGTGCTCGACGTTGTCA
GACCATTTTCAATCCGCA
CGAATAATCCAATGTCCTCC
ATTGCACTACAGGTTGCAAG
CGTGTTCCGTCTGATTATGG
CTTCAATGAGTCAGGTCAC

CAATTCGGCCCTGCGCTTTCAACCACTCGCGTACCAGAAAGTGTAGGCTGGAGCT
GCTTC
GAGGTACATTGCCAGTCCGGATGTCTCAGCGCATGTTAACCATATGAATATCCTC
CTTAG
AGCGGAATTCAGGAGGAATACATGAACAATATGAACG

GTGAAAGCTTGTCGACAAGCGATTTATTCTTTIGICTIG

ATTATTGCCGATGACCACCCGATTGTACTGTITCGGTATTCGTGTAGGCTGGAGCT
GCTTC
AGAGAGATAGTTGAGCAGCGCGATATCATTCTCTACGCCCCATATGAATATCCTC
CTTAG

GTAATGTTATTGCTGTGCGAG
TATGTTACCCAGCCTGATGG

CATGAGCGGATTATGAAATAC
TGAGTAACGAACTGGCGCAC

CTGTTGAGCAACGCCATTAAG

GATTCCGTTGGAAAGAGC

CCACGCGGCAATTCCGTTGACGTTTAAAAAGATAGGTGCCGACTACAAAGACCAT
GACGG

GACGCTCTGTTTGTAATCACACAGATTGACCAACATAAAACATATGAATATCCTC
CTTAG

CAGCCACTACTGGATAGATAGTGGGAGTGTATACCTGAAAGACTACAAAGACCAT
GACGG

CCCACTCGATAACAGCCTGGGTGGTGTTTAACGGTTTTGCATATGAATATCCTICC
TTAG

GCGTCTAACAAAGCTTGACG
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srfC-E2

srfC-
P1Flag

srfC-
P2Flag

ssaVys’
ssaV3’

ssaV-P1

ssaV-P2
ssrB5’
ssrB3’

ssrB-P1

ssrB-P2
T3
T7
Tn10d5’
Tn10d3’
yrfGS’
yrfHS’
yrfl5’

GTCATGGCGGTGATATCATC

CCGACGTAGACAGAGCGCAATTAATTGCCCTGATAGCCGACTACAAAGACCATGA
CGG

GATAAGTTTCCCCGTICGCATTIGCTGTTITTCGCTITTTCTGACATATGAATATCCTC
CTTAG

CGAGCTCTIGGTTACGATTAC

CAGCCTCAGACGTTGCATC

CATCATCGACAAATAAAATTTCTGGAGTCGCAATGCGTTCGTGTAGGCTGGAGCT
GCTTC
CAATTCATTCTTCATTGTCCGCCAACTCCTCTTCGCTAAGCATATGAATATCCTC
CTTAG

CGATGATGAGCAATACTGCG

GAGGAACTAACCGACTTACG

AATATGACCAATGCTTAATACCATCGGACGCCCCTGGTTAGTGTAGGCTGGAGCT
GCTTC
TACTTAATATTATCTTAATTTTCGCGAGGGCAGCAAAATGCATATGAATATCCTC
CTTAG

AATTAACCCTCACTAAAG
TAATACGACTCTATAGGG
CTTTCTAAGGCAGACCAACC
CACGCACAACAGATTTTACG
GTITTCCGGTACCAGCTTTTG
GTAAGGGTTGCGTTICAGCTC

GAGCTGTACCGTAATGTCAC

8.2. Secuenciacion

El ADN plasmidico o el ADN cromosomico amplificado por PCR fue

secuenciado en el servicio de secuenciacion de Sistemas Genoémicos S.L.

(Parque Tecnologico de Valencia, Paterna).

8.3. Analisis y comparacion de secuencias

El analisis informatico de secuencias de nucleétidos se realizd

empleando los programas Gapped BLAST de NCBI y Clustal W 1.60.
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9. CARACTERIZACION DE LAS INSERCIONES DE MudJ o Tn10dTc

Para la caracterizacion de las inserciones se llevaron a cabo dos

estrategias distintas.

9.1. Restriccion, clonacion y transformacion

Se realizaron digestiones simples del ADN genomico con distintas
enzimas, como BamHI, Pstl o Sall. A la vez, se cortdo el vector
pBluescriptlISK(+) con las mismas enzimas. Las restricciones del ADN
genomico se purificaron mediante fenolizacion, para inactivar la enzima,
y seguidamente se precipito el ADN con acetato sodico 0,3 M y etanol
absoluto. El vector se purifico mediante pase por gel de agarosa y
purificacion de bandas mediante un kit comercial. Tras esto, se ligaron
los fragmentos asi cortados con el vector, en relacion de 1:1 o 9:1
inserto:vector. Se dejo toda la noche a 15°C, y se transformo la estirpe
DH5a. Se extrajo el ADN plasmidico de los transformantes obtenidos y se
mandaron a secuenciar con los oligonucleétidos MuLi, o Tn10dS5’ y
Tn10d3’, segun correspondiese en cada caso. Este método tiene una
limitacion, basada en el tamano de los fragmentos generados en la
restriccion. Si estos fragmentos son muy grandes, es muy dificil

conseguir clonarlos.

9.2. PCR inversa
Esta estrategia so6lo se us6 para caracterizar las inserciones MudJ
que no se pudieron clonar con el método anterior. Se realizaron

digestiones dobles de ADN gendomico con enzimas de restriccion que
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cortan, por un lado, en un extremo de MudJ, y por el otro, en el ADN
genomico de la bacteria. Asi se obtiene una Unica banda cuyo tamano fue
determinado por hibridaciones Southern (apartado 7), usando una sonda
contra el gen de resistencia a kanamicina de MudJ. Se seleccionaron
aquellas digestiones que generaran bandas de hibridacion entre 2 y 3 kb
para someterlas a PCR inversa.

La PCR inversa nos permite amplificar una secuencia especifica de
ADN genomico conociendo so6lo un extremo de la misma. Las digestiones
dobles con las enzimas seleccionadas dejan so6lo un extremo del MudJ
que lleva la resistencia a kanamicina y un fragmento de ADN genoémico
desconocido (Figura M2).

Se disenaron dos parejas de oligonucledtidos: un par en la
resistencia a kanamicina (Kanl y Kan2), y otro en el extremo attL de
MudJ (MuL y Muli), orientados en direcciones opuestas (Tabla M4). Se
hicieron digestiones dobles Smal/Sspl y Smal/EcoRV de 500 ng de ADN
genomico de Salmonella. Smal corta en el extremo de MudJ cercano al
attL y Sspl o EcoRV cortaran fuera del trasposon, en sitios no conocidos
del ADN de la bacteria y cuyos extremos generados son compatibles. Se
pueden hacer digestiones simples cortando con enzimas que corten una
sola vez en el trasposon, pero en este caso las digestiones dobles eran
mas aconsejables para conseguir fragmentos mas pequenos y poder
amplificarlos facilmente por PCR.

Una vez inactivadas las digestiones durante 10 minutos a 65°C, los
fragmentos de ADN digeridos se ligaron con ligasa T4 toda la noche a
15°C y se utilizaron como molde para dos amplificaciones consecutivas
con los oligonucleodtidos correspondientes en cada caso (McPherson y
Mogller 2000) (Figura M2). La primera amplificacion se realizo con los
oligonucleotidos internos Kanl y Muli. Visualizamos las bandas
obtenidas en la PCR1 mediante electroforesis en gel de agarosa, y en los
casos en los que observamos el tamano esperado, cortamos la banda y la
purificamos mediante kit. El producto purificado se clon6é directamente
en el vector de clonacion pGEM®-T easy, para secuenciarlo

posteriormente con los oligonucleotidos T3 y T7, o con MuL (Tabla M4).

-74 -



Material y métodos

En los casos en los que se obtuvieron productos no especificos en la

PCR1, utilizamos el producto de la misma como molde para una segunda

ronda de amplificacion con los oligonucleétidos externos Kan2 y MuL. En

esta segunda ronda de PCR la probabilidad de éxito es mayor ya que el

ADN molde se ha enriquecido con la PCR1. Se obtuvieron las bandas

correspondientes al tamano esperado y el producto final se purifico y

clon6 en el mismo vector, para secuenciarlo posteriormente con los

oligonucleotidos T3 y T7. La reaccion de PCR en ambos casos fue: 95°C-3

minutos, (95°C-30 s/56°C-30 s /72°C-3 minutos) (35 ciclos), 72°C-5

minutos.

Digestién de los fragmentos

Sspl o EcoRV
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Extremo de MudJ
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ADN genémico
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Digestion de los fragmentos  eeseeecesccccsep 12 Amplificacién por PCR: Kanl/MulLi

@

Ligacion de ‘
los extremos

Ligasa T4

Sspl 0o EcoRV / Smal

22 Amplificacién por PCR: Kan2/MuL

7=

Figura M2. Caracterizacion de las inserciones MudJ por PCR inversa.
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10. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

En las reacciones de amplificacion se uso un termociclador de ADN
Thermal Cycler 480 (Perkin Elmer Cetus, California), y se utilizé segun
las instrucciones de los fabricantes. Las reacciones de PCR se realizaron
con 1 ng de ADN, dNTPs 100 uM cada uno, cebadores 1 uM, 1 U de

polimerasa Taq por reaccion, y una concentracion final de MgCl, de 1 mM

en un volumen de 100 pl. Segun la finalidad de la PCR se usaron dos
tipos de polimerasa Taq: Taq Expand™ High Fidelity PCR System,
suministrada por Roche Diagnostics, y EcoTaq, suministrada por Ecogen,
S.R.L.

Para la comprobacion de algunos clones se llevaron a cabo
reacciones de PCR a partir de colonias. En estos casos se preparé una
mezcla con dNTPs 100 uM cada uno, cebadores 0,2 uM, 1 U de

polimerasa Taqg por reaccion, y una concentracion final de MgCl, de 1 mM

en un volumen de 25 pl. En esta mezcla se resuspende una colonia.
Antes de usar los productos de PCR se limpiaron de proteina,
oligonucleotidos y dNTPs, mediante un kit comercial de purificacion de

bandas (apartado 6).

11. EXTENSION DE UN CEBADOR MEDIANTE TRANSCRIPTASA
INVERSA

Para los experimentos de extension de un cebador mediante
transcriptasa inversa (“reverse primer extension”) se siguid el método
descrito por Manzanera y colaboradores (Manzanera et al. 2001). Se

mezclo 1 ul de oligonucleétido (0,5 nM), marcado en su extremo con 32P,
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con al menos 10 ug de ARN total en 10 pul de tampon de hibridacion
(PIPES 10 mM, NaCl 0,4 M). La mezcla se incub6 durante 5 minutos a
85°C. Transcurrido este tiempo, se paso a un bano a 65°C y se dejo bajar
la temperatura hasta 42°C. Entonces se anadieron 40 ul de la mezcla de
extension, que contiene 7 unidades de Transcriptasa inversa (Reverse
Transcriptase, AMV, suministrada por Roche Diagnostics GmbH), dNTPs
(12,5 uM cada uno) y una unidad de inhibidor de RNasa (RNAse inhibitor,
suministrado por Roche Diagnostics GmbH) en el tampon suministrado
con la transcriptasa inversa. La mezcla se incubo a 42°C durante una
hora. Transcurrido ese tiempo, las muestras se precipitaron a -20°C
anadiendo 5 ul de acetato sédico 3 M y 150 ul de etanol absoluto, se
lavaron con etanol al 70% y se resuspendieron en Tampon STOP (95% de
formamida, EDTA 20 mM, 0,05% de azul de bromofenol y 0,05% de
cianol de xileno) diluido 1/2 en Tris-HCl 10 mM. Antes de ser usadas, las
muestras se desnaturalizaron mediante incubacion durante 5 minutos a
80°C. La electroforesis se realizo en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante de 50 cm de longitud y 0,4 mm de grosor, preparado
con el sistema “Gel System Sequi-Gen Sequencing gel” suministrado por
BIO-RAD. La composicion del gel es 6% de acrilamida:bisacrilamida
(19:1), urea 7 M y TBE 1x. Tras preparar la mezcla del gel, ésta se filtra y
se anaden a los 50 ml, 500 ul de APS 10% (persulfato de amonio) y 50 ul
de TEMED (N, N, N’, N’ tetrametiletilendiamida). Una vez extendido el gel
de secuenciacion, se deja polimerizar al menos una hora y se hace una
pre-carrera en tampon TBE 0,5x durante una hora a 50 W. Transcurrido
este tiempo, se cargan la muestras desnaturalizadas y se someten a
electroforesis a 2000 V durante el tiempo necesario. El gel se sec6 en un
secador “DryGel Sr, Slab Gel Dryer Model SE1160” (Hoeffer Scientific
Instruments). La exposicion se hace en pelicula de rayos X, con pantalla
amplificadora (Hyperscreen™ de Amersham Biosciences), o bien se

analiza con un Fuyjifilm FLA-3000 Betascope.
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12. INACTIVACION DE GENES CROMOSOMICOS USANDO
PRODUCTOS DE PCR

Para la construccion de mutantes nulos se siguio el meétodo
descrito por Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner 2000). Este
procedimiento esta basado en el sistema de recombinacion Red del fago A.
Una de las razones por las que E. coli o Salmonella no son transformables
con ADN lineal es la presencia de exonucleasas intracelulares que lo
degradan. El sistema Red del fago A incluye los genes y, 8y exo que
especifican las proteinas Gam, Bet y Exo, respectivamente. Gam inhibe la
exonucleasa V del hospedador permitiendo el acceso de Bet y Exo a los
extremos de ADN para promover la recombinacion. La estrategia basica
consiste en reemplazar una secuencia cromosomica (por ejemplo el gen B
en la Figura M3) por un gen de resistencia a antibiotico seleccionable,
que es generado por PCR usando cebadores que contienen 40 nucleé6tidos
de homologia con la secuencia que queremos reemplazar (P1 y P2 en la
Figura M3). La recombinacion la lleva a cabo el sistema Red del fago A,
expresado desde un promotor inducible en un plasmido de bajo numero
de copias y termosensible (pKD46). Tras la seleccion, el gen de resistencia
puede eliminarse usando otro plasmido (pCP20) que expresa la
recombinasa FLP del plasmido de 2u de Saccharomyces cerevisiae. El
sistema FLP actua en las repeticiones directas FRT (“FLP recognition
target”) que flanquean la secuencia (Figura M3). Los plasmidos que
contienen los sistemas Red y FLP son termosensibles y pueden curarse

facilmente mediante crecimiento a 37°C.
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Paso 1: Amplificacién por PCR del gen de resistencia a antibiético flanqueado
por las secuencias FRT

H?\_EL» FRT
77771 | '777777777777777777777777777777.) 17777,
FRT P2 \ﬁ2

Paso 2: Transformacion de la estirpe que expresa la recombinasa Red

Paso 3: Seleccion de los transformantes resistentes a antibioticos

FRT FRT

Paso 4: Eliminacion del gen de resistencia usando el sistema FLP

FRT

Figura M3: Representacion esquematica del sistema de inactivacion de genes
mediante productos de PCR. H1l y H2 indican las regiones de homologia con la
secuencia a delecionar. P1 y P2 son las regiones de homologia de las secuencias que
flanquean el gen de resistencia a antibi6tico. Figura adaptada de Datsenko y Wanner
(Datsenko y Wanner 2000).

12.1. Preparacion del ADN para la sustitucion

Los plasmidos usados como molde en las reacciones de PCR fueron
pKD3 (Cm’) o pKD4 (Kmr). Los oligonucleotidos cebadores tenian 40
nucleotidos de homologia con el gen a inactivar y 20 nucleotidos de
homologia con pKD3 y pKD4. Los oligonucleotidos usados para la
construccion de los distintos mutantes se relacionan en la Tabla M4. Las

reacciones de PCR se llevaron a cabo a una temperatura de hibridacion
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de 56°C y 2 min de sintesis a 72°C usando la enzima Taq Expand™ High
Fidelity PCR System, suministrada por Roche Diagnostics. El producto de
PCR fue sometido a electroforesis en gel de agarosa y la banda de
amplificacion fue purificada mediante un kit comercial.
12.2. Transformacion de los receptores

Se prepararon células electrocompetentes de las estirpes receptoras
adecuadas que llevaban el plasmido pKD46, que expresa el sistema A Red
bajo el control del promotor de araB inducible por arabinosa. Para la
obtencion de células electrocompetentes, inéculos cultivados a 30°C en
LB con ampicilina se diluyeron 1:100 en 50 ml de SOB sin magnesio con
1 mM de arabinosa y se incubaron a 30°C en agitacion hasta D.O.s00 0,5.
Las células fueron entonces recogidas por centrifugacion durante 15
minutos a 4000 rpm a 4°C y se resuspendieron en 20 ml de glicerol al
10% frio. Posteriormente se centrifugé de nuevo 15 minutos a 4000 rpm
a 4°C y el sedimento se resuspendio en 10 ml de glicerol al 10% frio. Tras
una nueva centrifugacion se resuspendioé en 5 ml de glicerol al 10% frio.
Las células fueron entonces centrifugadas de nuevo, y el sobrenadante se
elimin6 completamente usando una trampa de agua. Las células se
resuspendieron en 500 ul de glicerol al 10% frio. Alicuotas de 100 ul de
células se mezclaron con 10 ul de ADN y se sometieron a una descarga
eléctrica en el electroporador (25 uF, 200 Q y 2,5 kV). El electroporador
empleado fue wun Electrocell Manipulator 600 (BTX, San Diego).
Posteriormente se anadié 1 ml de LB a la cubeta y la mezcla se transfirio
a un tubo de ensayo, que se agito a 37°C durante 1,5 horas. Tras la
incubacion, las células se recogieron por centrifugacion y se sembro la
mitad en medio selectivo. La otra mitad se dejo a temperatura ambiente
y, en caso de no obtener ningun transformante resistente a antibiético, se
sembro (aproximadamente tras 16 horas de incubaciéon a temperatura
ambiente). Los transformantes resistentes a antibioticos se comprobaron
mediante PCR de colonias usando cebadores externos a la region

sustituida.
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12.3. Escision del gen de resistencia a antibidtico

Una vez sustituidos los genes de interés, las mutaciones fueron
introducidas en los fondos genéticos apropiados mediante transduccion
con P22 y seleccion de la resistencia a antibiotico correspondiente.
Posteriormente, cuando fue necesario, el gen de resistencia se escindio
transduciendo el plasmido pCP20 con P22 HT. La transduccion se incubo
una hora a 30°C y se sembré en LB con ampicilina. Para eliminar el
plasmido pCP20, las limpiezas de fagos se llevaron a cabo en placas EBU
sin antibiético incubadas a 37°C. Una vez que los candidatos estuvieron
limpios de fagos, la pérdida de la resistencia a antibiotico se detecto
sembrando en cajas de LB+ampicilina y LB+cloranfenicol o kanamicina
(segun corresponda). La escision del "casete" de resistencia se comprobo

mediante PCR con los cebadores externos.

13. CONSTRUCCION DE FUSIONES lac USANDO EL SISTEMA A Red Y
RECOMBINACION ESPECIFICA DE SITIO MEDIADA POR EL SISTEMA
FLP

Para la construccion de las fusiones transcripcionales en el
cromosoma se siguio el método descrito por Ellermeier y colaboradores
(Ellermeier et al. 2002). Este método permite la construccion de fusiones
lac estables usando el sistema de recombinacion especifica de sitio
FLP/FRT.

Como explicamos en el apartado anterior, usando el sistema
desarrollado por Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner 2000) se puede
insertar un "casete" de resistencia a antibiotico en cualquier punto del

cromosoma bacteriano. Dado que la insercion esta flanqueada por sitios
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FRT, el casete de resistencia puede escindirse introduciendo el plasmido
pCP20, que codifica el sistema FLP. El resultado de la delecion es un
unico sitio FRT en el punto de insercion (Figura M3). Este sitio FRT
puede usarse para la integracion de un plasmido que contiene un sitio
FRT corriente arriba de los genes lacZY, generando asi una fusion
transcripcional. La recombinacion especifica de sitio mediada por el
sistema FLP es un evento direccional.

Ellermeier y colaboradores han construido dos plasmidos para la
creacion de fusiones transcripcionales lac que difieren en la orientacion
del sitio FRT: pCE36 y pCE37, y un plasmido para la creacion de fusiones
traduccionales lac, pCE40, que tiene codones de STOP en todos los
marcos de lectura, excepto en uno de ellos. Estos plasmidos contienen
ademas un gen de resistencia a kanamicina y el origen de replicacion
R6K, que unicamente funciona cuando se proporciona proteina 1 en
trans. La eleccion del plasmido depende de la orientacion del sitio FRT en
la mutacion original.

La Figura M4 muestra una representacion esquematica de la
construccion de una fusion lacZ. Mediante el meétodo descrito por
Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner 2000), generamos una
sustitucion del gen de interés por el “casete” de resistencia a
cloranfenicol. Posteriormente, este “casete” es escindido mediante la
introduccion del plasmido pCP20, que expresa el sistema de
recombinacion especifica de sitio FLP. La escision genera una “cicatriz”
en el punto de insercion que consiste en un unico sitio FRT con una
determinada  orientacion. La integracion del plasmido pCE

correspondiente en la cicatriz genera una fusion lacZ.
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Amplificacién del gen de resistencia flanqueado por las secuencias FRT

P1 "

.
P2

Transformacion de la cepa que expresa el sistema de recombinacion A Red

‘>

Seleccion de los transformantes resistentes a antibiético

e S ————
Eliminacion del casete de resistencia usando un plasmido que expresa el sistema FLP

P
I_> [
| SS—
FRT

Transformacion con el plasmido que construye la fusion lacZ e integracién usando el

sistema FLP. Seleccion de los transformantes resistentes a kanamicina

oriR6K lacY

this

==

FRT lacZ lacY Kmr FRT

Figura M4. Esquema de la construccion de las fusiones transcripcionales lac en el
cromosoma.
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14. ENSAYOS DE ACTIVIDAD [3-GALACTOSIDASA

Los analisis de (-galactosidasa se hicieron mediante el método de
Miller (Miller 1972) modificado por Maloy (Maloy 1990), usando CHCls-
SDS para permeabilizar las células. Las estirpes a ensayar se cultivaron
en las condiciones en las que se queria medir la expresion. Tras el
crecimiento, se mezclaron 700 ul de tampon Z con 100 ul de células, 30
ul de cloroformo y 15 ul de SDS al 0,1%. La composicion del tampon Z es
la siguiente: 16,1 g de NaoHPO4-7H20; 5,5 g de NaH2PO4-H20; 0,75 g de
KCI; 0,246 g de MgS04-7H20, y agua destilada hasta completar 1 1. Antes
de usar el tampon se le anaden 2,7 ml de B-mercaptoetanol por litro. La
mezcla de células, tampon, cloroformo y SDS se agito en el vortex y se
incub6 durante 5 minutos a 30°C. Se anadieron 200 ul de una soluciéon
de orto-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG) [4 mg/ml], se agito en el
vortex y se incubdo a 30°C hasta que la mezcla de reaccion se volvio
amarilla. Se anadieron entonces 500 ul de una soluciéon de Na,CO3z 1 M
para detener la reaccion. Los tubos se centrifugaron durante 15 minutos
en una microcentrifuga y se midio la absorbencia a 420 nm y 550 nm. La

actividad B-galactosidasa se calcul6 usando la formula siguiente:

Aszo — 1,7 X Asso

Actividad (UM)=

V x D.O.eoo Xt

A,,, = Absorbencia de la reaccion a A= 420 nm
Asso = Absorbencia de la reaccion a A= 550 nm

V= volumen de cultivo en la reaccion (ml)

D.0O.600 = Densidad optica del cultivo a A= 600 nm

t= tiempo de reaccion (minutos)
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Para los ensayos [-galactosidasa de fusiones cuya actividad es
menor de S50 wunidades Miller, los inoculos fueron previamente
concentrados mediante centrifugacion y posterior resuspension en un

volumen menor. En este caso, la D.O.600 se midié6 diluyendo el inéculo

previamente concentrado.

15. CONSTRUCCION DE PROTEINAS DE FUSION CON EL EPITOPO
3xFLAG

Para etiquetar proteinas con el epitopo 3XFLAG, se siguio el método
empleado por Uzzau y colaboradores (Uzzau et al. 2001). Se trata de una
modificacion del método de Datsenko y Wanner, explicado anteriormente
(apartado 12). La estrategia basica consiste en manipular una secuencia
cromosomica, la secuencia final del gen que codifica la proteina que
queremos etiquetar, anadiéndole un fragmento de ADN que contiene una
secuencia que especifica un epitopo (3XFLAG) y una resistencia a
antibiotico (Km). Dicha construccion es generada por PCR, y se
representa en la Figura MS.

Para la amplificacion usamos una pareja de oligonucledtidos que
contienen 40 nucleétidos de homologia con la secuencia final del gen que
queremos etiquetar por un lado (P1), y por el otro 40 nucleétidos con la
secuencia a continuacion de ésta (P2). El plasmido que usamos como
molde se llama pSUB11 (Tabla M2) que contiene la secuencia del epitopo
FLAG repetida 3 veces. Sometemos el producto de la PCR a una
electroforesis y cortamos la banda resultante para purificarla
posteriormente con un kit comercial. Utilizamos el fragmento amplificado
y purificado para electroporar la estirpe silvestre con el plasmido pKD46.
Las electrocompetentes se hicieron usando el mismo protocolo que en el
meétodo de Datsenko y Wanner (apartado 12). La electroporacion se

sembréo en medio LB suplementado con kanamicina. La correcta
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incorporacion del fragmento amplificado se comprobé por PCR con otra

pareja de oligonucleotidos externos, o por hibridacion western.

1. Amplificacién por PCR del epitopo 3XFLAG y el gen de resistencia

., P
3XFLAGH FRT FRT

<,
P2,

2. Transformacion de la estirpe que expresa el sistema de recombinacién A Red

3. Comprobacion de la correcta proteina de fusién por western

genX 3XFLAG FRT FRT —

2 Fete

Figura M5. Construccion de proteinas de fusion con el epitopo 3XFLAG.

16. PREPARACION DE GELES Y CONDICIONES DE
ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

Las proteinas se separan por su peso molecular mediante un
sistema discontinuo comunmente conocido por SDS-PAGE (de
electroforesis en gel de poliacrilamida y SDS) descrito por Laemmli

(Laemmli 1970). Las muestras, en un sistema vertical Mini Protean® III
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(BioRad) se empaquetan primero en un gel de empaquetamiento de 1 cm
de longitud, para separarse a continuacion en el gel de separacion de
unos S5 cm de longitud. Se usaron geles al 10% de
acrilamida/bisacrilamida con un gel de empaquetamiento al 4%. La
electroforesis en los equipos Mini Protean® III se realiza aplicando un
campo eléctrico de unos 175 V de 45 a 60 minutos.

Las muestras se mantienen en hielo en todo momento y antes de
someterlas a la electroforesis se les anade tampon de carga hasta una
concentracion 1x, se hierven durante 5 minutos y se centrifugan a 15000
g durante varios segundos. El sobrenadante se carga en el gel de
electroforesis. Como patron de peso molecular se utiliza un marcador
comercial (SDS-PAGE Molecular Weight Standards Low Range o
Prestained SDS-PAGE Standards, Broad Range, BioRad Laboratorios).

Gel de Empaquetamiento: Tris-HCI1 125 mM a pH 6,8, SDS 0,1 % (p/v),
acrilamida:bisacrilamida al 40% (SOLU GEL 29:1 ULTRA PURA,
PRONADISA), TEMED 0,1% (v/v), persulfato amoénico 0,05% (p/v).

Gel de Separacion: Tris-HCl 375 mM a pH 8,8, SDS 0,1 % (p/v),
acrilamida:bisacrilamida al 40% (SOLU GEL 29:1 ULTRA PURA,
PRONADISA), TEMED 0,05% (v/v), persulfato amonico 0,05% (p/v).
Tampéon de migracion 10X: Glicina 144,1 g/1, SDS 10 g/l y Tris 30,3
g/l. Ajustar el pH a 8,8.

Tampon de Laemmli para la muestra (SB 4X): Azul de bromofenol
0,000125%, Tris-HCl pH 6,8 200 mM, B-mercaptoetanol 20%, glicerol
40% y SDS 8%.

16.1. Tincion de geles con azul de Coomasie

Para tenir un gel proveniente de SDS-PAGE se utiliza el colorante
Brilliant Blue R-250 (Sigma). Para ello, se bana el gel en la solucion de
tincion durante 30 minutos. A continuacion, se retira dicha solucion y se
anade solucion de destincion, manteniéndose hasta que las bandas

correspondientes a las proteinas se visualizan claramente.
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Para conservar el gel una vez destenido, se lava con agua destilada
y se introduce entre dos fragmentos de celofan previamente empapados
en agua. A continuacion se eliminan todas las burbujas. Después se
puede someter a vacio a 70°C sobre un papel Whatman® 3MM, o bien se
puede dejar secar sobre una superficie plana a la que se sujetan los
extremos del papel celofan mediante pinzas.
Solucion de Tincion: 0,25% (p/v) Brilliant Blue R-250 (Sigma), 7% (v/v)
acido acético y 45% (v/v) de metanol.

Solucion de Destincion: 10% (v/v) acido acético y 40% (v/v) metanol.

17. INMUNODETECCION DE PROTEINAS POR HIBRIDACIONES
WESTERN

Para la inmunodeteccion de proteinas mediante hibridacion
Western, es necesario, en primer lugar, separar las muestras de
proteinas (hervidas en el tampon de la muestra 2x) mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE (porcentaje de
acrilamida 7,5%-15%) aplicando 175 V.

Se sustituye el tampoén de migracion por el tampon de
transferencia. Se moja todo lo necesario para la transferencia (esponjas,
papel Whatman 3MM, membrana de nitrocelulosa (Hybond™ECL™) y gel
de poliacrilamida) en tampoén de transferencia.

Utilizamos un sistema de transferencia humeda (Trans-Blot cell,
Biorad) y realizamos la transferencia a 80 V, 1,5 h. Para evitar un
aumento excesivo de temperatura introducimos la cubeta dentro de un
recipiente con hielo.

Una vez terminada la transferencia, lavamos la membrana 2 veces
con agua destilada. Tenimos con Rojo Ponceau (0,5% p/v en 1% de acido
acético) durante 5 minutos y posteriormente lavamos con agua destilada

hasta la aparicion de bandas. Bloqueamos durante 1 h con leche en
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polvo al 5% en TBS-Tween 0,1% y azida sodica 0,2% a temperatura
ambiente, para evitar que el anticuerpo se una de forma inespecifica.

Anadimos el anticuerpo primario diluido adecuadamente en TBS-
Tween 0,1%, leche en polvo y azida sédica. Incubamos 2 h a temperatura
ambiente o toda la noche a 4°C. En nuestro caso, el anticuerpo primario
utilizado fue anticuerpo monoclonal de raton especifico contra el epitopo
FLAG (anti-FLAG M2 F3165-1MG, Sigma-Aldrich Quimica S.A.).

A continuacion realizamos 3 lavados con TBS-Tween de 10 minutos
cada uno y, posteriormente anadimos el anticuerpo secundario e
incubamos durante 1 h. El anticuerpo secundario que usamos fue un
anticuerpo de cabra anti-IgG/HRP de raton (BioRad Laboratorios S.A.).
Lavamos nuevamente con TBS-Tween, 6 lavados de 5 minutos cada uno.

Finalmente, realizamos la reaccion de deteccion en la que usamos
SuperSignal® West Pico Chemiluminiscent Substrate (Pierce
Biotechnology, Inc), que es un sustrato muy sensible para detectar la

peroxidasa de rabano (HRP) en inmunodetecciones.

Tampon de transferencia 4x: Tris base 12,1 g/l, glicina 57,6 g/l. El
tampon de transferencia 1x lleva ademas 20% de metanol y 0,04% de
SDS.

TBS-Tween 10x: Tris base 24,2 g/1, NaCl 80 g, Tween-20 10 ml. Ajustar
el pH final a 7,6.

18. PURIFICACION DE PROTEINAS SECRETADAS.

Para purificar proteinas secretadas usamos una modificacion de
los protocolos descritos anteriormente (Bensadoun y Weinstein 1976,
Hansen-Wester et al. 2002). Preparamos inoculos de 20 ml en las
condiciones adecuadas, segun las proteinas que quisiéramos estudiar. Se
centrifugan a 4500 rpm durante 20 minutos. Tomamos 3,5 ml del

sobrenadante y lo filtramos usando una jeringa de 5 ml y filtros de 0,22
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um de tamano de poro (Millipore). Con esto se consigue eliminar los
restos celulares y de bacterias completas que hayan quedado tras la
centrifugacion.

El sedimento se resuspende en 5 ml de PBS1x. Se toman 50 ul y se
centrifuga a 13000 rpm durante 2 minutos. Se elimina el sobrenadante, y
el sedimento se resuspende en 50 ul de tampon de Laemmli. Hervimos 5
minutos y cargamos en un gel de poliacrilamida (apartado 16).

El sobrenadante filtrado es sometido a precipitacion de proteinas.
Para ello, se anade desoxicolato sodico al 0,02%, y se incuba 30 minutos
en hielo. Pasado este tiempo se anade acido tricloroacético al 10%. Se
incuba 5 minutos a -20°C y posteriormente 15 minutos en hielo.
Centrifugamos 15 minutos a 13000 rpm a 4°C. Eliminamos el
sobrenadante. Se anaden 300 ul de acetona fria. Incubamos 15 minutos
en hielo. Se vuelve a centrifugar 10 minutos a 4°C a 13000 rpm.
Eliminamos el sobrenadante, y dejamos secar el sedimento. Una vez seco,
se anade 20 pl de tampon de Laemmli. Se hierve 5 minutos, y se carga en

un gel de poliacrilamida (apartado 16).

-90-



RESULTADOS






Capitulo 1

Contribucion del sistema Rcs a la virulencia de Salmonella






Capitulo 1

Experimentos previos habian indicado que ciertas mutaciones de
pérdida parcial de funcion en el gen igaA atenuaban la virulencia de
Salmonella enterica serovar Typhimurium en el modelo de infeccion en
ratones, y que dicha atenuacion era suprimida por mutaciones nulas en
los genes rcsC, rcsD o rcsB (Dominguez-Bernal et al. 2004). Estos
resultados sugerian que la sobreactivacion del sistema Rcs podia causar
pérdida de virulencia. La primera tarea de esta Tesis fue poner a prueba
esta hipotesis mediante el aislamiento de mutantes rcs que tuvieran
activacion constitutiva del sistema, para luego proceder a su

caracterizacion.

1.1. Aislamiento de mutantes Rcs constitutivos

Un fenotipo de los mutantes Rcs constitutivos facil de identificar,
tanto en E. coli como en S. enterica, es la mucosidad de sus colonias
(Figura C1.1). Dicha mucosidad se debe a un aumento en la expresion
de los genes de la capsula de acido colanico (Gottesman et al. 1985, Brill

et al. 1988, Stout y Gottesman 1990).

Silvestre resC55
Figura C1l.1. Comparacion del crecimiento en placa de la estirpe silvestre y uno de

los mutantes mucosos aislados en esta Tesis.

Por otro lado, poco antes de iniciar esta Tesis se habia descrito un
método sencillo para obtener mutantes mucosos de Salmonella (Costa y
Anton 2001): cuando se siembra un cultivo de la estirpe silvestre en fase

estacionaria en placas de LB suplementadas con el antibiotico
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mecillinam, la mayoria de las colonias resistentes que aparecen son
mucosas. De esta manera pudimos obtener un gran numero de mutantes
espontaneos de fenotipo mucoso. No era previsible que todos los
mutantes obtenidos llevaran mutaciones rcs, ya que mutaciones en otros
genes como lon (Adler y Hardigree 1964, Howard-Flanders et al. 1964) e
igaA (Cano et al. 2001, Cano et al. 2002) también producen mucosidad.
Para identificar mutantes que portaran mutaciones en rcsC, rcsB o rcsD
se llevaron a cabo experimentos de cotransduccion aprovechando que
rcsC, rcsB y rcsD estan contiguos en el cromosoma de Salmonella
(McClelland et al. 2001), igual que ocurre en E. coli (Gottesman et al.
1985). Como donadora se utilizo una estirpe portadora de la mutacion
ompC396::Tn10dTc. Esta insercion es cotransducible con los genes
rcsDBC (Figura C1.2). Al transducir la insercion a los mutantes mucosos
y seleccionar transductantes resistentes a tetraciclina se obtuvieron dos
tipos de resultados. En la mayoria de los mutantes, todos los
transductantes obtenidos (mas de 200 colonias observadas en cada
experimento) mantenian el fenotipo mucoso. En el resto,
aproximadamente la mitad de las colonias transductantes perdia el
fenotipo mucoso. Esto significaba que las mutaciones de este segundo
grupo estaban cercanas a ompC, y por tanto probablemente se hallaban
en alguno de los genes rcs. En concreto, de los 300 mutantes
independientes analizados, 27 portaban una mutacion que mapeaba en

la zona de los genes rcs.

resD rcsB

ompC micF resC

Figura C1.2 Organizacion de los genes rcs y ompC en el genoma de Salmonella.
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1.2. Secuenciacion de los mutantes rcs

Datos previos de la literatura (Gottesman et al. 1985), sumados a
los porcentajes de cotransduccion con ompC calculados en el apartado
anterior, indicaban que, de los tres genes rcs, el que mas probablemente
seria portador de mutaciones productoras de fenotipo mucoso era rcsC.
Con este razonamiento, se amplifico por PCR la region rcsC de los 27
mutantes mucosos que mapeaban en la region rcs y se secuencio. Se
encontraron mutaciones rcsC en 24 de los mutantes analizados. La
Figura C1.3 presenta un esquema de la proteina RcsC con indicacion de
los cambios de secuencia de aminoacidos producidos por las mutaciones
halladas. En total se caracterizaron 11 mutaciones distintas (algunas de
ellas estaban repetidas, pese a ser independientes). Todas las mutaciones
estaban en la porcion citoplasmica de RcsC, y se podian clasificar en tres
grupos segun que se hallaran en el dominio de entrada de la senal, el

dominio histidina-quinasa o el dominio receptor.

H355R V4381 N877S T903A

@ -
H479 D875

Periplasma Citoplasma

Figura C1.3. Representacion esquematica de la proteina RcsC de Salmonella. TM1
y TM2 representan los dominios transmembrana. H479 es el residuo histidina
fosforilable del dominio transmisor. D875 es el residuo aspartico fosforilable del dominio
receptor. Se indican los cambios de aminoacidos provocados por las mutaciones
encontradas.

1.3. Dominancia y recesividad de las mutaciones rcsC

Para establecer si las mutaciones rcsC encontradas eran
dominantes o recesivas aprovechamos el fenotipo de mucosidad. Las
mutaciones se introdujeron en una estirpe merodiploide con una
duplicacion cromosomica de la region hisH-cysA, que incluye el gen resC

(Camacho y Casadesus 2001). Se hicieron lisados con P22 HT de las
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estirpes mutantes resC que ademas llevaban la mutacion
ompC396::Tn 10dTc. La estirpe con la duplicacion se transdujo con estos
lisados. Como se ha indicado anteriormente, la insercion
ompC396::Tn 10dTc esta ligada un 50% a rcsC. Por tanto se esperaba que
las mutaciones dominantes dieran lugar a un 50% de colonias con
fenotipo mutante (mucoso). Por el contrario, la transduccion de las
mutaciones recesivas al merodiploide no debia producir ninguna colonia
mucosa. La mayoria de las mutaciones resultaron ser dominantes. Sélo
dos mutaciones eran recesivas, y estaban situadas en el dominio receptor
(Tabla C1.1). Dado que las mutaciones recesivas suelen ser de pérdida
de funcion, este resultado sugiere un posible papel negativo del dominio

receptor en la activacion del sistema Rcs.

Alelo Sustitucion Dominancia/ Frecuencia de
aminoacidica recesividad reversion
resC59 E354K Dominante 2.56x107°
resC53 H355R Dominante 2.16x107
resC60 V438F Dominante 3.97x10”
resC56 V4381 Dominante 1.07x10°
resC64 F473I Dominante 4.9x107
resC63 F473Y Dominante 7.87x107°
resC58 P484L Dominante 8.4x1072
resC62 P484S Dominante 7.7x107
resC61 I531S Dominante 1.08x10°
resC54 N877S Recesivo 2.8x107
resC55 T903A Recesivo 3.5x107

Tabla C1l.1. Resumen de las caracteristicas de los mutantes rcsC activados de
forma constitutiva.
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1.4. Frecuencia de reversion de los mutantes rcsC

Estudios previos habian indicado que los mutantes igaA tenian
problemas de crecimiento en medio ISM. Si ello se debia a
sobreactivacion del sistema Rcs, como ocurre con otros fenotipos de los
mutantes igaA, era de esperar que los mutantes rcsC obtenidos tuvieran
un fenotipo similar. Las pruebas de crecimiento asi lo confirmaron. El
crecimiento lento en ISM se pudo aprovechar para calcular la frecuencia
de reversion de los distintos mutantes como parte de su caracterizacion
genética. Se sembraron cultivos saturados de cada uno de los mutantes
en cajas de ISM, para contar el numero de revertientes, y en cajas de LB,
para hacer conteo de viables. Las frecuencias de reversion obtenidas se

muestran en la Tabla C1.1.

1.5. Nivel de activacion del sistema Rcs en los distintos mutantes

La mucosidad es una consecuencia de la activacion del sistema
Rcs, ya que ésta conduce a un incremento en la sintesis de capsula de
acido colanico (Gottesman 1995). Los genes responsables de la sintesis
de la capsula, llamados weca, estan agrupados en un unico operén, tanto
en E. coli como en Salmonella (Stevenson et al. 1996, Stout 1996,
Stevenson et al. 2000). Por tanto, la actividad de wuna fusion
transcripcional lacZ en uno de dichos genes se podia usar para estimar el
grado de activacion del sistema Rcs. Se us6é una fusion gmm::lacZ (gmm
se llama también wcaH) y se midio la actividad p-galactosidasa de
cultivos en fase exponencial en medio LB. Como se observa en la Figura
Cl.4, la expresion de wcaH esta reprimida en la estirpe silvestre,
mientras que en los mutantes se observan diversos grados de expresion,

lo que indica diferentes grados de activacion del sistema Rcs.
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Figura C1.4. Nivel de activacion del sistema Rcs en los distintos mutantes. Se
midié la actividad B-galactosidasa de una fusion gmm::lacZ en los mutantes rcsC. Los
datos mostrados son la media y la desviacion tipica de tres experimentos
independientes.

1.6. Los mutantes rcsC con activacion constitutiva del sistema Rcs
presentan un defecto de movilidad

Estudios previos habian mostrado que los mutantes igaA tienen un
defecto en movilidad, que se suprime mediante mutaciones nulas en los
genes rcsB o rcsC (Cano et al. 2002). Este resultado sugeria que la
sobreactivacion del sistema podia ser responsable del defecto en
movilidad. Se observaron al microscopio cultivos en fase exponencial del
silvestre y de los mutantes rcsC constitutivos. Todos los mutantes eran
inmoviles. Este resultado se confirmo6 mediante experimentos en medio
de movilidad semisoélido. Para ello se prepararon cultivos en medio de
movilidad con agitacion, se mojo un palillo estéril en cada cultivo y se
inoculo el centro de una caja de medio semisoélido. Como se observa en la
Figura C.1.5, el silvestre crece formando un halo cuyo diametro aumenta
progresivamente en funcion de la velocidad de movimiento de las
bacterias. Sin embargo, los mutantes solo crecieron en el area de

inoculacion, lo que era indicativo de su falta de movilidad.
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resC55

Figura C1.5. Ensayo de movilidad de la estirpe silvestre y el mutante resC55. Las
bacterias se inocularon en el centro de las cajas de medio de movilidad y se dejaron
crecer durante 6 h a 37°C.

1.7. El operon flhDC esta reprimido en mutantes rcsC constitutivos
La inmovilidad de los mutantes rcsC constitutivos sugiere que
tienen reprimida la expresion de los genes del flagelo. Para examinar esta
posibilidad se us6 una fusion lacZ en el operon flhDC. Este operon se
halla en la cuspide de la cascada genética que controla la sintesis flagelar
(Gygi et al. 1995, Macnab 1996, Furness et al. 1997, Claret y Hughes
2000). Como se muestra en la Figura C1.6 la expresion de flhDC
disminuy6 notablemente en todos los mutantes rcsC. Ademas, se observa
una correlacion negativa entre la expresion de flhDC y la de gmm. Este
resultado era esperable, ya que el sistema Rcs activa la expresion de la

capsula y reprime la del flagelo (Francez-Charlot et al. 2003).
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Figura C1.6. Efecto de las mutaciones rcsC constitutivas sobre la expresion de
SfIADC. Se midi6 la actividad B-galactosidasa de la fusién flhDC::MudA en fondos
mutantes y en la estirpe silvestre. Se muestra la media y la desviacioén tipica de tres
experimentos independientes.

1.8. Una mutacion nula en rcsB suprime la mucosidad, la falta de
movilidad y la resistencia a mecillinam de los mutantes rcsC
constitutivos

La proteina RcsB es un elemento que esta por debajo de RcsC en la
cascada de senalizacion, que se inicia con la activacion de RcsC y
culmina en la activacion o represion de la expresion de determinados
genes por parte de RcsB. Por tanto, era de esperar que una mutacion
rcsB nula suprimiera los fenotipos observados en los mutantes rcsC
activados permanentemente. Para ensayar esta hipotesis, se
construyeron dobles mutantes rcsB rcsC y se analizaron sus fenotipos.
En todos los casos, la mutacion rcsB suprimié los fenotipos de
mucosidad, falta de movilidad y resistencia a mecillinam caracteristicos
de los mutantes rcsC constitutivos. Ello indica que los fenotipos

observados se deben a la activacion del sistema Rcs a través de RcsB.
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1.9. Los mutantes rcsC activados de manera constitutiva son
avirulentos en ratones BALB/c

Ya se ha indicado que un objetivo de esta Tesis era poner a prueba
la hipotesis de que la sobreactivacion del sistema Rcs daba lugar a
atenuacion. Los mutantes rcsC constitutivos obtenidos en este trabajo
eran idoneos para investigar dicha posibilidad, ya que afectaban
directamente a uno de los componentes del sistema Rcs. Ademas,
disponiamos de una bateria de mutantes con distintos grados de
activacion del sistema.

Para los ensayos de virulencia se inocularon ratones BALB/c por
via intraperitoneal usando una mezcla de la estirpe silvestre y uno de los
mutantes rcsC constitutivos, y se calculo el indice de competitividad para
cada mutante. Los ensayos se realizaron con mutantes que presentaban
grados diversos de activacion del sistema y que no tenian una frecuencia
de reversion muy elevada. Se eligieron dos mutaciones dominantes y dos
recesivas. Todos los mutantes estaban muy atenuados, y su atenuacion
presentaba correlacion con el grado de activacion del sistema Rcs. Los

datos se representan en la Figura C1.7.
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Figura C1.7. Los mutantes rcsC constitutivos estan atenuados en ratones. Se
calcul6 un indice de competitividad para los mutantes cuyos alelos se indican, después
de realizar infecciones mixtas intraperitoneales de cada mutante con la estirpe silvestre,
en ratones BALB/c. Los alelos estan ordenados de menor a mayor activacion del
sistema Rcs, segun su efecto en la expresiéon de gmm. Los indices representados son la
media de tres infecciones. Las barras de error representan la desviacién tipica.
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1.10. Los mutantes rcsC constitutivos no tienen defecto de
crecimiento in vitro

Una posible explicacion de la atenuacion en la infeccion del raton
era que los mutantes rcsC activados de forma constitutiva tuvieran
problemas de crecimiento. Aunque era poco probable que ésta fuera la
causa del efecto observado ya que en los ensayos intraperitoneales hay
pocas generaciones, dicha posibilidad fue descartada mediante un
experimento de competitividad in vitro. Para ello, se hizo una mezcla
similar a la que se usa en ensayos en raton y se incub6 a 37°C en medio
LB liquido. Igual que en los ratones, se calculdo la relacion entre el
numero de unidades formadoras de colonias del mutante y del silvestre
en el inoculo inicial y a las 24 h. Con estos datos se obtuvo el indice de
competitividad in vitro, que se representa en la Figura C1.8. Ninguno de
los mutantes presentaba cambios significativos de crecimiento. Por tanto,

la avirulencia de estos mutantes no se debia a crecimiento deficiente.
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Figura C1.8. indice de competitividad in vitro de los mutantes rcsC constitutivos
frente a la estirpe silvestre. Se calcul6 el indice de competitividad para los mutantes
cuyos alelos se indican después de cultivarlos junto a la estirpe silvestre en LB durante
24 horas. Los datos son representativos de dos experimentos independientes.
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1.11. Una mutacion nula en rcsB suprime la avirulencia de los
mutantes rcsC constitutivos

Ya se ha indicado que todos los fenotipos observados en los
mutantes rcsC constitutivos eran suprimidos por una mutacion rcsB
(apartado 1.8). Era de esperar, por tanto, que la avirulencia que
presentan estos mutantes en ratones también fuera suprimida por una
mutacion en rcsB. Para ensayar esta hipotesis se midieron los indices de
competitividad para los dobles mutantes correspondientes y la estirpe
silvestre. Como se esperaba, la supresion fue completa en todos los
mutantes, confirmando asi que la avirulencia se debe a la
sobreactivacion del sistema Rcs. Los datos se representan en la Figura
C1l.9.
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Figura C1.9. Una mutacién nula en rcsB suprime la atenuacion de los mutantes
rcsC constitutivos. Se calculé el indice de competitividad para dobles mutantes rcsC
rcsB tras infecciones mixtas con la estirpe silvestre realizadas por via intraperitoneal
sobre ratones BALB/c. Los alelos estan ordenados como en la figura C1.7. Los indices
representados son la media de tres infecciones. Las barras de error representan la
desviacion tipica.
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1.12. Una mutacion en gmm suprime parcialmente la avirulencia de
los mutantes rcsC constitutivos

La atenuacion de los mutantes resC activados permanentemente se
puede deber tanto a genes activados como a genes reprimidos por el
sistema Rcs. Existen dos conjuntos de genes, de los que se conoce muy
bien la regulacion por Rcs tanto en E. coli como en Salmonella, que
podrian ser los responsables de la atenuacion que presentan los
mutantes rcsC constitutivos: los genes de la capsula (Brill et al. 1988,
Cano et al. 2002) y los del flagelo (Cano et al. 2002, Francez-Charlot et al.
2003).

El control de la sintesis del flagelo y de la quimiotaxia se lleva a
cabo a través del regulador flhDC (Macnab 1996). Debido a la falta de
movilidad, los mutantes flhDC de Salmonella son defectivos en la invasion
de células epiteliales en cultivo (Young et al. 2000, Schmitt et al. 2001).
En otras especies bacterianas tambien se ha descrito que estos genes
contribuyen a la virulencia (Givaudan y Lanois 2000, Tans-Kersten et al.
2004). Sin embargo, en Salmonella enterica serovar Typhimurium los
mutantes flhDC no presentan atenuacion [Figura C1.10, (Dominguez-
Bernal et al. 2004)]. Ello indica que los genes regulados por FIhDC no son
necesarios para la virulencia. Por tanto, la alteracion de la expresion de
fIhDC no explica la avirulencia del mutante rcsC constitutivo.

Otra posibilidad era que la superproduccion de capsula tuviera un
papel negativo en la virulencia de Salmonella. Para investigar esta
posibilidad medimos el indice de competitividad de dobles mutantes gmm
rcesC constitutivos frente a la estirpe silvestre. Estos mutantes no son
mucosos, ya que gmm es un gen estructural de la sintesis de la capsula
de acido colanico. Como se observa en la Figura C1.10, la atenuacion
que presentaban los mutantes rcsC constitutivos era suprimida
parcialmente por una mutacion gmm. Sin embargo, ninguno de los
dobles mutantes tenia un indice de competitividad igual a 1, lo que
habria significado que eran tan virulentos como la estirpe silvestre. Una
vez mas, la atenuacion que presentaban se podia correlacionar con el

grado de activacion del sistema Rcs. Dado que la produccion de capsula

- 106 -



Capitulo 1

depende del regulador positivo RcsA (Gottesman 1995), un mutante nulo
rcsA deberia suprimir parcialmente la avirulencia del mutante rcsC
constitutivo. Para ensayar esta hipotesis se calculo el indice de
competitividad de dobles mutantes rcsA rcsC constitutivos frente a la
estirpe silvestre. Los resultados obtenidos (Figura C1.10.a) mostraban
que el comportamiento era muy similar al de los dobles mutantes gmm
resC constitutivos.

Ademas, se ensayo la avirulencia del triple mutante gmm rcsA recsC
constitutivo. Los resultados muestran que no hay diferencias entre los
dobles mutantes y el triple mutante (Figura C1.10.b). En resumen, la
supresion de la atenuacion por mutaciones gmm o rcsA sugiere que la
sobreproduccion de capsula es uno de los factores que contribuyen a la
avirulencia en mutantes rcsC constitutivos, y el hecho de que la
supresion no sea completa indica que deben existir otros genes regulados

por Rcs implicados en la virulencia.
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Figura C1.10. La superproduccion de capsula contribuye a la atenuaciéon de los
mutantes rcsC constitutivos. En cada caso se representa la media y la desviacion
tipica de tres infecciones independientes

(a) Se midi6 el indice de competitividad de mutantes resC gmm (barras de color verde) y
resC resA (barras violetas) frente a la estirpe silvestre en infecciones intraperitoneales de
ratones BALB/c. Los alelos estan ordenados igual que en las figuras anteriores.

(b) Se ensay6 la virulencia de dos estirpes control y la del triple mutante gmm rcsA resC
constitutivo.
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2.1. Escrutinios genéticos para la identificacion de genes regulados
por el sistema Rcs

Uno de los objetivos de esta Tesis era la identificacion de nuevos
genes regulados por el sistema Rcs en Salmonella. Ademas, en el capitulo
anterior pusimos de manifiesto la existencia de genes regulados por el
sistema Rcs, no definidos aun, implicados en la virulencia de Salmonella
enterica. Por ello resultaba de particular interés la identificacion de genes
especificos de Salmonella. Con este objetivo se generd una coleccion de
fusiones transcripcionales lacZ aleatorias en el cromosoma de Salmonella
y se comparo la expresion de cada una de las fusiones en condiciones de
activacion fuerte o débil del sistema Rcs. Para llevar a cabo esta
comparacion se idearon dos sistemas de escrutinio independientes que se

describen a continuacion.

a) Identificacion de genes regulados por IgaA

El producto del gen igaA ejerce un efecto negativo sobre la
activacion del sistema Rcs. Mutaciones nulas en igaA son letales.
Mutantes con ciertas mutaciones puntuales, como en los alelos igaAl e
igaAS5, son viables pero presentan mucosidad y falta de movilidad.
Mutaciones en rcsC, rcsD o resB suprimen estos fenotipos, incluyendo la
letalidad de las mutaciones nulas. Ello sugiere que los efectos fenotipicos
de las mutaciones igaA son consecuencia de la sobreactivacion del
sistema Rcs (Cano et al. 2002; Dominguez-Bernal et al. 2004). Por tanto
es de esperar que los genes regulados positivamente por RcsB estén
regulados negativamente por IgaA y viceversa. Para el primer escrutinio
se construyo la estirpe SV4573 (Tabla M1), portadora de la mutacion
nula igaA3::Cmr complementada con el alelo igaA silvestre expresado
desde un derivado del plasmido pBAD18 bajo un promotor dependiente
de arabinosa (Guzman et al. 1995), denominado pNG1166 (Tabla M2).
En medio LB soélido con arabinosa esta estirpe es viable y produce
colonias de fenotipo silvestre (no mucoso). En cambio, en medio LB con

glucosa, la misma estirpe muestra los fenotipos asociados a la falta de

IgaA. Aunque la mutacion igaA3::Cm’" es letal, cuando las colonias
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formadas en LB-arabinosa se replicaban a LB-glucosa habia crecimiento
residual que era util para el escrutinio. En LB-glucosa, sin embargo, se
observaba mucosidad, lo que confirmaba que en esas condiciones habia
expresion reducida de igaA y consiguiente activacion de Rcs. Para la
deteccion de loci regulados por IgaA, la estirpe SV4573 se mutagenizo
con el elemento MudJ para generar fusiones transcripcionales lacZ
(Casadaban y Chou 1984). Mu es un elemento transponible sin diana
especifica, por lo que en principio es posible obtener inserciones en
cualquier gen no esencial. MudJ porta un gen de resistencia a Km que
permite la seleccion positiva de clones portadores del transposon.
Ademas, MudJ lleva un operon lac sin promotor que permite la
generacion de fusiones transcripcionales cuando el elemento se inserta
en la orientacion adecuada. Para la mutagénesis se emple6é un lisado de
P22 HT obtenido sobre la estirpe TT10288, que se transdujo sobre la
estirpe SV4573. Se hicieron réplicas de 10.000 aislados independientes
portadores de inserciones MudJ a cajas de LB-glucosa y de LB-arabinosa
en presencia del indicador cromogénico X-Gal. Las diferencias de color
entre ambos medios eran indicativas de que la fusion en cuestion estaba
regulada por IgaA. Todo el procedimiento se esquematiza en la Figura
C2.1. Inicialmente se observo expresion diferencial para 114 fusiones.
Con estas fusiones se realizaron experimentos de reconstruccion y se
comparé la actividad B-galactosidasa de cada fusion en fondo silvestre y
en fondo igaA5. Ello permitio eliminar fusiones cuyo fenotipo era debido
a mutaciones secundarias, inserciones en el plasmido y regulacion
directa por arabinosa. Finalmente se eligieron 9 fusiones para continuar

el estudio.
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MudJ Genera fusiones lacZ

lMutagénesis
4 )
igaA: :Cm

—_
O

pBAD

Cromosoma

- J

LB+glucosa+Ap+Km+
X-gal (ylgaA)

N\ Fusiones reguladas
negativamente

- Réplicas
LB+arabinosa+Ap+Km

Fusiones reguladas
[—— s
—— positivamente

LB+arabinosa+Ap+Km+
X-gal (hIgaA)

Figura C2.1. Esquema del escrutinio genético llevado a cabo para identificar genes
regulados por IgaA. Se construy6é una estirpe con una mutaciéon nula en igaA que
llevaba un plasmido con un alelo silvestre igaA expresado bajo el control de un
promotor inducible por arabinosa. igaA se expresa en presencia de arabinosa como
Unica fuente de carbono pero no en presencia de glucosa. Se obtienen fusiones lacZ
gracias a la mutagénesis con MudJ. Se estudi6é el patron de expresion de 10.000
fusiones independientes en cajas de medio LB con glucosa o arabinosa suplementado
con X-Gal.

b) Identificacion de genes regulados por RcsB

Para este escrutinio se empleé el plasmido pIZ1589, un derivado de
pBAD18 que lleva el gen rcsB bajo el control del promotor de la
arabinosa. Como experimento previo, se transformo la estirpe silvestre
14028 con pIZ1589, y se sembro en placas de LB + glucosa o arabinosa.
Las colonias eran mucosas en LB + arabinosa y no mucosas en glucosa.
Esto indica que la sobreexpresion de rcsB imita la sobreactivacion del
sistema, al igual que ocurre en E. coli (Brill et al. 1988). Por tanto, la

construccion era util para nuestro proposito.
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Para realizar el escrutinio se introdujo el plasmido pIZ1589 en la
estirpe SV4514 (gmm::MudQ), generando la estirpe SV5090. La mutacion
gmm evitaba que las colonias fueran mucosas, ya que gmm es un gen
necesario para la sintesis de la capsula. Ello permitia observar mejor el
color de las colonias. Sobre esta estirpe se realizo una mutagénesis con
MudJ del modo descrito en el apartado anterior. Para la mutagénesis se
empled6 un lisado de P22 HT obtenido sobre TT10288. La estirpe
receptora fue SV5090. Las colonias Kmr se replicaron con palillos a cajas
de LB-glucosa y LB-arabinosa, y se comparo el color en uno y otro medio.
Este método se resume en la Figura C2.2. Se analizaron 20.000 colonias.
Tras someterlas a las mismas comprobaciones del apartado anterior, se

eligieron 17 fusiones para su estudio posterior.

MudJ Genera fusiones lacZ

lMutagénesis
(- )
gmm: :Cm

resB*
CSAp

pBAD
K Cromosoma )
LB+glucosa+Ap+Km+
X-gal (YRcsB)
= Fusiones reguladas
negativamente
Réplicas
LB+Ap+Km

Fusiones reguladas
7 positivamente

LB+arabinosa+Ap+Km+
X-gal (ARcsB)

Figura C2.2. Esquema del escrutinio genético llevado a cabo para identificar genes
regulados por RcsB. En una estirpe con una mutacién nula en gmm, se introdujo un
plasmido con una copia del gen silvestre rcsB bajo el control de Peap. rcsB se expresa en
medio con arabinosa pero no en medio con glucosa. Se obtienen fusiones lacZ gracias a
la mutagénesis con MudJ. Se estudio el patron de expresion de 20.000 fusiones
independientes en cajas de medio LB con glucosa o arabinosa suplementado con X-Gal.
La mutacién gmm se introdujo para evitar la mucosidad y, de esa manera, facilitar la
comparacion de colores en los diferentes medios.
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2.2. Expresion de las fusiones obtenidas e

inserciones en genes de capsula y de flagelo

identificacion de

La actividad B-galactosidasa, en fondo silvestre y fondo igaAS5, de

las fusiones obtenidas en los escrutinios se indica en la Tabla C2.1.

Candidato

i2
i13
i18
i36
159
169
i70
i74
i88
r20
r36
r39
r44
r50
rd52
r53
r55
r56
r71
r85
r97
r111l
r142
r150
r171
rl72

Silvestre

5
4
3
648
248
189
11,8
68
1
5.79
2200
277.45
7.87
67
138
8.74
54.2
22
1818
52.46
88.42
29.91
47.79
2.3
28.7
53.2

igaA5
727
706
270

1,5
369
67
244.92
41.41
2.11
398.37
162.58
11
113.31
10.9
6
974
19.56
21.5
7.6
1.82
9.32
5.61
320.58

Grado de induccion

+145.4
+176.5
+90
-129.6
-35.4
-94.5
-35.4
+5.4
+67
+42.3
-53.12
-131.5
+50.62
+2.4
-12.5
+13
-4.9
-3.6
-1.9
-2.68
-4.11
-3.9
-26.26
+4.05
-5,11
+6.03

Tabla C2.1. Tabla resumen de las inserciones obtenidas en los escrutinios. Las
inserciones numeradas con una i se obtuvieron en el primer escrutinio (con el gen igaA
expresado desde el derivado del pBAD18) y las inserciones con r son las obtenidas en el
segundo escrutinio (con rcsB expresado desde el plasmido). El grado de induccion se
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calcul6 como el cociente entre igaA5/silvestre para genes regulados positivamente por
RcsB, y el cociente silvestre/igaA5 para genes regulados negativamente por RcsB. El
signo indica si la regulacién era positiva o negativa.

Era de esperar que algunas de las inserciones detectadas se
encontraran en genes cuya regulacion por Rcs ya era conocida. Entre
éstos hay dos grandes grupos de genes, los necesarios para la sintesis de
capsula de acido colanico (Gottesman et al. 1985, Brill et al. 1988), que
se encuentran todos agrupados en una region cromosoémica de unas 20
kb, y los relacionados con la sintesis de flagelo (Cano et al. 2002), cuya
mutacion deberia provocar inmovilidad. Para detectar las inserciones en
genes del primer grupo probamos la capacidad de las diferentes
inserciones para suprimir el fenotipo mucoso (debido a superproduccion
de acido colanico) del mutante igaA5. Cuatro de las inserciones
detectadas en el primer escrutinio, denominadas i2, i13, 118 e i88, fueron
capaces de suprimir la mucosidad. Ademas, experimentos de
cotransduccion confirmaron que las cuatro se encontraban ligadas al gen
gmm, uno de los genes de la capsula. Por otro lado, tres de las
inserciones estudiadas, denominadas i69, r36 y r39, producian falta de
movilidad cuando se introducian en la estirpe silvestre, lo que indicaba
que se encontraban en genes necesarios para la sintesis del flagelo. El
hallazgo de estas inserciones era indicativo del éxito de ambos
escrutinios para identificar genes regulados, positiva o negativamente,
por el sistema Rcs. Sin embargo, puesto que estas inserciones se
encontraban en genes cuya regulacion ya era conocida, no se continuo

su estudio.

2.3. Caracterizacion de nuevos miembros del regulon Rcs

Para determinar donde estaban las demas inserciones MudJ, y por
tanto identificar el gen regulado por Rcs en cada caso, utilizamos dos
estrategias distintas. Por un lado, clonamos en pBluescript SKII

fragmentos de ADN cromosomico portadores del gen Kmr de MudJ. Para
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ello se usaron las enzimas de restriccion BamHI o Pstl, que tienen una

diana dentro de MudJ pero dejan intacto el gen de resistencia. Para

ciertas inserciones esta estrategia no dio resultado, presumiblemente

debido a que los fragmentos de ADN con el gen de resistencia a Km eran

demasiado grandes. En esos casos se empleo la PCR inversa (Apartado 9

de Material y métodos). Todas las reacciones de secuenciacion se

llevaron a cabo con el oligonucledtido MuL (Torreblanca et al. 1999). La

Tabla C2.2 contiene una relacion de los mutantes obtenidos, indicando

el gen afectado en cada caso.

Candidato
i36

i59, i70
i74, r50

r20, r44

r52

r53

r55, r56

r71

r72, r142

r85

r97

Gen

trg

srfB
bapA

yjbH

narH

yiaD

1)

dcuB

srfA

STM2176

melB

Proteina

Proteina de quimiotaxia

Desconocida
Proteina grande con
repeticiones
Lipoproteina de membrana
externa
Subunidad B de la nitrato
reductasa A
Lipoproteina de membrana
externa
Proteina secretada de la
SPI-4
Transportador anaerdobico
de Cs-dicarboxilato
Similar a antigenos
nucleares
Transferasa de S del
glutation

Absorcion de melibiosa

Referencia
(Macnab 1996, Stock y
Surette 1996)
(Worley et al. 2000)
(Latasa et al. 2005)

(Ferrieres y Clarke 2003)

(Stewart 1982, Stewart
1988, Blasco et al. 1989)
(Ferrieres y Clarke 2003)

(Wong et al. 1998,
Morgan et al. 2004)
(Golby et al. 1998,
Ferrieéres y Clarke 2003)
(Worley et al. 2000)

(McClelland et al. 2001)

(Prestidge y Pardee 1965,

Schmitt 1968, Okada et

al. 1981, Mizushima et al.
1992)
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r111 yhhJ Transportador de la (Saurin et al. 1999)

superfamilia ABC
r150 PSLTO71 Funcion desconocida (Parkhill et al. 2001)
rl72 STM 1491 Sistema de transporte tipo (McClelland et al. 2001)

ABC de prolina/glicina

Tabla C2.2. Resumen de los candidatos obtenidos.

2.4. Caracteristicas generales de los genes obtenidos en los
escrutinios y estudio de su regulacion transcripcional

Mutaciones puntuales en el gen esencial igaA producen la
sobreactivacion del sistema Rcs (Dominguez-Bernal et al. 2004). Por
tanto, estas fusiones deberian tener idéntico fenotipo en fondo igaA y
resC constitutivo. Ademas, la diferencia de actividad observada en fondo
igaA deberia ser suprimida por mutaciones nulas en rcsB o resC.
También era interesante determinar si dichas fusiones estaban reguladas
por el co-regulador RcsA (Gottesman et al. 1985) o por FIhDC, el
regulador principal de la sintesis de flagelo (Macnab 1996), que esta
regulado por RcsB. Para investigar todas estas hipotesis se midieron
actividades B-galactosidasa de las fusiones obtenidas.

A continuacion se ofrecen algunos datos acerca de cada uno de los
genes obtenidos en estos escrutinios y de su regulacion transcripcional,
ordenados segun la posible localizacion celular de sus productos:
proteinas secretadas, de membrana externa, de membrana interna o
citosolicas. Exceptuamos de este estudio los genes srfA y srfB, cuyo

estudio sera objeto del siguiente capitulo.

a) bapA

Este gen es especifico de Salmonella, y forma parte de la unidad
transcripcional bapABCD. Codifica una proteina grande con repeticiones
que se localiza en la superficie celular y es necesaria para la formacion de
biolfilm en S. enterica serovar Enteritidis (Latasa et al. 2005). Es
secretada por un sistema de secrecion tipo I especificado por los otros

miembros del operon. BapA es necesaria para la colonizacion del epitelio
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intestinal en S. enterica serovar Enteritidis (Latasa et al. 2005). Con esta

fusion se obtuvieron resultados variables de un experimento a otro.

Figura C2.3. Actividad B-galactosidasa del gen bapA en distintos fondos genéticos.
Se observa supresion total en fondo rcsB o resC, y parcial en fondo rcsA. Los datos
representan la media y la varianza de al menos tres experimentos independientes.

b) siE

Forma parte de la wunidad transcripcional sitABCDEF, que
constituye la isla de patogenicidad 4. Por tanto, es un gen especifico de
Salmonella. Su producto es una proteina secretada por un sistema de
secrecion tipo I, codificado en la misma unidad transcripcional (Morgan
et al. 2007). Estos genes son necesarios para la infeccion intestinal en

ratones, pero no para la infeccion sistémica (Morgan et al. 2004).

Membrana
externa

Cana..l.;iel tinel
e Figura C2.4.a. Esquema representativo de un
sistema de secrecion tipo I (Andersen 2003).

g Proteina adaptadora

|Membrana
interna

Transportador

100
90
80
70+
60
50
40
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Figura C2.4.b. Actividad B-galactosidasa del gen siiE en distintos fondos genéticos.
Se observa supresion en fondo resB o resC, y un efecto parcial de FIhDC. Los datos
representan la media y la varianza de al menos tres experimentos independientes.

¢)_yjbH

Este gen forma parte del operon yjpEFGH. Existe un homologo en
E. coli que se identifico como regulado por RcsC en un escrutinio con
fusiones transcripcionales (Ferriéres y Clarke 2003). En el mismo estudio
se identificaron yjbE, yjbF e yjbG como miembros del regulon, aunque
usando “macroarrays”. El analisis in silico indica que YjbH podria ser una
lipoproteina de membrana externa. Recientemente se ha descrito que el
operon yjb esta implicado en la produccion de exopolisacaridos (Ferriéres

et al. 2007).

Cadena J

0-especifica—) =} fl t| q g [ :. q qPon'nag %rHipopo,\isacén'do

Figura C2.5.a.
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Fosfollpu:losqt\ \:j ________ g \JJ\]J\'JIL\"\‘H e pared celular de
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3353; | espaci Gram-negativas
_ per:plésmico (Rosas Pérez et al.
Peptidoglucano— 2006)
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2
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Figura C2.5.b. Actividad p-galactosidasa del gen yjbH en distintos fondos
genéticos. Se observa supresion total en fondo resB o resC, y parcial en fondo rcsA. Los
datos representan la media y la varianza de al menos tres experimentos independientes.

d) yiaD

Igual que ocurre con yjbH, el analisis de secuencia sugiere que
podria codificar una lipoproteina de membrana externa. Se trata de otro
gen identificado como regulado por Rcs en E. coli (Ferriéres y Clarke
2003). Segun otro estudio de genes regulados por Rcs en E. coli
(Hagiwara et al. 2003), muchos de ellos codifican proteinas asociadas a la
envuelta celular. Por tanto, resulta interesante que hayan aparecido yjbH

e yiaD en nuestros escrutinios.

180
160
140+
120
100+
80
60
40

20
o | o N s

Unidades Miller

WT igaAS5 igaAS5 igaAS igaAS
rcsA rcsB resC

Figura C2.6. Actividad pB-galactosidasa del gen yiaD en distintos fondos genéticos.
Se observa supresion en fondo rcsB o resC, pero no hay efecto de RcsA. Los datos
representan la media y la varianza de al menos tres experimentos independientes.
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e) trg
Codifica un receptor quimiotactico para ribosa y galactosa. Todos

los genes de quimiotaxia estan reguladas por FIhDC (Macnab 1996,
Stock y Surette 1996), igual que los del flagelo. Puesto que el operon
fIhDC esta regulado por RcsB, es logico que trg lo esté.

(114 il
m—e Proteina de unién

periplbcooica

Figura C2.7.a. Esquema de la cascada de la senal en la quimiotaxia (Grebe y Stock
1998).
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=
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WT igaA5 igaA5 igaA5  flnDC

rcsB resC

Figura C2.7.b. Actividad p-galactosidasa del gen trg en distintos fondos genéticos.
Se observa supresion en fondo resB o resC, y una clara regulacion por flhDC. Los datos
representan la media y la varianza de al menos tres experimentos independientes.
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ﬂ m Periplasma BUEET - H,
e —
Forma parte de la unidad
. Citocromo B
. . . Citoplasma
transcripcional narGHJI Codifica la !
subunidad b de la nitrato reductasa NarG [N
A, que funciona en anaerobiosis.
a 2Grupo
Figura C2.8.a. Esquema de la cascada NIy sulfoférrico?

de sefializacion en la que interviene la
proteina NarH.

Molibdopterina

2H*+NO;  NO, +H,0

180
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120
100+

80~
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40
20
0 - T

igaA5 lgaA5 1gaA5
rcsB rcsC
Figura C2.8.b. Actividad p-galactosidasa del gen narH en distintos fondos
genéticos. Se observa supresion en fondo resB o resC, y no parece estar muy regulado
por flhDC. Los datos representan la media y la varianza de al menos tres experimentos
independientes.

g) dcuB

Este gen codifica un transportador anaerdobico, concretamente un

Unidades Miller

antitransportador fumarato:malato. Forma parte de la wunidad
transcripcional dcuB-fumB. El homologo de fumB en E. coli esta regulado
por RcsC (Ferrieres y Clarke 2003). La identificacion de dcuB y de narH
en estos escrutinios sugiere una implicacion de Rcs en el control del
metabolismo anaerobio. De hecho, en E. coli se ha demostrado que los
productos de los genes flhDC, regulados negativamente por RcsB, regulan
una serie de genes involucrados en la respiracion anaerdobica en E. coli
(Pruss et al. 2003). Sin embargo, ni narH ni dcuB estaban entre los genes

identificados en dicho estudio.

C,-dicarboxilato Fumarato
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A
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Figura C2.9.a. Esquema de la funcién de la proteina DcuB.
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Figura C2.9.b. Actividad p-galactosidasa del gen dcuB en distintos fondos
genéticos. Se observa supresion en fondo rcsB o resC, y no se aprecia efecto de FIhDC.
Los datos representan la media y la varianza de al menos tres experimentos
independientes.

h) melB

Forma parte del operon melAB, y codifica un transportador de

melibiosa acoplado al transporte de Na*, lo que otorga al sistema Rcs un

Na* Melibiosa

posible papel en el metabolismo.
Tiene un homologo en E. coli, que no |Feriplasma | :m:_
ha sido definido como miembro del |Citoplasma _

Na* Melibiosa

regulon Rcs.

Figura C2.10.a. Esquema del papel de MelB.
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Figura C2.10.b. Actividad pB-galactosidasa del gen melB en distintos fondos
genéticos. Se observa supresion en fondo rcsB y resC, pero no se aprecia efecto de
fIhDC. Los datos representan la media y la varianza de al menos tres experimentos

independientes.

i) yhhJ

Junto con yhiH, forma parte de una unidad transcripcional que

codifica un transportador de la superfamilia ABC, y en el que YhhJ es el

componente de membrana interna. Estos
transportadores dependientes de ATP participan
en muchos procesos fisioldgicos, como la toma de
nutrientes, la secrecibn de moléculas de
senalizacion o toxinas y la resistencia a farmacos.
Por tanto son capaces de transportar una gran

variedad de sustratos (Schmitt y Tampe 2002).

o

ATP" p

ADP+P,

Figura C2.11.a. Papel de la
proteina YhhJ como transportador.
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Figura C2.11.b. Actividad p-galactosidasa del gen yhhJ en distintos fondos
genéticos. Se observa supresion en fondo rcsB y resC, y efecto parcial de flhDC. Los
datos representan la media y la varianza de al menos tres experimentos independientes.

j) STM1491

Es otro de los genes especificos de Salmonella encontrados en el
escrutinio. Su producto podria ser el componente de unién a ATP de otro
transportador de la superfamilia ABC. En este escrutinio se han
detectado varios genes relacionados con el transporte de nutrientes y
otras sustancias, lo que sugiere que el sistema Rcs debe tener algun tipo

de relacion con el metabolismo.

600

500+

400+

300

200+

Unidades Miller

Jm MW A |

WT igaAS5 igaAS5 igaAS5 igaAS5
rcsA rcsB resC

Figura C2.12. Actividad p-galactosidasa del gen STM1491 en distintos fondos
genéticos. Se observa supresion en fondo resB y resC, y no se aprecia efecto de rcsA.
Los datos representan la media y la varianza de al menos tres experimentos
independientes.

k) STM2176

Es otro de los genes especificos de Salmonella. Forma parte de la
unidad transcripcional STM2179-STM2178-STM2177-STM2176-
STM2175. La funcion que hipotéticamente se le atribuye (modificaciones
postraduccionales, transfiriendo radicales de azufre desde el glutation) se

basa en la similitud parcial de secuencia, ya que no existe homoélogo en

E. coli.
HS.
[e]
H,N NH
NH
)\ + RX———— R-S-G+HX
O OH © O/ OH
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Figura C2.13.a. Hipotética reaccion llevada a cabo por el producto del gen

STM2176.

16

14 1

124

101

8 |

6 |

: I

2

0 - T

igaAS5 igaAS5 igaAS5
rcsB resC

Unidades Miller

Figura C2.13.b. Actividad B-galactosidasa del gen STM2176 en distintos fondos
genéticos. Se observa supresion en fondo resB, y no se aprecia efecto de flhDC ni de
resC. Los datos representan la media y la varianza de al menos tres experimentos
independientes.

1) PSLTO71

Es un gen especifico de Salmonella, situado en el plasmido de
virulencia pSLT (Jones et al. 1982, Parkhill et al. 2001). Es similar al gen
32 de R1 y a la ORF273 del plasmido F.
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Figura C2.14. Actividad P-galactosidasa del gen PSLTO71 en distintos fondos
genéticos. Se observa supresion en fondo resB y resC, y no se aprecia efecto de rcsA.
Los datos representan la media y la varianza de al menos tres experimentos
independientes.

Las actividades p-galactosidasa indican que todos estos genes
estan regulados, como se esperaba, tanto por RcsB como por RcsC. La
Unica excepcion es STM2176 cuya expresion parece ser independiente de
RcsC. Por otra parte, se sabe que RcsA regula algunos de los genes del
regulon Rcs pero no todos. Por ejemplo, RcsA regula los genes de la
capsula pero no los del flagelo (Cano et al. 2002). Los resultados de la
tabla indican que wuna mutacion rcsA suprime parcialmente la
sobreexpresion de yjbH en fondo igaA5. En cambio, no ejerce este efecto
sobre STM1491 ni sobre yiaD. Se puede concluir que, entre los genes
identificados en este trabajo, RcsA so6lo regula algunos de los regulados
positivamente por el sistema Rcs.

En cuanto a la regulacion por FIhD/FIhC, trg esta regulado
positivamente, como era de esperar, ya que su producto esta relacionado
con la quimiotaxia. Para el resto de las fusiones, en algunos de los casos
no se detecta ningun efecto, como en dcuB, melBy STM2176. En otros

casos se observa un efecto parcial, como en suE, narHy yhhd.

2.5. Efecto de los genes identificados en el escrutinio sobre la
virulencia de Salmonella

Un objetivo de este capitulo —ampliar nuestro conocimiento del
regulon Rcs— se alcanz6 con la identificacion de 12 unidades
transcripcionales cuya regulacion por Rcs no habia sido descrita
previamente en Salmonella. Otro objetivo era tratar de entender la
enorme atenuacion de la virulencia que sufren los mutantes con
activacion constitutiva del sistema Rcs. En el Capitulo 1 ya se indicé que
un factor que contribuia a la atenuacion era la sobreexpresion de los
genes de la capsula de acido colanico. Para determinar si los nuevos

genes identificados contribuian al fenotipo de avirulencia de los mutantes
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Rcs constitutivos, se calcul6 el indice de competitividad en ratones por
via intraperitoneal. Dado que nuestro escrutinio habia proporcionado
tanto genes activados como reprimidos por el sistema Rcs, se hicieron
dos tipos de estudios. Para los genes reprimidos por RcsB, convenia
comparar los mutantes con la estirpe silvestre, ya que se trataba de
genes activos en ésta ultima (Figura C2.15.a). Se trataba, pues, de
determinar si mutaciones en dichos genes atenuaban la virulencia. En
cambio, para los genes activados por RcsB habia que comparar la
virulencia del mutante en fondo rcsC constitutivo con la estirpe silvestre,
ya que se trata de genes activos en fondo rcsC (Figura C2.15.b). Es decir,
se trataba de ver si la atenuacion del mutante rcsC constitutivo se debia
a la sobreactivacion de dichos genes. En ese caso, el doble mutante
deberia recuperar, al menos en parte, la virulencia.

Como se observa en las figuras, ninguno de los mutantes tiene
efecto en la virulencia de Salmonella. Por tanto, en las condiciones
ensayadas, estos genes no contribuyen a la atenuacion de la virulencia
de los mutantes rcsC constitutivos. Sin embargo, hay que resaltar que
segun datos de la literatura antes mencionados, tanto bapA como siiE

contribuyen a la virulencia de Salmonella por via oral.

1,00E+01

1,00E+00

——

Indice de competitividad

2

1,00E-01

siiE yhhJ melB narH
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Figura C2.15.a.Virulencia de los mutantes reprimidos por RcsB encontrados en el
escrutinio. Se calcul6 el indice de competitividad de cada candidato frente a la estirpe
silvestre. Los indices obtenidos no difieren significativamente de 1. Los datos
representan la media y la desviacion estandar de al menos tres experimentos
independiente§.

1,E+00

s 1,E-011

2]

b=t

5 1,E-021

E=]

.g

8 1,E-031

g

8

o 1,E-04-

-]

[}]

S 1,E-051

-]

-]

Ny
l’E_O6‘4I] . [I ‘ \ I]
l’E_O77 T T T T

STM2689 yiaD rcsC STM1491 yjbH rcsC  resC
rcsCconst const resCconst const const

Figura C2.15.b.Virulencia de los mutantes activados por RcsB encontrados en el
escrutinio. Se calcul6 el indice de competitividad de cada candidato en fondo recsC
constitutivo frente a la estirpe silvestre. Los valores obtenidos no tienen diferencias
significativas con el valor del mutante resC constitutivo, es decir, una mutacion en estos
genes no suprime la atenuaciéon del mutante rcsC constitutivo. Los datos representan la
media y la desviacion tipica de al menos tres experimentos independientes.
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Entre los genes del reguléon Rcs identificados en el capitulo anterior
que no presentan homologos en E. coli (y por tanto pueden haber sido
adquiridos por transferencia horizontal), resultaban especialmente
interesantes srfA y srfB, ambos pertenecientes al operon srfABC. Este
operon se identifico en una busqueda de genes regulados por SsrB que
no estuvieran situados en la isla de patogenicidad 2 de Salmonella
enterica serovar Typhimurium (Worley et al. 2000). Todos los nuevos
genes identificados en aquel escrutinio se denominaron srf (por "SsrB
regulated factor"). El sistema de dos componentes SsrAB regula
positivamente la expresion de los genes necesarios para la sintesis del
sistema de secrecion de tipo III de la isla de patogenicidad 2 y de sus
efectores (Hensel et al 1995, Deiwick et al. 1999). Gran parte de los
genes que codifican efectores estan en la propia isla, pero puede haber
otros en zonas no ligadas del cromosoma bacteriano. De ahi que se
considerara a los productos Srf como candidatos a ser secretados
mediante el sistema de secrecion de la isla 2. El operon srfABC, aunque
no existe en E. coli, esta presente en Enterobactery Yersinia. Ademas, el
patogeno de plantas Pseudomonas syringae presenta un ortélogo de srfC,
cuyo producto se secreta a través de un sistema de secrecion tipo III
(Petnicki-Ocwieja et al. 2002). Por todo ello decidimos llevar a cabo un

estudio mas profundo del operon srf.

3.1. Los genes srf estan regulados transcripcionalmente por el
sistema Rcs

La existencia de regulacion de los genes srf por el sistema Rcs se
comprobo comparando la expresion de fusiones sfr::lac en fondos con
baja y alta expresion del sistema Rcs: la estirpe silvestre y un mutante
igaA5, respectivamente (Dominguez-Bernal et al. 2004). También se
estudio si la represion en fondo igaA5 era suprimida por mutaciones en
rcsB o resC. Ademas, se midi6 la expresion de las fusiones en un mutante
flhDC (Macnab 1996), que regula muchos genes reprimidos por el sistema

Rcs (Pruss et al. 2001, Pruss et al. 2003), entre los que se hallan genes de
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la isla de patogenicidad 2 de Salmonella (Wang et al. 2007). Los
resultados se muestran en las Figuras C3.1a y C3.1b.

La regulacion también se estudio a nivel de proteina. Para ello,
cada una de las proteinas Srf fue etiquetada con el epitopo 3xFLAG. La
mutagénesis dirigida se hizo usando los oligonucleétidos srfA-P1Flag,
srfA-P2Flag, srfB-P1Flag, srfB-P2Flag, srfC-Pl1Flag y srfC-P2Flag.
Hibridaciones western utilizando un anticuerpo monoclonal dirigido
contra el epitopo 3xFLAG permitieron detectar las proteinas Srf y
estudiar su regulacion (Figura C3.2).

Como se observa en las figuras €C3.1 y C3.2, los tres genes
muestran una regulacion muy clara por el sistema Rcs, ya que estan
fuertemente reprimidos por la sobreactivacion de rcsB, que es suprimida
por una mutacion en cualquiera de los genes rcsB o rcsC. Ademas,
muestran regulacion dependiente de flhDC e independiente de fliA
(Figuras C3.1 y C3.2 y datos no mostrados), lo que es coherente con los
datos de un articulo de otro grupo aparecido durante la realizacion de

esta Tesis (Frye et al. 20006).

srfA::lacZ
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Figura C3.1. Regulacion de los genes srf por el sistema Rcs. Tanto srfA (a) como srfB
(b) muestran una regulaciéon muy clara por el sistema Rcs, que es suprimida por una
mutacién en cualquiera de los genes rcsB o resC. Ademas, muestran una clara
regulacion por flhDC. Las figuras representan la media y la varianza de al menos tres
experimentos independientes.
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Figura C3.2. Regulacion de los genes srfA, srfBy srfC por el sistema Rcs a nivel de
proteina. Extractos de derivados de la estirpe silvestre 14028 que expresan las
proteinas SrfA, SrfB o SrfC etiquetadas con 3xFLAG se resolvieron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%. Se carg6 la misma cantidad de proteina
en cada carril. La inmunodeteccion se llevo a cabo con un anticuerpo monoclonal anti-
FLAG. Se obtuvieron los mismos resultados que con las fusiones transcripcionales.
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3.2. Expresion diferencial de los genes srf segun las condiciones de
cultivo

Como se ha mencionado al inicio de este capitulo, los productos del
operon srfABC eran candidatos a efectores del sistema de secrecion de
tipo III codificado por la isla de patogenicidad 2. Las herramientas de que
disponiamos nos permitieron analizar esa hipotesis estudiando la posible
secrecion a medios de cultivo en condiciones de expresion del sistema de
secrecion tipo IIl de la isla de patogenicidad 2. No fue posible detectar
secrecion de ninguna de las tres proteinas etiquetadas. Estos resultados
negativos nos llevaron a plantear un estudio en profundidad del patron
de expresion de estos genes, teniendo en cuenta por un lado los datos de
la literatura, y por otra parte que Salmonella posee otro sistema de
secrecion de tipo III implicado en la virulencia. Dicho sistema esta
codificado en la isla de patogenicidad 1, y tiene un patron de expresion
opuesto al del sistema codificado en la isla de patogenicidad 2, todo ello
bajo el control del sistema regulador de dos componentes PhoPQ (véase el

esquema).

Medio rico

| Hila spr-1{ Alta osmolaridad
Baja aireacion

Invasion

PhoP—

Medio minimo
Bajo Mg?*
Bajo pH
Intracelular

SsrB SPI-2 1

Figura C3.3. Esquema simplificado de la regulacion de las islas de patogenicidad 1
(SPI-1) y 2 (SPI-2). PhoP regula negativamente a la SPI-1 a través del regulador HilA y
negativamente a SPI-2 a través de SsrB. PhoP se activa en el ambiente intracelular o en
un medio que imita dicho ambiente (minimo, bajo Mg?*, bajo pH). PhoP no esta activo en
condiciones de invasién (medio rico con alta osmolaridad y baja aireacion).

Se habia descrito que los genes srfABC estaban regulados por
SsrAB, el regulador general de la isla de patogenicidad 2 de Salmonella
(Worley et al. 2000). Segun eso, debian tener mayor expresion en

condiciones de activacion de la isla 2 y debian estar reprimidos en las
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condiciones de expresion de la isla 1. Para examinar esta hipotesis se
midio la expresion de una fusion srfB::lacZ en condiciones de activacion
de la isla 1 o "invasivas" (medio rico, LB (Bajaj et al. 1996)) y de laisla 2 o
imitadoras del ambiente intravacuolar de la célula eucariotica (medio
minimo con baja concentracion de magnesio y pH acido, LPM (Deiwick et

al. 1999, Lee et al. 2000)). Se probo también medio LB suplementado con

EDTA, ya que la disminucion en la concentracion de Mg2+ producida por
el quelante sirve de senal de activacion del sistema PhoPQ. Ademas se
analizo la expresion de srfB en diversos fondos genéticos, gracias a la
disponibilidad de mutaciones en los reguladores generales de cada una
de las islas (hilA (Bajaj et al. 1995) y ssrB (Hensel et al. 1995, Deiwick et
al. 1999)) y en el regulador general de ambas (phoP (Miller y Mekalanos
1990, Bijlsma y Groisman 2005)). Para este ultimo se uso tanto una
mutacion nula en phoP como una mutacion que daba lugar a activacion
constitutiva del sistema PhoPQ (mutacion pho-24). Como controles se
usaron fusiones lacZ en un gen de la isla 1, prgH, y uno de la isla 2,
ssaV, y se midieron actividades f-galactosidasa en las mismas
condiciones de cultivo y en los mismos fondos genéticos. Los resultados

se presentan en la Figura C3.4.
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Figura C3.4. Represion transcripcional de srfABC por PhoPQ. Los niveles de
expresion de srfB, prgH y ssaV se midieron mediante fusiones transcripcionales lacZ.
Las estirpes con las mutaciones indicadas se cultivaron en los siguientes medios: medio
LB para la induccién de la SPI-1; LPM para la induccién de la SPI-2; y medio LB con
EDTA para la quelacion de Mg2*. Las actividades [-galactosidasa mostradas
corresponden a cultivos en fase estacionaria, pero se obtuvieron resultados similares en
fase exponencial. Las graficas representan la media y la varianza de al menos tres
experimentos independientes.
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Los datos indican que el sistema PhoPQ reprime al operéon srfABC,
de manera similar a lo que ocurre con los genes de la isla de
patogenicidad 1 (ej., prgH). A diferencia de éstos, sin embargo, el operon
srfABC no esta regulado por HilA. Por otro lado, sorprendentemente, no
se observa regulacion alguna por SsrB pese a lo publicado previamente
(Worley et al. 2000).

Los resultados obtenidos por medidas de actividad B-galactosidasa
se confirmaron mediante hibridaciones western. Se prepararon extractos
totales de proteinas a partir de cultivos de la estirpe silvestre, el mutante
phoPy el mutante constitutivo pho-24 en los diferentes medios. Con ellos
se hizo hibridacion western con anticuerpo anti-FLAG. Los resultados
obtenidos para SrfC se muestran en la Figura C3.5. Se observa el mismo
patron de regulacion observado para el gen srfB a nivel transcripcional.

Con las proteinas SrfA y SrfB se obtuvieron resultados analogos.

SrfC

97 KD Qe '
66 KDa=— <A - . il
45 KDa==

WT phoP pho-24 WT phoP pho-24 WT phoP pho-24

LB LB+EDTA LPM

Figura C3.5. Regulacion de los niveles de SrfC-3xFLAG por PhoP. Las estirpes con
las mutaciones indicadas se cultivaron en medio LB (para la induccién de la SPI-1), LPM

(para la induccién de la SPI-2) y medio LB con EDTA (para la quelacién de Mg2+). Los
extractos de proteina se resolvieron en un gel de poliacrilamida al 10%. En cada carril
se cargbd la misma cantidad de proteina total. Para la deteccién se us6 el anticuerpo
monoclonal anti-FLAG.

3.3. Secrecion de las proteinas SrfA, SrfB y SrfC

Visto el patron de expresion del operon srfABC, y aunque la
literatura dijera lo contrario, no tenia sentido esperar que los productos
de este operon se secretaran a través del sistema de secrecion de tipo III
codificado en la isla de patogenicidad 2, puesto que el operéon no se
expresa en las condiciones en que lo hace dicho sistema de secrecion. En

cambio, parecia sensato investigar la secrecion de estas proteinas a
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través del sistema codificado por la isla de patogenicidad 1. Con este
planteamiento, se realizaron experimentos de secrecion utilizando las
estirpes etiquetadas con epitopo 3XFLAG en las proteinas SrfA, SrfB y
SrfC. Como control se us6 la proteina SlrP etiquetada con el mismo
epitopo. Esta proteina es un efector tanto del sistema de secrecion
codificado por la isla 1 como del codificado por la isla 2 (Miao y Miller
2000). Los experimentos se llevaron a cabo en la estirpe silvestre y en
mutantes de sistemas de secrecion tipo III. Debido a que los diversos
sistemas de secrecion tipo III presentes en la bacteria son muy parecidos,
puede ocurrir que la falta de un componente de un aparato sea suplida
por un componente del otro aparato de secrecion (Hueck 1998, Beuzon et
al. 2001, Hautefort et al 2008). Para eliminar esta posibilidad se
construyo un mutante carente de los tres sistemas de secrecion tipo III
presentes en Salmonella, es decir, prgH (isla 1) ssaV (isla 2) y flhA
(flagelo). En la Figura C3.6 se presenta una comparacion de la secrecion
de proteinas Srf en la estirpe silvestre y en el triple mutante. Se observa
que la Unica proteina que se secreta por este mecanismo es SrfC. Sus
niveles de secrecion son menores que los detectados para SlrP (datos no
mostrados). Ello puede indicar que cada proteina efectora tiene una tasa

de secrecion propia.
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Figura C3.6. Ensayo de secrecion de las proteinas Srf. Se centrifugan cultivos en LB
de la estirpe silvestre y del triple mutante carente de sistemas de secrecion tipo Il y se
precipitan las proteinas presentes en el sobrenadante. Como control se toma una
alicuota del sedimento. Se hace una separacion electroforética en un gel de acrilamida
al 10% y se realiza hibridacion western con anticuerpo anti-FLAG. Sé6lo se observa
proteina secretada en el caso de SrfC.

3.4. Ensayos de virulencia del operéon srfABC

Como se ha indicado anteriormente, un objetivo de esta Tesis era
tratar de entender la enorme atenuacion de la virulencia que sufren los
mutantes con activacion constitutiva del sistema Rcs. De ahi que se
estudiara el efecto de los genes srfABC en el modelo de raton, calculando
el indice de competitividad por via intraperitoneal de los mutantes srfAy
srfB frente a la estirpe silvestre. No se midio el indice de competitividad
del mutante srfC ya que las mutaciones en srfA y srfB son polares sobre
srfC, lo que significa que un mutante srfA o srfB es también srfC. Como

se observa en la Figura C3.7, ninguno de los dos genes tiene efecto en la
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virulencia de Salmonella en las condiciones ensayadas. El indice de
competitividad de los dos mutantes se halla entre 1 y 2. Es decir, los

mutantes son practicamente igual de virulentos que la estirpe silvestre.
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Figura C3.7. Ensayos de virulencia de los genes srfA y srfB. Se calcul6 el indice de
competitividad de cada gen srf frente a la estirpe silvestre por via intraperitoneal. Los
valores representan la media y la varianza de al menos tres experimentos
independientes.

3.5. Solapamiento parcial entre los regulones Rcs y PhoPQ

El hecho de que el operon srfABC estuviera regulado
simultaneamente por el sistema Rcs y por el sistema PhoPQ sugeria que
tal vez hubiera una interaccion genética mas amplia entre estos sistemas
reguladores de dos componentes. Dado que ambos sistemas regulan la
virulencia de Salmonella (Fields et al. 1989, Garcia-Calderon et al. 2005),
su posible interaccion funcional se investigdb usando el modelo de
infeccion de ratones. Ratones BALB/c se inocularon por via
intraperitoneal con una mezcla formada por un mutante simple en uno
de estos sistemas y el mutante doble en ambos sistemas de dos
componentes. De este modo se puede cuantificar la contribucion que
cada sistema aporta a la virulencia (Beuzon y Holden 2001). Si ambos
genes contribuyen de forma independiente a la virulencia de Salmonella,
el indice de competitividad debe ser igual al indice de competitividad de

cada mutante simple con respecto a la estirpe silvestre. Sin embargo, si
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ambos genes estan relacionados entre si y participan en la misma
funcion relacionada con la virulencia, el indice de competitividad sera
igual a 1. La tercera posibilidad es que ambos genes participen en
funciones de virulencia comunes, pero también en otras independientes.
En este caso, el indice de competitividad sera mayor que el del mutante
simple respecto a la estirpe silvestre, pero menor que 1. Como se observa
en la Figura C3.8, el indice de competitividad de los mutantes dobles
frente a los mutantes simples tiene un valor intermedio entre 1 y el del
correspondiente mutante simple frente a la estirpe silvestre. Estos
resultados sugieren un solapamiento parcial entre Rcs y PhoPQ en el

control de las funciones de virulencia.
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Figura C3.8. Solapamiento de los sistemas Rcs y PhoPQ en el control de la
virulencia. Se representan las medias y desviaciones tipicas de los indices de
competitividad por via intraperitoneal entre las estirpes cuyo genotipo se indica. Los
indices de competitividad de los mutantes dobles frente a los simples son
significativamente distintos de 1 y de los indices de competitividad de los
correspondientes mutantes simples (P<0,05). Los resultados proceden de 3
experimentos como minimo.

Para tener mas pruebas del solapamiento parcial de las funciones
de virulencia entre los sistemas Rcs y PhoPQ, se compar¢ la expresion de
tres genes representativos, prgH (isla 1), ssaV (isla 2) y gmm (gen de la
capsula) en fondos RcsC constitutivo y PhoP constitutivo. Hay que tener

en cuenta que los sistemas de secrecion codificados por ambas islas son
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imprescindibles para distintos pasos de la infeccion (invasion y
supervivencia intracelular, respectivamente) y que la sobrexpresion de
capsula de acido colanico es uno de los factores que contribuyen a la
atenuacion de un mutante Rcs constitutivo, como se indic6 en el capitulo
1. Los resultados se muestran en la Figura C3.9. El gen prgH esta
reprimido transcripcionalmente tanto por el sistema Rcs como por
PhoPQ. Ello esta en consonancia con resultados recientes de otro grupo
que sugieren que el sistema Rcs controla negativamente la invasion de
células epiteliales por Salmonella (Mouslim et al. 2004). Sin embargo,
ssaV esta regulado por el sistema PhoPQ y no por Rcs, mientras que gmm
solo esta regulado por Rcs. En conjunto, los resultados de este apartado
apoyan el solapamiento parcial de los regulones Rcs y PhoPQ en el

control de la virulencia de Salmonella.

1000

800
-
2
S 600 BWT
§ B igaA5
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prgH ssaV gmm

Figura C3.9. Regulacion transcripcional de genes relacionados con la virulencia de
Salmonella por los sistemas Rcs y PhoPQ. Se observa un solapamiento parcial en la
regulacion de estos genes. Hay genes regulados por ambos sistemas, otros regulados
s6lo por Rcs y otros regulados sélo por PhoPQ. Los datos representan la media y la
desviacién tipica de al menos tres experimentos independientes.
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Estudios previos en nuestro laboratorio en colaboracién con el Dr.
Francisco Garcia del Portillo habian llevado a la identificacion del gen
igaA (Cano et al. 2001), también llamado mucM (Costa y Anton 2001).
Este gen tiene homologos en Escherichia coli (yrfF) y en Proteus mirabilis
(umoB). Se trata de un gen esencial que codifica una proteina de
membrana, y fue identificado en un mutante viable capaz de proliferar en
fibroblastos en cultivo: de ahi que recibiera el nombre de igaA
(“intracellular growth attenuator A”). Muchos mutantes igaA puntuales
son mucosos, avirulentos en ensayos en raton (Cano et al. 2001) e
inmoviles (Cano et al. 2002). Los fenotipos descritos para los mutantes
viables igaA son idénticos a los que se observan en mutantes rcsC
constitutivos (Garcia-Calderon et al. 2005). Por otra parte, los fenotipos
de los mutantes igaA son suprimidos por mutaciones en los genes rcsB,
rcsC o resD (Cano et al. 2002). Se ha propuesto un modelo segun el cual
la funcion de igaA consiste en reprimir postraduccionalmente la actividad
de la ruta de senalizacion RcsC-RcsD-RcesB (Dominguez-Bernal et al
2004). Con estos antecedentes, uno de los objetivos de esta Tesis fue el
estudio del gen igaA como un elemento clave en la regulacion de la

actividad del sistema Rcs.

4.1. Analisis molecular del gen igaA

a) Determinacion del punto de inicio de la transcripcion

La identificacion del promotor de un gen puede facilitar la
busqueda de secuencias de union de posibles reguladores. Para
determinar el punto de inicio de la transcripcion de igaA se uso el
procedimiento estandar de extension de un cebador (“primer extension”)
(Manzanera et al. 2001). Para ello se amplifico, empleando los
oligonucleotidos igaAproS’ e igaApro3’, un fragmento que contenia la
posible region reguladora del gen igaA y parte de la secuencia codificante.
El fragmento resultante se clon6é en pIC552. El plasmido resultante,
plZ1586, porta wuna fusion transcripcional igaA::lacZ. Medidas

preliminares de actividad [B-galactosidasa indicaron que la secuencia
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clonada era suficiente para la expresion de igaA. El ARN para la
extension del cebador se obtuvo de cultivos en LB de ATCC
14028/plZ1586, y se usé como molde en extensiones con transcriptasa
inversa, empleando el oligonucleotido cebador igaApro3’ marcado con [y-
32P]-ATP. Este mismo oligonucleotido se uso6 para hacer reacciones de
secuenciacion sobre el plasmido pIZ1586. Los resultados se presentan en
la Figura C4.1. El punto de inicio de la transcripcion resulté ser una C
situada 125 bases corriente arriba del codén AUG iniciador. A partir del
inicio de la transcripcion se infieren las regiones -10 y -35, cuyas
secuencias estan muy proximas a los consensos descritos para los
promotores dependientes de 670.

5’37 G A T C

-35 gc

ATTAAAAGTCAATAGGTTGAAATAACTCCAG

-35
GAATTTGCTGATATTCCGTTTTTGGTGGTAT

-10 I‘:L
TGCTATGATTTGCCTTCACTGGGATGCGCTT

-10 ta TACAATGCTCAAGTTCAACTCCACGCTTGCC

GATAGCCAACCACAGAAAAATGTTTATTGGA

CAGGGTGCGACTGACCACGCCTGACAGACTT

C
+1 AGTAAGATGGGGAAAGCATGAGCACCATTICT

Met Ser Thr Ile

Figura C4.1. Determinacion del sitio de inicio de la transcripcion del gen igaA. Los
carriles de la secuenciacion estan marcados como G, A, Ty C. Se usaron como molde 25
ug de ARN total extraido de la estirpe ATCC 14028/pIZ1586. Las extensiones se hicieron
a partir del oligonucleétido igaApro3’, complementario al extremo 3’ del ARN de igaA. La
reaccion de secuenciacion se realizo sobre el ADN extraido de DHSo/pIZ1586 con el
mismo oligonucleétido. Se muestra la secuencia préxima al inicio de la zona codificante
de igaA, resaltando el punto de inicio de la transcripcion, el triplete de inicio de la
traduccién y los posibles consensos para el factor 670 de la ARN polimerasa (-10 y -35).
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b) Dependencia de RpoD en la transcripcion de igaA

Para confirmar la prediccion de que la transcripcion de igaA

dependia de ¢

, se utilizo el mismo plasmido plZ1586 descrito en el
apartado anterior. Para comparar la expresion de la fusion igaA::lacZ de
plZ1586 en fondos rpoD* y rpoD, plZ1586 fue introducido en la estirpe
UQ285 de Escherichia coli, portadora de un alelo termosensible de rpoD
(una mutacion nula rpoD es letal). La expresion de la fusion se comparo a
temperatura permisiva (37°C) y restrictiva (42°C). Para ello, un cultivo
exponencial a 37°C en LB con ampicilina se dividio en dos partes, una de
las cuales se sigui6 incubando a temperatura permisiva mientras que la
otra se traslado a 42°C. Cada 30 minutos se extrajeron alicuotas y se
midieron actividades B-galactosidasa. Como control se usé una fusiéon
trad::lacZ (construida igualmente en pIC552), ya que el gen traJ es
dependiente de RpoD. Como se observa en la Figura C4.2, la expresion
de ambos genes depende de RpoD: cuando los cultivos se pasan a
temperatura restrictiva, la expresion de ambas fusiones disminuye

progresivamente, mientras que a temperatura permisiva la cantidad de -

galactosidasa sigue aumentando.
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Figura C4.2. La transcripcion de igaA depende de RpoD. La estirpe E. coli
UQ285/plZ1586 se cultivo hasta fase estacionaria. Tras dilucién, se hicieron dos
cultivos paralelos a 37°C hasta llegar a fase exponencial. En ese momento (tiempo O)
uno de los cultivos se mantuvo a 37°C y el otro se pas6é a 42°C. Se representa la
actividad B-galactosidasa de los cultivos a los tiempos indicados. La fusion traJ (panel
superior) sirve de control del experimento. Los datos representan la media y la
desviacién tipica de al menos tres experimentos independientes.

c) Estudio de la unidad transcripcional de igaA

El gen igaA esta anotado como yrfF en la secuencia completa del
genoma de la estirpe LT2 de Salmonella enterica serovar Typhimurium.
Se encuentra flanqueado por el gen nudE (antes llamado yrfE), que se
transcribe en sentido opuesto, y por el gen yrfG. Los genes contiguos

yrfG, yrfH y hslO (yrfl) se transcriben en el mismo sentido que igaA
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(Figura C4.3.a). El analisis de esta region con el algoritmo OperonDB
(http:/ /www.cbcb.umd.edu/cgi-bin/operons/operons.cgi; (Ermolaeva et
al. 2001)) sugiere que igaA puede ser el primer gen de un operon que
incluiria a yrfG, yrfH y hslO. Esta prediccion esta basada en
codireccionalidad de la transcripcion, distancia entre genes y
conservacion en otros genomas. El programa indica que estos cuatro
genes estan dispuestos de manera consecutiva en la misma cadena de
ADN en otros 15 genomas de secuencia conocida. Dichos genomas
pertenecen a especies de los géneros Salmonella, Escherichia, Shigella,
Yersinia y Photorhabdus. El programa informatico da un 86% de
confianza a la conclusion de que estos cuatro genes pertenecen a la
misma unidad transcripcional. Para someter esta hipotesis a analisis
experimental se realizo retrotranscripcion y PCR (RT-PCR) usando cuatro
parejas de oligonucleotidos. En todas las parejas el oligonucleétido S'
(igaAS') correspondia al primer gen del posible operon, mientras que los
oligonucleotidos 3' eran especificos de cada uno de los genes candidatos
a formar parte del mismo (igaA-STOP, yrfGS’, yrfHS’ o yrflS), (Gupta
1999) (Figura C4.3.a). La eficacia de los oligonucledtidos se probod
realizando ensayos de amplificacion directamente sobre ADN genomico
(Figura C4.3.b). Para las RT-PCR se traté una muestra de ARN de la
estirpe silvestre con Turbo ADNasa de Applied Biosystems. Tras este
tratamiento se realizd6 una retrotranscripcion con oligonucleétidos
aleatorios, y una PCR posterior con las cuatro parejas de oligonucleotidos
descritas (Figura C4.3.a). En los cuatro casos se observa un producto de
amplificacion del tamano esperado (Figura C4.3.b). Para descartar un
posible artefacto debido a contaminacion por ADN (ej., debido a ineficacia
del tratamiento con ADNasa), una parte de la muestra se traté con
ARNasa H tras el tratamiento con Turbo ADNasa, y se sometio a
retrotranscripcion y PCR. En ese caso no se observéo amplificacion
(Figura C4.3.b). En resumen, los datos de la Figura C4.3 apoyan la idea
de que los genes igaA, yrfG, yrfHy hslO forman un operon.
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Figura C4.3.a. Organizacion de la region que contiene al gen igaA en el
cromosoma de Salmonella. Los genes se han nombrado de acuerdo con la anotacién
de la entrada NC_003197 de GenBank en NCBI, excepto igaA, que aparece anotado
como yrfF. La distancia entre dos lineas verticales representa 1 kb. La region codificante
de igaA (yrfF) comienza en la posicion 3650187, y la de yrfl acaba en la posicion
3654367 en la secuencia de LT2. Las flechas indican la posicién y orientaciéon de los
cebadores.

Figura C4.3.b. igaA es el primer gen de un operén. En el primer panel se muestra
una electroforesis en gel de agarosa de los productos obtenidos tras PCR con un molde
de ADN gendémico. 1, cebadores igaA5’ e igaA-STOP; 2, cebadores igaAS5’ y yrfG5’; 3
cebadores igaA5’ y yrfHS’; 4 cebadores igaAS’ y yrfl5’. En el panel central se muestra
una electroforesis en gel de agarosa de los productos de RT-PCR obtenidos con los
mismos cebadores que en el caso anterior. En el panel de la derecha se muestra una
RT-PCR realizada sobre ARN previamente tratado con ARNasa H; no se observan
productos. El marcador de pesos moleculares es la escalera de 1 kb (Life Technologies).
Los tamartios esperados de los productos de amplificacion son 202 pb, 422 pb, 1155 pb,
1621 pb, respectivamente.

4.2. Basqueda de reguladores de igaA

En un intento de identificar genes reguladores de la expresion de
igaA disenamos dos escrutinios genéticos basados en fusiones
cromosomicas igaA::lacZ. El primer escrutinio emple6 una fusion
transcripcional y el segundo, una fusion traduccional. Ambos tipos de

fusiones generan alelos nulos (y por tanto letales) de igaA. Para evitar la
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letalidad, las fusiones se contruyeron en un mutante rcsB (Cano et al
2002). La expresion de las fusiones se cuantifico haciendo medidas de
actividad B-galactosidasa.

Para llevar a cabo los escrutinios, primero se mutagenizo la estirpe
silvestre con el transposéon defectivo TnI10dTc. Con las colonias
resistentes a tetraciclina se prepararon colecciones (“pools”), cada una
formada por 4.500 inserciones independientes. Estas colecciones se
emplearon como donadoras en experimentos de transduccion mediada
por P22, usando como receptora la estirpe rcsB portadora de la fusion
igaA::lacZ correspondiente (transcripcional o traduccional). Los
transductantes se seleccionaron en LB-tetraciclina o medio minimo-
tetraciclina (resistencia asociada al transposon defectivo). Ambos medios
contenian también kanamicina (resistencia asociada a la fusion lac) y X-
gal (indicador cromogénico de la actividad de la fusion). Se buscaron
represores de igaA (colonias mas azules en presencia de X-gal) y
activadores de igaA (colonias blancas). Los candidatos se reconstruyeron
transduciendo el elemento TnI0dTc a la estirpe original, con objeto de
determinar si el fenotipo observado estaba ligado a la insercion. Para
determinar si las diferencias observadas en placas eran reales y para
cuantificar las posibles diferencias, se realizaron medidas de actividad -

galactosidasa. El proceso se esquematiza en la Figura C4.4.
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Figura C4.4. Esquema del escrutinio genético llevado a cabo para identificar
reguladores del gen igaA. Se construy6 una estirpe con una mutaciéon nula en rcsBy
una fusién transcripcional o traduccional en el gen igaA. Se realiz6 una mutagénesis
con una coleccién de inserciones Tnl0dTc. Se analizaron 45.000 colonias en cada
escrutinio en cajas de LB o medio minimo suplementado con Tc, Km y X-gal.

4

De 45.000 inserciones analizadas tanto en LB como en medio
minimo, so6lo 2 presentaban diferencias de expresion significativas y
repetitivas. Para saber donde estaban las inserciones de Tn 10dTc, y por
tanto identificar las mutaciones que modificaban la expresion de igaA, se
clonaron en pBluescript fragmentos de ADN cromosomico con el gen de
resistencia a Tc del Tn10d tras digestion con BamHI o Pstl. Los insertos
se secuenciaron con los cebadores T3 y T7 o Tn10d5’ y Tn10d3’ (Tabla
M4). Los resultados de las secuenciaciones se muestran en la Tabla

C4.1.

Escrutinio Gen Proteina Referencia
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Fusion transcripcional lon Proteasa (Bukhari y Zipser 1973,
en medio minimo Chung y Goldberg 1981,
Zehnbauer et al. 1981)

Fusion traduccional muiA Regulador de (Swords y Benjamin 1994,

en LB respuesta Benjamin et al. 1996)

Tabla C4.1. Resultados obtenidos en el escrutinio.

Tras reconstruir los mutantes se midi6 la actividad B-galactosidasa
de las fusiones transcripcional y traduccional igaA::lacZ en fondo
silvestre y en los dos fondos mutantes. Los resultados para la fusion
transcripcional se representan en la Figura C4.5. Se obtuvieron

resultados similares con la fusion traduccional.

Figura C4.5. Expresion de igaA en los mutantes obtenidos en el escrutinio. Todos
los fondos son resB. El efecto de la mutacién lon s6lo se observa en medio minimo. Dado
que el mutante mviA se obtuvo en LB, los ensayos presentados se realizaron en dicho
medio. Las graficas representan la media y la desviacién tipica de al menos tres
experimentos independientes.

Los datos indican que tanto Lon como MviA influyen en la
transcripcion de igaA, aunque MviA se detectara en el escrutinio con la
fusion traduccional. La proteasa Lon podria degradar un represor
transcripcional de igaA. Por su parte, MviA tiene el interés de ser un

regulador de respuesta de un sistema de dos componentes implicado en
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el control de la virulencia de Salmonella (Benjamin et al. 1986, Benjamin
et al. 1991, Swords et al. 1997). Por ese motivo decidimos llevar a cabo
un estudio en mayor profundidad del efecto de MviA sobre la expresion

de igaA.

4.3. Estudio del papel del gen mviA en la regulacion de igaA y del
sistema Rcs

El gen mviA fue descrito en los anos 80 (Benjamin et al. 1986) y
recibio el nombre de mviA por “mouse virulence gene A” (Benjamin et al.
1991). Una mutacion nula en este gen provoca avirulencia en ratones
para casi todas las estirpes de Salmonella enterica serovar Typhimurium
ensayadas (Swords et al. 1997), excepto en los derivados de la estirpe LT2
que se utilizan en muchos laboratorios. En 1948 se describio que esta
estirpe era virulenta para ratones (Lillengen 1948). Los derivados
avirulentos de LT2 recuperan la virulencia por mutaciones mviA
(Benjamin et al. 1991). La avirulencia presenta una correlacion con otro
fenotipo asociado a las mutaciones mviA: el fenotipo de colonia pequena o
Scm* (de “small colony morphology”). En E. coli existe un homologo de
mviA denominado rssB (Muffler et al. 1996) o sprE (Pratt y Silhavy 1996).
El extremo N-terminal de MviA/RssB/SprE es muy similar al de CheY y
otros reguladores de respuesta pertenecientes a sistemas de dos
componentes, e incluye un aspartico en posicion 58 cuya fosforilacion
parece intervenir en la activacion de MviA (Cunning y Elliott 1999). No
esta claro del todo como se controla dicha fosforilacion, aunque se ha
sugerido la intervencion del acetil fosfato (Bouche et al. 1998) y de la
quinasa ArcB (Mika y Hengge 2005). La region carboxilo de MviA, sin
embargo, no tiene similitud con otras proteinas conocidas ni parece
presentar un dominio de unién a ADN, por lo que no parece probable que
actue como regulador transcripcional. Se ha demostrado, en cambio, que
MviA participa en la regulacion postraduccional del factor sigma RpoS.
Los mutantes mviA (rssB o sprE en E. coli) presentan niveles elevados de

RpoS, que parecen ser responsables, al menos en parte, de los fenotipos
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de dichos mutantes (Bearson et al. 1996, Muffler et al. 1996, Pratt y
Silhavy 1996). En este contexto, la funcion de MviA consiste en unirse a
RpoS y servir como adaptador para posibilitar su reconocimiento y

degradacion por la proteasa ClpXP (Klauck et al. 2001, Zhou et al. 2001).

a) mviA regula a igaA a través de RpoS

Dado que una mutacion nula mviA provoca un aumento en los
niveles de RpoS, parecia logico pensar en la posibilidad de que dicho
aumento fuera responsable de la disminucién de la transcripcion de
igaA. Para ensayar esta hipotesis comparamos la expresion de la fusion
transcripcional igaA::lacZ, siempre en fondos con una mutacion rcsB
nula, acompanada o no por mutaciones mviA y rpoS. Como se observa en
la Figura C4.6, la mutacion rpoS aumenta significativamente la actividad
de la fusion, y sobre todo suprime el efecto de la mutacion mviA. Estos
resultados son coherentes con la hipoétesis de que la regulacion de igaA

por mviA esta mediada por RpoS.

Figura C4.6. El efecto de mviA sobre igaA esta mediado por RpoS. Actividades B-
galactosidasa medidas en estirpes rcsB portadoras de la fusiéon transcripcional
igaA::lacZ y de mutaciones rpoS'y mviA. Se representa la media y la desviacion tipica de
tres experimentos independientes.

b) Otros genes relacionados con el control postraduccional de RpoS

también regulan a igaA
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En E. coli la proteina asociada al nucleoide H-NS regula
negativamente la traduccion del ARNm de rpoS y la estabilidad de la
proteina. Un mutante hns presenta un incremento de 10 veces tanto en
la tasa de sintesis como en la estabilidad de RpoS (Barth et al. 1995,
Yamashino et al. 1995). Este ultimo efecto esta mediado por RssB (MviA)
y se ha postulado la existencia de un antiadaptador, todavia no
identificado, que impediria la acciéon de RssB sobre RpoS y que estaria
regulado negativamente por H-NS (Zhou y Gottesman 2006, Bougdour et
al. 2008). Si hubiera una relacion similar entre MviA y H-NS en
Salmonella, cabria esperar que una mutacion hns afectara a la expresion
de igaA.

En Salmonella, pero no en E. coli, el regulador de respuesta PhoP
controla la estabilidad de RpoS a través de la activacion transcripcional
del gen iraP, cuyo producto es un antiadaptador que interacciona con
MviA e impide su accion (Tu et al. 2006). De acuerdo con nuestros
resultados anteriores, seria previsible que PhoP influyera también en la
expresion de igaA.

Teniendo en cuenta esos antecedentes, ensayamos el efecto de
mutaciones hns y phoP/phoQ sobre la expresion de la fusion
transcripcional igaA::lacZ. La mutacion hns es letal en fondo 14028 (la
estirpe silvestre de Salmonella usada en esta tesis). Por ese motivo los
experimentos con hns se realizaron en fondo LT2, donde dicho problema
se evita gracias a una mutacion puntual rezumante en rpoS (Swords et
al. 1997, Wilmes-Riesenberg et al 1997). Del sistema de dos
componentes PhoPQ se ensayaron dos mutaciones: una mutacion nula
en phoP, y la mutacion pho-24, que activa constitutivamente el sistema.
Los resultados presentados en la Figura C4.7 indican que tanto la
mutacion hns como la mutacion pho-24 causan una disminucion
significativa de la expresion de igaA (P<0,001 segun la t de Student), lo

que esta de acuerdo con nuestras predicciones.
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Figura C4.7. H-NS y PhoP regulan la transcripcion de igaA. Actividades f-
galactosidasa medidas en estirpes rcsB portadoras de la fusion transcripcional
igaA::lacZ y de mutaciones hns y pho, segin se indica. Se representa la media y la
desviacién tipica de tres experimentos independientes.

c) Algunos fenotipos del mutante mviA estan mediados por RcsB

La regulacion de igaA por mviA, sumada a la funcion de igaA como
inhibidor de la actividad del sistema de regulacion Rcs, nos hicieron
plantear la posibilidad de que algunos de los efectos de la mutacion mviA
pudieran estar mediados por el sistema Rcs. Este sistema regula la
expresion de los genes del flagelo reprimiendo el operon flhDC. Para
ensayar el efecto de la mutacion mviA sobre el flagelo utilizamos una
fusion transcripcional figK::lacZ. Como puede observarse en la Figura
C4.8, el nivel de expresion de esta fusion desciende practicamente a cero
en un fondo mviA, lo que es coherente con la idea de que esta mutacion
causa activacion del sistema Rcs. La supresion del efecto de mviA sobre

la fusion flgK::lacZ por una mutacion rcsB confirma esta idea.
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Figura C4.8. MviA controla la expresion de los genes del flagelo por medio de
RcsB. Actividades B-galactosidasa medidas en estirpes portadoras de la fusion
transcripcional flgK::lacZ y de mutaciones mviA y rcsB, segun se indica. Se representa la
media y la desviacion tipica de tres experimentos independientes.

El efecto observado de MviA y RcsB sobre la expresion de flgK se
pudo corroborar en ensayos de movilidad. Se prepararon inoculos en
medio de movilidad. En fase exponencial, se mojo un palillo estéril en
cada cultivo y se inocul6 en el centro de una caja de medio semisolido.
Como se puede observar en la Figura C4.9, el mutante mviA es inmovil y
una mutacion resB suprime parcialmente dicho fenotipo. Ello concuerda
con los datos de actividad p-galactosidasa obtenidos con la fusion

flgK::lacZ.
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mviA rcsB

mviA

Figura C4.9. El mutante mviA es inmévil. Mediante experimentos en medio de
movilidad se obtiene un resultado coherente con el observado para la expresién de flgK.
Una mutacién nula en resB suprime parcialmente el efecto de mviA. La foto esta tomada
tras 6 horas a 37°C.

El hecho de que el fenotipo de inmovilidad de mviA, que
describimos aqui por primera vez, estuviera mediado por RcsB, nos hizo
pensar que otros fenotipos ya conocidos de dicho mutante también
pudieran estar mediados por este regulador. Uno de los fenotipos mas
evidentes de los mutantes mviA es la formacion, ya mencionada, de
colonias pequenas (Scm*). La observacion visual de colonias de la estirpe
silvestre y de mutantes mviA y mviA rcsB (Figura C4.10) sugiere que, en

efecto, la activacion del sistema Rcs esta implicada en dicho fenotipo.
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Figura C4.10. Una mutacién nula en rcsB suprime el fenotipo de colonia pequeiia
del mutante mviA. Se muestra el crecimiento en medio LB sélido de las estirpes
indicadas. Una mutacion nula en resB suprime el fenotipo de colonia pequefia.

Uno de los fenotipos mas interesantes del mutante mviA de
Salmonella es su atenuacion en ensayos de infeccion de ratones (Swords
y Benjamin 1994). Se ha sugerido que dicha atenuacion se debe al
aumento del nivel de RpoS (Swords et al. 1997, Wilmes-Riesenberg et al.
1997). Sin embargo, es una hipotesis que no se ha podido confirmar
directamente debido a que mutaciones de pérdida de funcion en rpoS
también producen atenuacion (Fang et al. 1992). En el capitulo 1 de esta
Tesis hemos mostrado que una activacion excesiva del sistema Rcs causa
atenuacion (Dominguez-Bernal et al. 2004, Garcia-Calderon et al. 2005).
Los experimentos mostrados hasta ahora en este capitulo indican que la
mutacion mviA, al reducir los niveles de IgaA, da lugar a la activacion de
RcsB. Todo esto sugiere que la avirulencia del mutante mviA puede estar
mediada, al menos en parte, por el sistema Rcs. Si nuestra hipotesis
fuese cierta, una mutacion nula en rcsB volveria virulenta a la estirpe
mviA. Para ensayar esta posibilidad calculamos el indice de
competitividad en ratones del mutante mviA y del doble mutante muviA
rcsB, ambos tras infecciones mixtas con la estirpe silvestre por via
intraperitoneal. Los resultados de estos ensayos, que se muestran en la
Figura C4.11, indican una supresion muy significativa, aunque parcial,

de la avirulencia de mviA por rcsB, y apoyan la hipotesis formulada.
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Figura C4.11. Una mutacion en rcsB suprime, parcialmente, la atenuacién del
mutante mviA. Se calcul6 el indice de competitividad del mutante mviA y del doble
mutante mviA rcsB frente a la estirpe silvestre. La supresiéon no es total. La grafica
representa la media y la desviacion tipica de al menos tres experimentos
independientes.

d) MviA regula a RcsB por una via independiente de RpoS e IgaA

La interpretacion mas simple de los datos mostrados hasta aqui es
que la mutacion mviA activa a RcsB a través del descenso en los niveles
de IgaA, por su parte debido a la elevacion de los niveles de RpoS. Segun
este modelo, cabria esperar que los fenotipos del mutante mviA
suprimidos por mutaciones nulas rcsB fueran también suprimidos por
mutaciones nulas rpoS. Esta idea es apoyada por el hecho de que el
fenotipo de colonia pequena, que es suprimido por una mutacion rcsB,
también sea suprimido por una mutacion rpoS (Swords et al. 1997). Esta
mutacion, por otro lado, no puede suprimir el fenotipo de atenuacion
debido a la avirulencia del propio mutante rpoS, como ya se ha indicado.
Parecido logico examinar el posible efecto sobre los genes de flagelo.
Sorprendentemente, como se observa en la Figura C4.12, la mutacion
rpoS no suprime el efecto de la mutacion mviA sobre la expresion de flgK.
Ademas el doble mutante mviA rpoS es inmovil (Figura C4.13). Este
resultado sugiere que mviA puede afectar a la actividad de RcsB por una

via independiente de RpoS e IgaA.
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Figura C4.12. MviA controla la expresion de los genes del flagelo por una via
independiente de RpoS, IgaA y RcsC. Se muestran las actividades p-galactosidasa
medidas en estirpes portadoras de la fusién transcripcional flgK::lacZy de mutaciones
muiA, rpoS, rcsCy del plasmido pBAD-igaA, segin se indica. Se representa la media y la
desviacion tipica de tres experimentos independientes.

Para examinar esta posibilidad utilizamos una mutacion nula en el
gen rcsC, que codifica la histidina kinasa situada en un punto intermedio
de la via de senalizacion entre IgaA y RcsB. Dicha mutacion fue incapaz
de suprimir los efectos de la mutacion mviA sobre la expresion de flgK
(Figura C4.12), la movilidad (Figura C4.13) y el tamano de colonia. Por
otro lado, la introduccion de un derivado de pBAD18 que expresa igaA
desde un promotor dependiente de arabinosa (pNG1166, descrito en el
capitulo 2 de esta Tesis) tampoco alterd los fenotipos mencionados para

el mutante mviA (Figuras C4.12 y C4.13).
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mviA/
pNG1166

Figura C4.13. La inmovilidad del mutante mviA no es suprimida por mutaciones
en rcsC, por sobreexpresion de IgaA o por mutaciones en rpoS. Mediante
experimentos en medio de movilidad se obtiene un resultado coherente con el observado
para la expresion de flgK. La foto esta tomada tras 6 horas a 37°C.

A la vista de estos resultados, decidimos examinar el posible papel
de MviA en el control de la expresion de rcsB. Para ensayar posibles
efectos a nivel transcripcional empleamos una fusion transcripcional
rcsB::lacZ. Como se muestra en la Figura C4.14, la expresion de esta

fusion se ve poco afectada por una mutacion muviA.
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Figura C4.14. La proteina MviA no afecta a la expresion de rcsB. Mediante
experimentos de medida de la actividad p-galactosidasa se observa que no hay cambios
en la expresién de una fusion transcripcional resB::lacZ.

Para examinar los efectos postranscripcionales, utilizamos una
estirpe que expresa RcsB fusionada al epitopo 3XFLAG, y cuantificamos
los niveles de la proteina de fusion en distintos fondos genéticos
mediante hibridaciones western. El resultado de este experimento se
muestra en la Figura C4.15. Se observa un incremento muy significativo
en los niveles de RcsB en fondo mviA. Esto sugiere que MviA, ademas de
tener una funcion en la regulacion transcipcional de igaA, interviene en

el control de los niveles de la proteina RcsB.

"-_

WT wT mviA- mviA-

Figura C4.15. La proteina RcsB es mas estable en fondo mutante mviA. Mediante
experimentos de western-blot se observa que el nivel de acumulacién de la proteina
RcsB es mayor en el fondo mutante mviA que en el silvestre.
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Discusion

El sistema Rcs se describio inicialmente como un sistema de dos
componentes que controla la produccion de la capsula de acido colanico
en E. coli (Gottesman et al. 1985, Brill et al. 1988). Actualmente se sabe
que este sistema es mas complejo, con tres componentes en la cascada
de senalizacion (Takeda et al. 2001) y otras proteinas auxiliares, y que
esta implicado en la regulacion de muchos procesos celulares, como la
regulacion de la division celular (Carballés et al. 1999), la sintesis de
flagelo (Francez-Charlot et al. 2003), la expresion del antigeno Vi de S.

enterica serovar Typhi (Virlogeux et al. 1996) y muchos mas.

En las condiciones de cultivo habituales en el laboratorio, el nivel
de activacion del sistema Rcs parece ser muy bajo. Por ello, mutaciones
nulas en sus componentes tienen pocos efectos fenotipicos. Se han
descrito al menos dos estimulos capaces de activar el sistema: uno es el
choque osmotico (Sledjeski y Gottesman 1996) y el otro es una
combinacion de baja temperatura y glucosa o zinc (Hagiwara et al. 2003).
Sin embargo, la activacion producida por estos estimulos es transitoria.
Por ese motivo, las funciones del sistema Rcs se han inferido
fundamentalmente de analisis genéticos, gracias a la capacidad de
mutaciones nulas en los genes del sistema para suprimir el efecto de
mutaciones en otros genes. En E. coli, mutaciones nulas en mdoH causan
un incremento en la produccion de acido colanico, que es suprimido por
mutaciones nulas en los genes rcsA, rcsB o resC (Ebel et al. 1997). Del
mismo modo, en Salmonella, alelos viables de igaA dan lugar a induccion
de los genes weca, represion de flhDC y avirulencia, y todos estos
fenotipos se suprimen por mutaciones nulas en rcsB o rcsC (Costa y
Anton 2001, Cano et al. 2002, Dominguez-Bernal et al. 2004). Esto indica

que IgaA funciona como un regulador negativo del sistema Rcs.

Una forma de analizar la funcion de un sistema de dos
componentes es conseguir alelos mutantes que causen activacion
constitutiva del mismo. Por ese motivo, en esta Tesis nos planteamos

aislar una coleccion de esa clase de mutantes para el sistema Rcs de
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Salmonella, y proceder a su caracterizacion a nivel de secuencia de ADN.
Entre los 24 mutantes rcsC constitutivos independientes aislados se
encontraron 11 sustituciones aminoacidicas diferentes, todas localizadas
en la region citoplasmica principal de la proteina. Las mutaciones que
causan una mayor activacion del sistema se localizan en el dominio
histidina quinasa propio de las proteinas sensoras de los sistemas de dos
componentes (mutaciones F473I, F473Y, P484L, P484S e 1531S) o en el
dominio receptor similar al de los reguladores de respuesta (N877S y
T903A). Ademas, las mutaciones en el dominio de entrada de la senal o
en el dominio de la histidina quinasa (también Illamado dominio
transmisor) son dominantes, mientras que las situadas en el dominio
receptor son recesivas. Las mutaciones recesivas suelen implicar pérdida
de funcion. Por tanto, mientras que la mayoria de las mutaciones que
encontramos producen un incremento en una actividad positiva de RcsC
(mutaciones dominantes, probablemente de ganancia de funcion), las
mutaciones N877S y T903A parecen eliminar una funcion negativa para
la activacion del sistema. Esto es coherente con resultados previos
obtenidos en E. coli, en los que se habia visto que el alelo resC137, que
causa sobreexpresion de la capsula de acido colanico, es recesivo
(Gottesman et al. 1985), que RcsC tiene efectos reguladores positivos y
negativos en la expresion de los genes weca (Brill et al. 1988, Stout y
Gottesman 1990), y que la actividad negativa de RcsC esta localizada en
el dominio receptor (Clarke et al. 2002). Se ha propuesto que esta
actividad negativa es en realidad una actividad fosfatasa (Gottesman
1995, Clarke et al. 2002), como ocurre en otros sistemas de dos

componentes (West y Stock 2001).

Una busqueda en la base de datos CDC (Conserved Domain
Database) (Marchler-Bauer et al. 2003) indica que RcsC contiene dos
dominios conservados: el dominio histidina quinasa y el dominio receptor
de la senal (regulador de respuesta). Las cinco mutaciones encontradas
en el dominio histidina quinasa se localizan en un subdominio llamado

dominio histidina quinasa A o dominio de dimerizacion/fosfoaceptor.
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Este dominio contiene la histidina fosforilable. Ademas, en algunos
casos, se ha demostrado que la dimerizacion a través de este dominio es
necesaria para la activacion (West y Stock 2001). Los tres residuos de
este dominio que han cambiado en nuestros mutantes (Phe473, Pro484 e
[1e531) forman parte de la secuencia consenso del dominio. Pro484 esta
especialmente conservado, y resulta interesante el hecho de que los
residuos correspondientes a Phe473 y Pro484 de RcsC en la proteina
EnvZ de E. coli (Tomomori et al 1999), tengan un papel en la
dimerizacion como parte del punto de contacto. Tienen especial interés
dos mutaciones distintas que aparecieron en el mismo aminoacido,
P484L y P484S. Se aislaron independientemente S y 3 veces
respectivamente, y muestran los niveles mas altos de activacion de la
fusion gmm::lacZ, con un aumento de >500 veces sobre la expresion en
fondo silvestre. Estos mutantes crecen mas lentamente que la estirpe
silvestre y que el resto de mutantes rcsC constitutivos, y presentan una
frecuencia de reversion relativamente elevada. Estas caracteristicas
pueden estar relacionadas con hallazgos previos sobre la letalidad de las
mutaciones nulas igaA (Cano et al. 2002, Costa et al. 2003). La letalidad
es suprimida por mutaciones en rcsC, rcsD o rcsB, lo que sugiere que la
sobreactivacion del sistema Rcs puede conducir a la represion de un gen
esencial, o a la activaciéon de un gen cuya sobreexpresion es letal. Puede
ser que los mutantes afectados en la Pro484 estén proximos al nivel

maximo de activacion del sistema Rcs compatible con la viabilidad.

Se encontraron dos mutaciones diferentes en el dominio receptor
de RcsC: N877S y TI903A. Este dominio es un 38% idéntico al de la
proteina CheY de E. coli. La estructura cristalografica de CheY revela la
existencia de cinco residuos altamente conservados en el sitio activo del
regulador de respuesta: Asp57 (el sitio de fosforilacion) (Sanders et al
1989); Aspl2 y Aspl3 (implicados en la coordinacion del ion Mg*™*
esencial para las reacciones de fosforilacion y desfosforilacion) (Stock et
al. 1993); Lys109 (importante en el cambio conformacional inducido por

fosforilacion) (Lukat et al. 1991); y Thr87 (también implicado en el cambio
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conformacional por medio de la formaciéon de un puente de hidrégeno
entre el grupo OH y el sitio activo) (Appleby y Bourret 1998, Cho et al.
2000). Los sitios equivalentes en RcsC son Asp875, Asp831, Asp832,
Lys925 y Thr903. Mutaciones equivalentes a T903A se han descrito para
OmpR (T83A) y CheY (T87A). En ambos casos la sustitucion conlleva
activacion constitutiva, quiza debido a que el cambio conformacional
imita la conformacion del dominio activado, y se habia propuesto que
esta sustitucion podia tener un efecto idéntico de activacion en todos los
reguladores de respuesta (Smith et al. 2004). Esta hipotesis recibe ahora
el apoyo de nuestra observacion de que la mutacion correspondiente
TO903A tiene también un efecto activador en RcsC. Por otro lado, los
residuos Thr87 de CheY y Thr83 de OmpR parecen estar implicados en
reacciones de desfosforilacion (Sanders et al. 1989, Brissette et al. 1991).
Esto estaria de acuerdo con la idea de que T903A, una mutacion
recesiva, esté impidiendo la presunta actividad fosfatasa de RcsC. La
segunda mutacion encontrada en el dominio receptor se localiza en la
Asn877, un residuo no conservado en las cercanias del sitio activo.
Segun la estructura predicha por el programa SWISS-MODEL (Guex y
Peitsch 1997), el cambio de Asn877 por Ser incrementa su contacto con
el sitio de fosforilacion. Diferentes sustituciones en la posicion
correspondiente en VirG (N54D) (Han et al. 1992, Pazour et al. 1992, Jin
et al. 1993, Scheeren-Groot et al. 1994), CheB (E58K) (Stewart 1993) y
CheY (N5S9K, NS9R) (Silversmith et al. 2001) tienen también un efecto
activador, lo que es indicativo de la importancia de este residuo no

conservado en la activacion de los dominios reguladores de respuesta.

El estudio realizado con estos mutantes rcsC ha aportado varios
indicios que apoyan la hipotesis de que la sobreactivacion del sistema
Rcs de Salmonella produce atenuacion de la virulencia. En primer lugar,
los mutantes rcsC constitutivos estan atenuados en raton. En segundo
lugar, existe una correlacion perfecta entre el grado de atenuacion y el
nivel de activacion del sistema causado por las diferentes mutaciones.

Ademas, también ha quedado establecido que la sobreproduccion de
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capsula es un factor relevante en la atenuacion de estos mutantes, ya
que una insercion en gmm o rcsA produce una recuperacion parcial, pero
significativa, de la virulencia en ratones. Dado que la supresion no es
completa, se concluye también que deben existir otros genes regulados
por Rcs, implicados en virulencia, responsables de la atenuacion del

mutante resC constitutivo.

Partiendo de la idea de que deben existir otros genes regulados por
Rcs relacionados con la virulencia, y con la intencion de caracterizar mas
en profundidad el regulon Rcs, realizamos un escrutinio para tratar de
identificar nuevos genes regulados por el sistema Rcs. Para ello llevamos
a cabo escrutinios genéticos clasicos basados en el transposon MudJ.
Con este método se obtienen fusiones transcripcionales (Casadaban y
Chou 1984), cuya expresion se comparo en condiciones de alta y baja
activacion del sistema Rcs. Estas condiciones se consiguieron empleando
un mutante igaA (Cano et al 2002, Dominguez-Bernal et al. 2004)
portador de un derivado del plasmido pBAD18 (Guzman et al. 1995), que
expresa el alelo silvestre de igaA bajo un promotor regulado por
arabinosa, o bien mediante la expresion de la proteina RcsB desde un
derivado del mismo plasmido (Brill et al. 1988). Los resultados obtenidos
en este escrutinio solapan sé6lo parcialmente con los obtenidos en E. coli
(Oshima et al. 2002, Ferriéres y Clarke 2003, Hagiwara et al. 2003). Esto
se puede deber a diferencias entre las especies E. coliy S. enterica, pero
también a las diversas metodologias empleadas (micromatrices, fusiones
transcripcionales), y a las distintas condiciones usadas para la activacion
del sistema Rcs (crecimiento a 20°C con glucosa y ZnCly,

superproduccion de DjlA, mutaciones igaA, superexpresion de rcsB).

Todos los genes encontrados en el escrutinio estan realmente
regulados por RcsB, como se sospechaba por el hecho de que los
fenotipos asociados al mutante igaAl eran suprimidos por mutaciones en
los genes rcsB, rcsC o resD (Cano et al. 2002). Ademas, de estos

escrutinios se pueden extraer algunos detalles interesantes:

-173 -



1. La regulacion de STM2176 parece ser independiente de RcsC, lo que
contrasta con el resto de los genes.

2. Mutaciones nulas en los genes rcsB o resC suprimen solo parcialmente
la represion ejercida por la activacion del sistema Rcs sobre el gen narH.
3. Mutaciones nulas en rcsB o resC no so6lo suprimen la represion de siiE
por igaAS sino que incrementan su expresion por encima de los niveles
silvestres.

4. Algo parecido ocurre con sfrA pero en este caso solo para la mutacion
rcsB, no para rcsC.

Estos resultados sugieren que en nuestras condiciones experimentales,
la proteina RcsB no esta completamente inactiva en la estirpe silvestre.
Ademas, estos datos indican que el acetil fosfato u otro donador de
fosfato desconocido podrian tener un papel independiente de RcsC en la

fosforilacion de RcsB (Majdalani et al. 2005, Ferriéres et al. 2007).

Los genes encontrados en nuestros escrutinios se pueden clasificar
en varios grupos. En el primero se incluyen genes que ya se sabia que
eran miembros de los regulones Rcs de Salmonella y de E. coli, como los
genes necesarios para la sintesis de la capsula de acido colanico, para la
sintesis de flagelos y para la quimiotaxia (Cano et al. 2002). La

identificacion de estos genes sirve para validar el método usado.

Otro grupo esta formado por genes que tienen homologos en E. coli,
pero que no se habian identificado previamente como miembros del
regulon Rcs de Salmonella, aunque dos de ellos, yiaD e yjbH, se habian
descrito como parte de este regulon en E. coli Estos dos genes se
describieron como regulados por RcsC en un escrutinio de fusiones
transcripcionales generadas por AplacMu53 (Ferriéres y Clarke 2003). En
el mismo estudio, mediante experimentos de “macroarray”, se encontro
regulacion por RcsC de los genes yjbE, yjbF y yjbG, los tres genes
corriente arriba de yjpbH (Ferriéeres y Clarke 2003). Las similitudes de
secuencia con genes conocidos indican que yiaD e yjbH podrian codificar

lipoproteinas. Resulta interesante que muchos genes regulados por el
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sistema Rcs en E coli (Hagiwara et al. 2003) codifiquen proteinas
asociadas a la envuelta celular, incluyendo tres hipotéticas lipoproteinas.
Todos estos genes estan regulados positivamente por el sistema Rcs,
incluidos yiaD e yjbH. Esto apoya la relacion del sistema Rcs no sélo con
la produccion de capsula, sino también con otros procesos relacionados
con la superficie, como la formacion de biofilm (Ferriéres y Clarke 2003) y
el movimiento de “swarming” (Takeda et al. 2001). Los demas genes de
este segundo grupo estan regulados negativamente por el sistema Rcs.
Entre ellos se incluyen narH y dcuB, lo que sugiere que el sistema Rcs
podria tener un papel en el control de la respiracion anaerobica. De
hecho, FIhD y FIhC, ambos regulados negativamente por RcsB, se sabe
que regulan genes relacionados con la respiracion anaerdbica en E. coli
(Pruss et al. 2003), aunque dcuB y narH no estan en esta lista. Ademas,
segun nuestros resultados, ni FlhD ni FIhC regulan estos genes en
Salmonella enterica. Otros genes dentro de este grupo son yhhJ y melB.
Estos dos genes estan relacionados con el metabolismo, ya que codifican
un componente de un sistema de transporte de la superfamilia ABC y un
transportador de azucares, respectivamente. Esto implica al sistema Rcs

en el control del metabolismo.

El ultimo grupo de genes identificados en estos escrutinios esta
formado por loci especificos de Salmonella, ausentes en otras bacterias
relacionadas. Entre estos genes hemos descrito dos que codifican
proteinas secretadas: bapA y siiE. El producto de bapA es una proteina
de la superficie celular requerida para la formacion de biofilm en
Salmonella enterica serovar Enteritidis (Latasa et al. 2005). Un dato que
resulta interesante es el hecho de que el sistema Rcs esté implicado en la
formacion de biofilm en Escherichia coli (Ferriéres y Clarke 2003). Por su
parte, siE esta localizado en la isla de patogenicidad 4, una region
cromosomica especifica de Salmonella (Wong et al. 1998) constituida por
un operon con seis genes, que codifican una proteina secretada, SiiE, y
los componentes del correspondiente sistema de secrecion de tipo I

(McClelland et al. 2001). Existen estudios que describen el requerimiento
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de esta isla para la infeccion intestinal en ratones, aunque no interviene

en la infeccion sistémica (Morgan et al. 2004).

Otros genes especificos de Salmonella aparecidos en el escrutinio
son STM1491, STM2176 y PSLTO71. No se sabe la funcion de las
proteinas codificadas por estos genes, y soOlo se pueden hacer
suposiciones basadas en similitud de secuencia. Asi, el gen STM1491
tiene homologia con transportadores de la superfamilia ABC, mas
concretamente con el componente de union al ATP. Por otro lado, el gen
STM2176 podria codificar una enzima que transfiere radicales de azufre
desde el glutation, interviniendo en modificaciones postraduccionales de
las proteinas. Y por ultimo, el gen PSLTO71, situado en el plasmido de
virulencia pSLT, s6lo guarda similitud con genes de otros plasmidos de la

misma familia, y se desconoce su funcion.

El resto de los genes aparecidos en el escrutinio son srfA y srfB.
Estos genes también son especificos de Salmonella. Junto con el gen srfC
parecen formar un operon de 7 kb, que es parte de una region de ADN
que parece haber sido adquirida horizontalmente, y que se describio
como regulada por SsrB (Worley et al. 2000), un regulador codificado en
la isla de patogenicidad 2 de Salmonella (SPI-2) que es necesario para la
expresion del sistema de secrecion tipo III de la SPI-2 (Hensel et al. 1995,
Deiwick et al. 1999). Experimentos de actividad transcripcional mediante
ensayos de [-galactosidasa y experimentos de “western-blot” han
mostrado que en realidad estos genes se expresan en condiciones de
activacion de la isla 1, y no en las condiciones de la isla 2. De hecho,
nuestros resultados muestran que este operéon, ademas de estar
reprimido por el sistema Rcs, esta regulado negativamente por el sistema
de dos componentes PhoPQ, y, como sospechabamos al no expresarse en
condiciones de activacion de la isla 2, no estan regulados por el sistema
SsrAB. La funcion de las proteinas Srf se desconoce. Sin embargo, la
proteina SrfC presenta homologia con una proteina del patégeno de

plantas Pseudomonas syringae, cuyo producto se secreta a través de un
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sistema de secrecion tipo III. Dado su patron de expresion, investigamos
si estas proteinas también eran efectores y si se secretaban por el
sistema de secrecion tipo III de la SPI-1. Los experimentos de secrecion
mostraron que soOlo la proteina SrfC era secretada por el sistema de
secrecion tipo III. Aun asi, los niveles de secrecion eran mucho menores

que los de SIrP, una proteina efectora usada como control.

Anteriormente se habia encontrado que algunos de los genes
regulados positivamente por el sistema PhoPQ también estaban
regulados por RcsB, lo que sugeria la existencia de un circuito de
regulacion cruzada entre estos dos sistemas (Tiérrez y Garcia-del Portillo
2004). Sin embargo, estudios in vivo demostraron que la atenuacion de la
virulencia causada por la activacion del sistema Rcs no esta relacionada
con la pérdida de funcion del sistema PhoPQ (Dominguez-Bernal et al
2004). En estos experimentos, por tanto, no se encontr6 ningun
solapamiento entre estos dos sistemas en el control de la virulencia. Sin
embargo, nuestros experimentos muestran que el operon srfABC esta
reprimido por ambos sistemas, Rcs y PhoPQ, y por tanto es un ejemplo
de genes reprimidos por PhoP que estan reprimidos simultaneamente por
RcsB. Sobre esta base, estudiamos el efecto de una mutacion que causa
una activacion constitutiva del sistema Rcs (igad) y una mutacion que
provoca una activacion constitutiva del sistema PhoPQ (pho-24) en el
modelo del ratéon. Si existen genes de virulencia reprimidos por ambos
sistemas se deberia detectar un efecto epistatico en las infecciones con
dobles mutantes. La ventaja principal de usar igaAl en los ensayos de
virulencia en lugar de otro mutante igaA mas atenuado es que se podria
detectar el efecto aditivo de pho-24 si existiese. Los resultados obtenidos
son intermedios entre la aditividad y la epistasia, y esto sugiere por tanto
un solapamiento parcial entre los sistemas Rcs y PhoPQ en el control de
la virulencia de Salmonella. Esta interpretacion es apoyada por la
existencia de genes de virulencia que estan reprimidos de forma

simultanea por ambos sistemas, como prgH y otros genes de la SPI-1
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(Mouslim et al. 2004), mientras que otros genes estan bajo el control de

solo uno de los sistemas, como ocurre con los genes ssaV o gmm.

Dado el papel relevante de la proteina IgaA en la regulacion del
sistema Rcs, en la tltima parte de la Tesis se abordo el estudio del propio
gen igaA y de su regulacion. En este ultimo capitulo hemos podido
demostrar que:

1. igaA es el primer gen de un operon que incluye cuatro genes.

2. Su promotor es dependiente de ¢7°.

3. Su transcripcion esta regulada por Lon y MviA. Ademas, esto nos ha
llevado a estudiar las relaciones entre el sistema Rcs, MviA y RpoS. De
hecho, nuestros resultados contribuyen a entender algunos de los
fenotipos asociados a la mutacion mviA que no pueden explicarse

completamente a través de la regulacion de los niveles de RpoS.

Aunque igaA sea el primer gen de un operon, resultados previos
indican que ninguno de los fenotipos descritos para los mutantes igaA se
debe a efecto polar sobre los otros genes del operon: por un lado, la
mayoria de los mutantes estudiados son mutantes puntuales no polares
(Cano et al. 2001, Cano et al. 2002, Dominguez-Bernal et al. 2004, Wang
et al. 2007); por otra parte, una insercion polar en el segundo gen del
operon, yrfG, no es letal (Cano et al. 2002); por ultimo, el alelo igaA*
expresado desde un plasmido es capaz de complementar a un mutante
nulo (Cano et al. 2002). No existen datos experimentales sobre las
funciones de yrfG, yrfH ni yrfl, aunque las similitudes de secuencia con
otros genes indican que sus productos podrian ser una hidrolasa y dos

proteinas de choque térmico (Hsp15 y Hsp30), respectivamente.

Puesto que el gen igaA es esencial, los mutantes viables deben
llevar alelos rezumantes. En tres mutantes de este tipo estudiados
previamente se observo un descenso en el nivel de la proteina IgaA,
correlacionado con un incremento en la actividad del sistema Rcs

(Dominguez-Bernal et al. 2004). Por tanto, tenia sentido pensar que los
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niveles de igaA pudieran estar regulados como mecanismo para controlar
la actividad del sistema Rcs. De hecho, en esta Tesis se indica que la
expresion de igaA esta regulada a nivel transcripcional por las proteinas

Lon y MviA.

Aunque los primeros estudios sobre Lon la definieron como una
proteina de union a ADN, su capacidad para unirse a secuencias
especificas no esta clara. En cambio, esta bien establecido que Lon es
una proteasa homooligomérica dependiente de ATP, muy conservada en
arqueas, bacterias, mitocondrias y peroxisomas eucarioéticos [revisado en
(Lee y Suzuki 2008)]. Por tanto, el efecto de Lon sobre la transcripcion de
igaA probablemente es indirecto. Lon lleva a cabo un control de calidad
sobre proteinas mal plegadas, pero también es importante para la
degradacion de proteinas reguladoras de vida media corta. Una
posibilidad seria que uno de los sustratos de Lon fuera un represor de
igaA. Es interesante el hecho de que Lon degrade a RcsA (Torres-Cabassa
y Gottesman 1987), un coactivador necesario para la transcripcion de
algunos genes del regulon Rcs. Nuestros resultados sugieren que Lon
puede regular el sistema Rcs de dos maneras: directamente bajando los

niveles de RcsA, e indirectamente elevando los niveles de IgaA.

Por su parte, MviA es un regulador de respuesta de un sistema de
dos componentes que no parece contener un dominio de uniéon a ADN.
Por tanto, su efecto en la transcripcion de igaA también debe ser
indirecto. Nuestros resultados sugieren que este efecto esta mediado por
RpoS, lo que esta de acuerdo con el papel que se sabe que tiene MviA en
el control de la estabilidad de este factor sigma alternativo (Bearson et al.
1996, Muffler et al. 1996, Pratt y Silhavy 1996, Swords et al. 1997). La
mutacion rpoS, ademas de suprimir el efecto de la mutacion mviA,
aumenta la transcripcion de igaA por encima de los niveles que tiene en
la estirpe silvestre. Se pueden proponer al menos dos hipétesis para

explicar el efecto negativo de RpoS sobre un operén dependiente de ¢7°:
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1. RpoS podria ser necesario para la transcripcion de un represor de
igaA.

2. RpoS podria competir con 670 por la ARN polimerasa. La competicion
entre factores sigma no es una idea nueva (Zhou y Gross 1992), y se ha
propuesto como un mecanismo general para explicar la represion
dependiente de RpoS de genes dependientes de 670 (Farewell et al. 1998,
Nystrom 2004).

MviA actia como un adaptador de la proteasa ClpX y su accion
esta controlada por proteinas denominadas antiadaptadores (Bougdour et
al. 2008). Se sabe que H-NS regula negativamente uno de esos
antiadaptadores (Zhou y Gottesman 2006), mientras que el sistema
PhoPQ regula positivamente otro de ellos (Tu et al. 2006). Esto es
coherente con nuestros resultados que indican que tanto H-NS como
PhoP regulan a igaA. Ello apoya la idea de que igaA esta regulado por
MviA y por RpoS.

La unica funcion conocida de IgaA es mantener inactivo el sistema
Rcs. Seria de esperar que la mutacion mviA, al bajar los niveles de IgaA,
activara el sistema Rcs. Varios datos presentados en esta Tesis asi lo
sugieren: los fenotipos de avirulencia, falta de movilidad, represion de
genes de flagelo y colonia pequena que presenta el mutante mviA se
suprimen, al menos parcialmente, por una mutacion rcsB. Sobre esta
base se puede proponer un modelo en el que RpoS regula la transcripcion
del operon igaA por competencia con el factor ¢79. MviA controla
positivamente a igaA a través de la degradacion de RpoS. H-NS y PhoP se
incorporarian al modelo controlando la expresion de antiadaptadores que
antagonizan con MviA. Aunque la mayoria de nuestros datos son
coherentes con este modelo, hay datos que no encajan: la represion de
los genes de flagelo que se observa en el mutante mviA se suprime por
una mutacion resB pero no por una mutacion rpoS, ni por una mutacion
nula resC, ni sobreexpresando igaA desde un plasmido. Estos resultados

se pueden explicar asumiendo que MviA pueda inactivar a RcsB de una
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manera independiente de RpoS, IgaA y RcsC. La idea de que MviA no
actua exclusivamente a través de RpoS es coherente con datos previos
obtenidos en Erwinia carotovora. En este patégeno de plantas, el ortologo
de mviA se denomina expM. Un mutante en este gen presenta atenuacion
en tabaco y tiene alterada la secrecion de ciertas enzimas extracelulares
(Andersson et al. 1999). El aumento en los niveles de RpoS es un factor
importante para explicar estos fenotipos pero no el unico, ya que un
doble mutante expM rpoS sigue siendo menos virulento que la estirpe
silvestre y sigue presentando un defecto en secrecion, lo que sugiere que
ExpM puede actuar sobre otras dianas distintas de RpoS (Andersson et
al. 1999). De acuerdo con los resultados obtenidos en esta Tesis, RcsB
podria ser una de esas dianas. Es interesante senalar que algunos de los
fenotipos observados para el mutante mviA podrian ser el resultado del
efecto simultaneo sobre mas de una diana. Por ejemplo, el fenotipo de
colonia pequena se suprime, al menos parcialmente, tanto por una
mutacion rpoS como por una mutacion rcsB (pero no por una mutacion
rcsC), lo que indica que para tener ese fenotipo es necesario incrementar
los niveles de RpoS y ademas activar RcsB. Existen al menos tres
hipotesis para explicar este efecto de MviA sobre RcsB:

1. MviA afecta a la activacion de RcsB por una via independiente de
RpoS, IgaA y RcsC, tal vez a través de una histidina kinasa que
habitualmente actiia en otro sistema de dos componentes o a través de
acetil fosfato.

2. MviA actia como un represor transcripcional del gen rcsB.

3. MviA altera los niveles de la proteina RcsB favoreciendo su
degradacion.

Para entender las hipotesis 2 y 3 hay que tener en cuenta que la
sobreexpresion de rcsB por si sola es equivalente a la activacion de la
proteina RcsB, fenémeno en que se bas6 uno de los escrutinios del
capitulo 2. La hipédtesis 3 estaria mas en consonancia con la funcion
conocida de MviA para el caso de RpoS. El analisis mediante inmunoblot

de los niveles de la proteina RcsB es coherente con la tercera hipotesis y
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sugiere un papel de MviA en el control de RcsB analogo al que tiene sobre

la degradacion de RpoS.

Un posible modelo de regulacion seria el siguiente:

S :
00—

-0 00

Figura D.1. Modelo de regulacion del sistema Rcs y la proteina IgaA por elementos
externos al sistema, y regulacion entre ellos.
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Conclusiones

En una coleccion de 24 mutantes rcsC constitutivos se han
encontrado 11 sustituciones aminoacidicas en la region citoplasmica
de la proteina. Mutaciones recesivas en el dominio histidina quinasa
(dominio transmisor) y mutaciones dominantes en el dominio

receptor son las que causan mayor activacion del sistema Rcs.

Dos escrutinios genéticos disenados para detectar nuevos genes
regulados por el sistema Rcs han identificado genes previamente
descritos en E. coli y loci especificos de Salmonella, entre los que se

encuentran bapA, siuE, srfAy srfB.

El operon srfABC de S. enterica esta reprimido por el sistema Rcs y
por el sistema PhoPQ. Ello sugiere un solapamiento parcial entre los

sistemas Rcs y PhoPQ en el control de la virulencia de Salmonella.

La proteina SrfC se secreta a través del sistema de secrecion tipo III

de la isla de patogenicidad 1.

El gen igaA es el primer gen de un operon que incluye cuatro genes,

transcrito desde un promotor dependiente de ¢7°.

La transcripcion de igaA esta regulada de manera indirecta tanto por

la proteasa Lon como por el regulador de respuesta MviA.

MviA controla la actividad del sistema Rcs de dos formas: (1)
regulando la transcripcion de igaA, por una via dependiente de
RpoS, y (2) alterando los niveles de la proteina RcsB de manera

independiente de IgaA, RpoS y RcsC.
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