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Resumen 

El gen ompSI de Salmonella typhi codifica para una proteína de membrana externa de 

la familia de las porínas OmpC/OmpF. Este se expresa a muy bajos niveles, respecto a las 

porinas principales. Sin embargo, el análisis de remociones de ·Ia región reguladora 5' mostró 

que la remoción gradual de los nucleótidos -310 hasta -88, corriente arriba del sitio principal de 

inicio de la transcripción (PI), resultó en un incremento gradual de la expresión, alcanzando 

niveles diez veces mayores a los del gen de .Ia porina mayoritaria ompC. Entonces, este. 

fragmento de 222 pb contiene elementos reguladores involucrados en el control negativo. Los 

análisis de extensión del iniciador revelaron la existencia de tres promotores: la actividad de PI . 
,",," , .... ' ...•.. ' .. '.'\'''~','''''_'' .'_~~" .,"'" .. ,C,.~. "",:, __ ., ... ,' . 0,.: .. ,',,",,_, , .• _~.'''''''' 

fue dependiente de OmpR; P2 se expresó a un nivel más bajo en la ausencia de OmpR; y P3 

tuvo una actividad minoritaria y constitutiva. OmpR se unió preferentemente a la caja II, un sitio 

canónico de 18 pb tipo FIICI, la remoción (-88 a -66) de ésta resultó en una disminución de la 

expresión, confirmando así su función en.el control positivo. La expresión de ompSI no se 

indujo por un conjunto de condiciones de estrés, ni por la ausencia del regulador IHF 

involucrado en el control negativo. Un homólogo de ompS 1 ha sido encontrado en E. coli K-12, 

el cual contiene Wl codón de paro y un cambio de fase de lectnra, mientras que Salmonella 

typhim urium contiene una fase de lectura abierta, en esta región. Así, ompS 1 de S. typhi provee 

características nuevas en la regulación por OmpR. 

VO.Bo. 

Dr. Edmwldo Calva Mercado 

Asesor 



Summa!)' 

The Salmonella typhi ompS 1 gene codes for an' outer membrane protein of the 

OmpCIOmpF porin family. It is expressed at very low levels, relative to the major porins. 

However, deletion analysis of the S' regulatory region showed that the gradual removal of 

nucleotides -310 to -88, upstream from the PI major transcriptional start-point, resulted in a 

stepwise increase in expression, reaching levels 10-fold aboye those for the ompC major porin 

gene. Hence, this 222 bp segment contains cis-acting regulatory elements involved in negative 

control. Primer extension analysis revealed the presence of three promoters: PI activity was 

OmpR dependent; P2 was expressed at a lower level in the absence of OmpR; and P3 had a 

minor constitutive activity. OmpR bound preferentially to box n, an 18 bp F llC 1 canonical site, 

the removal (-88 to -66) of which resulted in a decrease in expression, thus supporting its role 

in positive control. Expression of ompS 1 was not induced by a set of stress conditions, including 

a shift in osmolarity, nor was the IHF regulator involved in negative control. An ompS 1 

homologue was found in E. coli K-12, which contains a nonsense codon and a shift in the 

reading frame, whereas Salmonella typhimurium contains an open reading frame, in this region. 

Thus, S. typhi ompS 1 provides novel features in OmpR regulation. 

VO.Bo. 

Dr. Edmundo Calva Mercado 

Asesor 



RESUMEN. 

En este trabajo se caracterizó la regulación del gen ompSl de SaJmonella Iyphi (S. l.) que 

. codifica para una porina expresada a bajos niveles en condiciones de crecimiento en' el 

laboratorio. 

Las porinas son proteínas de las más abundantemente expresadas en bacterias Gram

negativas y se localizan en la membrana externa. De ellas, OmpC y OmpF en Esehel'iehia eoli 

(E. e.) presentan un perfil recíproco de expresión en respuesta a la osmolaridad del medio. 

Interesantemente se encuentran bajo el control del mismo sistema regulador, constituido por la 

pareja OmpRlEnvZ. Así, su estudio ha constituido un paradigma fundamental de regulación. 

Iniciamos este trabajo animados a explorar los mecanismos que rigen la expresión de una 

porina minoritaria, encontrando para nuestra sorpresa que ésta tiene el potencial para transcribirse 

a los mismos o mayores niveles que las porinas principales. Además, en su control también 

desempeña un papel importante la proteína OmpR. Así, nuestros resultados apOllan conocimientos 

palticulares interesantes en tomo a ompSl a la vez que añaden infonnación importante al modelo 

general propuesto para explicar la regulación de las porinas. 

Como primer punto, se construyeron fusiones traduccionales de la región 5' de ompSl 

al gen reportero JaeZ sobre un plásmido derivado de pBR322, para defmir los límites 

aproximados en los cuales quedan contenidos los elementos eis-reguladores que controlan su 

expresión: encontramos que son suficientes 367 nuc!eótidos corriente arriba al codón de inicio. 

Enseguida se procedió a disectar ésta para delimitar subregiones de control; así se ubicaron dos: 

una distal involucrada en represión, que comprende alrededor de 220 nuc!eótidos y una proximal 

de al menos 88 nucleótidos en la que reside una fuerte capacidad de activación. De esta manera, 

la remoción de la región de control negativo resultó en incrementos en los niveles de expresión 

del gen reportero hasta 10 veces mayores a los de una construcción con la región reguladora de 

ompC. 

Se definió que la proteína OmpR interviene directamente en el control de ompS 1, 

uniéndose al menos en seis sitios a lo largo de toda su región reguladora con diferentes grados 

de afinidad, según lo evidenciarion experimentos de protección a la digestión con DNasa. 

También se apOltan datos que sugieren la participación de factores adicionales en la 

regulación: mediante experimentos de extensión del iniciador se determinó la presencia de tres 
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proIll0tores sobrelapados; dos de ellos (PI y P2) regulados y UIlO (P3) constitutivo pero débil. 

Así, su promotor principal (PI) es activado por OmpR, con su sitio de inicio mapeado 57 

nucleótidos corriente arriba al primer codón. En ciertas construcciones presentes en el fondo 

LJampB de S.f., el promotor P2 se activa, lo que indica la existencia de un sitio cis-actuante. Este 

. sitio mapea corriente arriba al nucleótido -117 (con referencia a PI). 

Todas las construcciones exhibieron básicamente un perfil de expresión similar en los 

fondos genéticos de S.f. y E.c. silvestre; lo mismo ocurre en fondos genéticos LJampB de ambas 

bacterias, aunque la ausencia de transcripción a partir de PI disminuye considerablemente los 

niveles de expresión. En conjunto, estos datos sugieren que los factores frans-actuantes 

reguladores para ampS 1 se encuentran conservados en ambas bacterias. Esta conclusión se 

refuerza por el hecho de que E.c. cuenta con un pseudogen ompS 1, truncado en dos sitios con 

un codón de paro y un cambio de fase de lectura para las cepas de laboratorio, y con dos 

cambios de fase de lectura en posiciones diferentes para una cepa de E.c. patógena 

(enterohemorrágica, EHEC). 
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INTRODUCCION. 

SlÚmollella typlzi, el agente etiológico de la fiebre tifoidea. 

Sa/monella ryphi (S. l.) es una enterobacteria Gram-negativa patógena que infecta 

específicamente al ser humano, ocasionando la fiebre tifoidea (F. T.) (Guthrie, 1992a). Su dosis 

infectiva se encuentra en el intervalo de 104 a lO' bacterias (Drasar y Barrow, 1985) y está 

detenninada tanto por factores asociados al patógeno (composición genética, condiciones de 

crecimiento, etc.) como por factores propios del huésped (edad, estado inmune, etc.). 

La ruta de infección es a través del tracto gastrointestinal, por ingestión de agua o 

alimentos contaminados con heces u orina de individnos infectados. La enfermedad se manifiesta 

luego de una a dos semanas de incubación, siendo caracterizada por fiebre, escalofríos, dolor de 

cabeza, dolores musculares y diarrea (en 20% de los casos). La infección generalizada alcanza 

un máximo luego de 7 a 10 días y puede persistir hasta por dos semanas (Guthrie, 1992b) .. 

Se estima que mundialmente OCUlTen 16.6 millones de casos deF. T. al a110, es decir 237 

casos por cada cien mil habitantes, de los cuales 600,000 son fatales (Pang et al., 1998). Por lo 

que respecta a la República Mexicana, la incidencia ha declinado más del 40% a pallir de 1988, 

'ubicándose en 9.8 casos por cada 100,000 habitantes en 1996, con una tasa de mortalidad del 1 % 

o menos (Calva y Calva, 1998) . 

Debido a la falta de un modelo animal para el estudio de la infección de S. t. y a que 

Sa/monella Iyphimurium (S. 1m.) ocaSIOna una enfennedad parecida a la F. T. en el ratón, 

muchos grupos de investigación han elegido a este par huésped-parásito para aportar 

conocimientos en tomo a su interacción. Así, se han definido rutas de invasión y diseminación, 

órganos, tejidos, tipos celulares, estructuras macromoleculares, mecanismos y genes involucrados 

en este proceso tan complejo. Algunos de los datos obtenidos parecen ser directamente 

extrapolables a la infección en el ser humano;' sin embargo, otros que involucran genes 

particulares, es decir presentes sólo en S. 1m., tienden a generar dudas de si existen proteínas que 

desempellen funciones equivalentes o si el proceso infeccioso difiere entonces significativamente 

entre ambas bacterias (Richter-Dahlfors y Finlay, 1998; Galan, 1996; Rosenshine y Finlay, 1993, 

Miller, 1991). 

Por otra parte, la genética comparativa entre· bacterias del géneroSalmonella pemlÍte 
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explicar, al menos parcialmente, la especificidad de húésped exhibida por algunos de sus 

miembros. A la vez, ha puesto en evidencia que no es únicamente la ausencia o presencia de 

genes la que lo determina; sino aWlado a esto hay diferencias sutiles en sus patrones de expresión 

y en la interacción de las proteínas codificadas en ellos (Baumer et al., 1998). 

Las polinas, proteínas de la membrana extema de bactelias Gram-negativas. 

Como toda bacteria Gram-negativa, S. t. posee una membrana intema y una membran'a 

extema, separadas por el periplasma. La membrana extema, a su vez, está constituida por lípidos 

y proteínas. Los lípidos en ella son de dos tipos: fosfolípidos y lipopolisacáridos (LPS). En 

Escherichia coli (E. c.), Salmollella y especies relacionadas su distribución es asimétrica, con la 

mitad interior constituida por fosfolípidos mientras que al exterior se exhibe el LPS. (Fig. 1, de' 

esta tesis). 

Em bebidas en la matriz lipídica existen vanas clases de proteínas, como son: la 

lipoproteína mureína, los canales específicos, los receptores de alta afinidad y las porinas clásicas. 

Las porinas principales o mayoritarias en E. c. son OmpF y OmpC; adicionalmente existe 

PhoE, la cual llega a ser mayoritaria cuando la bacteria crece en condiciones de ayuno de fosfato. 

Como su nombre lo sugiere, las porinas forman poros llenos de agua a través de los cuales se 

establece el intercambio de solutos hidrofilicos (nutrimentos y sustancias de desecho) entre la 

bacteria y su medio. Las porinas son de las proteínas más abundantes en una bacteria, 

constituyendo hasta el 2% de la proteína total, equivalente a 10' moléculas por célula. (Nikaido, 

1996) 

Cada una de las porinas mayoritarias ha sido caracterizada intensamente: en ténninos 

generales, todas forman trímeros y su límite de exclusión está alrededor de 600 Da, Sin embargo 

existen ligeras diferencias entre ellas: OmpF fomla un poro más grande que OlllpC (1.16 vs 1.08 

nm), siendo ambas ligeramente selectivas hacia cationes; mientras que PhoE tiene ligera 

selectividad hacia aniones (Benz, 1988; Nikaido, 1992; Schultz, 1993). 

Las porinas constituyen una superfamilia de proteínas distribuída entre bacterias entéricas 

y neisseriales. Cuando se alinea su secuencia primaria de aminoácidos es evidente la existencia 

de regiones conservadas y variables intercaladas; esto permite sugerir la conformación probable 

de estas proteínas en la membrana extema (Jeanteur et al., 1991). También de allí fue notable 
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Fig. l. Envoltura celular de las bacterias Gram-negativas. Nótese la constitución de la membrana 

externa: una bicapa lipídica asimétrica de la cual sobresalen las cadenas de LPS; en ésta hay 

embebidas algunas proteínas, entre ellas las porinas, agrupadas formando trímeros. 
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el hecho que tienen residuos altamente conservados, los cuales han sido caracterizados como 

impOliantes para la función de poro, su correcta ubicación en la membrana extel11a y las 

interacciones inter e intramoleculares (Bosch et al., 1986; 1987; 1988; Benson et al., 1988). 

Un paso muy importante en el estudio de las relaciones estructura-función de las porinas, 

fue la detenninacion de la estructura cristalográfica de dos de ellas (OmpF y PhoE). Así se 

definió que la cadena polipeptídica atraviesa la membrana en 16 ocasiones como tiras ~

antiparalelas, formando una estructura de barril que constituye el poro. Cada tira presenta 

residuos hidrofilicos e hidrofóbicos intercalados, que ·se orientan hacia el interior del poro o hacia 

la membrana, respectivamente. Los segmentos transmembranales estan conectados del lado 

exterior de 'la bacteria por asas o vueltas largas, mientras que del lado periplásmico hay giros o 

vuéltas_citas. En el caso específico de OmpF, se definió que la tercer vuelta extel11a se pliega 

hacia adentro del poro obstruyéndolo parcialmente, para definir sus medidas (0.7 x 1.1 nm), las 

cuales concuerdan con los datos obtenidos por detenninaciones indirectas. Por otra palie, se 

propone que el asa 2 se dobla hacia afuera para interactuar con el monómero vecino, 

contribuyendo a estabilizar el trímero (Cowan et al., 1992). 

Además de los genes de porinas mayoritarias, se han descrito en E. c. genes que codifican 

para porinas que se expresan a bajos niveles en condiciones de laboratorio, como son Lc, NmpC 

y OmpN, o que se inducen en ausencia de las porinas principales y bajo la presión de crecer en 

un sustrato definido (maltodextrinas) como OmpG (Mi sra y Benson, 1989). Para el caso de S. 

1m. se ha descrito adicionalmente una porina mayoritaria, OmpD. Finalmente, por lo que 

respecta a S. l., hemos clonado, secuenciado y caracterizado en mayor o .menor extensión los 

genes que codifican para OmpC, OmpF, PhoE, OmpS l y OmpS2 (el homólogo estructural de 

OmpN) (Puente et al., 1987; Fel11ández-Mora et al., 1995) 

Factores que intervienen en regular la expresión de las polinas. 

La regulación de las porinas principales de E. c. ha sido materia de estudio durante 

muchos afios por varios laboratorios. Es así que se ha determinado una serie de condiciones del 

medio ambiente que afectan su expresión. Entre ellas están: pH, temperatura, presencia de· 

sustancias tóxicas o nutrimentos, fase de crecimiento y osmolaridad (Pratt et al., 1996). 

También se ha generado infonnación, en mayor o menor grado, respecto a algunos de los 
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procesos intracelulares que defmen su expresión en respuesta a una condición ambiental definida. 

En este respecto, se sabe que ompF es controlado negativamente a nivel traduccional por el RNA 

antisentido micF. Este gen está orientado divergente a ompC y su transcripción se incrementa por 

un mecanismo no caracterizado en respuesta al aumento de la temperatura (Forst e Inouye, 1988). 

Además, se han identificado algunas proteínas reguladoras que activan la transcripción de 111 icF 

uniéndose a su región promotora, entre las que se encuentran: MarA, cuyos niveles se 

incrementan en presencia de ácidos débiles y antibióticos (Jair et al. 1995) , Y SoxS, involucrada 

. en la respuesta al estrés oxidativo (Li y Demple, 1994). Entre los represores de 111 icF está la 

proteína Lrp, que es activa en condiciones de ayuno (Ferrario et al., 1995). Por otra parte, la 

síntesis de OmpF disminuye durante la fase estacionaria de crecimiento a medida que el factor 

RpoS se produce, sin que hasta ahora se conozca como es que ello se define. 

Sin embargo, no cabe duda que el mecanismo de regulación de las porinas en respuesta 

a la osmolaridad es el más ampliamente caracterizado (Fig. 2, de esta tesis). El hecho es que en 

E. c. las porinas mayoritarias se expresan de manera recíproca en respuesta a la osmolaridad. Así, 

cuando la osmolaridad es baja, se expresa preferentemente OmpF; pero cuando la osmolaridad 

aumenta OmpF se reprime y se sintetiza OmpC (Fig. 2B, de esta tesis) (Alphen y Lugtenberg, 

1977; Pratt y Silhavy, 1995a). 

La justificación empleada para explicar este patrón de expresión alude a que un medio 

de baja osmolaridad equivale a un medio pobre en nutrimentos, mientras que un medio de alta 

osmolaridad es rico en nutrimentos y quizás también en sustancias tóxicas. Así, el expresar un 

poro grande como el de OmpF, o más pequeño como el de OmpC, constituye una ventaja para 

la bacteria en función del medio en el que se encuentre. 

Desde muy temprano en el estudio de las porinas, fue evidente la existencia de un locus 

involucrado en su osmorregulación, al cual se denominó ompB. Posteriormente se definió que 

en él están codificados los genes para las proteínas OmpR y EnvZ, organizados en un operón. 

Estudios extensivos y de comparación revelaron que pertenecen a la familia de reguladores del 

llamado sistema de dos componentes (Sanna y Reeves, 1977; Hall y Silhavy, 1981; Wurtzel et 

al., 1982; Slauch y Silhavy, 1989). 

EnvZ, la proteina detectora, tiene una longitud de 450 aminoácidos (aas) y está presente 

en aproximadamente 10 copias por célula; en ella residen además actividades de fosforilación 

7 

, . 



dependiente de ATP, cinasa de OmpR y fosfatasa de OmpR fosforilado. Posee en su eXtremo 

amino terminal dos segmentos transmembranales (TMI, aas 16-47 y TM2, aas 163-179), que la 

anclan a la membrana intema, exponiendo hacia el periplasma los residuos 48 al 162. La 

evidencia experimental indica que la· capacidad detectora-transmisora de la variación en la 

osmolaridad reside en estas regiones, sin que se conozca con certeza el estírqulo detectado en sí. 

(Forst et al., 1987; Igo y Silhavy, 1988; Igo et al., 1989; Tokishita et al., 1991; Waukau y Forst, 

1992). 

Las funciones enzimáticas o de señalización residen en el dominio citoplásmico de EnvZ 

(carboxilo terminal) (Roberts et al., 1994). Este a su vez se divide en dos subdominios: el A de 

67 residuos (aas 223 al 289), que contiene el sitio de autofosforilación (la His 243), y el B de 

161 residuos, en donde se ubica la función de unir A TP Y las actividades de fosforilación hacia 

el dominio A y hacia OmpR (Fig. 2A, de esta tesis)(Park et al., 1998; Tanaka et al., 1998). 

Adicionalmente se sabe que dos mutantes de EnvZ en distintas actividades pueden 

transcomplementarse, lo que sugiere que la función de detección y transducción es bimolecular 

(Yang e Inouye, 1991). Sin embargo, existe controversia respecto a cuál o si todas las actividad,es 

de EnvZ son objeto de regulación (Rus so y Silhavy, 1991; Jin e Inouye, 1994). 

OmpR es la proteína reguladora o efectora del sistema, de 239 aas de longitud y 

naturaleza soluble (citoplásmica), presente en aproximadamente 1000 copias por célula. Entre 

otras funciones, interactúa con EnvZ para recibir el estímulo (fosforilación) o ser inactivada 

(desfosforilación), y se une al DNA para activar o reprimir la transcripción e interactúa con otras 

proteínas (Fig. 2, de esta tesis) (Wurtzel et al., 1982). 

También esta proteína posee dos dominios: el amino terminal, donde es fosforilada en Asp 

55, y el carboxilo terminal donde reside la capacidad de unir al DNA y de interactuar consigo 

misma y con la RNA polimerasa (específicamente con el extremocarboxilo terminal de la 

subunidad a) (Tate et al., 1988; Tsung et al., 1989; Igarashi et al., 1991; Slauch et al., 1991; 

Shariff e Igo, 1993). 

Se ha determinado que la fosforilación de OmpR aumenta su afinidad por el DNA al 

menos 10 veces (Aiba et al., 1989); entonces, básicamente por ese motivo es que en condiciones 

nonnales in vivo la forma desfosforilada de OmpR es inactiva, pues el resto de sus actividades 

son consecuencia de su capacidad de unir DNA. Por otra palie, se ha correlacionado que el 
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Fig. 2. Modelo clásico de regulación de las porinas mayoritarias en E. c. A) Esquema general que 

muestra el par de proteínas involucradas en osmorregulación: EnvZ, proteína de membrana 

intema, con un dominio detector (periplásmico) y un dominio de seIialización (citoplásmico), se 

indica su sitio de autofosforilación (H253); la otra proteína es OmpR, citoplásmica, fosforilada 

en el residuo D55 y con capacidad de unirse a la región reguladora de ompC y ompF. B) 

Esquema de las interacciones propuestas entre OmpR y la región reguladora de ompC y ompF 

en baja y alta osmolaridad; en la primer condición la interacción ocurre entre OmpR y las cajas 

de alta afinidad (señaladas' con la letra A) sobre ompF; en la otra OmpR interactua con cajas de 

alta y baja afinidad (estas últimas sellaladas con la letra B) formando una horquilla represora en 

ompF, pero favoreciendo la transcripción de ompC. 
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aumento en la osmolaridad del medio ocasiona incrementos en el nivel de OmpR fosforiladD 

(Forst et al. 1990). 

Tomando. en consideración tDdos estDs hechDs, se propuso un mDdelo para explicar la 

regulacióÍl recíproca de la expresión de IDS genes de porinas en respuesta a la Dsmolaridad, el 

cual pDstula que cuando. la DsmDlaridad del medio es baja también lo SDn IDS niveles de OmpR 

fDsfDriladD. En estas cDndiciDnes, OmpR se nne a SitiDS de alta afinidad sDbre la región 

reguladDra de ompF para activar su transcripción, pero. que cuando. la DsmDlaridad aumenta, ID 

propio. Dcurre CDn el nivel de OmpR fDsfDriladD. Así,. en este caso. OmpR fDsfDriladD satura los 

sitiDS de alta afinidad y une sitiDS de baja afinidad, sDbre la región reguladDra de ompF 

ocasiDnandD su represión y en la región reguladDra de ompC activando. su transcripción (NDriDka 

et al., 1986; MizunD et al:, 1988; MizunD y Mizushima, 1990; Russo y Silhavy, 1991) (Fig. 2). 

Este mDdelD pennite hacer una serie de predicciDnes respecto. a la existencia de sitiDS de 

alta y baja afinidad, encargados de activar y reprimir, respectivamente, en la región reguladDra 

de ompF; así CDmD sitiDS de baja afinidad corriente arriba a ompC, involucradDs en la activación. 

Además, predice que, en términDs generales, la región reguladDra de ompF debe ser almenDs 20 

veces más afm por OmpR fDsfDriladD que su cDntraparte en ompC. 

Estas predicciDnes fueron dificiles de evaluar hasta hace tiempo., pero antes de proceder 

en ese sentido quedaban aún pDr definir: la secuencia CDnsenSD que reCDnDce OmpR, su IDngitud 

y las bases nucleDtídicas impDrtantes que detemúnan el grado. de afinidad; el número. de 

mDléculas de OmpR que se unen a cada región reguladDra, las interacciDnes . entre éstas y la 

comparación directa y cuantitativa de la capacidad de unión de OmpR hacia las dDS regiDnes 

reguladDras. 

Si bien resultaría cDmplaciente afirmar que cualquiera de estDs tÓpiCDS ha sido. explDradD 

de manera extensiva y cDncluyente, es bueno reCDnDcer que en IDS últimDs aI1Ds se han hecho. 

avances impDrtantes cuya cDnsideración nDS pennite cDnceptualizar la situación actual en 

términDs más adecuados. 

Así, de manera simultánea e independiente, dDS grupDs (Rampersaud et al., 1994; Huang 

et al., 1994) identificarDn la existencia de un sitio. de unión de baja afinidad para OmpR en la 

región 5' reguladDra de ompF, invDlucrado en reprimir prDbablemente a través de la formación 

de una horquilla CDn la ayuda de la prDteína IHF (Ramani et al., 1992) y de la curvatura 
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intrínseca del DNA. Posteriormente, Harlocker et al. (J 995) encontraron qne la proteína OmpR 

se une al DNA en una modalidad de "dos a la vez" y si bien en solución nunca se ha demostrado 

la existencia de dímeros de OmpR, aparentemente el pegado al DNA en sitios contiguos 

desencadena una interacción proteína-proteína. Estos resultados han sido cOlToborados 

posteriormente por otros grupos (Huang e Igo, 1996), madurando así el concepto de que cada 

monómero de OmpR reconoce la mitad del sitio de unión, pero que es impol1ante una secuencia 

íntegra y COlTecta en cada mitad para que. el complejo se forme. 

Aun con toda esta infonnación, ha sido difícil establecer la secuencia consenso reconocida 

por OmpR, aunqne varios grupos han abordado el problema (Harlocker et al., 1995; Huang e Igo, 

1996; Pratt y Silhavy, 199 5b), empleando divers~s metodologías que van desde las diferentes 

técnicas de protección in vivo (con dimetil sulfato) e in vitro (DNasa, radicales hidroxilo), hasta 

el rastreo de mutantes que aumenten o disminuyan la afmidad in vitro e in vivo, respectivamente. 

La conclusión de estos trabajos, en términos generales, es que el par de moléculas de OmpR 

reconoce alrededor de 18 a 20 nucleótidos. Sin embargo, el conjunto de secuencias reconocidas, 

cuatro cajas sobre la región reguladora de ompF (Fl a F4) y tres sobre la cOlTespondiente en 

ompC (Cl a C3), no guardan un buen consenso, de tal manera que sólo ha sido posible proponer 

la importancia de algunos cuantos nucleótidos y especular en tomo a su distribución pal1icular 

para definir la afmidad de toda la caja. 

Por ello mismo, ha sido difícil distinguir si cada monómero reconoce una secuencia 

repetida directa o inversa y por lo tanto defmir si la interacción proteína-proteína OCUlTe en 

tándem o es encontrada. Un avance previo a la resolución de este problema, lo constituyeron)os 

experimentos tendientes a defmir la estructura tridimensional de la proteína OmpR, pues resultaba 

dificil encontrar, en base a su secuencia primaria y a Jos datos de mutantes puntuales, un motivo 

típico de unión a DNA. Así, de manera casi simultánea, dos grupos (Kondo et al., 1996; 

Martinez-Hackert y Stock, 1997a), reportaron la cristalización del dominio carboxilo tenninal de 

OmpR; la estructura definida por ambos es coincidente. Estos trabajos concluyen que OmpR 

puede agruparse en una sub familia de reguladores transcripcionales que poseen un dominio de 

unión a DNA de hélice-vuelta-hélice con alas (Martinez-Hackert y Stock, 1997b), lo cual implica 

que la función de reconocimiento del DNA está dada no solo por la estructura de hélice-vuelta

hélice, sino también por dos estructuras adicionales que la flanquean a cada uno de sus lados, 
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denominadas alas. 

Con esta serie de datos, se determinó la orientación de los monómeros de OmpR sobre 

su sitio de unión, empleando un conjunto de proteínas modificadas en sitios presumiblemente 

cercanos a la interfase proteína-DNA con un reactivo (o-cobre-fenantrolina) que corta al DNA. 

De esta forma, se definió que los monómeros de OmpR se orientan en tándem, con las alas 1 

proximales y las alas 2 distales al sitio de inicio de la transcripción, lo que indica que en el 

dímero se establece una interfase proteína-proteína entre el ala 1 de la molécula 5' y el ala 2 de 

la 3'. También se obselvaron variaciones en la intensidad y especificidad de reconocimiento de 

cada monómero hacia su medio sitio (Hanison-McMonagle et .al.,1999) . 

En otro estudio que ai'iade infonnación impoltante, compararon de manera cuantitativa la 

afinidad de OmpR y OmpR fosforilado por sus sitios de unión sobre las regiones reguladoras de 

ol11pF y Ol11pC in vitro, a través del cambio en la anisotropía de fluorescencia de fragmentos de 

DNA marcados. Los resultados obtenidos indican que OmpR sin fosforilar es seis veces más afin 

a la región reguladora de Ol11pC (cajas Cl a C3) que a la de ompF (cajas Fl a F3) y que una vez 

fosforilado, si bien la afinidad se incrementa, ello no ocurre de manera constante para ambas 

secuencias, lo que ocasiona que en esa condición OmpR fosforilado sea solo alrededor de dos 

veces más afin, por las cajas tipo F que por las C, lo cual entra en conflicto con una de las 

predicciones básicas del modelo (Head et al., 1997). De ser conoborados. estos datos, será 

necesario postular un modelo más elaborado que involucre actores o mecanismos desconocidos 

a la fecha. 

En lo que respecta a las porinas de S. t., el estudio de su regulación fue abordado por 

nuestro laboratorio en los aspectos que en principio resultaron más novedosos, como lo es el 

hecho de que Ol11pC no se osmonegule, aunque su expresión depende también de OmpR 

(Pueute et al., 1991). Ello nos llevo a aislar los genes codificados en el operó n ol11pB (Maltínez

Flores et al., 1995) y a generar lila mutante en este locus (Martínez-Flores et al., 1999). Todo 

ello con la finalidad de comprender los mecanismos de regulación de esta porina. La infonnación 

respecto a la secuencia de las proteínas OmpR y EnvZ es por sí misma interesante: mientras que 

OmpR es idéntica a su homólogo en E. c. EnvZ exhibe algunas diferencias, las cuales se agrupan 

principalmente en el subdominio B del dominio citoplásmico. Más aun, experimentos de 

complementación en mutantes en ol11pB de E. c. y S. t., empleando fusiones de las regiones 
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reguladoras de los respectivos genes ompC, revelan que las diferencias en la expresión están 

dadas en parte por el fondo genético de cada cepa empleada pero también por el locus regulador 

en sí; de manera que cuando no se reunen estos dos requisitos, el perfil particular de expresión 

de S. t. no se presenta (Martínez-Flores et al., 1999). 

Por otra palie, el gen ompS 1 fue aislado en nuestro laboratorio de un banco genómico de 

S. t. construido en fagos, mediante hibridación tipo southem, empleando como sonda fragmentos 

del gen ompF de E. c. A paliir del fago recombinante que lo pO!iaba fue subclonado como un 

fragmento de SalI de 5.6 kb en pBR325 (Femandez-Mora et al., 1995). Con su secuencia 

nucleotídica se dedujo la secuencia de la proteína, que al alinearla con otros miembros de la 

familia de las porinas muestra todos los rasgos conservados en esllas: un péptido líder o 

secuencia señal propio de proteínas exportadas, dieciseis segmentos que guardan entre si alta 

similitud y ocho regiones variables, correspondientes a las secuencias transmembranales y a las 

asas o vueltas largas expuestas hacia el exterior de la bacteria, respectivamente; así como 

aminoácidos que han sido caracterizados como importantes en la función de poro y en la correcta 

ubicación de estas proteínas en la membrana extema (Benson et al., 1988; Misra y Benson, 1988; 

Jap y Walian, 1990). 

Un hecho que llamó nuestra atención fue que aún clonado en un plásmido, los niveles de 

expresión de ompS 1 a partir de su propio promotor son bajos cuando la bacteria crece en 

condiciones estandar de laboratorio, de manera que la proteína solo es observable en el sistema 

de mÍ.nicélulas. Sin embargo, cuando la región codificante es clonada bajo el control de un 

promotor fuelie e inducible, y se analiza el perfil electroforético de proteínas de membrana. 

extema (OMPs) teñidas con commassie de bacterias transformadas con esta construcción, es 

posible detectar una protei.na del peso molecular de OmpS 1 (Fernandez-Mora et al., 1995). 

Lo anterior sugiere que ompS 1 está sujeto a un estricto control transcripcional, pero que 

cuenta con todas las señales para ser traducido y exportada eficientemente. 
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OBJETIVO 

El objetivo general de este trabajo fue aportar datos que contribuyan a establecer un 

modelo del mecanismo molecular por el cual S. t. mantiene bajos niveles de expresión de ompS 1 

cuando crece en condiciones de laboratorio. 
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RESULTADOS PUBLICADOS. 

A continuación se incluyen dos artículos ya publicados que son el fruto del trabajo de 

investigación en tomo a ompS l. 

En el más reciente se inicia el estudio detallado de su región reguladora para delimitar 

los elementos cis-actuantes requeridos para un bajo nivel de expresión e identificar los factores 

trans-actuantes directos o indirectos . 

. La estrategia experimental consistió en la generación de fusiones traduccionales con 

diferentes fragmentos de la región reguladora recortada por su extremo 5' al gen repol1ero lacZ. 

En la gráfica de la Fig. I (panel A) se repol1an los diferentes niveles de expresión cuantificados 

para siete fusiones, asi como el efecto de cuatro fondos genéticos; el esquema adjunto (panel B) 

destaca los elementos cis-reguladores incluidos en cada construcción. 

Del análisis de esta figura es evidenie que: 1) una construcción que tiene 310 nucleótidos 

de la región reguladora aún contiene integras los elementos cis-actuantes que mantienen un bajo 

nivel de expresión; 2) existe una región distal de alrededor de 222 nucleótidos involucrada en 

. represión; y 3) existe una región proximal coniente abajo de -88 capaz de activar hasta 10 veces 

más que la región reguladora de ompC. 

Por lo que respecta al efecto del fondo genético, observamos que el perfil de expresión 

para cada construcción es muy similar en ténninos generales, independientemente de si están 

transfonnadas en S. f. o en E. c. lo cual sugiere que los elementos reguladores en IrmlS están 

conservados entre ambas bacterias. 

También es importante hacer notar que una mutación que inactiva el operón ompB, donde 

están codificados OmpR y EnvZ tiene el efecto de disminuir la expresión tanto en S. l. como en 

E. c. 

Con estos resultados un punto a explorar era si el análisis de remocIOnes refleja el 

comportamiento total de ompS l. Para ello se generó la construcción pR0269, que es equivalente 

a la pR0266 del experimento anterior, solo que lleva el gen estructural en lugar del rep0l1ero. 

El análisis del perfil electroforético de OMPs de S. t. silvestre y ¿Jol71pB transformada con 

esta y otras construcciones se muestra en la Fig. 2. Con el se validan los resultados del análisis 

de remociones a la vez que se refuerza la idea de que el control sobre ompS 1 es principalmente 
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a nivel transcripcional. 

Con el fin de ubicar las regiones recién identificadas como impoliantes para la regulación 

con el sitio de interacción de la RNA polimerasa se mapeó el sitio de inicio de la transcripción. 

Los resultados de este experimento se muestran en la Fig. 3. Estos evidencian que ompSI tiene 

tres sitios de inicio de la transcripción, que denominamos P J, P2 Y P3. Es decir que este gen 

tiene tres promotores que están sobrelapados (Fig. 4). El PI es el promotor principal en el fondo 

silvestre, P2 exhibe un perfil complejo de transcripción, mientras que P3 se transcribe en forma 

débil y constitutiva. 

Para evaluar la existencia de una interacción entre la proteína OmpR y la región 

reguladora bajo estudio se emplearon ensayos de protección a la digestión con DNasa (Fig. 5), 

ello permitió delimitar experimentalmente los sitios de unión a OmpR, a la vez que sugiere la 

existencia de una jerarquía en el reconocimiento, conforme se incremelita la concentración de 

OmpR. 

En un intento de reunir más datos en tomo al probable papel de OmpR en la represión 

de ompS 1, se generó un plásmido que contiene la totalidad de la región mínima reguladora, pero 

con una remoción interna de 31 pares de bases que incluye la caja IV (Fig. 4), al que 

. denominamos pR0310d4; este plásmido dirige niveles de expresión similares a los de una 

construcción de tamaño intermedio en fondos genéticos de S. t. silvestre y !JompB (Fig. 6), 

transcribiéndose en el primer caso a partir de PI yen el otro a partir de P2 (Fig. 3). 

He añadido dos figuras adicionales en esta sección, que complementail el aliículo. 

La Fig. 3. de esta tesis es un alineamiento entre la región reguladora de ompSI y un 

fragmento de DNA 5' al pseudogen ompS 1 de E. c. La identidad existente es de un 62%. 

La Fig. 4. de esta tesis es el alineamiento entre la proteína OmpS 1 de S. f. y la secuencia 

deducida y editada a partir del pseudogen ompS 1 en E. c. (panel A) en el que también se 

incluyen mutaciones encontradas en la misma región pero en EHEC, y el alineamiento (panel B) 

de la secuencia conespondiente en S. 1m. donde hay una fase de lectura continua. 

, El otro artículo describe el aislamiento, clonación secuenciación y caracterización inicial 

deompSI. 

Mi contribución a este trabajo fue la generación de una primer fusión traduccional al gen 

reportero lacZ, equivalente al pR0266 del segundo artículo, que nos dio las primeras evidencias 
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del requérimiento de una región reguladora integra para el estricto control transcripcional sobre 

ompS 1 y de la impOJiancia de OmpR en éste. Apoyados en dichos datos participé en ~l análisis 

de su secuencia en busca de cajas con similitud al consenso que reconoce OmpR. 

Por otra parte, analicé por hibridación tipo Southem el DNA de distintas Sahnonellas, 

empleando COlil? sonda el gen ompS 1, encontrando que existen secuencias similares en otras 

cepas de S. t., así como en bacterias de este género. 

. .~. 
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Negative and positive regulation of the non
osmoregulated ompS1 po.rin gene in Salmonella typhi: 
a novel regulatory mechanism that involves OmpR 

Ricardo Oropeza, Clara Luz Sampier/, José Luis 
Puente and Edmundo Calva' 
Departamento de Microbiología Mol;:cular, Instiluto de 
Bioteenología, Universidad Nacional Autónoma de 
México, Av. Universidad 2001, Cuerna vaca, Moreles 
62210, Mexico. 

Summary 

The Salmoneffa Iyphi ompSl gene codes for an outer 
membrane protein 01 the OmpC/OmpF por In lamily. It 
is expressed at very low levels, relative to the major 
porlns. However, de/ellon ana/ysls of the 5' regulatory 
region showed that the gradual removal 01 nuc/eo
lides -310 to -88, ups!ream Irom the P1 major tran
scriptional 5tart-point, resulted in a stepwise Increase 
In expresslon, reaching /evels 1 Q.fold above those for 
the ompe major porin gene. Hence, this 222 bp seg
ment eontains cls-aeting regulatory elements Involved 
in negative control. Primer extension analysis revealed 
the presenee of three promoters: P1 activity was OmpR 
dependent; P2 was expressed ,at a lower level in the 
absence 01 OmpR; and P3 had a minor constitutive 
activity. OmpR bound prelerentially to box 11, an 18 bp 
F1/C1 canonieal site, the removal (-88 to -66) 01 
which resulted in a de crease in expression thus sup
porting its role in positive control. Expression of 
ompSl was not indueed by a set of stress conditions, 
ineluding a shit! in osmo/arity, nor was the IHF regula
tor involved in negative control. An ompSl homologue 
was found in E. cali K-12, which contains a nonsense 
codon and a shit! In the reading frame, whereas Sal

. monella typhlmurium contains an open reading trame 

in this region. Thus, S. Iyphl ompSl provides novel lea
tures in OmpR regulation. 

Introduetion 

Typhoid fever (TF) in humans is the result 01 a systemic 
infection by Salmonelfa Iyphl, alfecting a wide sector 01 
the worid population (Pang et al., 1995). Á specific humoral 

. and cellular immune response is mounted against S. typhi 
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outer membrane proteins (OMPs) in TF palients, which has 
allowed the design of novel diagnostic assays (Calderón 
et al., 1986: Aron et al., 1993: Verdugo-Rodríguez'el al:;" 
1993). Furthermore, Salmonelfa typhimurium and S. typhi 
OMPs have proven to be relevant immunogens for protec-
tion 01 mice chaltenged with virulent strains (Kuusi et al .. 
1981: Isibasi el al., 1988; Muthukummar and Muthukkar-
uppan, 1993). The stimulation of peripherallymphocytes, 
toxic effecls on HeLa and Hep-2 ceUs, the activalion 01 
complemenf. and the release of several eytokines hava 
been observed in response to S. typhimurium" parins 
(Galdiero et al., 1984; 1993: Tufano et al., .1984). Interest-
ingly, double ompC and ompF mutants "'ere less virulent . 
than the wild type (Chatfield el al., 1991). Thus, the study 
01 OMPs, including parins. is' of relevance towards lhe 
understanding of the interaction bBtween a bacterial patho
genand its host. 

S. Iyphi synthesizes three major OMPs that are highly 
a.bundant upon growth in standard laboratory media: the 
OmpC and OmpF por in s and OmpA, a struetural protein 
(Puente et al., 1991). Another major porin, PhoE, is synthe- .{{G' 
sized under phospha.te Ilmitation {t. Calva eL.iI., unpub='r!.') 
lished). Expression of E. cofi OmpC and OmpF is under ~ 
the control 01 EnvZ and OmpR, a two-component signal 
/ransduction syslem coded by the ompB (ompR envZ) 

• 

locus. The relative leve:s of OmpC and OmpF express ion 
in E. eoli are modulated by changes in osmolarity, which 
affects the level of phosphorylated OmpR (Fors! and 
Inouye, 1988; Mizuno and Mizushima, 1990; Pran el al., 
1996). In S. typhi, ompC and ompF expression is reduced 

·!n om:>A 2nd ~ompB b2ck~rounds: 21~hOlJgh a shift in 

osmolarity only affeets expressi mpF (Pue;nt8el:@M. 
1991; artinez·Flores el al. submined). The OmpR pro- ~ 
teins are identieal tetween E. coli and S. typhi and ¡he 
EnvZ proleins are 95% identical; most differences are 
located to na carboxy terminus~artjnez-Flores) 

al., 95; Martínez-Flores el al., submined). It is inter- Y&:\ 
esting to note that the ompB operon has been implicated ~ 
in baeterial virulence, which highligh!s the pleiotropic role 
01 this regulatory system in the' physiology of Salmonef/a 
(Dorman el al., 1989; Pickard el al., 1994; Lindgren el al., 
1996). .18 
. To ."-de! further to our investigations, S. Iyphi contains 
the novel ompS 1 gene that eodes for an OMP wilh all 
!he molecular fealures of lhe"OmpC/OmbF familv,'which 
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I 5 ~ synlhesized al relatively low levels under slande'd 
\aboralory growlh condiliens (Femández-Mora et al., 1995). 
Moreover, although sorne variation in size and in anion or ,/ 
caUon selectivity has been observed among lhe porins 
lormed by E. cofi and S, typhimurium, no clear lunctional 
diflerence has been established yel.belween them, and 
il is not readily apparent why a bacterium syn\hesizes a 
variely 01 slructurally related porins (Senz et al .. 1985: 
Hancock, 1987). This wider porin repert.oire in Salmoneffa 
hes raised new queslions lo be addressed, including Ihose , 
regarding \he lunclion and expression 01 S. typhi ompSl. 
In Ihis conlelct, various allribules \hal delermine ompSl 
negalive and positive regulalion, belh in \he presence 
and absence 01 Ihe OmpR Iranscriptional regulator, are 
described herein. 

., 'J' • -.., .. 

Resulls 

Expression of reporter genes harbouring different 
lenglhs 01 the ompSl 5' regulatory.region 

Previously, we had shown Ihal ompSl can direcl Ihe 
expression 01 a major OMP when under Ihe conlrol 01 a 
51ron9 inducible promoter, but nol under the control of 
1.4 kb 01 ils own 5' regulatory region as in plasmid 
pFC63 (Fernández-Mora et al., 19S5). This observation 
prompled us to investigate whether this region contained 
negative cis-acting regulatory elemer,ls Ihal delermined' 
Ihe low level 01 ompSl expression. Fragments carrying· 
l.4kb, 600bp or 521 bp 01 Ihe ompS15' upsl,eam region 
were used lo creale Iranslationar lusions lo the lacZ 
reporter gene, rendering plasmids pR01.4, pR0600 and 
pROS21 respeclively (see Experimental procedures). 
These cons/ruclions were Iranslormed inlo Ihe S. typhi 
wild-Iype Mexican relerence sI rain IMSS-l (Puenle et al., 
'~87), and Ihe reporter aClivily levels were determined. /><J. 

AU three constructs had similar low levels of ex ressio 
(nol shown) lo Ihose displayed by pATS9 . Calva et al. 
unpublished). pATS9 conlains a lacZlusion lO Ihe S' regu
lalory region 01 Ihe S. Iyphi phoE gene, which served aS'a 
background conlrol under high-phosphale repression. 

Exonuclease Ba/31 and pR0521 were used lO generale 
a colleclion 01 shorler pRO lacZ lusion plasmids contain

", ing.various lenglhs_.ol Ihe ompSl S' regutalory region, 
as described in Experimental procédures. Several clones, 
exhibiting different blue lonalities on Xgal Luria-Bertani 

. (LB) plales, were selecled and sequenced in order lo 
define Ihe exlent 01 Ihe Ba/31 digestion. Bela-galaclosidase 
assays on cultured samples 01 S. typhi IMSS-l carrying 
these delelions showed \hat pR0310 was Ihe shorlesl 
clone lO exhibil a similar low level 01 expression lolhe 
longer clones. This delined Ihe minimal region lor negative 
control because shorler clones presented higher activities 
(Fig. 1 and dala nol shown) .. 
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In S. íyphi wild Iype, expression increased more \han 
100-lold, in a slepwise lashion, upon removal 01 222 bp, 
which is the observed diflerence belween pR0310 and 
pR088 (Fig. 1). Interestingly, this expression was more 
\han 10-lold grealer \han \hal shown by pSCZ10, which 
contains an S. Iyphi ompC-lacZ lusion (Martínez-F1ores 
el al. Submilled) and which was used as a positive conlrol. 
Further removal 01 22 bp (Irom pR088to pR066) resulled 
in a 1<Hold decline in expression (Fig. 1). 

Role of OmpR iñ ompSl activation 

Te assess \he role 01 OmpR in ompSl aClivation, the 
expression 01 representalive lusions .was analysed in S. 
typhi t.omp8 (ompR envZ) and in E. cofi wild Iype and 
!lomp8 (Fig. 1). The expressien in S. typhi ::'ompB 

. resuMd· in a sixloldreducUon:in .expression lor~ p89?8, . 
and in a generallowering lor all conslrucls. In fE. coliwild 
type, there was also an increase in pR088 expression 
compared wilh Ihe longer pR0310 and wilh Ihe shorler 
pR066 construcls, allhough Ihe highest .Ievel attained 
was one-quarler 01 thal seen in S. typhi wild Iype. Expres
sion in E. coli t.ompB was reduced as lor lhe S. typhi 
mutanl (Fig. '). 

These observations led us lO consider two pulalive S' 
regulatory subregions that determine expression in the 
wild-type sira in: cne containing cis-elemenls for negative 
conlrol between -310 and -88, and one comprising cis
acling elemenls lor positive regulalion wilhin -88 and 
-66. In addilion, allhough mosl expression was dependent 
on lhe omp8 regulalory operon, some ompB-independenl 
activily was also seen (Fig. 1). Inlerestingly, putalive 
OmpR-binding boxes (I-VI) have been idenlified in belh 
subregions (Figs,.1 and 4) on the basis 01 ne1v1y delined 
18 bp regulalory siles (Huang and Igo, 1996: Head el al., 
1998). 

I1 is worth noting Ihal we had previously delined Ihe 
10bp boxes lrom I lo V (Fernández-Mora el al., 1995) 
on Ihe basis 01 F, and C-Iype boxes (Rampersaud et al., 
1994). Thús, curre nI bex I c.orresponds lo old box I plus 
adjacenl bp: box 11 énc.ompasses previous bexes 11 and 
parl 01 111; new bex 111 corresponds to parl 01 old box 111 
and adjacenl bp: and bex IV encompasses previous boxes 
IV and V. 

OmpSl can be present at major levels in the outer 
membrane 

To tesl whether Ihe removal 01 a porlion 01 the ompSl 5' 
upstream region resulted in an increase in the synthesis of 
Ihe OmpSl porin and in its incorporalion inlo Ihe outer 
membrane as predicled by Ihe lacZ lusion sludies, Ihe . 
eleclrophoretic OMP proliles 01 S. typhi cells harbouring 
PFC63 and pR0269 were compared (Fig. 2, lanes b and 
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Flg. 1. Expression and S' upstream regulalory 
features 01 S. typhl ompS ,. 

~ 5.typhiwt 

A. Beta-galaclosielase speci.fic actMty (vertical 
axis), relatlve lo an equlvalent S. typhl ompC
laeZ fusion In S. typhl, of translational fuslons 
con1ainlng varylng lengths 01 lhe 5' regulalory 
region 01 ompS1 (horizontal axis). Determlnations 
were carried out lhree times In duplicate 'rom 
cells in lhe mid-Iogarilhmlc phase 01 growlh. 

1000 
• - 6- - S. typhl 6OI'fIP8 
~ E.coIiwt .... 

u -- O- - E. col; 60mPB 

i 800 

E 
w 

j 
~ 

,,)O 

:~ 
::; <o, • 

pROSO 
pA0117 

l! o 
u 
~ 
~ 

200 _. " 
pJ:t031 O pRC66 

, 
·"00 -300 

Base pairs upstream of the P1 trans.cr.ptional stan point 

B 

~ 
\ I / 

/ \ I 
\ I 
, I 

14"'1 

, , , /Pl 
J,. .... r= 

T "" 

c). These plasmids contain 1.4 kb and 269 bp. respectively. 
upstream 01 the major transcriptional start·point, apart from 
the complete ompSI structural gene. As shown in Fig. 2. 
lane b, no OmpS1 was observed that \Vas encoded by 
PFC63, in spite 01 the lact tha! it is a medium-copy plasmid 
derivative. In contrasto pR0269 encodedan OmpS1 protein 
tha! was expressed at a level commensurate wtlh !ha! 01 the 
major OmpC and OmpF porins. Interestingly, the presence 
of OmpS1 was decreas€d in a dClmpB strain, although. 

. some expressionremained (Fig.2, lane h) in accordance 
with the lacZ lusion studies. 

Promoter mapping 

Studies by primer ex1ension revealed the presence 01 three 

transcriptional start-points, corresponding to a major P 1 
promoter and to a weaker P2 promoter. A minor P3 consti
tutive promoter was also observed (Figs 3 and 4). The 
activity Irom P1 was OmpR dependent beca use it was abol
ished in S. typhi !lompB. P1 promoter strength increased 
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B. Localization 01 promolers P1, P2 and P3 and 
01 canonical 1a bp blnding boxes (I-Vl). Numbers 
signa! the end-poinl 01 each trans/alienal fusion, 
and Ihe horizontal Unes below Ihe bar show the 
QmpR-protecled regions. 
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~OmpF 

OmpA 
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Flg. 2. Expresslo.~ af the OmpS1 protein. Electrophoretic profile 
at OM? preparations from wild-Iype S. Iyphi IMSS·1 harbouring: 
no plasmid (a); PFC63 (Ihe whole ,ompS1 structural gene plus 
1.4 kb of the ompS1 S' regulalory region in pBR325; Fernández
Mora el al., 1995) (b); pA0269 (the whole ompS1 slructural gene 
eonlainlng 266 bp upstream of the P1 Iranscriplional slart in 
pBR322) (e); pF2 (an expression conslrucl earrying the ompS1 
struetural gene in pBtac1; Fernández-Mora el al., 1995) (d); 
pBA322 (e) or p8tac1 (f) as vector conlrols; or from S. typhi 
t:.ompB carrying no plasmld (g) or pR0269 (h). 
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in the wild type as the length 01 the S' negative-acting regu
latory subregion was shortened (pR0310 to pROSS) (Fig. 
3), in accord wilh the lacZlusion studies (Fig. 1). PI acti\ity 
was abolished, however, in pR066 (Fig. 3), in which cano
nical OmpR-binding box 111 was deleted together with mest 
01 box 11,31 bp upstream 01 the PI -35 region. This obser
vation suppOrlS the role oiboxes 11 and 111 in positive regu
lation. Interestlngly. transcription 1rom P2 was mast evident 
when P1 was inactive. Le. from pR066 inthe witd type and 
Irom pR0117, pR08a and pR066 in the S. typhi tlompa 
background (Fig. 3). In addition. promoter activity did not 
vary with the stage 01 growth. 

These results revealed that ompS11ranscription was 
regulated by negativa' and positive mechanisms, which 
acl in a hierarchical way. Our observations are consis1ent 
with the notion that binding 01 an undelined element to 
sequences upstream Irom bex 111 (between -310 end 
-8S) hinders transcriptional activity Irom both PI and 
P2. Alternatively, uponremoval 01 this region, or in the 
absence 01 this putative negative regulatory elemenl, the 
binding 01 OmpR to boxes 11 and 111 activates PI expression 
and hinders transcripHonal activity from P2. 

Consensus OmpR'binding boxes and OmpR 
laotprints 

We have identified six (I-VI) putative OmpR-binding boxes 
in tne ompSl 5' regulatory region (Figs 1 and 4). Thus, a 
plasmid expressing an OmpR lusion protein tagged with a 
six-His segment. at the N~terminus was construcled (see 
Experimental procedures). This lusion complemented 
the express ion 01 OmpC and OmpF in an S. t)'phl ampR-

_ deficient mutant. indicating thal the additional six residues 
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F1g. 3. Promoter mapplng in ompS1. Primer 
extension analysis of RNA extracted lrom eilher 
S. typhi wHd type or S. typhi ll.ompB, 
lransformed wlth a series of pRO JaeZ tuslon 
plasmids canylng different lengths 01 Ihe ompS 1 
5' regulatory region (see Figs 1 B and 4). 
Dupllcate lanes correspond lo cens collected al 
00 600 0.4 and 0.8, respectlvety, for eac:h fusion 
plasmid construd. 

'; ' • •. C 

CGGnATTAG(CTmAT~TnAññATCATT~cg:ACAnA(CGGCA -261 
r- r-
pQC)10 VI pROZ!)i 

V 
HU TGCCGG rrnTTITI A TGclI j j iüíiAAl (AAA(,(A TCMA T A9A 

T A1AUhU(AJ.I. TI Al" TT(I.(GC(AG(A(,((A T(AJ.A TCAAAJ.CI<'('\T 

P1'-' . 
GTA HAA m(,TAGnTIGnWGTGGCTA(A TA TICAT ATAAA ITA TI 
- +1 

ATC,lTAAGGGJ¡.A TACATAA TG 
= Met 

·2n 

·161 

·111 

-61 

-ll 

.... 

.. , 
Flg. 4. Nucleotlde sequence 01 the ompS1 5' upstream regulatory 
sequence. The lirst Me! codon is shown al the bottom end of the 

. . . . 

• 

sequence. UpSlream are ¡he putative ribosome-bindin· S), ~. 
the •. I an e -10 and -35 regl Harley and ~. G.,r3, 

eynolds,1987 or the P1, P3 and P2 0'-70 promote , e 
• mding boxes (I-VI). The non·canonlcal reglon 

protected by OmpR Is indicaled by the non·conlinuous line above 
Ihe sequence. The widlh symbolizes the binding slrenglh (see Fig. 
5A and dala nol shown). The arrows indicale Ihe end·point for each 
pRO conslruC1; the mo d4 arrows show Ihe boundaries of the 
deletlon In pR0310d4. 
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Flg. 5. OmpA footprints on Ihe S. typhi ompSI 5' regulalory 
region of plasmid pA031D (A) and on Ihe E eDil ompF 5' 
regulalory region as conlrol (8). The sample in Ihe first lane had 
no ONase or OmpR added; Ihe samples in Ihe second 10 lasl la:"le 
contained DNase plus increasipg amounts of non·phosphorylated 
OmpR (O, 0.3. 0.9. 1.8, 3.6, 6.2 and 9.1 ¡J.M). The Iccation 01 the 
canonical OmpR·binding boxes and 01 a non-canonical prolected 
region are shown on Ihe right as boxes and as a disconlinuoL.'s 
Une respectlvely. 

did not afleet OmpR activity (dala nol shown). In this 
9.1 manner, purilied non-phosphorylated OmpR (0.3:-.8.1 "M) 

proteeled bex 11 by Ihe highest affinity, and also proteeled 
part 01 bex 111, 10Jlowed by bex 1 and Ihen by weaker inler
aetions wilh additional sequenees (Figs 4 and 5A). Using 
the same' range of His-OmpR concentrations, prolection 
01 the F1, F2 and F3 boxes 01 E. coli ompFwas oblained, 
similar to previous observations with non-phosphorylated 
OmpR (0.67-14.2¡J.M) (Fig. 56; Huang and Igo, 1996). 
These results lurlher supporl the role 01 boxes 11 and 111 
in Ihe OmpR-dependent aelivation 01 P1. 

The etreet of removing OmpR canonieaf-binding 

box IV 

To partiaJly lest Ihe hypothesis Ihat Ihe -310 lO -88 sub
region is involved in negative control, the activity 01 
pR031Od4, a pR0310-derivalive laeking 31 nucleotides 
Irom -10510 -135 induding box IV, was measured and 
a 10·1old increase in activity was observed over that ,01 
plasmld pR0310 (Fig. 6). This activily was higher than 
Ihat Irom pR0153 and similar to Ihat 01 pR0117, but sliJl 
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lower \han Ihe highly expressed pR088. This behaviour 
was observed in both S. typhi wild Iype and in \he 
!J.ompB derivaliva (Fig. 6). Neverlheless, as lor the olher 
eonslrucls, \ha aetivity 01 pR0310d4 was sixiold lower in 
S. typhi !J.ompB in comparison wilh the wild-type strain. 
This elteet was also seen in another independent conslrucl 
(ncl shown), 

In addition, as expected,activity in S. typhi wild Iype 
Irom promoter F1 in pR0310d4 was substanliaJly higher 
lhan \hat in pR0310, and abolished in S. typhi !J.ompB 
(Fig. 3), In contrasl, aetivily Irom P2 was subslanlially 
inereased in \he !J.ompBderivative (Fig. 3). These inereases 
in expression appear lo be relaled lo Ihe lack 01 31 bp in 
the vieinily 01 box IV, upstream 01 box 111, and luJly support 

"'Ihe nolion Ihat Ihis region is involved in negative'regulalion 

A S. typhi wild type 
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Frg. 6. Activity o(the ompS1 5' regulatory region devaid 01 box IV. 
The j3-galactosidase actNily 01 various ompS1-JacZ translatlonal 
fuslons was determined al mid·logarithmic phase. The pRO 
plasmids are as descrlbed in fig. 4, and contaln the indicated 
number 01 bp upslream 01 Ihe,major transcriptional start. 
pA0310d4 is Ihe pA0310 construd lacking 31 bp, including 
canonjeal OmpR·blnding box IV. 
A. Aclfv~les In S. typhlwild Iype. 
B. Ac1tvüIes In S. lyph/bompB. 22 
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01 ompSl, not only in the presence but also in the absence 
olOmpR. Interestingly. all this occurs without an alteration 
in P3 promoter aetivity. 

ompSl expression was not influenced by asel 01 
stress conditions 

2033265 (centisome 43: accession no. AEOOO288) 01 the 
sequence obtained in the Btattner laboratory (Blattner et 
al., 1997). This sequence, however, does not constitute 
a complete open reading lrame: it has a UAG termination 
codon at a posilion equivalent to 1162 01 \he 394-amino
acid S. typhiOmpS1 protein, and a lrameshift at the equiva
lent Y221. Thus, the identity was obtained with a best lit 

To explore whether a particular condition could cause alignment, using 'sn edited sequence. If E. coli coded lar 
induetion of\he ompSl-lacZlusion in pR0310 (\he longest an OmpS1~ protein, it would. have a,78% identityand an 
regulatory region resulting in minimal expression) or could 81 % similarity to S. typhiOmpS 1. In the annotated leatures 
modulate the highly expressed ompSl-lacZ lusion in 01 \he genome sequence, portions 01 this region were 

O pRoM, ~-galactosidase le veis were monilored in wild- originally reported as having identity with the S. Iyphi or 
I . 

ty¡je' S.' Iyphrgrown under sorne ·conditions·that ·cause ., .. ~ .. ' E colí'.ompC.coding sequence~s.".; c.c .. '~. : 'C'''' ." ~ "r' .. "·.,,,~l' ~"C--"'_'''' ,. 
stress in ba~teria (Abshire and Neidhardt. 1993). In this Moreover. the potenlial5' upstream regulatory region in 
manner, no elfeet on the expression 01 either plasmid E. colí has a 62% identity with its S. typhi counterpart, up 
was observed at high osmolarity (up to 0.4 M NaCI). to bex VI. Interestingly, the -10 region, the first transcribed 
under heat (42"C) or cold (25"C) shock. in the presenc. G residue 01 the PI promoter and the ribesome-binding site 
01 hydrogen peroxide (125 or 300 ¡¡.M). at a variety pi-! are conserved. 
values (5-8), under aeid shock (down to pH 3~3. including These leatures are shared with the genome sequenee 
an acid toleranee response). in anaerobiosis. or in the pr.- 01 the E. coli K-12 substrain W311 O. which is being sequ-
senee 01 polymyxin B (O~625-5 ¡¡.g mi") (data not shown). eneed in Japan (Itoh et al~, 1996)~ Likewise. ourown E. eolí 
It is interesling to note that despite the fact that OmpR was K-12 HBl 011aberatory strain contains the same sequenee 
involved in the aetivation 01 the majar PI promoter. csmo- as MG1655. Interestingly. enterohaemorrhagic E. cóli 
laríty did not aHeet ompSl expression~ (EHEC) strain 84-289 does not contain the UAG termina-

Integration host laelor did nol participata in negative 
conlrol in E. coli 

Because integration host lactor (IHF) has been implicated 
in the negative control 01 the E. colí ompFporin gene (Tsui 
et al., 1988: Huang et al., 1994; Pra" el al .• 1996) and a 
region lar the putative binding 01 IHF has been identified 
previously in the ompS15' regulatory sequence upstream 
01 the canonical'OmpR-binding bex 111 (Fernández-Mo,a 
el al., .1995), now within bex 111 according to the new 
denominations (Fig. 4). the eHeet 01 a known mutation in 
E. eoti IHF was tested. Accordingly. fusion plasmids 
pCll.4 and pCL310, containing l.4kb and 310bp 01 the 
S' upstream region respectively, were tested in the E. 
eolí wild-type strain N99 and in its isogenic derivative 

.' K51.85 (N99 l!.himA82) (Tsui el al., 1988). The pCL plas
mids were derived Irom the pRO series: they were con
strueted in pBR325 in arder to have a different convenient 
antibiotic resistanee marker (chloramphenicol). No eflect 
was observed lrom the IHF mutation on the ~-galactosi
dase levels produced by each plasmid (data not shown). 
consistent with the notion that IHF has no role in the nega
tive control 01 ompS 1 in E. eolí. 

Presence olompSl in E. coli 

A 1192bp sequence with a 74% identity with the S: typhi 
.• _. _____ ~ompSlcodings~.quence was lound in the E. collK-12 gen

ome (substrain MGI655). between bases 2032073 and 

tion codon. instead it has the UUC codon lar Gln (data not 
shown). Moreover, it eontains two Irameshifts at the equiva
lent posilions lar codons186 and 202 in the S. Iyphicoding 
sequence. On the contrary, the matching regian in S. typhi
murium LT2 does not contain a termination codan nOr a 
Irameshilt. consistent with the notion that it has a lunc
tional gene. Both Selmonella genes share an 82% identity 
in this portian, and most differences map in a segment 
that codes lar a putatively exposed loop, between trans
membrane dornains 7 and 8. in agreement with prevjo~$ 
observaiíons lar S. typhi porins (data not shown: Fernán
dez-Mora et al .• 1995: Puente el al .• 1995). This is in aecor
dance with our original observation, by ONA hybridization. 
that the ompSl gene is present in several salmonella sero
types (Fernández-Mora et al .• 1995). 

- _. ~""., .', ,., ~ 1 _ .' 

The S. Iyphi ompSl gene codes lar an outer membrane 
protein that has the molecular leatures 01 the porin super
family (Fernández-Mora et al .• 1995). The study presented 
herein focuses on the genetic expression of'ompS1, iHus~ 
trating in more detail the lacl that it is expressed at much 
lower levels than the major S. Iyphi OmpC porín as origin
ally observed (Fernández-Mora el al., 1995: Fig. 1). 

Our deletion anatysis 01 the 5' upstream regulatory 
region iIIustrated thatplasmid pR0310, which contains 
310bp upstream 01 the majar PI transcriptionat s'!lj
point. contains all the regulatory elements lo maintain a 
loy, I"vel ~ol expression (Fig. 1). Removal 01 44bp from 



the, regulatory region, to render pR0266, allowed suflicient 
production 01 the OmpSl protein to be detected in an outer 
membrane protein electrophoretic prolile, as shown for 
pR0269 (Fig. 2). Likewise, a region for positive control 
was located between -88 and -66, encompassing 
OmpR-binding boxes 11 and 111 (Figs, 1, 3 and 4). 

Negative and positive regulalion in S. typhi ompS 1 7 

panefcannot be considered, by any means, lo include all 
types 01 stress encountered by bacteria inside the host or 
in the environment, but was rather meant as an initial study. 

Expression occurred from the major PI OmpR-depen
dent promoter; nevertheless, expression did occur in the 
absence of OmpR from a weaker P2 promoter (Figs 1 
"and 3). In particular. deletion of sequences encompassing 
box IV and neighbouring residues, Irom the 310bp regu
latory region, enhanced expression from PI and P2. 
although the laner only in the absence of OmpR (Fig. 3). 

'":' ".", pR0153stili'c6ñiained'elerñiints'for' negative'regulation . ,. 
of P2 because its expression was increased upon removal 

The presence 01 a t",ncated oopy 01 ompSI in the E. coli 
genome~ and the observation lhat onipSI is apparentiy 
lunctional in S. Iyphimurium, in addition to the original 
observation 01 the presence 01 ompSI in 10 diflerent S. 
Iyphi isolates a~d in seven other Salmonel/a serotypes 
(Fernández-Mora el al., 1995) suggests a particular role 
of.OmpSl in. Salmonel/a, and .gives rise to speculation 
on the evolutionary circumstances that ca'used its"joss of 
function in E. eoli. Tha faet that truncation is different in 
E. coú' K-12 lrom that in enterohaemorrhagic E. coli is indi
cative.oldiflerenteyolution¡¡~y:pat,h_waY,s.!n this re~pect, it. 
has been observed that Neis'séria' g~no¡"lÍoé~e has"~~' " .... ' ... '" :." . 

" 

01 36bp to yield pR0117 (Figs 1 and 3). These fealures 
were obscured in Ihe wild-Iype background as P2 activily 
was hindered by Ihe binding 01 OmpR (Fig. 3). 

Taken logelher, il seems Ihallhere is alleast one addi
tianal unknown factor ¡nvolved in negative regulation Ihat 
acts upon Ihe -88 lo -310 region. Thus, Ihe 10-fold 
increase in expression in pR0310d4, Irom which bex IV 
was removed, could be due lO Ihe delelion 01 some nega-, 
tive cis·acting elements. In addition, this effect might also 
happen because 01 a change in dislance belween boxes V 
and VI and lhe Iranscriplional slart-point (Figs 3.4 and 6), 
The latter possibility. however, seems harder lo envision 
in a .1ompB strain. Current research in our laboratory is 
locusing on defining such a lactor. In addition, an E. coli 
b.himA mutant did nOI cause an ¡nduction in expression. 
indicating that IHF does not participate in negative regula-
tion as in E. coli ompF (Tsui el al .. 1988). ' 

It is 01 inleresllo nole Ihal non-phosphorylated OmpR 
binds' wilh Ihe highest affinily lo box 11 (Figs 4 and 5), 
which shares Ihe first two AC residues with Ihe Fl/Cl con
sensus 18 bp OmpR-binding region. NOlably, these residues 
have been implicated in the high affinity 01 the F1 and Cl 
regions 10 both non·phosphorylated OmpR and OmpR-P, 
compared with the F2, F3. C2 and C3 regions (Huang and 
Igo, 1996; Head el al., 1998). Although phosphorylation 01 
OmpR essentially increases its alfinity lor the Fl and Cl 

':boxes'(Head el'al:, 1898) andosmotarity p!ays a cent,al . 
, role in modulating such levels of phosphorylation (Mizuno 
and Mizushima, 1990; Rampersaud et al., 1994; Pratt et 
al., 1996), we have observed thal either low or high osmo
larity had no efle~t on ompSI expression. which could be 
a consequence of the particular characteristics and com
position 01 the OmpR-binding boxes. Clearly, new elements 
in the OmpR mode 01 regulation are present lor ompS1. 

It is an open question whether the low level 01 expres
. sicn of OmpS1 is in accord with its unknown physiological 
. role in the cell. In this respect, no effeet on expression was 

.: observed for a p~nel of stress conditions, previously 
- '-- tested inSalmonel/a (Abshire and Neidhardt, 1993). This 
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porA porin pseudogene, whereas Neisseria menigitidis 
has a lunctionaf allele that might conler a selective advan-
tage (Feavers and Maiden, 1998). 

1I is lascinating to dwell upon the question 01 how S. 
Iyphi evolved a complex regulatory mechanism in order 
to keep a tight negative control on ompSI expression that 
would allow, under derepression, very high levels 01 activity 
and a rapid response capacity" In addition, lunctional 
studies on .the OmpS1 protein should reveal an insight 
into the biological role 01 porin paralogues in Salmonella. 

Experimental procedures 

Recombinanl DNA lechniques 

ONA manipulations were performed according to standard 
protocols (Sambrook el al., 1989). Oligonucleotides used lor 
amplification by polymerase chain reacHon (PCR) were pur
chased from BioSynthesis'or provided by the Oligonucleotide 
Synthesis FacHity at our Institute. PCR reactions Were per
formed using AmpliTaq (Perkin Elmer), according to the manu
facturer's instructions. Restriction and modification enzymes 
were used according 10 the manufacturer's inslructions (Boeh
ringer Mannheim. New England Biolabs orGibco BRL). 

Baclerial culture and suspension 

Bacleria were grovm in medium A (containing per litre: 7 9 of 
.. "¡'utfienl'oróth, 1 g ol')'east ~xtract; 2g oi glycerol, 3.7g oi· 

K2HPO" and 1.3g 01 KH2PO,) (Kawaji el al., 1979). Cells 
were coUected for prote¡n and !3-galaclosidase determinations 
at the mid-Iogarithmic phase 01 growth at 37'C. When needad, 
12 ~g ml-1 tetracycline or 30 J..lQ ml-1 of kanamycin were used. 
Cells were collected by centrifugation and were washed twice 
with Ix Z bulfei'{0.06M Na2HPO,, 0.04M NaH2PO" 0.01 M 
KCI, 0.001 M MgSO" pH 7). After centrifugation, the bacterial 
pellet was resuspended in 1 mI 01 Z buffer. When appropriale, 
stress conditions during growth were generated as described 
previously (Abshire and Neidhardt, 1993). The same proce
dures' were used for the growth and handling of E. coN wild
type sirain N99 and in rts isogenic derivative K5185ít'f99 
MimA82). ' 

_ , ,n _ , <"'I.l..-,lI' ... n , 7,~, 
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ConslTllction of lranslalional ompS1-lacZ reporler 
fus;ons 

The polymerase chain reaetion (peA) was used for amplifying 
1.4 kb of the 5' upstream regulalory region of ompS 1 from \he 
original pFC63 plasmid (Fernández·Mora el al., 1995), which 
contains the structural ompS1 gene and adjacent regions in a 
5.6 kb Sa/l fragmenl. The following oligonucleotides were' 
used: cne encompassing cocions 2-12, which also generates 

. an EcoAV site, as described prev.iously (Fernández·Mora 
el al., 1995), forgenerating ompSI-lacZfusions; and anolher 
(S'-CCTACTCCCGGGCTGCTTCCTAATGT·3') that corre· 

T wenty microlitres of bacterial suspension was treated wi1h 
100..,t of Iysis mixture [O.22mgml-' Iysozyme (Sigma), 
0.22% Triton X·1OO (Bio-Rad), 1.6x Z buffer and 0.016M 
~'mercaptoethanol (Sigmall for 10 min with shaking at 37'C, 
followed by addttion of 100 v-I of substrate solution (1 mgml-' 
o-nitropheny~~·oiJalaetoside, ONPG). The rate of eaeh reae· 
tion was obtained by recording the change in absorbance al 
415 nm, every Ss. during 3 min with a Scanning Autoreader 
and Mieroplate Workstation, Ceres 900 C and the KC Jr sott· 
ware (Bio-Tek Instruments) set in too kinetics mode. 

sponds to the pBR325 vector sequences and generates a ConslTllction af pR0269 
5mal. site. The" ampli1ied region was cloned into the Smal 
s~es ofmédium-copy number·plasmid·.pMC1871 (Shapira.. The whole ompSI slruetural gene togelher with the 5' regula· 
el al., 1983) to give pR01.4. Alternatively, the 1.4 kb fragment .. "'tory s.quenee;·up to 266 bp ~pstream of the,major P1.promo-
was digested wilh either Rsal ar Neo! (the latter was filiad in ter transcriptional site, were amplified fro'ri'l pFC63 by'-using-~:'N'''''''\'; r' '\\,. 

with Klenow polymerase) to clone into the 5mal site 01 previousty described oligonucJeotides: cne 11:at encompasses 
pMC1871 and generate pR0600 and pR0521 respectively, bp -278 to -253, whieh generates a Smal site at -269; and 
whieh contain 600 and 521 bp upstream of Ihe P1 major lran. another that encompasses nueleotides 1903-1929 of the 
scriptional start-point. Hence, the numerals in the pRO series reported omp$1 sequence at the 3' terminus (Fernández· 
denote the number. of bp contained ups1ream of lhe major Mora el al., 1995; EMBL accession no. X73237). The ampli· 
transcript. pR0521 was used to generate pR0310. pR0266. fied product was digested with Smal and BamHI and cloned 
pR0153, pR0117, pR088. pR080 and pR066, among olhers, into the EcoRV and BamHI srtes of pBR322. 
by digesting it with EcoRI, carrying out a time-course digestion 
with BaJ31, blunt-ending with Klenow polymerase, diges!ing 
with Sael and ligating into pMC18í1 cut wnh Sael and Sma\. 
Blue colonies were selected on Xgal in LB plates. Plasmid 
pR0266 (Fig. 1) eorrespond.> lo plasmid pR0326, mentioned 
in Ihe first publication (Fernández-Mora et al., 1995), becausa 
the original nomenclatura was based on the position of the 
first codon and now it relates to the si1e of the first transcribed 
nucleotide. In addition, relativé to pR0326, pR0266 is miss
ing three nucleotides that were conservad in pR032t3 upon 
reg~.neration 01-a Smal restriction site with an oligonucleotide. 

Microplate protein de.termina/fons 

. Protein concentrations were _ determined by Ihe methOd of 
Lowry. adapted as a microtitre plata assay as fol1ows. Tv,.,'enty 
microlitres of bacterial suspension was treated with 100 ~ of 
reaction mixture, containing 98 p.1 of a carbonate hydroxide 
solution (3.4% NazCO, and 0.17 N NaOH) and 2 v-I of a eopper 
tartrate solution (0.85% CuSO".5H 20, 1.7% sodium and 
p01assium tartrate), for 1 Omin al room temperature, with the 
subsequent addition of 100 V-I of 16.9% (v/v) Folin-Ciocalteu . 
solLrtion fe-i' 15 min a~ i'cX;m ~ei11peratu~e. 'Absorbance al 620 nm . 
was óbtained with a Scanning Autoreader and Microplate 
Workstation, Ceres 900 e and the KC Jr software sel in the 
end-point mode. 

Tl)ese values were used to adjust the bacterial suspensíon 
~mples to 0.15-0.30 mg ml-1 10r 1he ~-galactosidase assays, 
and tor calculating the specific acHvity. Each value given rep
resents the average activity. obtained trom al least two inde· 
pendent experiments carried out in duplicate. 

Mieroplale {3·galaelosidase assays 

Bela-galactosidase activity was measured by lhe method des· 
-~_·~--_·--~ribed by Miller (1972), adaptad as a microlitre ptate assay. 

OMP purifieatian and eleclropharesis 

OMPs were prepared as a Triton X-100 insoluble fracHon, 
scaled down to a miniprep level as described previously 
(Puente el al., 1995). They were separated by polyacrylamide 
12% gel electrophoresis and visualized by staining with Coo
massie brilliant blue. 

Primer extension analysis 

Ave micrograms of total RNA, isolated using a commercial kit 
(RNeasy; Oiagen), was linearized at 93'C for 3min and then 
slowly cooled dovm to 42°C 10 ann~al with a 32P-Iabe!1ed oli
gonucleotide complementary to 1he 5' terminus of the lacZ 
gene (5'·GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG·3'). The oli· 
gonucleotide primer was extended wi1h reverse 1ranscriptase, 
and the extended product was collected with a Microcon·10 
microconcentrator (Amicon) and analysed by elec1rophoresis 
in SOlo polyacrylamide/urea gels following estabHshed proce
dures (Barrios el al., 1995). 

OnipR purificátion 

The following oligonucleotides v. re designed for PCR ampli
lieation of the S. Iyphi ampR trueturat gene from plM25, 
which carries 1he S. t phi om B operan (MarHnez-Flores el 
al., .1995; artinez·Flores el al. submitted): 5'·CCTTTGG· 
GAGTACAGAG ATCCAAGAGAATTATAAGATC·3' (com· 
plementary to the 5' terminus of ompR) and 5'·CGCGG· 
CGAGAAGCTTATTCGCCTCATGG-3' (complemenlary to 
Ihe 3'. terminus). The first introduces a BamHI site sueh that 
the ¡nitiatíon codon changes from ATG 10 ATe andthe second 
introduces a H;ndlll site. Atter digestion. the PCR producl was 
cloned ioto expression vector pQE32 (Qiagen), thus allowing 
1he fusíon of a six-histidine coding sequence at the 5'~inus 
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of ompR. Th. fused protein )'las produoed and purified using 
a CIAexpressionist commeriéal kit (Oiagen), under 8 M urea 
denaturing conditions. Th. His-OmpR produd was exten
sively dialysed against OmpR.storage buffer (Huang et al., 
1994), and quantified by the method of Lowry as described 
before. 

DNA footprinting with OmpR 

Piasmid pR0310 was used as a template for the PCR ampli
fication of the ompS 1 5' regulatory region; Ihe "P-Iabelled oli-

o "",'" "'~ ,'" gonucleotide" cory¡pleme~tary to the S' terminus 01 the lacZ 
. ge~e. u~ed 10r primer'extension: a"nd 'ári" oligoni.scleotide com-·· 

plemeniary io pMC1871 were used as primers. Similarty. plas
mid pLFl 1 (Inokuchi et al., 1982) was used for amplificalion of 
Ihe E. eoli ompF 5' regulalory 600bp Iragment. Each assay 
contained 2x10s e.p.m. of labeUed template. and was per
formed a\ room temperature in 40 mM KCl as described pre
viously (Huang et al., 1994). The DNA segmenls were 
separated by electrophoresis on an 8% polyacrylamide gel. 

Dele/ion of box IV 

Plasmid pR0310 was used as a tamplate for amplification 
by PCR of a leftward and righlward porlion 01 Ihe ompS 1 
S' upstream regulatory region, upstream and downstream, 
respedively, 01 box IV (See Fig. 4). The leftward portion 
was obtained with an oligonucleotide complementar y to the 
pMC1871 vector sequence, and with an oligonucleo~ide com
plementary to the upstream sequence of the deleted 1ragment 
(Fig. 4), that intreduced an Xbal sne, which was 5'-GAAT
ATATAGACTACAATTATCATTTTTTATC-3'. The rightward 
portion was amplified using the oligonucleotide comple
mentary 10 the 5' terminus 01 the JaeZ gene, used for primer 
extension, plus oligonucleotide 5' -CTTATAT ATCT AGAAT
TATAAAAAACCAAATAG-3', which was complementary to 
the downstream s"equence of the deleted boxes and also ¡ntro· 
duced an Xbal site (Fig. 4). The leltward fragment was 
digested with EeoRI and Xbal and the rightward Iragment 
with BamHI and Xbal, and they were simuttaneously cloned 
in the pRS414 lacZfusion vector (Simons et al., 1987). From 
selected blue colonies, a Smal-Sacl1ragment was cloned 
into pMC1 871. The nuc1eotide sequence of these, and all con
'stru'cts used, was verified. 

Sequence analysis 

The computer-assisted analysis of nucleotide and amino-acid 
sequences was performed using the GENE WOFiKS software 
(InteIliGenetics), and the GAP and FfoSTA programs (Genetics 
Computer Group). 

DNA sequencing of ompSl homologous regions in 

diflerent bacteria 

The DNA segment equivalent lo the vicinily 01 cedons L 162 
¡------- -. and Y221 01 the S. typhi ompSl struetural gene were amplified 
! ' by peR from dil1erent bacteria and sequenced by standard 

~ror;ednr~s. The 23-mer oligonucleotide used, which y..ra5 10 
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the left, was complementary lo nucteotides 1030-1053 01 
the reported sequence (EMBL accession no. X73237), and 
that to!he ríght was 24-mer complementary to ,1404-1428. 
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Fig. 3. Alit;eamiento de la región reguladora de ompS 1 de S. f. y su equivalente en E. C., 

corriente arriba al "pseudogen ompS l. Las identidades se indican con una línea veliical. Las 

regiones caracterizadas como impoliantes para la regulación también' estan serialadas: seis 

rectángulos numerados con romanos delimitan las cajas de unión a OmpR, también en 

rectángulos"están las regiones -10 y -35 del promotor PI y la secuencia de reconocimiento del 

ribosoma. Las tres flechas indican los sitios de inicio de la transcripción (PI, P2 Y P3) 
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Fig. 4. Alineamiento de la secuencia de aas de OmpS 1 con: A) la proteína hipotética deducida 

a paliir del pseudogen ollipSl de E. c.(editada); se ubica también la posición de los cambios en 

la fase de lectura encontrados en un fragmento de DNA amplificado de,EIJ:EC; así como los 

rasgos conservados en esta familia de proteínas (16 segmentos transmembranales, ocho asas o 

vueltas largas extracelulares, y ocho giros o vueltas eOlias periplásmicas) y otros aas conservados 

(ver simbología al pie del panel); B) un fragmento de la proteína OmpSl de S. 1m. 

correspondiente a la región donde existen los cambios en los genes de las cepas de E. e: 

estudiadas. 
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SUMMARY 

We have isolated a novel outer membrane protein (OMP)-encoding gene from Salmonel/a typhi (St), termed ompSI, 

using the ompF gene of Escherichia coli (Ee)'as a heterologous probe. The structural ompSI gene codes for an OmpSI 
polypeptide that consists of 373 amino acids (aa) in the mature product, with a putative 2 I-aa leader sequence, containing 
highly conserved aa residues that have been implicated in pore formation. Mature OmpSI (41 kOa) is larger than the 
OmpC, OmpF and PhoE St and Ee porins. In contrast to the major porins, it is undetectable in Coomassie-stained 
OMP preparations; although, when ompSI \Vas c10ned into a high-copy-number plasmid under the control of the 
inducible tae promoter, it was detectable along with major OMPs. The 5' regulatory region of ompSI has.five putative 
binding sites for OmpR, a positive transcriptional regulator. The ompSJ gene shows restriction-fragment length 
polymorphism (RFLP) among Salmonellae. 

INTRODUCTION 

Salmonel/a typhi (St), the causa ti ve agent of typhoid 
fever (TF), is a major pathogen of mano The study of 
different aspects of TF, ranging from molecular biology 
to epidemiology, offers not only the opportunity of 
making an impact on health biotechnology through the 
.development of new vaccines~ard. qiagnostic .m~thods. 
but also of acquiring an insight into basic biological pro-

Correspolldl:?l1Ce ro: Dr. E. Calva. Instituto de Biotecno[ogiafUNAM. 
Apdo. ~ostal 510-3. Cuerna vaca. Mor. 6117 L. r-.{e~ico. Te!. (51-Z3) 
11-4900; Fux (52-73) 17-2388; e-maíl: ecalva@pbr322.ceingebi.unum.mx 

Abbreviations: au. ami no acid(s); BSA. bovine seru'm albumin; bp, base 
pair(s); Ec, Escherichia coli; GCG. Genetics Computer Group 
(Madison. WI. USA); IHF, integration host factor; IPTG, isopropyl-p
o-thioga[actopyranoside; kb. kilobase(s) or 1000 bp; nt. nucleotide(s): 
oligo. oligodeoxyribonucleotide; OMP. outer membdne protein; omp. 

gene eneoding un OMP or an OMP regulator; ORF, open reading 
frame; PAGE. polyacrylamide-gel eleetrophoresis: PCR. polymerase 
chain reaetion; PhoE. outer membrane protein E (porin); phoE. gene 
encoding PhoE; RFLP. restriction-fragment lenglh polymorphism; S., 
Safmondla: SD, Shine-Dalg:uno (sequence);. SOS. sodium dodecyl 
sulfate; SSC, 0.[5 M NaCI¡0.0[5 M NaJ'citrate pH 7.6; St. S. typlJi: 

TF. typhoid fever: X. any aa; XGal. 5-bromo-4-chloro-3-indo[y[-~-D
galactopyranoside. 
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ces ses involved in the host-bacterium interaction (Calva 
et al., 1988). 

OMP preparations from St have elicited active immu
nity against S. typhimllrium and St ([sibasi et al., 1988). 
The presence of specific anti-OMP antibodies in the 
sera of TF patients are of diagnostic value (Verdugo
Rodríguez et al., 1993); and vaccinees with an attenuated 
hve strain, as \Vell aS .. patients.with TF, render a cellular 
immune response to OMPs (Blanco et aL, 1993). These 
observations have led us to study the molecular structure 
and function of St OMPs and their respective genes 
(Puente et al.,·1987; 1989; 1991). In Escherichia coli (Ec), 
the ompC, ompF and ompA genes code for major porins 
OmpC and OmpF, and for the structural major protein 
OmpA, respectively; there are about 10' porín molecules 
por cell, forming non-selective pores through which small 
hydrophylic molecules traverse the outer membrane 
(Nikaido and Vaara, 1985). The synthesis ofthese porins 
is regulated by the products of the envZ and ompR genes, 
which comprise the ompB operon. Protein EnvZ is a histi
dine protein kinase that acts as an osmosensor phosphor- . 
ylating the OmpR protein which, in turn, regula!J\'j the 
transcription of ompC or ompF. Expression of Ec ompF 
and ompC have been extensively studied. ompF is 
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expressed preferentially in media of low osmolarity and 
repressed in high osmolarity; in contrast, Ec ompC is 
highly expressed at high osmolarity and is repressed in 
low osmolarity (Stock et al., 1989). 

In Sr, three major OMPs, OmpC, OmpF and OmpA, 
are s)'nthesized under standard laboratory conditions 
(Puente et al., 1991). Synthesis of OmpF is repressed in 
high osmolarity, in accordance with ",hat is observed in 
Ec; however, the s)'nthesis of OmpC is not repressed at 
low osmolarity, in contrast to the regulatían in Ec'" 
(Puente et al., 1991). Therefore, in order to extend our 
studies on the structure-function relationship of Sr 
OMPs, we were interested in isolating the Sr ompF gene, 
using Ec ol11pF as a heterologous pro be. As reponed 
herein, instead of isolating the gene coding for OmpF. 

"'an'other gerí¡, "'ils'róurid, iháC,,'e-lia\'e terlÍled ·6¡j¡pSl. 

This gene codes for 3 non-majar OM P, ",ith a higher 
molecular mass than the major ones described for Sr. 
It also has a higher apparent molecular mass than 
S. ryphil1ll1rill111 OmpD (Lee and Schnaitman, 1980). 

EXPERIMENTAL AKD DISCUSSION 

(a) Isolation of the S. t,rphi 0111pS1 gene 
Hybridization of Sr genomic DNA. from the Mexican 

reference strain IMSS-1 (Puente et al.. 1987; 15ibasi et al., 
1988), eleaved with restriction endonuelease Sal!, re n
dered a 5.6-kb band ",ith either of the following "P
labeled DNA probes: a 934-bp Psrl-Hincll fragment from 
plasmid pJP33 (Tommassen et al., 1982), comprising 
most ofthe Ec ol11pF structural gene; a 581-bp Psrl-Pntll 
fragment from plasmid pLF11 (Inokuchi et al., 1982). 
containing the Ec 0111pF fragment coding for the OmpF 
N terminus; and a 352-bp Prull-Hincll fragment from 
plasmid pLF9 (Inokuchi et al., 1982), comprising the Ec 
ol11pF fragment coding for the OmpF C terminus. This 
band was not observed when the pBR325 vector or Ee 
Ol11pC, ol11pA and plroE, were used as probes. DNA piepa
rations ofpooled phages from an Sr genomic library, built 
in bacteriophage ).1059, were screened by Southern blot 

. hybridization, asdescribed before (Puente et al., 1987), 
using the Ec 0111pF slructural'g~ne as' p;ob~. ihis 'screen
ing strategy was used to avoid cross-hybridizalion wilh 
the Ec bacterial host DNA (Puente et al., 1987). One 
recombinant bacteriophage A FCI, which carried a 5.6-kb 
Sall fragment, was isolated from a single phage plaque 
from the corresponding hybridization positive phage 
pool. The 5.6-kb band was subcJoned into the Sall si te 
of pBR325 to render plasmid pFC63. 

(b) The 0111pS1 gene: 5' regulatory fea tu res 
The nt sequence of a 1938-bp fragment, containing 

-. o111pSl, was obiained. A single ORF of 1182 nt \Vas iden-. 

tified aríd predicted to encode a 394-3a, polypeptide 
(43206 Da). containing a putative 41120-Da matute pro
tein. A putative SD sequence (AGGGA), 8 bp upstream 
from the ATG start codon, and a 21-aa signal peptide 
sequence, similar to that found in the Ec ompF and in 
the Ec and Sr Ol11pC genes, were al so identified (Fig. 1). 

The osmoregulation of the Ec 0111pF and OlllpC genes 
is mediated by the transcriptional activator OmpR, by 
binding to two differentDNA consensus domains, termed 
Fa through Fd.and Ca to Cd boxes (Rampersaud et al., 
1994). In lhe upstream promoter region of 011JpS1, lhere 
are five boxes, termed ! to V (Figs. 1 and 2), .wilh nt. 
sequence similarity to the Ec OmpR-binding F and e 
boxes. Box 1, located at nt -100 to -109 from the first 
codon, has a 90% similarity with the consensus sequence 
for lhe F-type domains located at lhe 5' upstream·regula-· 
tory regions of the olllpF and 0111pC genes (Rampersaud 
et al., 1994). In the same manner, boxes II and I1I, at nt 
-121 to - 130, and - 131 to -140, respectively, share 
90% similarily ",ith the consensus sequen ce of lhe C-t)'pe 
domains, also located al lhe 5' upstream regulatory 
regions of 0111pC and olllpF. Boxes IV and V, located 
funher upstream (nt -162 to -171, and - 170 to -179, 
respectively), have a lesser degree of similarity, 60 and 
50%, respeclively, with the consensus sequen ce for lhe 
F -type boxes. 

Whether any of lhese boxes has a role in expression is 
a matter of current research, although one observation 
has been made. A portion of the ompS1 5' regulatory 
region, from nt - 326 to nt + 13, encompassing the first 
four codons of the leader sequen ce, was fused to the 
reporter Ee lacZ gene. This portion was obtained by 
PCR, using the aligas shown in Fig. 1. The amplified 
producl was eleaved at the funhest upstream portion 
with Silla! and al lhe structural gene portio n with EeoRV, 
and eloned into lhe SlIlal site of fusion vector pMCI871 

. (Shapira et al., 1983) to render plasmid pR0326. The 
proper nt sequence and orientation of lhe cJoned frag
ment was corroborated by nt sequence analysis. When 
plasmid pR0326 was introduced in lO Ee MC4100 
(f,argF-lac), it produced blue colonies when plated 
on XGal, and \Vhite colonies upon introduction 'into 
Ee MH1160 (MC4100 olllpBJ01 (ompR1); OmpF- / 
OmpC-) (Hall and Silhavy, 1981). This indicates that 
the o111pB operan is indeed involved in the expression of 
0lllpS1 in Ee, probably by interaction of OmpR with one 
or several of the putative binding boxes. Boxes I to V in . 
0111pS1 are neither distributed as the C-lype nor the 
F-type boxes in 0111pC and ompF (Fig. 2). The -10 and 
-35 regions, of the putative P1 promoter in ompS1, do 
not overlap any putative OmpR-binding box. The same 
is lrue for lhe functional P promoter in Ec o111p~land 

_ for lhe P1 promoter_ofEe ol11pC,·wh!ch function in ¡he 
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. . . . . . . . . 
'" TATCATTACCCACATTACCGGCATTTATCCCGCTTTTTTTTTATGCTTTTTCATAATCAAAGCATCAAATACATATAAAAAACAAATTAT 

~GGG 'l! l'I 

'13 AT'I'CACCCCAGCAGCCATCAAATCAAAACACATMCTCATTGATAAAAAATGATAA'I'l'ATAGACTATAT,,'Mi: ti A¡; t{ Al: ltIATATATO 

'O, 
'" 

1II u -nf¡r~:1rIl CTGTATTAT~TAGAAACAA~ATTíITAAATATCTTTG~1tbATTT~TTCCATGAACTTCATAGt 
-35 P2 -10 p~ -35 PI A-A-{;-

ATAG)ATCAATTTGTAGTTTTGTTGAAGTGGCTACATATTCATATAAATTATTATCAT~TACATAATGMCAGAAAAGTTCTGG 
-10 PI . SO M N R K V L A 

'" CACTGCTTGTCCCJCGCGTTATTAGTGGCAGGCGCAGCAAATGCGGCTGAAATTTATAATAAAAATGGCAA~~CTCGACCTGTACGGCA 
L L V P A L L V A G A A N A A E ! Y N K N G N K L D L Y G K 

-1 +1 

Fi'!.1. The 5' regulatory nt sequence of the St ompSI gene (EMBL accession No. X73237). The -21 to -1 aa correspond to the teader peptide, 
\vi;h ua residue + 1 being the N terminus of the putative mature protein. Al the 5' upstream region, boxes t through V, correspond to pUlalive 
OmpR-binding siles; the wavy line to a motif for an IHF-binding domain; Ihe upward brackets to the -35 and -10 regions of the Pl and P2 
putative ompSl promoters; and the box ror the SD. Primers corresponding to nI 326 and 352 of the 5' portion, and to nt 666 and 695, encoding a 
rragment of the leader peptide, were used for amplifying the regulatory region that was Ihen rused lo lacZ. 

ompF 

ompC 

-'00 

FoFbFe~Cd 

I"F 

-100 -O<) 

,~ _______ ~~ ______ J'~ ______ ~¡1 

-3~ -10 -3~ ~ 
P~ P~ P1 P1 

-35 '::';'O 
PJ PJ 

Fig.2. Schematic representation or the binding domains for the OmpR 
transcriptional regulator, represented as boxes, at the 5' upstream regu-
1atory region or the Ec ompF and ompC and the Sr ompSl genes. The 
negative coordinates are with respect lo the first ni of the Slarl codon. 
00 the ompF and ompC genes, the salid inverted Iriangles indiente the 
Iocalization of the first transcribed nI, and Ihe F -type and C-type boxes 
are indicaled. The putative binding dornains in ompSl are nurnbercd I 
to V, and in parentheses is their percent homology with the F or the 
C-type box consensus sequence. The downward arrows aboye ompC 

indieate the sites o( nI differences, within the boxes, between the ompC 
genes in Ec and Sr. The - 10 and - 35 regions of various prornoters. 
as well as the IHF-binding dornains, are al50 indicated. The nt 5equence 
analysis was perforrned using the GENE WORKS software 
(IntelliGenetics. Mountain View, CA, USA); and a prograrn developed 
to seareh for OiO prornoters. based on the statistical algorithm proposed 
by Mulligao et al. (198-4), written in Turbo e language for IBM pe 
computers by Dr. Enrique Merino (Instituto de Biotecnologia, 
UNA~ .. .f). The putative OmpR-binding boxes were assigned according 
to the F -box and e-bo.' consensus sequenees (Rampersaud et al.. 1994). 

'-.' 

presenee of OmpR (Norioka et aL, 1986). Interestingly, 
both the P2 promoter of ompC and the putative P2 pro
moter in ompS J overIap. OmpR-binding domains. 
Clearly, an insight is needed on the binding properties of 
OmpR to the 5' region of ompSJ. 

An integration host faetor (IHF)-binding site motif 
appears between boxes III and IV of ompS J (Figs. 1 and 
2). IHF has been proposed lo be involved in the regula
tion of Ec ompF, with a binding site between boxes Fe 
and Cd (Fig. 2; Tsui et aL, 1988; Slaueh and Silhavy, 
1991). This si te is eontained within a more extensive 
region that has reeently been proposed as one of the Iwo 
IHF-binding sites involved in negative regulation (Huang 
et aL, 1994). Experiments are underway to better eompre
hend the mechanisms that promote ompSJ expression. 

(e) The OmpSl protejn 
. The pereent identity/similarity, in parentheses, of the 

aa sequence of OmpS1 with aa sequenees from other 
porins is: Sr OmpC (66/78) and PhoE (59/77); S. ryphin",

ril/m OmpF (58/76); Ec OmpC (67/79), OmpF (62/76), 
PhoE (62/78), and NmpC (63/77); baeteriophage PA-2 
Le (65/79). These values were obtained using the GAP 
program of the GCG, with the default parameters. 

The alignment of the OmpS1 aa sequenee with that of 
various porins shows that variable (loop) and eonserved 
(p-strand) regions are present in OmpS1; the latter 
encompassing 16 regions that ha ve been proposed to 
be membrane-spanning strands (Jeanteur et aL, 1991; 
Fig. 3). Interestingly, OmpS 1 is the longest of the eom
pared porins. On the other hand, NmpC and Le are 
eoded by genes eontained in related lambdoid phages, 
and the nmpC gene contains an IS5 insertion near its 3' 
end (Blasband et aL, 1986). In this respeet, the nt 
sequenees f1anking the ompSJ struetural gene have no 
apparent homology with lambdoid DNA or insertion ele- . 
ments; thus, OlllpSJ appears not to be of a similar origin 
as le and 1!1npc. 

OmpSl contains resid'ues Arg37
, Arg75

, ASpl06 and 
Arg 126

, \vhich are conserved in enterobacterial PhoE, 
OmpC, OmpF, NmpC and baeteriophage PA-2 Le 
'(marked by do\\'nward arrows in' Fig. 3). ·It has been 
reported that rnutations in the corresponding residues of . 
Ec OmpF and OmpC modify pore permeability alIowing 
larger moleeules to diffuse aeross the pore (Benson et aL, 
1988; Misra and Benson, 1988). One protein segment, 
loeated between Ala 131 and Ala 1" in the OmpS 1 

- sequence, is highly eonserved. It is possible that this seg
ment may playa role iri the ineorporation of the proteins 
into the outer membrane, since insertion of a four-aa 
segment, between lIe142 ~nd ASp143 of the PhoE porin, 
can interfere wilh this process depending upon the nature 
of the inserted residues (Boseh and Tommassen, 1987). 

In addition, OmpS 1 shares three segments whieh are 
strikingly similar among the enterobacterial pori11f2. They 
consist of residues from Gly2J6 to Alu2 -'7, from vár.:l:lo to 
Ser292 and from Val"6 to Ser3J7 (Fig. 3). They ha ve been 
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Fig.3. Alignmenl of ¡he OmpSJ aa sequcnce wilh Ihal of porins. Th~ 
deduced membranc·spanning strands, surfaee·exposcd slrands. inner· 
exposed slrands and :l heliccs, are aecording 10 the crystal struclUrcs 
proposed by Cowan el al. (1992). Aligned sequences are: PhoE. l'mpc. 
·Le. OmpC and OmpF of Ec: and OmpC (SOmpC) and OmpSI of Sr: 
they \Vere all retrieved from tbe EMBL Sequenee Database. The 
eonser\'ed aa residues among enteric porins O): und among entcrie,! 
neisserial porin subfamilies (bold and .). arc shown. Version 7-U;\,IX 
(Copyright, 1991) of lhe Sequenee Analysis Software Package (GCG~ 
\Vas used for multiple alignments. performed with ¡he PILEUP appliea· 
tion (Gap weight, 1.0; Gap length weighl, 0.1). 

proposed to form part of the contaet regions bet\\'een 
monolTIers in volved in trimer formation, a step required 
for pore eonstitution. Sueh an assignment is supported 
by the faet that the thermal stability of porin heterotrim· 
ers is similar to that of porin homotrimers~ suggesting 
that the" struCtures of monomer-monomer contact are 
highly conserved (Jap and Walian. 1990). 

Another consensus aa sequence pattern was identified 
in OmpSI. from aa 324 lo 340 at lhe C lerminus. lt 
spans two puta ti ve transmembrane p strands, consisting 
of [LlVMFY }X( 2 )·G-X( 2)-Y -x· F-X-K ·X(2 )-S·[STA]
[LlVMFY]-V; where the braekets group the possible aa 
residue at a single position, X is any aa residue, and in 
parentheses the number of repe'ats is shown. It is shared 
by several porins, Ilamely: enterobacteriaceae PhoE, 
OmpC, OmpF, NmpC; and by Neisseria PLA and 
Neisseria PLB .. This pattern is included in the GCG 
MOTIFS program (version 7.0). 

Codon usage was essenlially as' that deseribed for Sr 

and Ec ompC (Puente et al., 1989). 

(d) Presence of OmpSI in OMP preparations 
Although the OmpS1 protein has homology to porins 

(Fig. 3), su eh as OmpC and OmpF (Nikaido and Vaara, 
1985), its presenee in the Sr outer membrane could not 
be ascertained by Coomassie blue-staining of an OMP 
eleetrophoretie profile (Fig. 4 B. lane d). This might reHeet 
Ihat OmpS1 is jJoorly expressed or ineorporated into the 
auter membrane~ when the cells are growh in standard 
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a b e a 

B 
E. col! 

DH108 

b e 

S.lyp/¡! 

1 MSS~l 

d e 
Fig.4. Synthesis of the OmpSl prolein. (A) Autoradiograph of the 
electrophore¡ic panern of 3~S:labeled proteins produced in minieells oC 
Ec slrain P678·54. Lanes: a. no plasmid: b. vector plasl11id pBRJ25: e. 
rccombinant plasmid pFC63. (8) Elcctrophoretic pattern ofCoomassie
brillianl-blue·slained Ot-.'fP prepnrations from: Ec DHlOB. containing 
no plasmid (lane aJ, recombinan! plasmid pE2 containing Ihe Sr ompSl 
¡nsert in ¡he opposi¡e oricn'tation 10 the Ptac promoter in plasmid "cetor 
pBrad (Iane b), or recombinant plasmid pF2 containing ¡he Sr ompSl 

gene in ¡he proper orientation wilh respeet 10 the Pla~ promoter (lane 
e); or from Sr IMSS·l, containing no plasmid (lane d). or plasmid 
pF2 (Jane e). :'\1cthods: The Ec minicell·produeing slrains were grown 
in 2 x yeast tryptone e);lract. Minicells were purified by ccntri· 
fugalion through 20% sucrose gradients. pulse-Iabeled with 10 pCi of 
e5S]methionine (> 1000 Cijnull01; Dupont·NEN, Boston, MA, USA) 
for 30,min at.37''C .. and.thell anal)'zcd by 0.1% SDS·i2% pAGE al 
20 mA for 6 h; the gel \Vas dried and exposed to X-r~y film. The str~c
tural gene was amplified by PCR using an oligo (ni 607-637) of the 5' 
upslream region, and another (ni 1903-1929) al Ihe 3' end of the gene; 
Ihey incJuded a BOIl1HI site that kepl Ihe SD sequence and Ihe 51aft 
codon at an optimal dist<'\~.ce from the upstream regulatory sequcnces 
of expression 'plasmid pBia~·i (Boehringer.Mannheim, Mannheim, 
Germany). The ampicillin.resist::mt colonies \Vere selected and screened 
for ompSJ. Two recombinant plasmids, pE2 and pF2 (with inserts in 
lhe opposile and proper orientation, respectively), were obtained upon 
transformation of Ec DH5a.-F'{acJ Q• Constructions were ascertained by 
ni sequence analysis. Ec DHlOB and Sr lMS5-1 \Vere grown in M9 
mCdium, supplemcnted with casamino acids, or in nutrient broth, 
respeetiveJy. OmpSl synthesis was induced with 1 mM IPTG.n1P· 
p~eparati.ons \Vere obtaincd <'llld analyzed by 0.1 % SDS·12% PAGE, 
as described previously (Puente ct al.. 1995). -
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laboratory coriditions. "Ve are currently investigating the 
reasan far this phenamenon. 

In order to determine if OmpSI was indeed an OMP, 
it was expressed in St and Ec under the control of a 
strong promoter, using the following strategy. The struc
tural gene was amplified by PCR, using one oligo start
ing, from left to right, lO nt downstream from the putativo 
-10 Pi regian: and another one spanning. from right to 
Icft, several nt in the non-translatcd 3' portion. The pro
duct was subcloned into the BamHI restriction site of 
_multicopy expression plasmid pBtacl, to genera te plas
mid pF2. Upon transformalion into St or Ec, and induc
tion with IPTG, pF2 directed the synthesis of a protein 
product which was detectable in the OM P preparations 
as a band of 41 kDa, similar to that estimated from the 
deduced OmpSI aa sequenee (Fig. 4B, lanes e and e). No 
expression was seen when the PCR produ~(was cloned 
in the inverted orientation with respect to the ((le pro
moter (Fig. 4B, lane b). Furthermore, a 41-kDa protein, 
coded by plasmid pFC63, can be visualized in minicells 
by "S-Iabeling (Fig. 4A, lane c) .. 

(e) Hybridization of ompSI to DNA of other Salmonellae 
To leaen ir ompSi \Vas alsa present in other clinical 

iso lates of Sr and in other S"lmonell" serotypes, DNA 
was prepared from several protatype strains. digested 
\vith restriction endonucleases and examined by Southern 
blot hybridization. A "P-labeled 1181-bp fragment, cor
responding exaetly to strueturol ompSI, obtained from 
plasmid pF2 by digestion with BaIllHI, as well as a 863-bp 
32P-Iabeled S,,,,3AI fragment, from the inner portio n of 
the structural gene. were used as pro bes. 

All tested S"lmonell" strains hybridized with ompSl. 

under conditions of high stringency, except S. ari::onae. 
RFLP was observed in S. g"lIilUz/'l/m FVA-I and 
S"lmollcl/a sp. group D, with restrietion enzyme S"II; and 
in S. g"lIillanzm FV A-l, S. typlziml/ril/m L T2, S"lmollcll" 
sp.'group C; and S"lmollell" sp. group D, withrestriction 
enzyme S"l/3AI (Table 1). 

The conservation of ompSI in other Salmonellae mises 
the question about the role of other porins, aside from 
the known major ones. In this respect, interestingly, 
experiments at lower stringency have allqwed the identi
fication and isolation of novel St genomie DNA frag
ments, containing sequences similar to ompSi. One of 
these sequences was determined and faund to code for a 
new gene, now termed ompS2 (M.F-M., J.L.P. and E.C., 
data not shown). 

(f) Conelusions 
(J) We have cloned ompSI, a novel struetural gene that 

codes for an Sr OMF. 
(J) In Sr, OmpSI is present in OMP preparations at 

much lower levels than the major OMPs, such as OmpF 
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TABLE 1 

Hyhridization of the St ompSl gene with DNA of othcr Salmonellac 

Straina 

Sr IMSS·l 
Sr Ty2 
Sr Ty404 
Sr 2d 
Sr Ilj 
Sr 2530 
Sr 3042 
Sr MK12 
Sr MK20 
Sr MK29 
SiIINN-1 
Sg FVA-I 
Sp 
Sr//! LT2 
S sp. e group 
S sp. D group 

. S sp. E group 

Sourceb 

(1 ) 

(2) 
(3) 
(4) 
(4) 
(4) 

(4) 
(5) 
(5) 
(5) 
(5) 
(6) 
(S) 
(7) 

(5) 
(6) 

(51 

Hybridization 
fragments (kb) 

SaW 

5.6 
5.6 
5.6 
5.6 
5.6 
5.6 
5.6 
5.6 
5.6 
5.6 

18.8 
5.6 
5.6 
5.6 

IS.8 
5.6 

Sau3Ard 

~ Abbreviations fúr strains are: Sr, S. eyphi; Sa, S. ari:onae: Sg. S. gallillarwlI; 

Sp. S. Pll/lorum: Slm. S. typhimurjum; S. sp .. SlIlmuneila species. 
b The strains wefe obtained from: ( 1) l\Iexican reference strain (Isibasi 
el a!.. 1988): (2) American Type Culture Collection, No. 19430; 
(3) biphasic (d: z66) Indonesia n ¡solate (3083/82) rrom Dr. L. Le Minar: . 
Sen-ice des Entcrobacleries. Institu! Pasteur. París; (4) monophasic 
(.1:-) (.2d, 2530, 304~) and (j:-) (1Ij) Indonesian ¡sola tes. Stanford 
University/USNA;\IRU-2: (5) reference clinical isolates from the 
Instituto Nacional de la Nutrición, t>.lexico, kindly provid.ed by 
l>.1. Bobadilla: (6) reference strain from the Facultad de Medicina 
Veterinaria y Zootecnia. UNAM, Mexico; (7) original wild-type Herz
berg strain (SL937) from Or. B.A.O. Stocker. Stanford Universiry, USA: 
(S) American Type Culture Collection. No.1039S-A. 
e The whole structura! gene (t 182 bpl was used as probe. 
d The inner 863-bp fragment of ompSI was used as probe. 
Symbol- indicates no hybridization signal: N.O., not done. 
i\lethods: ONA biochemistry was done following standard procedures 
(Sambrook et aL 1989). Prehybridizatioo of ONA 00 Southern blots 
was in 50% formamide/5 x S5C/I0 x Denhardt's so!ution (1 x: 0.02% 
Ficoll ... 400/0.02% polvvinylpyrrolidooe 360jO.02% BSA)150 mM. 
Tris' Hel pH 7.5/0:1 mg ·per ~I so~i~atelsaim'on-sp~r~:DNA a't':n~c . 
for::! h. Hybridization with radioactive probes (1 x lOs cpm/I-lg) was for 
16 h. at 4rc. Washes were carried out twice in 1 x 55C/0.l % SOS, 
aod theo once in 0.1 x 55C/0.l%·S05 at 50'C. 

and OmpC, under the conditions tested. There is, how
eyer, the possibility that this gene is expressed at higher 
leyels only under extreme eonditions, nO! yet found or 
explored. 

(3) T)1e OmpSI aa sequence is clearly related to those 
of porins from Enterobaeteriaceae, which leads to the 
notion that OmpS I most likely also forms pores in the 
outer membrane. 

(4) There are five putative, uniquely distributed, 
OmpR-binding domains in the 5' regulatory regi3>$ of 
v"'pSI. The OmpR transeriptional regulator appears to 
be involved in ompSi expressian in Ec. 



72 

(5) Nt sequenees similar to SI ompSl are present in 
mast Salmonella isalates tested, except in S. ari:onae. 
RFLP was observed in sorne Salmonellae. 

(6) The presence of gene ompSl in Salmonellae opens 

many questions regarding its role in nature and about its 
expression in response to t_he physicochemical parameters 
of various microenvironments. 
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DISCUSION y CONCLUSIONES, 

Considero que una palie fundamental de la discusión ya ha sido planteada en la sección 

de resultados publicados. Sin embargo, deseo profundizar un poco más en los siguientes puntos: 

Niveles de regulación de ompSI. 

Como fue mencionado en la introducción de este trabajo, el gen ompF es objeto de 

regulación postranscripcional por un RNA antisentido que hibrida sobre el RNA mensajero no 

traducido (líder), el sitio de unión a ribosomas y los primeros codones (Schmidt, et aL, 1995). 

De hecho, se sabe que m icF, el gen que lo codifica, está ampliamente conservado entre las 

entero bacterias, incluyendo a S. 1, (Esterling et aL, 1994). 

En este estudio recurrimos al uso de fusiones traduccionales que incluyen hasta el cualio 

codón de ompS lpues, en un principio, todo lo que sabíamos respecto a su regulación era que 

se expresa en bajos niveles en condiciones de crecimiento en el laboratorio, La comparación de 

la actividad del gen reportero en las construcciones pR031 O y pR0266 sugirió que buena parte 

del control ocurre a nivel transcripdonaL Supusimos que de ser este el nivel principal de 

regulación, una construcción similar a la pR0266, pero ahora con el gen estructural ompS l, 

produciría niveles comparables a los de OmpC en la membrana extema, probando ello ser cielio 

con la construcción pR0269 (Figs 1 y 2 en resultados publicados, artículo 1). 

Entonces, aunque los experimentos realizados no estuvieron dirigidos' específicamente a 

evaluar la existencia de posibles mecanismos de regulación postranscripcional, podemos afirmar 

que la parte más estricta del control de ompS 1 ocurre a nivel transcripcional y además sugerir 

que es poco probable que exista un mecanismo similar al de m icF-ompF. 

Elementos (ralls-reguladores de oll/pSI. 

Una de las conclusiones a las que llegamos es referente a la paliicipación directa del 

regulador OmpR en el control de ompSl. Interesantemente, la primer señal que sugirió esto 

surgió al buscar secuencias con similitud a esta región reguladora en el banco de genes. Si bien 

muchos de los datos experimentales obtenidos después apoyaron la idea, el experimento de 

protección a la digestión con DNasa demuestra el papel directo del regulador (Fig. 5 en 
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resultados publicados, artículo 1) 

Comparando las regiones protegidas entre éste y los genes ompC y ompF, resulta evidente 

una distribución similar, por principio, de las cajas de unión a OmpR con sitios de contacto que 

van desde alrededor de -40 hasta cerca de -lOO (Fig. 4 en resultados publicados, artículo 1; 

Harlocker et al., 1995; Tsung et al., 1989). Una inspección más amplia y detallada comienza a 

anojar diferencias, pero es obvio que existan, puesto que los tres genes se expresan de manera 

distinta. 

La similitud en los niveles de actividad del rep0l1ero obtenidos en los diferentes fondos 

genéticos analizados, sugiere que en E. c. y S. l. existen elementos lrans-reguladores de ompS 1 

que se encuentran conselvados. Este hecho es reforzado adicionalmente al considerar que la 

proteína OmpR es idéntica en ambas bacterias y que E. c. posee un pseudogen ompS 1 con una 

región reguladora aún bastante bien conservada (Figs 3 y 4, de esta tesis) . En conjunto, estos 

resultados validan también, al menos parcialmente, el uso de mutantes de E. c. en genes definidos 

para evaluar su efecto en la regulación de ompS l. Apoyados en este razonamiento fue que 

evaluamos la función de lHF en una cepa de E. c. 

Una excepción más al papel osmorregulador de locus ompR. 

Resulta de particular interés el hecho de que en un fondo silvestre de S. l., la osmolaridad 

no afecte a una construcción de la región reguladora de ompS 1 que se expresa en bajos niveles, 

como la pR031 O, ni a una construcción que se expresa en altos niveles, como. la pR088. Si bien 

el sistema regulador OmpR/EnvZ ha sido caracterizado ampliamente como capaz de responder 

a cambios en la osmolaridad, también es cierto que la única excepción en ese sentido, de que 

tenemos noticia, ocune precisamente en S. l. con el gen ompC (Puente et al., 1991). Queda por 

evaluar si con 0111 pS 1 ocurre lo mismo que con 01/1 pC, respecto al componente bifactorial que 

requiere esta conducta para llevarse a cabo (presencia del fondo genético de S. l. y del operon 

ompB de S. l.) (Martínez-Flores et al., 1999). 

Rwnbo al modelo de regulación de ompSI. 

En el estado actual del conocimiento en que nos encontramos, resulta dificil proponer un 

mecanismo único de regulación para ompS l. Hay cosas muy claras y evidentes, sin embargo 
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otras son más dificiles de explicar. 

Sabemos que los elementos cis-reguladores están contenidos en un fragmento de 310 

nucleótidos hacia arriba del sitio de inicio de la transcripción y que este fragmento se subdivide 

en una región distal, inyolucrada en represión, y una proximal con capacidad activadora. 

Respecto a los elementos trans-reguladores, conocemos a la proteína OmpR; pero la 

situación se complica cuando encontramos: 1) que ésta tiene cajas de unión distribuidas a lo largo 

de toda la secuencia, 2) que en el estado desfosforilado (y quizá también como OmpR-P) se une 

con mayor afinidad a la región de activación y 3) que el gen puede transcribirse a partir de tres 

promotores sobrelapados, de los cuales dos son regulables . 

• Considerando nuestros datos experimentales, podríamos proponer que OmpR forma una 

horquilla represora entre las cajas distales y proximales, la cual mantiene apagado a ompSl. Sin 

embargo este modelo no basta para explicar varios hechos como: a) ¿cuál es la molécula efectora 

y el estímulo que desreprime a ompS 1 (puesto que la fosforilación de OmpR no parece tener 

efecto)?, b) ¿por qué las cajas de activación son unidas preferencialmente en nuestro ensayo de 

protección?, y e) ¿por qué el promotor 2 se desreprime en construcciones cOltas y en el fondo 

IJompB? (Figs 3 y 5 en resultados publicados, artículo 1). 

Una adecuación a este primer modelo podría postularse en ténninos de involucrar la 

existencia de una proteína adicional, con las siguientes características: 1) está activada para unir 

DNA cuando la bacteria crece en condiciones de laboratorio; 2) es superior (epistática) a OmpR 

en la cadena que define cuándo expresar a ompS 1; pero 3) es incapaz de iniciar por sí misma la 

transcripción a partir del promotor 1, es decir que no puede interactuar con la RNA polimerasa 

para activar y 4) tiene un papel represor sobre P2, lo cual podría ser una consecuencia de lo 

anterior. 

Así, la presencia de una proteína adicional sería definitiva para la estabilización de la 

horquilla represora, reforzando las interacciones de OmpR en la regióü distal con OmpR en la 

región proximal; mientras que su ausencia ocasionaría que OmpR pennanezca unida sólo a la 

región proximal, por tanto activando la transcripción. 

Las diferencias entre este modelo y aquel propuesto para regular a ompF son básicas, 

puesto que los patrones de expresión y las condiciones que los afectan difieren por completo 

(Huang et al., 1994; Rampersaud et al., 1994; Harlocker et al., 1995). 
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Repercusiones sobre los postulados del modelo general de regulación y pen;pectivas. 

En términos generales, los resultados obtenidos en este trabajo hacen una aportación 

impoliante al conocimiento de la regulación de las porinas, ya que nos dan elementos para 

cuestionar y evaluar al modelo general de control: durante muchos años éste se ha construido con 

base en observaciones recabadas a partir de un par de genes, lo que ha contribuido a auto limitar 

su desarrollo. En este sentido, la realización de estudios más profundos en tomo a la regulación 

de ompS 1 resulta prometedor. 

Así, la región reguladora de ompS 1 ofrece una serie de peculiaridades que habrá que 

explorar con detenimiento. Del análisis de las secuencias reconocidas por OmpR en ompS 1, 

respecto al resto de las cajas sobre ompC y ompF, se pueden hacer las siguientes anotaciones: 

ninguna posee todos los rasgos defInidos como importantes para el reconocimiento (Pratt y 

Silhavy, 1995; Huang e Igo, 1996; Head et al., 1998), a decir, el par de bases AC en la mitad 

izquierda para las cajas de alta afInidad (Cl y Fl), el par de bases AC en la mitad derecha para 

el resto de las cajas y la G central conselvada en casi todas (con excepción de F4) (Fig. 5 de esta 

tesis). 

Notablemente, el par de nncleótidos de alta afInidad sólo lo tiene la caja n que 

efectivamente fue la más afIn en nuestro ensayo de protección. La G central sólo está en las cajas 

1, n, IV y V, mientras que el otro par de nuc!eótidos de la mitad derecha sólo está en las 'cajas 

1 y IV; así el resto de las cajas sólo tiene una de las dos bases conservadas. Esto hace surgir la 

pregunta de qué tan afInes serán cada una de ellas y en su conjunto, respecto a las cajas F y C. 

En contraste, la caja n de alta afInidad está ubicada entre los nucleótidos -71 y -78, 

mientras que en ompC y 0/11 pF las cajas con esta característica (F l/C 1) corresponden a la tercera, 

ubicadas de -78 a -98. 

No obstante lo anterior, la construcción más activa fue la pR088, la cual incluye hasta 

la mitad derecha de la caja nI; interesantemente, en ella, ésta es la palie más conselvada. 

Resultará importante entonces evaluar si la secuencia silvestre de la caja III es reconocida por 

completo; si en la construcción pR088 OmpR protege simultáneamente secuencias nativas de la 

caja IU y secuencia del vector, o si por el contrario sólo se une a media caja; de ser este último 

el caso, estaría en contraposición a la observación de Harlocker et al. (1995), respecto a que 

OmpR se une de dos en dos. 
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fl ACT,TTTGGTTACATATTT 
n TCTTTTTGAAACCAAATC 
~ T~TCTTTGTAGCACTTTC 
d ACATTTTGAAACATCTAT 
~ .GATAAATGAAACATCTTA 
OAGTTTTAGTAyCATATTC 
N ACGGAATATTACATTGCA 

I TATCTTTGTTACATGTTA 
n ACAAATTGAAATATTTTA 

66--7 

In TTATAAAAAACCAAATAG 
88--7 80--7 

N ATTCTTAGTCACTTATAT 
117--7 

V AATCAAAGCATCAAATAC 
~ ATTTATTTTATCATTACC 

"": . 

Fig, 5. Alineamiento de las cajas de unión a OmpR en ompC (CI-C3) y ompF (FI-F4) de E, e, 

y ompS 1 (I-VI) de S. f. Se indican los nucleótidos conservados propuestos como im¡JOltantes para 

el reconocimiento DNA-proteúJa: los pares AC (posiciones 1 y 2, mitad izquierda y derecha) y 

la G central (posición 8, mitad izquierda); también se indica con flechas el punto en que 

comienzan algunas de las construccioiJes empleadas en este estudio (66, SO, 83 Y 117). 
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En este contexto, resulta aún más interesante que dicha activación alcance niveles 

alrededor de diez veces mayor a los de nuestra construcción control, que lleva la región 

reguladora de ompC. Por el momento, la explicación más sencilla a este hecho es que lo ocasiona 

la cercanía de las cajas de activación y de alta afinidad a la región promotora. Para otros 

sistemas, como los promotores dependientes de CAP clase J, se ha demostrado que cuando existe 

una interacción entre la proteína activadora y el dominio carboxilo terminal de la subunidad 0., 

como es el caso para OmpR, el alejar los sitios de unión vueltas completas de DNA, ocasiona 

que la capacidad de activar la transcripción se reduzca. (Gaston et al., 1990; Ebright, 1993) 

Todo esto hace evidente que el avanzar en el estudio y comprensión de la regulación de 

ompS 1 y el incorporar los datos obtenidos en el modelo general de regulación de las porinas, 

pelll1itirá que este aspecto del control genético en bacterias pueda ser explicado, predicho y 

empleado en aspectos generales 'biotecnológicos y de ingeniería genética. 
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