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RESUMEN 

H-NS resultó el.~il~nci.adór de la expresión del gen ompSJ de Salmonel/a enterica 

serovar Typhi'(S; typhi)!~(;~~é~presión de la fusión ompSJ-/acZ pR031 O (fusión de mínima 
• • ,,¡••o _!,,• ,, •' •L,"""• •' 

\~-::··_; ;3/·' ~~·::;--:: -~·~, -'-~· ·.''•'e< 

actividad, qu~:fe~f~t~ri(iÚa"·fu~i~~ r~presión), fue 1 O veces mayor en cepas hns respecto a las 
_ -. - '.I: i?~-~-):~JHt;;, :'r:;:r,·;¡ ;e:; · __ __ . ___ . . __ . · · -

silvestres;A:p()sar deeste.auniénto, ni la proteína OmpSI ni._el transcrito.correspondiente 

alc~z~ro~-~~-~{i!~:dtal~~ .• La reintroducción del-genhn)i~~;~-~ff~;~:~g J~sp;Ldientes, 
'. .· '>'· ·,:·· .·) ;:,_:_.\ ¡ .-; : .,;, ., .• ,:; .~.'-'.. .,_, • ,. • .. . . ·,-,, ' 

~. :_-- :-~~;~t-~ ~~:¿.<A~i::&:. · ~: >> 
rest~u~Ó f6~ 'bajos niveles de expresión observados en la silv~s'ff'éfü1LN-súnt~raccionó 

T,' "{:_;_.·J. _'.> =~-- :':>:::- ¡;-¡:~: ~."~-<< .c .. ~: •. • 

directameii'te con una región de curvatura intrínseca en ompSI{cofl-ieAt~~ba:de ;;:.88 pb. H-
, ' '·. ·. . . - . :· .·.· .- '" ·· .. '-~{",.--,;- - -- . ,,._ ¡,- .- ; 

·,··· 

NS impiclÍ~)a.transcripción tanto del promotor activado (PI) qÓfu~'d~l~ro~oto~-reprÍmido por 
··, ·:~·.; __ :': '>-·.: .: .. ·-::\;tf~·-·:.-~.-. --·:· .. -· -:·. /':< -~<,: 

Omplt (P~fLa expresión liberada de ambos promotores disn}iJÜyó en alta osinoláridad; efecto 
. :- ':: -.-·: .. ·;_: -~ :_· - ': ·:'-_,;-.,· .. ,:·'·.· ':'."-' - . ., -.-, -¡,:---.-. ' 

dependiente deJá'.fegión corriente arriba de -88 pb, e ihdependiente de OmpR. La eIÍminación 
· _--_ .. _,.,_._ - ·;:.,~(·::~',.·., · ·.--~:--.:-:~;~:-:--:":"· ., __ , ·· :-·-: ··/·.~_:·.t'. 1;·r·:· · 

de la región eri~e:G1os y-135 pb, disminuyó la iritei~~6f4n,de H-'NS y el efecto negativo de la 

alta osmolarld~d;;~.~~jhi,S.typhimuritihz•y·&~·c:JYJ:J~~s;l[tafcm el mismo perfil de aumento de 
'.. : ~~-;:·:,.~-~::\-«:\:".'.'·: ;-~::;:; .-=.''.-,;._:._ .J.· '. ~ ,{-;-j:_ ~ .:~:-· ·.:,., .~;: -~~e'~-; -J·'-.'·-•. .:>~'" . . .,, : . :_ . :, -

.,:_.-: .. ; ¡ ·:·;-~~-'./~::.:f,:t:. :i/;~i-_-; t-~,~:-:-.- ,~·~..-;·:·-.. -;_-;/\/: ~:::.':~--~- . ~~~:::t\i'.:~~~~~- -'~ !~{~ . :?. . ::~. 
expresión de omp§J.~1 t,:e,csfrf.afsé.:!a región reguladora, desde -310 hasta -88 pb, aunque el 

-_ ::'.·~-:-:~:-_ ;-:~~;\.~r:~;\ "'·0~·,. '. 

nivel absolufo·iiíS'.~,;(};,kJ;fJfü~"cI~{veces mayor que en las otras bacterias. En una cepa hns stpA, 
''l'./!~~1 i'};-y:¡,1!T ··-· .-·-

se encontró1~1·1%~f:ili_~ úi~eFde expresión posible en E. coli. La sola eliminación de stpA no 

des1Teprimi~:á,6~_.PSL PI se activó a través de OmpR fosfato, el cual aumentó 72 veces su 

afinidad pot,la~ ~~jas de activación, 1-II-III, respecto a OmpR. Contrario a OmpK37 de K. 

pneumoniae, que se induce ante la ausencia de OmpK35 y OmpK36, OmpSI no se indujo en S. 

typhi ompC ompF. Se desconoce el estímulo para la inducción de ompSJ, pero se proponen 

posibles efectores para conducir a la eliminación del efecto negativo de H-NS. 
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ABSTRACT 

H-NS ~as identified as the repressor of Salmonella enterica serovar Typhf(S. typhi) 

ompSI por-j11g~ll~~~~pression. Salmonella hns mutants derepressed IQ-fold;the2~xpression of 

the pR03 I O <>m~SúacZ fu si on (repcescnting mini mal activity and n>""itai!re~1e~sion), wi th 
respect to,~h~,,~íi~·iype. Neither the OmpSI protein nor the correspondi~~·~~~·~~~:i~Ír~ached 

;:'.- ... !';'; :·'.<':,:,-_,:' 
'~,. , ' ' -

major,lévels,Hn~spite'.ofthe.10-fold derepresion in the hns strains;·Réinfroduction ofthe S.typhi 
: .;_: .. : - ~-l\~·.: ;-:~S:~-:~ J1:+:{C;:·_~-~~~' .: ·. . -_ ~,,,:-:- "- > -: 

wild~fype{hú1~~~E~f~)h~ mutants restored the low-level of ~xp;ession observed in the wild 
. · .. :_--·:,;.:·;,~:,.._ h:~}.·~:'.!J?,):: ;,< ', .; .. ~ 

regl!laiF;l'~i~:i~~}·~()th OmpR-dependent (Pl) prometer, and OmpR-independent (P2) 

promofar>&@~cfü5{i~,n'',~ere silenced by H-NS, and were negatively regulated by high 

º'n>º'•fH~,:~~l~i~·j~nfrnt on the region upstream of-88 and independent of OmpR. A 

deletion, from·~los;'to-=135,bp,;with respect to the full length pR03 l O, resulted in decreased 

H-~s.:;n~J1~111"i~t1~~i;1ati?n• S. ~phi, S. ~phimurium ,and E. coli, showed the srune 
profile cifopíp,5'[t~~Pt~ssJ§t1r)ncteasing it while shortening the regulatory region from -310 up 

' '¿'.~ ;;J<~1~D~!i;;~¡i;,·.:~·: '{ . . > 
to -88 bp,"á}tl(9cügg'tJi~ atisólüte Ievel was two-fold higher in S. typhi than in the oth.erstrains. 

~--~-::~', . --:.;::-·-·?e-·~ J--~;o_ ·.-· .: \~~· 

In an hns stpA~Úralh; 'ompSI expression reached its maximal for an E. co/i strain. I~;'contrast, 
no derepre~~ic@J~sobserved in the stpA single mutant. 

PI ias~ctivated by OmpR phosphate, which enhanced 72-fold its binding affinity for 

ompSJ activation boxes I-II-III, with respect to OmpR. In contrast to K. pneumoniae OmpK37, 

which is higlllY ~xpressed in the absence of the OmpK35 and OmpK36, OmpS 1 was not 

induced in ~ i typhi ompC ompF strain. The stimuli needed to induce ompSJ expression, are 

still unknown, but sorne potential effectors involved in relieving the H-NS effect are proposed. 
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INTRODUCCIÓN 

Salmonellfl enterica serovar Typhi, agente etiológico de la fiebre tifoidea 

Salmonella enterica serovar Typhi (S. typhi) es una enterobacteria Gram-negativa, 

patógena, intracelular facultativa, que infecta específicamente al ser humano, causándole la 

fiebre tifoi~ea(Gl.lthrie, .}992a). 

alimenfos contamihádos con heces u orina de individuos infectados. Típicamente, la 

enfe~med¡cl resulta évidente luego de una a dos semanas de incubación y se caracteriza por 

signos y síntomas tales como fiebre, escalofríos, dolor de cabeza, dolores musculares y diarrea. 

La infección máxima generalizada ocurre luego de 7 a 10 días (Guthrie, 1992b). 

La tasa mundial anual de fiebre tifoidea se estima en 17 millones de casos, de los cuales 

alrededor de 600 000 resultan fatales (página electrónica de la Organización Mundial de la 

Salud, http://www.who.int/inf-fs/en/fact149.html). Recientemente se han presentado brotes en 

Asia, Medio ·Oriente.•Y.;J,\mérica Latina, donde las cepas prevalentes son resistentes a 
:o·: >·:·~ :">, ::_.: < \).:;~·:· ;·-i'' > 

cloramfeniéol .O bien a;rnúltiples antibióticos (http://www.who.int/inf-fs/en/factl49.html). 

Inclusive, eI~enoma de una de tales cepas resistentes a múltiples antibióticos, la CTI 8, 

proveniente de un brote epidémico de Vietnam, ha sido completamente secuenciado (Parkhill 

et al., 2001); además, recientemente se obtuvo la secuencia completa del genoma de otra cepa, 

la Ty2 (Deng et al., 2003) . En México, la incidencia ha declinado más del 40% desde 1988. 

En 1996, se presentaron cerca de 10 casos por cada 100, 000 habitantes, con una tasa de 

mortalidad menor o igual al 1 % (Calva y Calva, 1998). 
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Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. typhimurium) produce en ratones una 

enfermedad similar a la fiebre tifoidea de humanos. Merced a ello, se han realizado diversos 

estudios etü()s q1.1(l;s'(l ~n.aliza la relación entre esta bacteria y las células hospedantes. Con 
.-~. -- -· - ---,..,--- - ·--~ - f-.--,,-- - -- ~-

ello, se han c:r~~f¡rg~do genes que se expresan en mayor abundancia una vez que las bacterias 

están dentro deír~tóil, ya sea por las metodologías conocidas como IVI Qn Vivo !nduced, por 
.·,.,·.--. •t;·J_ '-i1--'·:· .¡·.· . ..' . • 

sus siglas~érí.iíiglé's);o IVET Qn Vivo ~xpressed Iechnology) (Mahan;eta/.; '1995; Heithoff et 
· __ ; <.:j~~ ·r~'.:¡.c_~,_:~J:·;~=:->'. - ... ---.:>~--.-.-'--'<·.; 

al., 1997{'.5~1~1iü~t'ci~::de la interacción entre la bacteria y células eucariontes en cultivo, han 
.- . '-.')' ·c--:,-.-./.:.:.ft~'Y:.'·f:;{{~·'..fr;~,.'_·· -. . -

permiticloi.io~·fi'tifi~aI~ditersas moléculas que la bacteria transloca a la célula eucarionte, 
. · · :~.H;i·~f~;~~\t'Vx"..; ~+. ' . . . . . . _ . 

moleculas que son:responsables de cambios en las vias de transducc1on de senales (revisado en 
, ·,.- - . ;-·:.\~¿:: .');,? · . .-;~·:·~~-:..·F----: .. ~.,. -

Zhou y',o[f~Al''i2~51)'/. j\clemás, se conocen ya algunos de los mecanismos que Salmonella 

enteric~ sg~··'Jhw~:W~ara poder sobrevivir y proliferar dentro de las células hospedantes 
~~\ :·._· <'-:~'.{'.~;·;_ 

(revisado e~'qfoi~'¡ri~ri y Muslin, 2000). 
·, .... : . . :;:oc-:; ··.(;:~-,~, ,·',,; 

Actuath;~~t~; ~la puerta de la era genómica y co~ la secuencia completa de dos cepas 
~ . - ,. : -. 

de S. typhi,.1a·CT18 y Ty2, como una de S. typhimurium, la LT2 (Parkhill et al., 2001; 

McClellan~'.'Ú~/.,2001}, será cada vez más factible utilizar esta información para explicar en 
_,e .. • ·:,~ : ·:. '. • . 

mayor detal1~;.y1~Sp~cificidad de hospedante exhibida por algunos de los miembros de este 

género, así bo~ci:ifü mecanismos que les permiten adaptarse a diferentes nichos o aun modelar 

de manera distinta su proceso de infección. 

Las porinas, proteínas de membrana externa bacterias Gram-negativas 

Safmonella typhi, como bacteria Gram-negativa, posee una membrana interna y una 

externa, separadas por el periplasma. La membrana externa cuenta con macromoléculas 

lipídicas y proteicas. Dentro de los lípidos se encuentran dos tipos: fosfolípidos y 
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lipopolisacáridos (LPS). En Escherichia coli, Sa/monella y especies relacionadas, la 

distribución de .estas moléculas es asimétrica, donde los fosfolípidos se orientan hacia el 

interio~,-~n~!ªll!º que los LPS lo hacen hacia el exterior. Dentro de la matriz lipídica se pueden 

encontrar varias clases de proteínas: la lipoproteína mureína, los canales específicos, los 

receptores de alta afinidad y las porinas. 

Las proteínas de membrana externa de Escherichia coli conocidas como porinas, que se 

expresan principalmente en condiciones estándar de laboratorio son OmpC y OmpF. Además 

de éstas, PhoE puede llegar a ser mayoritaria en condiciones de ayuno de fosfatos. Como el 

nombre lo sugiere, las porinas forman poros, a través de los cuales se establece el intercambio 

de solutos hidrofilicos (nutrimentos y substancias de desecho) entre la bacteria y el medio que 

la rodea~ 

TESIS CON 
C'A T r 
1 ·'.:'.LA DE ORIGEN 



6 

Dentro de las propiedades que las porinas, se encontró que proteínas de este tipo, 

purificadas a partir de S. typhimuirum, aceleraron in vitro la coagulación de sangre humana 

(Dil\,1i5c~.e!:~!·~~go1). Además, en el caso de OmpC, se ha demostrado su participa,Cioncomo 

receptor:d~'f~sbacteriófagos Gifsy-1 y Gifsy-2 (Hoy Slauch, 2001), lo que h.ablade la 
',__._._ : ~- ~»· 

- ,;,e 
-- . " :~-ti- -

varied~d d~ funciones que desarollan estas proteínas en la bacteria. Por otra parte, ~~_bldo a su 

gran cantidad de moléculas en la membrana externa (105 por célula), las poriria~~~on·de las 
·-- .4Jj~·-::;-__ ,~,?.,< -·· - •\" ·'· 

proteínas más abundantes, ya que constituyen hasta el 2% de la proteína totaf·~(;;fikaldo; 1996). 
,,.·- .. -·,·:·:~ -

En términos generales, las porinas forman trímeros, con un límiteºd~·¿xclusión de 600 

Da. No obstante, existen diferencias entre ellas, como el tamaño de poro (1.16 vs 1.08 nm de 

OmpF respecto a OmpC) y la ligera selectividad hacia iones (cationes para OmpC y OmpF y, 

en contraste, aniones para PhoE) (Benz, 1988; Nikaido, 1992; Schultz, 1993). 

La cadena polipeptídica de las porinas atraviesa la membrana en 16 ocasiones, como 

hojas J3 antiparalelas, y forma una estructura de barril que da lugar al poro. Los segmentos 

transmembranales están conectados, en el exterior de la bacteria, por asas o vueltas largas, 

mientras que en lado periplásmico se unen por giros o vueltas cortas. En el caso concreto de 

OmpF, se definió que la tercera asa externa se pliega hacia dentro del poro y lo obstruye 

parcialmente. Por otro lado, se ha propuesto que la segunda asa se dobla hacia afuera, para 

interactuar con el monómero vecino y así estabilizar el trímero (Cowan et al., 1992). 

Además de lós g\!11e{.de la~ porinas mayoritarias, Escherichia coli posee genes que codifican 
.. ''.~ _·-'..,;- •.:·\:·,'. 

para porinas c¡~e·~i::·éxprésarí a bajos niveles, en condiciones de laboratorio, como son nmpC y 
r' ,,_,¡'O "! .• 

ompN (PriÜp~~·~i-W/.,' 1998); o cuya expresión se induce cuando la bacteria crece en 
. -. . ' - --~ ·, 

maltodextrill~¡, Úfu~ompG (Misra y Benson, 1989). En S. typhimurium, se ha descrito otra 

gen de porina mayoritaria, ompD, a cuya proteína codificada en éste se le ha atribuido la 

capacidad de formar un complejo exportador de aminas cuaternarias (Santiviago et al., 2002). 
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En lo que respecta a Salmonella typhi, la bacteria que se estudia en nuestro laboratorio, 

se han clonado y secuenciado los genes que codifican para OmpC, OmpF, PhoE, y las porinas 

quiescentes OmpSJ~y'Oll!PS~_(Puerite et al., 1987; Fernández-Mora et al., 1995; Oropeza et 
_, =- ~-- ,=---;o_-;_'o.-,=- ~-·-y""' ,. - -·;-'-.-- '· ..... - - -,-- - --- -- -

al., 1999). 

Eh Kleb;feltapneumoniae se encuentra otra porina de baja expresión en el laboratorio, 

codificada por el gen ompK37 (cuya proteína comparte 71 % de identidad y 84.5 % de similitud 

con OmpS 1 de Salmonel/a). Este gen expresa una proteína presente en muestras clínicas 

aisladas de cepas resistentes a 13-Iactámicos; pero no en cepas susceptibles a tales antibióticos, 

las cuales expresan OmpK35 (homóloga de OmpF) y OmpK36 (homóloga de OmpC) como 

porinas mayoritarias (Doménech-Sánchez et al., 1999). 

Regulación de los genes de porinas por el operón ompB 

El criterio de abundancia de las porinas está dado por la cantidad que se observa una 

vez que las bacterias se han cultivado en medios de uso común en el laboratorio. Este estudio 

permitió conocer que factores como el pH, la temperatura, la presencia de substancias tóxicas o 

nutrimentos, la fase de crecimiento y la osmolaridad, afectan la expresión de las porinas (Pratt 

el al., 1996):. 

El mecanismo de regulación de la expresión de los genes de porinas en respuesta a la 

osmolaridild .es el más ampliamente estudiado. En l!.scherichia co/i, cuando la osmolaridad es 

baja se expresa preferentemente OmpF; en tanto, cuando se incrementa la osmolaridad, OmpF 

se reprime y se sintetiza preferentemente OmpC (Pratt y Silhavy, 1995). Presuntamente, el 

medio de baja osmolaridad simularía una condición pobre en nutrimentos, por lo cual la 

bacteria tendria alguna ventaja el expresar una proteína de poro más grande, como es OmpF. 
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La bacteria regula la expresión de sus porinas en respuesta a estímulos ambientales 

como la osmolaridad, con la participación del operón ompB (ompR-envZ),-que es necesario 

para la activación de los genes ompC y ompF, y que se requiere para la~osinoíregulación 

recíproca de estos genes en Escherichia coli (Sarma y Reeves, 1977; wl1~;~td/a/,, 1982). 
-· --__ :·i·~~· :/:;.;~ · __ -~:·;~;_·;~· ~ -~ - - -

EnvZ, es la proteína detectora del sistema (450 aminoácidos). Tien~ aCti\!fcia'cl de. aütocinasa 

dependiente de ATP, de cinasa para OmpR y fosfatasa de OmpR~fosforilado; en donde las 

funciones enzimáticas residen en su dominio citoplasmático (Roberts et al., 1994). Este 

dominio se subdivide en el dominio A (aminoácidos 223-289), que contiene el sitio de 

autofosforil¡ición (His 243), y en el dominio B, donde se une ATP y reside el centro activo de 

cinasa de OrnpR y de autofosforilación (Park et al., 1998; Tanaka et al., 1998). 

OmpR es la proteína reguladora de respuesta (239 aminoácidos). Posee dos dominios, 

el amino terminal, donde es fosforilada por EnvZ en el Asp 55, y el dominio carboxilo, que le 

sirve para unirse al DNA, para interactuar consigo misma y con el carboxilo terminal de la 

subunidad ex. de la RNA polimerasa (Tate et al., 1988; Tsung et al., 1989; Igarashi et al.; 1991; 

Slauch et al., 1991; Shariffe Igo, 1993) . 
.. 

Divel',s,o~.~sf1Jdios demostraron que la fosforilación de OmpR incrementa su afinidad 
i--~~::t-°'· -··:: .. ;< 

por el DNA(Aiba et al., 1989; Forst et al., 1989; Head et al., 1998). También se conoce que 

el aumento en la osmolaridad del medio ocasiona incrementos en el nivel de OmpR fosforilado 

en 1~:\·cherichia co/i sin que se conozca si este incremento es producto de un aumento en la 

cantidad de OmpR o a mayores eventos de fosforilación (Forst et al., 1990). Recientemente, se 

ha determinado que la producción de OmpR se incrementa por un factor aproximado de 1.8 en 

condiciones de alta osmolaridad (Caí e Inouye, 2002; Batchelor y Goulian, 2003). 

Los datos anteriores han permitido proponer un modelo para explicar la regulación 

recíproca de la expresión de los genes de las porinas mayoritarias en respuesta a la 
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osmolaridad, que se muestra en el esquema de la página 15. Así, se postula que cuando la 

osmolaridad del medio es baja, también lo es el nivel de OmpR fosforilado; condiciones en las 

que se unir.ía a s_itios de alta afinidad en la región reguladora de ompF para activar su 

transcripción. Cuando la osmolaridad es alta aumentaría entonces la proporción de OmpR 

fosforilado; de manera que ahora se saturarían los sitios de alta afinidad en ompF y habría 

unión_a sitios de baja afinidad en el mismo ompF y en ompC, conduciéndose a la represión y 

activación de la transcripción de cada uno, respectivamente (Norioka et al., 1986; Mizuno et 

al., 1988; Mizl1no y Mizushima, 1990; Russo y Silhavy, 1990; Cai e Inouye, 2002). De 

acuerdo a este 11lod~lo, se hace necesaria la presencia de sitios de distinta afinidad para la unión 
,· --.··.,·,,.;;·· 

de OmpKf6sf~:;il~cJ6 en ompF y ompC. Así mismo, sería necesario que OmpR fosforilado 
. . ' - ·, :;.:~ • !/: . ,. -

tuviera ai m~rio~ 20 veces más afinidad por la región reguladora de ompF que por su 

contraparte en ompC. 

Si bien dos grupos identificaron la existencia de un sitio de baja afinidad para OmpR en 

la región reguladora de ompF, presuntamente involucrado en la represión asistida por IHF, 

estudios adicionales han dado evidencia de que la fosforilación de OmpR, si bien resulta en un 

incremento en su afinidad por el DNA tanto de ompF como de ompC, la diferencia en tal 

incremento de afinidad para ambos genes no sería suficiente para explicar el proceso de 

osmorregulación (Huimg e lgo, 1994; Rampersaud et al., 1994; Head et al., 1998). 

lnclu~jve, QmpR sin fosforilar es más afín hacia las cajas de activación en ompC que 

hacia las de ompF; en tanto que OmpR fosforilado es sólo 2 veces más afin por las cajas de 

activación en ompF que por las de ompC, a la vez que no se pudo obtener una medición de la 

afinidad de OmpR u OmpR fosforilado hacia la caja involucrada en la represión. En este 

sentido, se estima que la unión a la presunta caja de represión en ompF sería consecuencia de 

la interacción inicial en otros sitios y su posterior unión a tal sitio (Head et al., 1998). Lo que 
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sí resulta claro es que la región corriente arriba de las cajas de activación en ompF son 

necesarias para la represión en alta osmolarid.ad (Huang e Igo, 1994; Rampersaud et al., 1994), 

sin ql.le.~¡:sté ~i~n-~sta~!~ci'!2 ~L~L~iti();.:;,~c:l .~aJa afinidad interviene efectivamente en la 

osmorregulación; 

En l·~··~Se;~~P~.~t~;aS~lmÓneUatyphi, se conoce que OmpC no se osmorregula, aunque 
.. . ¡;:,e . ,, --.. · , ~ -< . '. ·' 

su expresiói{síidepeilde déOmpR.(Puente et al., 1991). Con el fin de esclarecer el papel del 
·,. ::;;_'.:,_ ~·.:_~~~·, :.;;::l~.Q::··:-·.<~ '; ;._:: 

operón 0~1¡}~ e'riiJ~:i~~~i~;ión de este gen, se aisló este locus y se generó una mutante en s. 
-"~- , ;-~~~r~~~J;/"_·-~ - - . .--; 

typh; (Nlartínei~.~Jbres e( al., 1995; Martínez~Flores et.al,.1999); .. ~xp_erl~el1tos de 

complementación recíproca con los operones ompB -d~;fE. "~oli;y ~· &pf1j/h~iH1.Ías.~utantes de 
:,., _, :":·:·· '-O:: ·:.: ·:,'"•'.'.::,~:\'_"_:·:·e·.~.-..(': /:~.~·-: ¡_'.;),::"·::·~·t.-; .. "_¡<:.;·,;:·.,_·)'':: .. 

cada cepa, revelaron que para obtener Ja misma regulación de OmpC respecto a la 

osmolaridad, era necesario un factor distinto de ompB (Martínez-Flores et al., 1999). 

El regulador global H-NS (Histone-like Nucleoid Structuring protein) 

Un regulador global implicado en la respuesta a cambios en la osmolaridad es la 

proteína H-NS (Histone-like Nucleoid .S.tructuring protein), que además de ayudar a mantener 

la estructura del nucleoide bacteriano, ha sido implicada en la respuesta a variedad de 

estímulos ambientales, tales como el ayuno;. cambios de pH y temperatura (Atlung e Ingmer, 

1997; Williams y Rimsky, 1997; MacLe(),d y Johnson, 2001), condiciones que afectan también 
.- •, '\:'·, -<,·::: '•,< 

la expresión de las porinas. El gen lms se autorregula, se estimula por la proteína de choque 

frío CspA y por el regulador global Fis, y su expresión se origina a partir de un solo promotor 

(Dersch, Schmidt y Bremer, 1993; Johansson y Uhlin, 1999). La proteína codificada en este 

gen posee 136 aminoácidos y se ha divido en dos dominios funcionales separados por un 

conector flexible: un dominio de unión a DNA, situado hacia el extremo carboxilo; otro de 
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oligomerización, importante para la actividad de represión por parte de H-NS, situado hacia el 

extremo amino (Esposito et a/;, 2002). > 
... .·.- -, 

Las_inte!acc::iC>.l'les "~º!éí11a, .. IJroteína que establece H-NS consigo mismasón inÍportantes - .. - ; 

para la regulaciónpo~:'ésta. ~Ad~fuás, se ha demostrado que H-NS es capa,:z;d~:int~ra.'¿tuar con 
,--,:~\ ·'..~,-__ ; ,.-~~- ··e,:.~<~.'.:· . "·"-'·- ~y.·. ;t]fe:'":.'~·?o:<.·.' 

su pa,rálog() StgA'froti~~~tori'l~t;W(2001) y que dicha interacción es irÜpoft~rift;pii~~6torgarle 
-·· .. ':. r; -, ·e:,'· ~~:-.; , >;~1;: c.;:~/, __ .:c:.':::· ·':·.~_." · ·., ':! ' 

un papeLmodÚI!}dÓr-á'Sip~~ellJ~regulación del operón bgl de E. coli por formas truncadas de 
-, ~ ~ .. ~- }~/-·: ~~~t_,;~'i'":-;_~-~:·~~c:·i ,."~,-~~ 

H.,NS(Fr~e'W ~l;• ;2,qPgt~~cientemente se ha determinado que H-NS presenta interacción con 
•' ' • ' 'L '' ' • • • • •' ' ,. ~ • J • • •• ' • •dé .,o " , • 

H-N~ ~~ i~~u~ntra de forma abundante en la célula, ya que se estima que existen 
-. '_ . ~-·,,-;>'. '~ . . -.;.-,:f.i:: .... i: ·' ·¡·; .. :.-·. 

alrededor dé 2o,foÓÓélÍloléculas de esta proteína durante la fase exponencial de crecimiento, las .. ,,_.,, .· ;, .. / .. ·, •.' 

cuales sed,l~irihiiy~ll de manera uniforme en el nucleoide. Se sabe que H'.'NS n() RP,sée una 
·:, ._ ',' '::~.::'/' -

gran afinid~d por una secuencia específica, y que parece reconocer más·bien',i1i';e~tíuctura 

formada por trechos ricos en el dinucléotido AT en el DNA (Azam, Hirata~ 'r~hÚi~~a. 2000; 

Dame et al., 2001; Rimsky et al., 2001). 

ANTECEDENTES 

El estudio de los genes de porinas de S. typhi permitió el aislamiento de ompSJ, gen 

que bajo el coritrolde su promotor nativo, presentó niveles de expresión muy bajos en medios 

de cultivo estándar, a pesar de estar dentro de un plásmido de mediano número de copias. En 

el mismo estudio se comprobó que el gen estructural codifica para una proteína de membrana 

externa, al poner la región codificante de la proteína bajo el control de un promotor inducible 

(triptófano-lactosa: tac); inclusive, la expresión de OmpS 1 a partir del promotor tac fue similar 
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a la obtenida con el recorte de parte de la región reguladora 5' de ompSJ, donde se tenían 269 

pb de la región reguladora(Fernándéz-Mora et al., 1995). 

Para' anaJi:l~r CI11ás~,en detalle el papel que jugaba la secuenéia,corrie'rite.irriba en la 
_--o-, ______ •o:_-_-_ ...,, •• --:--·:y:,------,-.-c--,"r, 0 -- ;--•- r-- - •_ ;•: .. • 

expresión de oní)si, se construyó una serie de fusiones traduccional~.s\¿lltre diferentes 
. ·:/":.: .. ~:;:';;~-;"~-¿;::· ¡ ··. , ·.~:-~5},:_~~~ .. -e: .. 

longitudes de l~'regiÓri reguladora 5' de ompSJ con el gen reporterolaci,'ohgihándose la serie 
. -. :.- ~ :" -~-,_j ·' ">·'' 

para ma~t~~~r~(sÍl~~ciamiento del gen (-310 pb corriente arriba delinicio de Ja transcripción, 
, • • •• ··_!~ ,·.' • :. ' ' • ••• • • • -

identific~d~(~tj~:1a'.cepa silvestre), así como delimitar dos grandes zonas de control de la 
, - " .... -.... ,._ ... _. -~-. ~: ' 

-..;.;..CO•.':'.::'--

la presencia de tres y cuatro sitios, presentes en ompC y ompF, respectivamente. Se descubrió 

que ompSJ posee dos sitios de inicio de la transcripción, uno dependiente de OmpR (PI) y otro 

independiente de OmpR (P2). 

Debido a la localización de los sitios consenso de -35 y -JO para Ja interacción con la 

RNA polimerasa en el promotor P2, que se encuentran incluidos dentro de la caja II de unión 

para OmpR, P2 sólo se activó en ausencia del operón ompB. De este modo, la regulación del 

gen ompSJ resultó novedosa en el estudio de los mecanismos que controlan la expresión de 

genes de po[inas, toda vez que el mismo regulador activa la expresión de un promotor, y 

simultánealr1~nte reprime la expresión de otro en el mismo gen (Oropeza et al., 1999), lo que 

contrasta aun con el papel propuesto para la represión de ompF por OmpR, donde el efecto 

ocurre sobre un único promotor (lnokuchi et al., 1984). 

Por otra parte, con el propósito de definir si alguna de las señales que regulan la 

expresión de los genes de porinas in vitro, afectaba la expresión de ompSJ, se ensayaron 
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diferentes modificaciones a un medio de cultivo rico (caldo nutritivo). Así, en dicho medio se 

experimentaron, por. separado,. condiciones como. a)Ja osmolaridád (0.4 M N~Cl), choque 
• ·1 - .• '.,. - ', ' .-.- ; .-. .·, ' • . . . • ' 

térmico,(12_:C.c9.~?.~G); ~strés .. oxidiltivo.(H202i,12·5 ... é>_3()o·. µM);·,,C:airlbios'dcLpJI(~ntre 5-8) .o 
'", '.:>_,· ._ ,. - ,. . ,.. '-:.\ ·:('.:·._(,:'!.'.;;/ ,_,;,- ·-... ': ''. .•-... <\: ~-;·,.·,¡ ~-.. 

choque áciclo (ll~~ta 3)), anaerobiosis o poli~ixiriaili(oi62s Ms µW~i,)'. Ni~gÜn~ de ellas 
:-<· - ':~--~::~:·-_:·_-:~-:~~t-~·- ~:,~_:_,;,.:~_:'.!}</~ ·::. -: ' .·::-- >-~:·,~ -~_'.:;~-:-,---:~.::;-,::~¿ ..-1~:~-~~:: ~o:.-.;y;_ -:'-~i:;:~;~ >!;-=;'--. ,:,~<>: -,;,,_%-;-~:-. -·/_;~~;-~ -~.<--

-. . -·.- . .<r,:·:·~· ·;-.: .. _ _: - . -· ---~ ,' 'Y<··»:.-;/->~-~- -~:::- ::_:·:- -. ·> ::. > :-_ -.... --"·- ,:'-'.\¡ ¡·-._'.·._ .. -

afectó el bajo ni.ve!. de expresión de ompSJ, ntedido a partir de)a fusión pR0310 eri la cepa 
'.- . l; '. ·,., __ '.t, .·· ·-.-_,_,, -·:·. 

silvestre S/t)'phHMSS-1 (Oropeza eta/.~ 1999)~=o~~c",±;· :,~e/~~ · ~\ 
=----.)-

R~~i~ntemente, y a pesar del bajo nive(:áe%~p~~~Í~n·¡·4e k~1pSJ, gracias al análisis por 
.. ~:··. -':_;·( .. ·.'- ": ~~:\~, -~1,; 

microarregIAs de todos los marcos de lectura abierla d~ s)~/1'ierÍca,sé determinó que el estrés 

oxidativ() (illlNi H202) disminuye al 50% la expresión de ompSJ después de 1 hora de la 

adición ~eí:tl2Q2: Una respuesta similar se observó para la expresión de ompF, en tanto que la 
"""'··;:,·;----- - ·- ·-·,,.·,. 

de o11ipCnfi";¡J\¡¡, ~~mbio significativo (Porwollik et al., 2003). Para ompF, la disminución ., ... '"-'"· :·-:.-.,;--

más evideni~o§ur~i~ a los 30 minutos, cuando la expresión disminuyó al 20% de la ocurrida en 

la cepa sinH202; ,~~raompSJ, la caída máxima fue cercana al 30% de la cepa no tratada, 
¡ :-.- . ~. _·:. - (' -; 

presentándose éste;~f~¿lo ~losJO minutos (Porwollik et al., 2003). 
; ----·;:_;.-:tt~~t,'.~-:~~~?:hii~~~;··~-Hi· :-:_\: "~-~::_" , -- _ . . -- --< .. _ ··:·. 

Ahora bienK~.P,~,s'.ax,(cJ.e.1,,1.()~,bajqs niveles de exprésión de ompSJ, observados in vitro, en 

las cepas silvestreird~~{f!l~~~~e{{~:~nterica, es probable que la proteína pueda cumplir su 

función con tales lÍiveles;>Íó que .falta todavía es explorar la búsqueda de una molécula que 

funcione para ccintrarréstár el efecto negativo de H-NS. La funcionalidad de OmpS 1 durante el 

ciclo de vida de Salmonella se deduce de conocer que la interrupción del gen en S. 

typhimurium disminuye la capacidad de la bacteria para formar biofilms, disminuye el 

movimiento tipo swarming y resulta en el incremento de la dosis letal media hacia ratones 

(Toguchi et al., 2000, Mireles et al., 2001, Rodríguez Morales et al., datos no publicados). 
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OBJETIVO GENERAL 

Contribuir en el establecimiento de un modelo de regulación para el gen ompSJ . de 

Sa/mone//a typhi, para tratar de explicar su bajo nivel de expresión en condiciones de 

crecimiento estándar en el laboratorio. 

Objetivos específicos 

l. Identificar el o los factores involucrados en la regulación negativa de ompSJ. 

2. Definir la posibilidad de interacción proteína-DNA para el regulador negativo con 

la región reguladora de ompSJ, y en su caso, la localización de la misma. 

3. Proponer un modelo donde se involucren los factores reconocidos como 

reguladores del gen ompSJ. 



15 

LOW OSMOLARITY 

ompF 
~ +1 

-úGl] [8E}f----1Mrl41.llÍll!l..IÍlj1H8:iF~l:IT~·=: .. )-:l--l.¡--+ __ 
-384 -351 -199 -159 -96 -63 -56 -41 

+1 
ompC ~-----1ffiEJr----l .. E:·Z·~1---~~--

-1es -1sa -102 -41 

HIGH OSMOLARITY 

-384 -351 

1 ..... 
<O 
<O 

ompF 1 +1 _. 
U1 

~ <O 

-96 

E:Ee8 +1 
ompC e-: 

-193 -158 -102 -41 

Regulación transcripcional de ompC y ompF mediada por OmpR. En condiciones de baja 
osmolaridad, OmpR-P se une a sitios de alta afinidad en el promotor de ompF y activa su 
transcripción. En alta osmolaridad, OmpR-P se une a sitios de alta y baja afinidad en ambos 
promotores, lo que activa la transcripción de ompC y reprime la de ompF. La represión de 
ompF se facilita por el doblamiento en el DNA vía IHF. No se conoce el estado de 
oligomerización de OmpR-P ni el número de moléculas de OmpR-P que se unen a cada sitio 
Las cajas claras simbolizan sitios de baja afinidad, las cajas obscuras representan sitios de alta 
afinidad para la unión de OmpR (Tomado de Pratt et al., 1996). 

r:r:,, t;QN 1 

F'Al.LA DE ORIGEN 
1 
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A continuación se presentan, como secciones separadas, Jos materiales y métodos, así 

como Jos resultados que no se incluyeron el el artículo publicado (J. Bacterio/. 2003. 185:22). 

Éste se incluye como la versión de las pruebas de galera, por lo que no se anotan las páginas en 

las que habrá de aparecer en la revista. 

MATERIALES Y MÉTODOS NO PUBLICADOS EN EL ARTiCULO 

Subclonación del gen que codifica para OmpRDSSA. Se digirieron los plásmidos 

pFR29 (que contiene el gen para OmpR D55A) y pMPMA3 (vector, origen de replicación 

pl5A) con las endonucleasas de restricción Xbal y HindIII. Luego se ligaron ambos 

fragmentos, y se transformó Ja ligación en Escherichia co/i XL-1 Blue (Stratagene). Se 

seleccionaron las clonas recombinantes por resistencia a carbenicilina (100 µg/mL). Luego, se 

extrajeron los plásmidos recombinantes por el método de lísis alcalina (Sambrook y Russell, 

2001) y se caracterizaron por una doble digestión con Xbal y Hindlll. 

Ensayos de anisotropfa de fluorescencia. Se realizaron esencialmente como está 

descrito en Head et al. (1998). Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente, por 

la titulación de diluciones seriadas de proteína en una solución de unión que contiene: 5mM 

Na2HP04/NaH2P04 (pH 7.4), 50 mM NaCI, 5 mM MgC]i, 0.05% (v/v) Tween-20, 25 µg/ml 

poly[d(I-C)], 50 µg/ml de albúmina sérica bovina y 2 nM de un oligonucleótido de doble 

cadena marcado con fluoresceína y que abarca las cajas 1-11-III de ompSJ. El aligo de la 

cadena sentido (ompSJaF), marcado en su extremo 5 'con fluoresceína, se alineó con el oligo de 

la cadena antisentido (ompSIB), después de calentarlos a 90°C y dejarlos enfriar lentamente 

hasta alcanzar la temperatura ambiente. El oligo fluorescente de doble cadena se excitó a 

490nm y la emisión se midió a 530nm en un fluorímetro Beacon (PanVera). Las muestras se 

incubaron por períodos de 30 segundos y se tomaron varias lecturas en intervalos de 10 
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segundos después de la adición de proteína. Ambos oligos se obtuvieron de Genosys 

Biotechnologies. 

Construcción de la mutante LJompR de S. typhi. La eliminación específica e 

intercambio del gen ompR por un gen de resistencia a cloramfenicol se realizó de acuerdo a la 

estrategia de mutagénesis con productos de PCR descrita por Datsenko y Wanner (2000), 

realizando la reacción de PCR con los oligonucleótidos ompR5'-Pl (alínea entre +7 a -46 

respecto al sitio de inicio de la traducción de ompR de S. typhi) y ompR3 '-P2 (alínea entre 

+733 a +695 respecto al sitio de inicio de la traducción de ompR de S. typhi), para obtener el 

producto mutagénico de PCR a partir del plásmido pKD3. Esta mutante la construyó Marcos 

Femández Mora. 

Clonación del gen ompR silvestre. El gen ompR silvestre se amplificó con los 

oligonucleótidos ompR5 '-B y ompR3 · -1 primers (Tabla 2 del artículo) según lo descrito 

(Femández-Mora et al., en preparación). Este producto se digirió con BamHI y se clonó en los 

sitios BamHIJEcoRV del vector pACYCl84, para crear el plásmido pFM2000 (Cm'). 

Clonación del gen lms silvestre de Sa/mo11e//a typhi. Éste se amplificó por PCR con 

la enzima Expand (Boehringer Manhein lnc.) y se clonó en el vector pACYC184 (New 

England Biolabs). Se usó como templado el DNA cromosómico de S. typhi IMSS-1, aislado 

con un estuche comercial (Aqua Pure Genomic DNA Isolation kit, BioRad). Para la 

amplificación por PCR se utilizaron los oligonucleótidos LFhns-S (alínea entre -538 a -513 

del sitio de inicio de la traducción de hns de S.) y RRhns-X (alínea entre +630 a+ 604 del sitio 

de término de la traducción) (Tabla 2 del artículo). El fragmento de 1584 pb PCR se digirió y 

clonó en los sitios Sa!I / Xbal, para originar el plásmido phnsty184. 

Eliminación parcial del gen de tetraciclina del plásmido pACYC184. El plásmido 

pACYC184 se digirió con Nrul y EcoRV para generar extremos romos y remover el fragmento 
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entre las posiciones 1679 a 214 (Tet' está entre 1580-227 ). El plásmido se religó y 

transformó pro electroporación en E. coli MC4IOO. Los plásmidos que perdieron la 

resistencia a tetraciclina se caracterizaron por digestión con endonucleasas de restricción. Esto 

originó el plásmido pACYC l 84Li Te. 

Construcción de las fusiones traduccionales ompSJ-lacZ para evaluar el papel de 

stpA en la expresión de ompSJ. Se subclonó el fragmento San de las fusiones traduccionales 

ompSJ-lacZ que está en los plásmidos pR03 JO y pR088 en el mismo sitio del vector 

pACYC184, para originar los plásmidos pFV5 y pFV4, respectivamente, que portan la fusión 

en un vector cmr. 

Construcción de las fusiones transcripcionales ompSJ-cat. Se amplificaron por PCR 

con los oligonucleótidos SlB-CAT5 (5'-ggtcgacggatccggggaat-3', alínea entre 3614-3633 en 

la serie pRO) y S 1 S-CAT3 (5 ' - caagcaggtcgacatcttttctgttcat-3 ', alínea en posición variable, 

dependiendo del pRO utilizado) los fragmentos equivalentes a -310 y-88 pb de ompSJ a partir 

de pR03 l O y pR088, respectivamente. Los productos de PCR , al igual que el vector 

pKK232-8, se digirieron con BamHI/Sa/I y posteriormente se ligaron. Después de transformar 

y seleccionar las clonas candidatas, los plásmidos se extrajeron y enseguida se caracterizaron 

por digestión con BamHIISall para luego secuenciarlos. Así, se originaron los plásmidos 

pKFV3 l O y pKFV88, respectivamente. 

Ensayos de protección a DNasa 1 in vivo. El proceso consiste en permeabilizar las 

células bacterianas, que contienen el plásmido con el gen a analizar, para enseguida someterlas 

a tratamiento con DNasa I. Posteriormente se hace una extracción del DNA plasmídico y éste 

se somete a amplificación por PCR. Se comparan los patrones obtenidos entre la cepa silvestre 

y cepas mutantes isogénicas para la proteína a analizar. Se siguen los pasos: 
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1. Centrifugar 3-5 mL del cultivo de cada cepa en la fase de crecimiento logarítimica. 

Guardar las pastillas a -20°C hasta reunir todas las muestras. 

2. Lavar con 500µL de PBS IX pH 7.4 y centrifugar a 10 000 rpm, temperatura 

ambiente 1 minuto. Luego, resuspender en 100 µL de solución I (sacarosa 150 

mM, KCl 80 mM, HEPES 35 mM pH 7.4, MgCh 5 mM y CaCl2 2 mM) con 0.25% 

de Nonident P-40. 

3. Incubar 3 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar 1 minuto a 6500 rpm y 

decantar el sobrenadante. 

4. Añadir 50 µL de solución I con 2 U/µL de DNasa 1 a cada tubo y mezclar bien. 

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente. 

5. Centrifugar a 6500 rpm, 1 minuto, y desechar el sobrenadante. 

6. Extraer los plásmidos por columna. Resuspender el DNA extraído en 8-10 µL de 

agua milliQ esterilizada. 

Después del proceso de extracción del plásmido, se realiza una reacción de PCR en 

1 OµL de volumen total, ajustándose las cantidades de cada reactivo como se usa 

comúnmente. 

Amplificación por PCR de los productos de la digestión con DNasa l. Para 

oligonucleótidos con una Tm cercana a 60ºC, el siguiente programa funciona muy bien 

en un termociclador Perkin Elmer modelo DNA Thermal Cycler 480. 

(1) 2 min, 92°C, (2) 1.5 min, 94°C, (3) 3 min, 60°C, (4) 3 min, 70°C (2 ciclos del paso 2 

al 4); (5) 1 min, 94°C, (6) 2 min, 58°C, (7) 3 min, 70°C (2 ciclos del paso 5 al 7); (8) 1 

min, 95~C,:C9) L5 min, 56°C, (10) 2.5 min, 70°C (15 ciclos del paso 8 al 10); (11) 1 

min, 95°C, (12) 4 min, 57°C, (13) 4 min, 70°C (2 ciclos del paso 11 al 13); (14) 1 min, 
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94°C, (15) 4 min, 59°C, (16) 4 min, 70°C (2 ciclos del paso 14 al 16); (17) 1 min, 94ºC, 

(18) 4 min, 60°C, (19) 4 min, 70°C (15 ciclos delpaso 17 al 19); (20) 10 min, 70ºC. 

Al producto de PCR se le agrega la mezcla de colorantes para secuencia. Se 

cuantifican en el contador de centelleo y se ajusta el número de cuentas por minuto (cpm) para 

cargar el equivalente a 200 000 cpm por carril en un gel secuencia al 8%, que se procesa como 

se ha descrito para los geles de primer extension. 
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RESULTADOS NO PUBLICADOS EN EL ARTÍCULO 

La región reguladora de ompSJ presenta curvatura intrínseca. Además de los datos 

publicados, se incluyen algunos resultados adicionales, dado que podrían ser la base de futuros 

estudios sobre los mecanismos que regulan la expresión de ompSJ. En la figura 1 se muestra 

la predicción de la curvatura intrínseca para la región reguladora de ompSJ, calculada de 

acuerdo a los parámetros de Goodsell y Dickerson (1994). La curvatura se calcula como el 

ángulo (en grados) formado por cada vuelta de hélice (10.5 pb) en el DNA; valores de 10 o 

más grados por vuelta de hélice predicen una estructura intrínsecamente curva. En este 

sentido, para la región reguladora de ompSJ se predicen dos regiones de curvatura intrínseca; 

una, de aproximadamente 11 grados, situada corriente arriba de la caja IV de OmpR, mientras 

la segunda, cercana a los 13 grados, se centraría sobre la caja IV de unión para OmpR . 

•• 
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Plr• OmpR 

• • ,,. ... ... 200 ""' 300 308 ... 
·310 ·266 -153 -117 -88 -80 -66 
1-+ 1-+ 1-+ 1-+ ......_.. 

Figura l. Predicción de la curvatura intrínseca de la región de -310 pb del gen ompSJ. Las 
cajas negras representan los sitios de pegado de OmpR. Se muestra la posición relativa de cada 
una de las fusiones de la serie pRO. 
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Expresión de ompSI en Salmo11el/a e11terica. En la figura 2 se muestra la 

comparación del perfil de expresión de las fusiones traduccionales ompSJ-/acZ entre S.typh~ 

IMSS-1 y S. typhimurium 14028s. Como se puede apreciar, el nivel de expresión en S. 

typhimurium es la mitad de lo que se observa en S. typhi. Como ocurre en S. typhi, en S. 

typhimuril.ll11cs(ú,épfod\lé~}acliberación de la expresión de ompSJ conforme se va eliminando 

la r~~ión ~·c:oºrri~bÍ~~~iba, hasta alcanzar la máxima expresión el recorte de 88 pb. 

60000 T 

[] S. typhimurium 14028 

• S. typhi IMSS-1 

1400 310 266 153 117 88 

pRO-

Figura 2. Expresión de ompSJ en Salmonella enterica. Ambas Salmonellae son cepas 
silvestres, transfonnadas con las fusiones traduccionales de la serie pRO (Oropeza et al., 
1999). Los números indican la longitud de la región reguladora corriente arriba del inicio de 
transcripción de PI. Los resultados que se muestran corresponden a una D.O. 590 nm = 0.6, en 
medio nutritivo (MN) 
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ompSJ requiere OmpR fosforilado en el aspártico 55 para su expresión óptima. Se 

determinó la relevancia del estado de fosforilación de OmpR en la regulación de ompSJ, dado 

que en E. coli, para los genes ompC y ompF, se ha postulado que el estado de fosforilación de 

OmpR determina su osmorregulación. Así, se analizó la expresión de la fusión traduccional 

pR088 en cepas de S. typhi silvestre y mutante en ompR, complementada esta última con el 

gen ompR silvestre o una versión mutante que no se fosforila en el aspártico 55 (OmpRD55A). 

Los resultados se muestran en la figura 3. En este caso se observa como, al eliminar el gen 

ompR, la expresión de ompSJ disminuye hasta un 25% de lo observado en la cepa silvestre. 

Al introducir el gen ompR silvestre en la mutante, la expresión de ompSJ se restauró al 

nivel de la observada en la cepa silvestre, en tanto que la introducción de la versión que no se 

fosforila en el aspártico 55 no complementó la expresión de ompSJ. En el caso de la fusión 

traduccional ompC-lacZ usada como control, se encontró que su expresión depende 

enteramente de la presencia del residuo de aspártico en la posición 55. 

Para determinar de manera más precisa cómo afecta la fosforilación de OmpR a su 

capacidad de unión a la región reguladora de ompSJ, se realizaron ensayos de anistropía de 

fluorescencia (Fig 4). En estos experimentos se calculó la constante de disociación aparente de 

OmpR y OmpR fosforilado hacia las cajas 1-II-III de unión de OmpR en ompSJ (Tabla 1 de 

esta tesis). Como se observa por los valores reportados en la Tabla l, la fosforilación de 

OmpR resulta en un incremento de 72 veces en la afinidad de este regulador por un 

oligonucleótido que comprende las cajas I-II-III de ompSJ. Tal incremento es mayor que el de 

33 veces medido para ompF y el de 3 veces medido para ompC. 

Para reforzar más la relevancia de la fosforilación de OmpR en la activación del 

promotor dependiente de éste en ompSJ, se verificó la identidad de los sitios de inicio de la 

transcripción afectados en cada caso. Para ello, se extrajo RNA total de las mismas cepas de 
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donde se analizó Ja expresión de Ja fusión traduccional pR088 (Fig. 3) y se analizó el inicio de 

Ja transcripción,utilizando como sonda un oligonucléotido que híbrida en la región 5'del gen 

/acZ. 

En la cepa silvestre, se detectó el inicio de transcripción del promotor dependiente de 

OmpR (PI), mientras que en Ja cepa carente de ompR se detectó sólo el inicio del promotor no 

activado por OmpR (P2). La introducción de ompR silvestre en la mutante, resultó en que la 

transcripción se originara de nuevo a partir de PI mayormente, y con algo de expresión de P2, 

mientras que la presencia de la mutante que codifica Ja versión de OmpR que no se fosforila en 

el aspártico 55, no activó Ja expresión de PI y si permitió Ja expresión de P2 (Fig. 5). 
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~ ~ ~ ~ ~ 
"" "" "" "" 
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pJRI (ompC-lacZ) pR088 (ompSl-/acZJ 

Figura 3. Papel de la fosforilación de OmpR en la expresión de ompSJ. IMSS-I es Ja cepa 
silvestre de S. typhi usada en nuestro estudio; IMSS-40 es su mutante isogénica t:i.ompR; 
pFM2000 es el vector pACYC 184 con el gen ompR silvestre de S. typhi y pFVD55A es el 
vector pMPMA3 que contiene el gen que codifica para OmpR D55A. 
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Figura 4. El estado de fosforilación de OmpR afecta su capacidad de unión a ompS 1. Cinética 
de unión de (a) OmpR y (b) OmpR fosforilado hacia un oligonucleótido de doble cadena que 
abarca las cajas 1-II-III de ompS 1. Ao es el valor de anisotropía del oligonucleótido sin añadir 
proteína y A es el valor de anisotropía medido a cada concentración de proteína. 

Tabla 1. Constantes de disociación aparentes (Kd) de OmpR y OmpR-P hacia 
oligonucleótidos que abarcan la región anotada para cada gen. 

DNA 

Fl-F2-F3 (ompF E. coli, 67bp)" 
Cl-C2-C3 (ompC E. co!i, 70bp)" 
1-11-III (ompSJ S. typhi, 7lbp) 

OmpR 
Kd(nM) 

496.5 
86.7 

157.3 

ªDatos tomados de Head et al., 1998. 

OmpR-P 
Kd(nM) 

15.4 
31.4 
2.2 

Aumento de la 
afinidad por fosforilación 

33 
3 

72 
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Figura 5. La actividad del promotor PI de ompSI depende de la presencia de OmpR 
fosforilado en DSS. IMSS-1 es la cepa S. typhi silvestre, IMSS-40 es la derivada isogénica 
dompR; pFM2000 es el vector pACYC 177 que porta al gen ompR silvestre y pFVDSSA es el 
vector pMPMA3 que contiene el gen que codifica OmpR DSSA. 

Comparación de la expresión de ompSI a partir de fusiones transcripcionales 

(ompSl-cat) y traduccionales (ompSJ-lacZ). Algo que llamó nuestra atención fue el hecho 

de que, de acuerdo a los datos de las fusiones traduccionales ompSl-lacZ de la serie pRO, la 

expresión de ompSJ al interrumpir lms en S. typhi o S. typhimurium, no alcanzaba los niveles 

de expresión de una fusión ompC-/acZ. De esto, se especulaba que OmpS 1 podría ser 

detectado en geles de SDS-PAGE teñidos con azul de Coomasie, a niveles comparables a 

OmpC. Esto no sucedió (datos no mostrados), lo cual abre la posibilidad a que existan 

elementos extras involucrados en silenciar la expresión de ompSI. 
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Debido a la ausencia de OmpSI en geles de SDS-PAGE teñidos con azul de Coomasie 

en la mutante de hns, se decidió evaluar el comportamiento de fusiones transcripcionales 

omp§l-cat ~ y cocrr¡pararlo con el de las fusiones traduccionales ompSJ-lacZ. Para ello se 

construyeron los plásmidos pKFV310 y pKFV88. La secuencia de la región reguladora resultó 

idéntica para la equivalente a -88 pb, en tanto la fusión transcripcional de -310 ompSJ-cat 

presentó u11,cambio, ya que contiene diez T's en lugar de las nueve T's (entre -242 a -250 de 

1 os -31 Op~ .). Sin embargo, la adición de una T en el plásmido pKFV310 no afectó su 

expresióJ1,;,'fa,.que la fusión pKFV88 se expresa aproximadamente 50 veces más que la 

pKFV3 fo, conservándose la relación observada entre pR088 y pR03 l O {Fig. 6). La actividad 

de lá nueva fusión de -88 pb de ompSJ ya no resultó 5 veces más activa que la de ompC, como 

se había propuesto de acuerdo a los niveles de p-galactosidasa, sino que ahora la expresión de 

ambos genes, medida sólo como transcripción, es esencialmente igual (comparar figura 6A con 

6B). 

Si bien los datos de las distintas fusiones de ompSJ difieren en su relación respecto a 

ompC, la comparación entre los niveles de actividad, cuando se tiene la región reguladora 

completa o recortada son similares. Además, los datos de los experimentos donde se midió la 

intensidad de inicio de transcripción harían suponer que ompSJ necesita ser expresado a 

niveles del recorte de -88pb para poder originar una proteína a nivel conmensurado con 

OmpC. 
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Por otro lado, recientemente se sugirió un papel modulador de la estabilidad del RNAm 

de ompF para StpA, que resultó en que se produzca menos cantidad de OmpF en mutantes 

dobles hns stpA de E. co/i (Deighan, Free y Dorman, 2000). Por estos datos, se decidió 

analizar la posibilidad de que StpA estuviera involucrado y de ser así de qué manera, en la 

regulación de ompSJ. Para ello se construyeron las fusiones de -310 y -88 pb ompSl-lacZ en 

pACYC184, y se transformaron en cepas de E. co/i silvestre (MC4100), dos mutantes en hns 

(PD32 y tlhns), stpA y hns stpA. 

Los resultados de esos experimentos se muestran en la figura 7. Aquí se observa como 

en la doble mutante hns stpA de E. co/i, la expresión de ompSI se desreprime a niveles 

mayores que al interrumpir solamente hns o bien eliminar completamente este gen. 

Contrariamente, la ausencia de stpA por sí sola no tiene mayor efecto en la expresión de 

ompSI. La expresión de ompSI en la doble mutante alcanza los mismos niveles de la fusión 

de -88p pb en la cepa silvestre, a la vez de que ya no disminuye su expresión en alta 
' ' 

osmolaridacl(Fig~,7). 

Esté resultado se confirmó, al introducir el plásmido pFC63 (Fernández-Mora et al., 

1995), que porta al gen ompSJ bajo el control de 1.1 kb de su propia región reguladora, en las 

distintas cepas de E. coli usadas para medir la expresión de las fusiones. En la cepa silvestre 

no se observa OmpS 1; en la hns, OmpS 1 ya se detecta en preparaciones teñidas con azul de 

Coomasie y es más abundante en la doble mutante hns stpA (datos no mostrados). 
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Figura 7. Expresión de ompSI en cepas de E. coli. MC4100 es la cepa silvestre K-12; PD32 es 
su derivada isogénica hns, con una inserción del gen de resistencia a ampicilina en la posición 
206; CJD1601 es la derivada isogénica /ms::206Apr !:t.stpA::Tcr. pFV4 es el vector pACYC184 
con el fragmento Safl de pR088; pFVS es el mismo vector con el fragmento Safl de pR031 O. 

La región reguladora de ompSJ responde de manera diferencial a la digestión con 

DNasa 1 ;,, vivo. De los resultados anotados en el artículo, se desprende la propuesta de que en 

condiciones de baja osmolaridad, H-NS estabilizaría una estructura del DNA propia del gen 

silenciado. Dicha estructura sería también propensa a formarse en alta osmolaridad, lo que 

eliminaría el requerimiento de H-NS para silenciar al gen en esta condición. Para ahondar al 

respecto, se comparó el perfil de digestión a DNasa 1 in vivo, del plásmido pR031 O, contenido 

en las cepas de S. typhi silvestre (IMSS-1 ), !J.ompR (IMSS41 ), hns99 (STY hns99) y 

lms9911ompR (STY 9941); esto, después de cultivar a las bacterias en medio nutritivo de baja y 

alta osmolaridad. 

En la Fig. 8 se observan dos patrones de digestión. El primero, corresponde a las 

muestras extraídas de la cepa silvestre, indistinto respecto a la osmolaridad, mismo que es 

común a las cepas mutantes en lms u ompR de alta osmolaridad. El segundo perfil es el que se 
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obtiene en las mutantes sencillas hns u ompR en baja osmolaridad y en la doble mutante 

hns99D.oinpR, independientemente de la osmolaridad. 
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DISCUSIÓN 

Una _aporta,~ióp d~ nuestro trabajo fue el determinar que en S. enterica serovar 

Typhimurium, ompSJ se regula de igual manera a como ocurre en S. enterica serovar Typhi 
-- -·"-"' - "-

(Fig.2 de estat~s\s), a la vez de que en mutantes de hns en ambas cepas se desreprime la 

expresión~de;on1pSI(Fig. 4 del artículo). En particular, la expresión de todas las fusiones 

ompSF-lcib*~·~n·S. -¡yphimurium resultó ser de 50% respecto a la observada para S typhi. Esto 
··, :<"· 

permite '~r~~~cirla existencia de un factor responsable de tal diferencia en los niveles de 
·, 

expresló.n,-~Ón entre cepas de S.enterica, de acuerdo a lo propuesto para explicar las diferencias 
.--: ;'· 

entre S. typhty E. coli (Oropeza et al., 1999). 

En lo que toca a la activación de la expresión de ompSJ, demostramos que el gen 

requiere deQmpR fosforilado en el aspártico 55 para poder activar el promotor dependiente de 

OmpR(PI), así como para reprimir el promotor independiente de OmpR (P2) (Figs. 3 y 5 de 

esta tesis). Por otra parte, la incapacidad de activación de PI por la proteína mutante OmpR 

D55A, abre interrogantes sobre sus propiedades de unión, ya que la proteína silvestre sin 

fosforilar sí es capaz de unirse al DNA en ensayos de anisotropía de fluorescencia, inclusive 

con una afinidad intermedia entre ompC y ompF (Tabla 1 ). 

Se encontró que el incremento en la afinidad de OmpR fosforilado (respecto a OmpR) 

hacia las cajas de activación (1-II-111) de ompSJ fue mayor que el correspondiente a las cajas de 

activación de los genes ompC y ompF (Tabla 1 y Fig. 4 de esta tesis). La relevancia de este 

hallazo a nivel fisiológico permanece como una interrogante, sobre todo al considerar que aun 

en las mutantes con interrupción en el gen hns no es posible observar OmpS 1 en geles de SDS-

PAGE teñidos con azul de Coomasie. Posiblemente se trate de la influencia de factores aún 

por descubrir, que mantienen al gen ompSI apagado mientras la bacteria permanezca en 
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condiciones de laboratorio. Así, parece evidente que la expresión de las porinas OmpC y 

OmpF le resulta 111ásyentajosa a la bacteria cuando se encuentra en un medio de laboratorio. 

Serí¡¡ ne¡::~sariO!f!a.lizar el perfil de expresión de las proteínas de membrana externa al eliminar 
-- -,-----.--· ,- ,~~-.--;-:;·--,~¡:zic:-. 'º- --

los gen~s ¡i~1/JC ·/ompF, dado el antecedente de la expresión de porinas quiescentes en 

ausencia de\las porinas mayoritarias en Klehsiel/a pneumoniae (Doménech-Sánchez et al., 

1999). 

En este sentido, la Dra. Alejandra Vázquez construyó una doble mutante llompC 
. ·: : 

llompF de} typhi, de la cual se evaluó el perfil de expresión de proteínas de membrana 

externa. ~Ü~~Úl\;~r.·esta doble mutante en medio nutritivo de baja o alta osmolaridad, no se 

detectÓ Ofu~~i"en·geles de SDS-PAGE al 12% (datos no mostrados). Este resultado refuerza 
~-:... ' .'.:0 " 

la idea d~;la~·~stficta regulación negativa ejercida sobre ompSJ, ya que aún la ausencia de ompC 

y ompF no resulta en una condición suficiente para aumentar la expresión de OmpS 1 hasta el 

mismo nivel de las porinas mayoritarias. 

Con la construcción de fusiones transcripcionales al gen reportero cat, demostramos 

que la expre~ión de ompSJ alcanza niveles comparables a la de ompC sólo cuando al primer 

gen se le har,elllovido toda la región de control negativo. Esto constrasta con las 5 veces que 

se sugería 0111pSlsuperaba a ompC, por los resultados con las fusiones traduccionales (Fig. 6 

de esta tesis). Esto confirma la observación de los experimentos de primer extension, donde es 

necesario tener 50 veces más RNA total para observar una intensidad similar en los inicios de 

transcripción de ambos genes (Fig. 6 del artículo). Los mismos experimentos de primer 

extension nos mostraron que H-NS interviene en el silenciamiento de ambos promotores de 

ompSJ, el dependiente (Pl) e independiente de OmpR (P2). 

Evidentemente, la bacteria puede alterar la expresión de sus porinas (entre otros genes) 

gracias a mecanismos derivados de la transferencia de la señal ambiental detectada, hacia el 
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DNA, para conducir a la expresión de los genes necesarios para adaptarse a la nueva situación. 

Así, se puede suponer que en cada condición que Ja bacteria encuentre, ésta deberá recurrir a 

meca!1is1110~ que Je permitan controlar de manera general y simultánea la expresión de toda 

una serie de genes, que utilizará cuando Je sea necesario. En este sentido, se conoce como 

diversos genes que son regulados por condiciones ambientales, responden de manera variable a 

la interrupción del regulador global H-NS (Hommais et al., 2001);- En lo.qlle toca a la 

regulación de Jos genes de porinas, ya se había determinado la influencia represora de la 

transcripción de ompC por H-NS y Lrp (Ferraría et al., 1995; Suzuki et al., 1996). -

Demostramos que'cJa.proteína nucleoide, reguladora global, H-NS, interviene en el 
! > .1- <-·· '·: .. if--.'.;_~·.r:: : :·'-~;- :_y.-. -

silenciamiento d~ l~-eip~eslón de ompSJ en condiciones estándar de laboratorio (Figs. 2, 4-6 

del artículo).· :A~hJÍsfuó, demostramos que esta proteína interacciona de manera directa con la 

subregión del DNA involucrada en la regulación negativa de ompSI (Fig. 3 del artículo), y 

donde la secuencia entre -105 y -135 pb, que abarca la caja IV de OmpR, es necesaria para 

una total interacción de H-NS con ompSJ (Fig.7 del artículo). Precisamente, al eliminar esta 

región, la expresión de ompSJ no se ve afectada significativamente, ni por la interrupción de 

hns, ni por cambios en Ja osmolaridad o la presencia o ausencia de OmpR (Fig. 7 del artículo); 

lo que enfatiza la noción del estricto requerimiento de una estructura propensa a mantener el 

bajo nivel de expresión de ompSJ . 

Dentro de los mecanismos propuestos para explicar la represión de la transcripción, es 

posible identificar 3 procesos, que se esquematizan en la Fig. 9. H-NS se ha involucrado en la 

inhibición de la transcripción por impedimento estérico, como para el gen pro U (Lucht et al., 

1994); de manera alterna, H-NS puede intervenir como una molécula participante en la 

inhibición del desalojo de la RNA polimerasa, como en el promotor PI de rrnB (Schroder et 

al., 2000; Rojo, 2001). 
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En ompSI, la región identificada como necesaria para el silenciamiento del gen por H-

NS no traslapa las regiones de reconocimiento de la RNAP. De hecho, las cajas propuestas de 

-35 y_-IQ,d~l)lJ'('.)_n19tor P2 se localizan 24 y 44 nucleé>tidos corriente abajo de -88pb, región 

donde H-NS 'no afectó la expresión de ompSJ; en tanto que las cajas propuestas de -35 y -10 

de ·PI· esfári::~ Ir y 71 nucleótidos corriente abajo de -88. Estos datos, sin embargo, no 

descartal1i1a.Josibilidad de que H-NS pudiera intervenir en cualquiera de los pasos descritos en 
} ~· -~ -·."-- :~lt ~:. ,::::.'. ~. 

la figu~afó.;N 

· .. P§~ dfra.~arte, debido a la posición donde se insertó el marcador de resistencia por el 
, .~ ·" ,·· . 

trarisp6sp11: ~~ las mutantes en hns de Salmonel/a (Fig. 10), surge la posibilidad de que se 

produjer(una forma truncada de H-NS, como se ha descrito en otros casos. A esta proteína 

truncáda.se le ha atribuido la capacidad de participar en la represión del promotor de bgl en 

E.coli, asistida por la proteína StpA, por interacción de la región entre los aminoácidos 60-100 

de H-NS con StpA (Free et al., 2001; Johansson et al., 2001). Inclusive, tal interacción es 

importante per se para la estabilidad de StpA, ya que en cepas hns, StpA es degradada más 

rápidamente por la proteasa Lon (Johansson y Uhlin, 1999). Esta mayor tasa de degradación 

respecto a la que ocurre en la cepa silvestre podría explicar, al menos parcialmente, porqué la 

expresión de stpA se aumenta en cepas hns (Sonnenfield et al.,2001). 
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Figura 9. Representación de diferentes mecanismos de represión. El represor se representa 
como una molécula pequeña, dimérica. La RNA polimerasa (RNAP) se muestra como una 
enzima de varias subunidades. (a) Represión por impedimento estérico, por inhibición de la 
unión de la RNAP; (b) inhibición de la transición de complejo cerrado a complejo abierto, 
permitiéndose la unión de la RNAP pero con inhibición de la separación del DNA en la región 
de iniciación; (c) inhibición del desalojo en el promotor, donde se pueden formar complejos 
abiertos y transcritos abortivos; sin embargo, el escape de la RNAP se bloquea ya sea por 
contacto directo con un inhibidor unido corriente arriba o por colisión con el represor unido 
corriente abajo (Tomado de Rojo, 2001). 
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La operación conjunta de H-NS y StpA también se ha observado como un requisito en 

la activación de la expresiónclel regulón de maltosa en E.co/i (Johansson et al., 1998)~ 

De acuerd<>~a~n!Jes_tros resultados en E. coli, ompSJ también se vería reprimido por 
- ·---- --·, ..... ·. 

StpA, sea por estabilización de formas truncadas de H-NS como se ha report~do,para el locus 
-_;:=..'. - ! ~ . -·=-_.,. ,_;_::-~:- __ ·- ':~-: ··e-;-, ' 

hgl (Free et al, 20gy),'~ bien por participación directa en ausencia deH~~S,;r:~J§oio sugiere el 
. :.;-·~·;,,- ' ¿_ . •' , .. _. ··'-' :··-h:--.:< ' 

dato de la liberridc!iri ;de Ja, expresión de ompSJ en la cepa /J.hns, cuyo l1i~~¡:~s'm~nor que el 
, .. . :~~-:'.-~_\)i,~~:1i>(::·_< ' .·' ·~;:~-;::·--r}º.;y·-.--:\'. ·: :: 

. -e:. - ·:.-~"" 

observadó el1.Í~~ctri~'lins spA (Fig.7). En este sentido, se ha comprobiuib_q'u~ StpA tiene ·_, __ ,<::· _'.~:.l;-~- ·7-'·-~"-c:: ~:-.?-.' ·,,.'_.. · ·- · ·-·~:.:·:~. :,. -; 

afinidaci"po~bÜR~~f tilTIÚires a Jos de H-NS y que es expresada mayorme~te·~ri Cepas hns de 
---.· ~ ·r~J:--<.-~:i~,:~··(-~J~(;· .. :.:·;~.-_::.·•.:·:. '. , ·.· · · -

E. coli (Sp~it~~i}~Jd.º~t,q/., 2001 ). 

Este dat~p~rmite sugerir que en E. coli, ompSI está sujeto a un control de Ja expresión 

similár al ya reportado para el operón bgl, donde formas truncadas de H-NS requieren de StpA 

como modulador para continuar con su actividad represora (Free et al., 2001; Johansson et al., 

2001). En este sentido, Ja regulación por StpA sobre ompSJ sería en todo caso secundaria a la 

de H-NS, pero del mismo,tipp que para bgl, es decir, de represor, en contraste a lo sugerido 

para ompF (Deigh~n,:~~~~~~;~~p~tplln, 2000). Si el caso ocurre en S. typhi es materia de 

estudios posteriores;' dond; se~á riece~ari~ilii;6on~trucción de una cepa doble mutante lms stpA, . ·' . ·);- \~ ~' _.'.-';'.:.·· .. __ -. . . ~· '. _ ;:~·;·:-"-_.' >~:: ><·-f'.<·.: . .; ·~~}i\;·}~"t: '-~::~ .· -_- . 

además de e~aJuar la posible interacción ele StpAcon la región reguladora de ompSJ. 

El hallazgo de que la proteína nucleoide H-NS intervenga en el silenciamiento de 

ompSJ no arroja mucha luz, en primera instancia, sobre el papel que esta porina podría 

desempeñar, más aún si se considera que en E.coli, H-NS regula a cerca del 5% de los genes, 

de donde un tercio de ellos tiene que ver con la fisiología de la cubierta celular y su estructura 

(Hommais et al., 2001). Además, la cantidad de esta proteína no varía significativamente entre 

las fases exponencial y estacionaria (Azam et al., 1999), aunque un estudio sugiere que H-NS 

se acumula en fase estacionaria (Dersch, Schmidt y Bremer, 1993). 
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Figura 1 O. Mapa de las inserciones del marcador de resistencia a kanamicina por el transposón 
mariner en la secuencia deducida de aminoácidos del marco de lectura abierta del gen hns de S. 
typhi. El dominio de unión a DNA se localiza entre los aminoácidos 89-120. Las flechas 
indican el codón para el residuo aminoácido interrumpido en cada mutante. STY =S. typhi, 
STM= S. typhimurium. 

Ahora bien, resulta evidente la falta de activación de ompSJ a un nivel que permita su 

detección de la misma manera que las porinas mayoritarias. Ante esto, surge la pregunta de 

cuál será la condición particular que conduzca a su expresión y si se llega a expresar a niveles 
-<··:-~ . . :· . 

altos como d!TI~c:; · OrnpF, o cuál podría ser el regulador responsable de eliminar el efecto de 
~'''-e_;_:¡·.._:·· 

H-NS. 

A est~res.~;~tc>';exi~tenvarios ejemplos, entre ellos los de la familia AraC, que parecen 
;·~ ~' .;:,,.-

desplazar a 1-I-:N~ d~ sÜs genes blanco, como el regulador CfaD sobre el operón de fimbrias 

CFAI l(Jordielal., 1992) y Rns sobre genes de pili CS 1 (Murphree, Froehlich y Scott, 1997), 

ambos en E. co/i enterotoxigénica, o bien ToxT sobre ctx, el gen de la toxina del cólera en 

V.cholerae (Yu y DiRita, 2002). Otros son VirF en S.jlexneri (Tobe et al., 1993) y UreR en P. 

mirabilis (Coker, Bakare y Mobley, 2000). 

Por otra parte, no únicamente reguladores de la familia AraC pueden intervenir en la 

desrepresión de genes afectados por H-NS. Tal es el caso del gen pap de pili-adhesina de E. 

'ft'51S CON 
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coli, donde se ha sugerido Ja participación de cAMP-CRP como antirepresor de H-NS 

(Forsaman e/al., .1992), o para el promotor .temprano deI •. bact~riófago !\{u, donde IHF 

desestabiti~ª liiJ11ió~~d_e_;;_H,.~S.co11 el DNA(van Ulsen et al., 1996) .. Ún ejemplo que en 

partícula~ llam~ 1f~t~~bit'm. es e~(ae·Ja participación de un miembro de la familia del mismo H-

NS, el regüládorLer'deE. co/i enteropatógena, que antagoniza la represión mediada porH-NS 
- . ·· .. , '''•r ,. , ; , - . .. . . 

sobre los.g~~esciel:siste~a de secreción tipo III de esta bacteria (Bustamante et al.,2901). En 
. '-'-o.~,~_., ._' 

la list~ div~rsa encontramos aún un par de represores típicos, Lac y A., que al unirse a un 

promotor modificado de bgl, liberan del silenciamiento provocado por H-NS (Caramel y 

Schnetz, 1998). 

Así, como se puede apreciar, existe una gran variedad de reguladores que naturalmente 

liberan de la represión ejercida por H-NS. Para el caso de ompSJ, al no haberse definido 

todavía la señal en el laboratorio que pudiera conducir a su expresión, dificulta el poder asociar 

un regulador específico responsable de actuar como antirepresor. 

En ~~te ~~nti_do, U~a alternativa útil a explorar seria el construir un banco del genoma de 
, __ i-; ,,, -;>'·'f,-,.:. . 

l_ ·.:,,_;.-'._·_:-:/'.e• :~:_,{:,~~\i~):;,_·/~~-·;·:,:•"';,,,,« ~:: ... '.':·< ·.' 

S. typhi; a, Pi).f"tif,~~gc;@_lse pudiera sobre-expresár el. presunto anti represor, o bien ensayar con 
-:~\\~~:· q~;_':)?~~~'---~~{;~-:·_. ;._,,,_-~_,,-~_:_·--:·_,· ... '.·<~- ---~--- ·-- ----::- :.: __ - ;_ 

alguna de la~ q~!l~jpi,9_pés'éif:~q4~ sejl1dü~e lá'.eXpresión de alguno de los miembros de la 
~-:-~·,·;-r~fc::"L~;,;:_;:,~-":t,;'-:.,-;;,:_ ... <;,··-:;::·;-·--- -·.:. -' - .::.-': ·'.· 

familia AraÓ;o,'ÍI~N~~6n búsqueda de que alguno de ellos actúe de manera similar a lo que 
.·-~"-<· ;-.,_::_;-.-;_,y,j(_:;. __ -·· .. _i';; ,·, 
-\/., .-:-;-:_;.-_-·:· ::.:-,-:¡;:, ·. - - -~ 

ocurre para bt:rci~·g;¿fú~~~~omo ya se ha citado. 

En esté respecto, al realizar una comparación con las proteínas codificadas en el 

genoma completo ya secuenciado de la cepa de S. typhi CTIS, o con la de los plásmidos que 

porta esta misma cepa (Parkhill et al., 2001, comparación hecha en la página electrónica del 

centro Wellcome Trust- Sanger Institute), se encuentran varios miembros de la familia AraC, 

como se puede ver en la Tabla 2 de esta tesis. En esta misma tabla se enumeran las proteínas 

similares a H-NS, en cuyo caso se encontró un homólogo en uno de Jos plásmidos de la 
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bacteria, en tanto que en su cromosoma las únicas proteínas con similitud significativa son H-

NS y StpA, cuyo papel parece ser más bien de represor (NOTA: val.ores de probabilidad 

menores e11 l_a 'J'a!Jla2jndican mayor similitud entre la secuenóia reportada~yJa proteína 

prototipo de la familia). 
,·. ¡ 

Para buscar al presunto regulador responsible de eliminar él efecto negativo de H-NS 

sobre ompSJ, se puede evaluar ya sea alguna de las condiciones que induce la expresión de los 

miembros de la familia AraC, o bien ensayar con el gen candidato encontrado en el plásmido 

de virul~ricia,;del:cu~I carece nuestra cepa. Sin embargo, por otro lado, vale la pena no perder 

de vistaf a ROsibilidad de que aún expresándose en niveles tan poco abundantes, OmpS 1 pueda 
• .. -·.· .->.:- '· 

cumplí/una función con tales niveles, toda vez que la interrupción del gen en S. typhimurium 

ha demostrado interferir con procesos varios como la formación de biofilms, el movimiento 

tipo swarming y la infectividad hacia ratones (Toguchi et al., 2000, Míreles et al., 2001, 

Rodríguez Morales et al., datos no publicados). 

Un hecho de particular relevancia en la regulación de ompSJ, resultó de que al 

interrumpir el gen lms en cepas de Salmonellá e11terica, ompSJ ahora se ve osmorregulado, 

donde su expresión se ve disminuida al cultivar la bacteria en un medio de alta osmolaridad, de 

manera similar a lo observado con ompF en Escherichia coli (Fig. 4 del artículo) . Así, de 

primera instancia podría pensarse que ompSJ podría estar sujeto a un doble control de 

regulación m:igativa, a saber: (a) primero por la interacción de H-NS con la región de control 

negativa, lo que lleva al silenciamiento de su expresión en condiciones de laboratorio; y (b) por 

disminuir su expresión en condiciones de alta osmolaridad, quizá de manera similar al modelo 

descrito para ompF con intervención de OmpR e IHF (Slauch et al., 1988; Forst et al., 1989; 

Lan e Igo, 1998). El papel de IHF en la regulación de ompSJ ya había sido previamente 

descartado (Oropeza et al., 1999). 



Tabla 2. Proteínas de la familia AraC o H-NS codificadas en el genoma de S. typhi CTI 8 

Tipo AraC 

Smallest 
Sum 

High Probability 
Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Se ore P(N) N 

arac STY0121, arabinose operen regulatory protein 123055: .. . 1434 9.7e-149 1 
STY2241 pocR, pdu/cob regulatory protein PocR 2070973:207 .. . 180 3.3e-14 1 
yijO STY3756, putative AraC-family transcriptional regula .. . 140 2.7e-09 1 
STY4463 soxS, regulatory protein SoxS 4349095:4349418 rev .. . 96 2.4e-06 1 
STY0624 ramA, transcriptional activator RamA 623134:62347 .. . 93 5.2e-06 1 
rhaR STY3824, L-rhamnose operen transcriptional activator .. . 112 5. 4e-06. 1 
rob STY4933, right origin-binding protein 4794279:4795148 .. . 109 1.3e-05 1 
STY1393 putative transcriptional regulator 1345254:134610 .. . 107 2.0e-05 1 
STY4496 melR, melibiose operen regulatory protein 4386314 .. . 106 3.2e-05 1 
xylR STY4136, xylose operen regulatory protein 3999540:40 .. . 107 3.7e-05 1 
STY1142 hpaA, 4-hydroxyphenylacetate 3-monooxygenase oper .. . 104 5.le-05 1 
STY4118 putative transcriptional regulator 3982461:398327 .. . 102 7.0e-05 1 
marA STY1541, multiple antibiotic resistance protein MarA .. . 86 0.00083 1 

Ninguno con alta probabilidad en los plásmidos pHCMI ó pHCM2 

Tipo H-NS 

En el cromosoma 
Smallest 

Swn 
High Probability 

Sequences producing High-scoring Segment Pairs: 

hns STY1299, DNA-binding protein (histone-like protein 
stpA STY2920, DNA-binding protein StpA 2800121:2800522 

En el plásmido pHCMI 

Hl.,, 
re ..• 

Se ore P(N) 

412 5.6e-48 
195 6.9e-22 

pHCM1.178ac puta ti ve DNA-binding protein 131457: 131861 reverse MW: 15181 

Score = 229 (85.7 bits), Expect = 5.3e-29, Sum P(2) = 5.3e-29 
Identities = 43/79 (54%), Positives = 55/79 (69%) 

Query: 

Sbjct: 

Query: 

Sbjct: 

57 KLQQYREMLIADGIDPNELLNSMAAAKSGTKAKRAARPAKYSYVDENGETK'IWI'GQGRTP 116 
K++ R++++ DGIDP ELL+S +A K R RPAKY Y D NGETK'IWI'GQGRTP 

57 KIESLRQLMLEDGIDPEELLSSFSAKSGAPKKVREPRPAKYKYTDVNGETK'IWI'GQGRTP 116 

117 AVIKKAMEEQGKQLEDFLI 135 
+ + +E GK L+DFLI 

117 KALAEQLEA-GKTLDDFLI 134 

N 

2 
2 
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En este sentido, se ha demostrado el papel de la región 5' corriente arriba de .,-238pb de 

ompF en sureguláción . negativa, así como la participación de tal se~uencia en la 

osmorr~g};ll!~léPc-~i~~S!.fl.gen (Huang et al., 1994; Rampersaud et al., 1994). En este sentido, 

ompSJ ta~blé~;~~~uiere de la secuencia corriente arriba, en este caso de -88pb, para su 

regulación negativa por H-NS en baja osmolaridad y regulación negativa por alta osmolaridad 

en ausencia de H-NS. 

Demostramos que ompSJ puede ser osmorregulado al interrumpir el gen hns y de modo 

independiente de OmpR, y que dicha osmorregulación depende de la presencia de la región 

corriente arriba de -88 pb (Figs. 5-8 del artículo). Se ha propuesto un papel de H-NS como 

sensor de temperatura y osmolaridad, toda vez que se observó una disminución de la formación . - . ·; '. ' . ' . ~--

. t ·~:f · -· :~.~s:;;;i:~.~:~~-~:;: · <'': ~,\ .~:-_ .< , 
de complejos:;nN~~H~NS¡:fil ;ináementar la temperatura por encima de 32°C, o bien al 

aumentar ¡~:conce~tr~ció~ d~·K21.~n la reacción (Amit et al., 2003). En nuestro: caso; el papel 
'.:._'.; ::· . .. ::.--~ :-'~- :.-;.t\~;-;:~-~-~:2'.· f __ :~":\··1~':~.·,-_:-

de H-NS como sensor de temp~ratÍ!ra pudiera descartarse, toda vez que H-NS<r~iarda la región 

reguladora de ompSJ conigÜal efidiencia a temperatura ambiente y a 37ºC (Fig.·3,del artículo) . 
. . : ,, ' ·~ ' ~ . -

Por otro lado, la fung'.ión de H-NS como sensor de osmolaridad no res~rtatan clara para 

la regulación de on1pSJ, de~~e el momento en que dicha condición mimetiza la presencia de H-

NS respecto a la expresión; esto es, de acuerdo a lo reportado, el incremento en la osmolaridad 

disminuye la .interacción de H-NS con el DNA (Amit et al., 2003). Sin embargo, nuestros 

resultados muestran que al eliminar la posible interacción de H-NS con ompSJ, el aumento en 

la osmolaridad ya no resulta en la disminución de la expresión de este gen de porina. 

Por otra parte, al relacionar la expresión de ompSJ en presencia o en ausencia de 

OmpR, en baja contra alta osmolaridad, resulta evidente que ambos promotores comparten el 

mecanismo de regulación negativa asociado al mismo DNA. En este sentido, la presencia 

intacta de la región de control negativo es necesaria tanto para el silenciamiento completo por 
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H-NS, como para la formación de una estructura tal que en alta osmolaridad resulta en la 

disminución de la expresión de ompSJ (Fig, 7 del artículo). Inclusive, el papel de una 

estructiJraJilttil!ª~~ca·deJPN'A en la regulación de ompSJ se ve reforzado por el hallazgo de una 

región de curv~ttu·~ i~trínseca dentro de la zona de control negativo (Fig. 8 del artículo). 
. ~. ... . .:-.. ~-. . . . . - . - . - ' 

.. 

Enfun.\estudio donde se comparó la curvatura promedio del DNA en diferentes 
".. ·:. .-: : 

genomas,"s~léncontró que la región reguladora de genes presentes en bacterias termófilas 
.. :.'·"]·-· ··: ···-

muestra eh';r¿~~dio mayor curvatura intrínseca que la región codificante de los mismos; dato 

que no se.reproduce para organismos hipertermófilos y que lleva a los autores a proponer un 

papel funcional adaptativo para la curvatura del DNA, determinado por una presión selectiva 

por la temperatura (Bolshoy y Nevo, 2000). 

Si bien, en primera instancia, los patrones de digestión del pR0310 por DNasa 1 in 

vivo, donde se observa el requerimiento de la presencia de H-NS o bien de OmpR en 

' condiciones d.e alta osmolaridad para reproducir el patrón observado en la cepa silvestre, 

abriríanlugar a albergar dudas respecto a la formación de 1.a multicitada estructura silenciada 

independientemente de OmpR, esto bien podrí~·fe~¿j'~r'que aún cuando se produzca la 
:, _.: .. '--·, . 

l ··-- · •. ,. '· 

conformación silenciada en alta osmolaridad, porla.aµsenciáde la unión de dichas proteínas, el 

DNA queda susceptible a la degradación por DNasa 1 de manera similar e independiente de la 

osmolaridad. 

Para regular al gen ompSJ, resulta notorio que la bacteria emplea mecanismos estrictos de 

carácter global para mantener la baja expresión del gen ompSJ. Así lo indican nuestros 

resultados, que se resumen en el esquema de la Fig. 11. Ahí, se muestra como la unión del 

regulador global H-NS, que tiene un efecto negativo sobre gran variedad de genes, daría una 

base para mantener los bajos niveles de expresión de ompSJ (1 IA). Al eliminar el efecto de H-

NS se produciría la desrepresión en condiciones de baja osmolaridad (l lB). 
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Una vez que se ha logrado liberar la expresión del gen, existe al menos otro paso de 

regulación negativa, ahora cuando se encuentra una situación de alta osmolaridad (1 IC); ya sea 

por la unión de un posible regulador negativo adicional, o bien por posibles alteraciones 

mediadas por la curvatura intrínseca del DNA en la región de control negativo (1 ID). Esto 

ocurre tanto sobre el promotor dependiente de OmpR, como el independiente de OmpR. 

En el caso de OmpR, si bien ejerce un efecto negativo al impedir la expresión del promotor 

independiente de él, no parece jugar el mismo papel en el fenómeno de regulación negativa 

mediada por aumento en la osmolaridad, toda vez que aún en ausencia de OmpR se presenta 

dicho efecto. Para activar la expresión del prometer dependiente de OmpR (PI), éste debe 

poseer el residuo de aspartato en la posición 55, toda vez que el cambio a alanina conduce al 

abatimiento de la expresión de PI. 

Nuestros resultados respecto a la regulación de ompSJ abren lugar al replanteamiento 

del papel que juega OmpR en la represión de ompF en condiciones de alta osmolaridad, basado 

en los siguientes argumentos: 

1. ompF ya no se reprime en alta osmolaridad al eliminar la región corriente arriba de -238 

pb. Se identificó en esta región un sitio de baja afinidad (caja F4; entre -384 a -354 pb) 

para OmpR, de donde, para verificar su relevancia fisiológica, se le insertaron 22 pb en esta 

caja, dando como resultado la pérdida de osmorregulación (Huang et al., 1994). Sin 

embargo, al hacer esta interrupción, se altera así mismo la secuencia intrínseca del DNA, 

que puede tener relevancia en la regulación por superenrrollamiento o por la unión de algún 

otro factor que pudiera interaccionar en la vecindad de esta caja de OmpR. 

2. En un estudio similar, se demostró que la unión de OmpR parece proceder de manera 

jerárquica, con la unión a la caja involucrada en la represión (F4) en último lugar. 
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(Rampersaud et al., 1994) En este trabajo se hicieron mutaciones puntuales en la caja F4, y 

por ensayo en una mutante.ompF(envZ473) argumentan que tiene efecto en la regulación 

negativa, porque ()b~efya'ro,n';J.ln;cambio de colonias blancas a colonias rosas en agar 

MacConkey. Cabe ~~~;~rJ~r ~~e\ia~~pa silvestre, con este misma versión mutante de F4, 

ta~bién produce c~l~lll:~i;~~~}~~·r~l ~~smo medio. Además, no aciertan a analizar si estas 
. _, --.·. ,,_,,.,._. -·»;·· -•, ·:-·: 

mutaciones en la caja F4 liberan a ompF de la osmorregulación. 

1. Estudios con cepas de E. coli que producen versiones mutantes de OmpR o EnvZ han 

tratado de correlacionar el aumento en los niveles de OmpR fosforilado como un evento 

importante en la regulación negativa de ompF, lo que relaciona esto con el incremento en la 

osmolaridad del medio (Slauch et al., 1988; Lan e Igo, 1998). Aquí la interrogante surge 

en por qué la misma cepa de E. coli, con mutaciones que inactivan al operón ompB 

(envZ::Tn 10 ó l:l(ompR envZ)), cultivadas en el mismo medio (LB) y complementadas con 

un vector que porta al gen ompR en un plásmido del mismo origen de replicación (ColEl, 
. '·· .·.:}.¡::>r::/. -·. . 

pBR322) ,no ~rodu~#?i!Ü mi~rtlo perfil de proteínas de membrana externa. Además, 
;-''" -:.:./ 

mutantes q~e ~~S~~ar{~la Ósmorregulación resultan mapear en las cajas de activación Fl ó 

4. En este mismo.sentido, cuando se ha tratado de adjudicar un papel represor a OmpR 

fosforilad~?enfa osmorregulación de ompF, éste ha venido dado por un incremento en la 

afinidad de OmpR-P por la región reguladora de ompF (Forst et al., 1989). Cabe 

mencionar que lo que se ha observado ha sido, en efecto, el incremento en la afinidad, pero 

por las cajas de activación (Fl-F2-F3), ya que una medición sobre la caja F4 no ha sido 

posible (Head et al., 1998). 

5. Recientemente se ha demostrado, en E. coli, como la relación de Ja expresión de 

ompC/ompF, medida a partir de fusiones a las proteínas cyan fluorescente y amarilla 
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fluorescente, respectivamente, no varía al modular la concentración de OmpR o EnvZ en 

un rango que va 1/3 a 3 veces la concentraCióá de ambos respecto a la presente en la cepa 

silvestre (Baté11;;1~1- ªp6u1~n.~'i8o3t'7E;te .Ill.ismo estudio y otro independiente han 

llevado á co11o~~i que el ~ir~me~toi,~iÍYi~~iÜólandad resulta en un aumento en la cantidad 
;r\ r~~·:.: '. 

de EnvZ y OmpR cercano a L8 vec~;·~~speétÓ a la cantidad presente en la cepa crecida en 
.. ,:;'.·· ->;Gi·~ A;;:~: -¡;}(J~f-', -- -. ,, ·. 

baja osmolarídad (Cai e Inouye, 20Ó2; B~tchelor y Goulian, 2003). Así, el incremento de 
-. :· ._,_ . 

EnvZ y OmpR dado por la ;~lt~ osillolaridad no ~fectana la expresión de los genes de 

porinas. 

De todo lo anterior; se:desprende la idea de la pertine~~ia de r~éxaminar eL~sc~ll!lrio de la 

regulación de los genes de·porinas, sobre todo .en lo qÜe {tic~;a(fe~Óm~~() de>r~presiónde la 

::~,::,~::::::J~2!:1~::1:~~:::.d:.~~f •l]ii~i~idf u~:::·:::dc:::;:: 
puntuales en la caja presuntamente involucrad~jeíüla>ire¡'.iresión' (Rampersaud et al:, 1994). 

Hoy, varios años después el contexto de este1~s~~rn.-~:~~s que no ha sido analizada de 
':'> .. · ·:.-:~'-:. < :.: -~-... _. ·-

manera que se demuestre contundentemente la i~forv'endón'de esta secuencia en la regulación 

negativa, con el peso que se le ha atribuido a lo largo de este tiempo. 
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A B 

111 11 1 

WT BAJA OSMOLARlDAD /111s BAJA OSMOLARlDAD 

e ?· 
D 

•• 

/111s ALTA OSMOLARIDAD /111s ALTA OSMOLARIDAD 

Figura 11. Mecanismo propuesto para explicar el bajo nivel de expresión del gen ompSJ de S. 
typhi en condiciones estándar de laboratorio. H-NS se uniría a la región de control negativo y 
formaría un complejo de baja expresión (A). Al eliminarse el efecto de H-NS se liberaría la 
expresión de ompSJ (B); que es sujeta nuevamente a control negativo en alta osmolaridad ya 
sea por la unión de un posible regulador negativo adicional (C), o por cambios en la estructura 
del DNA iniciados a partir de la región de curvatura intrínseca (D). Para activar al promotor 
dependiente de OmpR se requiere que éste posea el residuo de aspartato en la posición 55. 
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CONCLUSIONES 

1. H-NS regula negativamente la expresión del gen ompSJ de Salmone/la enterica, ya que 

silencia la transcripción de los promotores dependiente e independiente de OmpR, por unión 

directa y e~pecífica a la región corriente arriba de -88 pb; Esta regié¡n~pres:nta 1'curvatura 
\o.~:' -

intrínseca; y,su"f~tegridad se requiere para la interacción de H::NS con ompSJ; 
·1,:. ,. ·-· \"X.~> 
:,_. ~--·}·;·~~·~:~ ~·~:~~\''-_:.-j:'·, ~:·- -

·.· 

2. La liberación de la expresión deompSJ lecÓrlfi~réregtilación negativa por alta osmolaridad, ' · · ;'" ·., :, ·>~ ·· ;:, ·--.'~'>:·:'}::":•_r· .>_'.~-,~(-, /~_7_-: · "· 

independientemente de la presencia o'aúseil6ia.ªe(:f~gt1tador OmpR. Esta regulación negativa 

depende de la presencia e integridad de la regiOriC:orriente arriba de -88pb. 

3. La mutación de hns en S. enterica o la int~~p~ión simultánea de los genes ompC y ompF 

5. La expreiióÜ:;d~{ promotor dependiente de OmpR requiere que éste posea un residuo 
- :-::,:;·.--.. ~-- ~ ' .. ~ - . 

aspártico en fa posición 55. 
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PERSPECTIVAS 

l. Identificar el factor responsable de los diferentes niveles de expresión de ompSJ, ocurridos 

entre S. enterica serovar Typhi y S. enterica serovar Typhimurium. 

2. Buscar otros elementos involucrados en la falta de producción de OmpSI a niveles 

mayoritarios. 

' ' 

3. Buscar al presunto regulador que elimina el efecto de silenciamiento de H-NS'sobre OmpSJ. 
' ' . . . ., ! .- • ' • i . ' - ' ' - - ' .. - . - . . . - •• . ' 

·_.-.; 

4. Definir si exiite:~lg~llacoridición in vitro que induzca la expresión de ofnps], a un nivel 
'· ... ' ~ ·_'_. ·\·:·7··: ·:::~::' '/"". __ : ' _,·_ '::--<~ J --':: ·,_ 

suficiente p~raob~eryar la proteína codificada por este gen a niveles mayoritarios. 

5. Analiz¡¡r laposibilidad de regulación negativa por alta osmolaridad para ompF, 

independientemente de OmpR, para replantear el modelo de osmorregulación de los genes de 

porinas. 



51 

BIBLIOGRAFÍA 

Aiba, H., Nakasai, F., Mizushima, S., Mizuno, T. {1989). Evidence for the physiological 

importance,ofthe phophotransfer between the two regulatory components, EnvZ and OmpR, in 

osmoregufati6n.in Escherichia co/i. J. Biol. Chem. 264: 14090-14094. 

Atlung,·T.):Úngmer, H. (1997). H-NS: a modulator of enviromentally regulated gene 
:·~:' ':· '• 

expressi~~·~ºl;'Miér~hiol. 24:7-17. . , : ..... · ;.¡ ty : · 
Amit, R'./QJJpe~heim/AJ~ .•. Sfavans, J. (2003). Increásed'beridii{~(dgidity:~r single DNA · ·· .·>· _·:.·;c;r~\':'.;,(º.:;x,.:¿ :·. ··'1·.T·· ·· · · · · .· · · · .:?;5:·{y;;;.,.·;:·..rr··· ;s.········. ·· •·· · 
mol eculesby.H-Ns;:sa~temperature and osmolarity sensor. ·Biophys.J.;,8.~ :2467-2473. 

Azam, T.~A:i~;:~¡;~¡·],.~'.J.~!~Ishihama, A. (2000). Two·ty;¡sfai f~·cali;z~tion ofthe DNA-
\· :.- ~:,:} ' _·,{:.: :; " ~ '·:-~· , 

binding prót~ins~itfün ih~'.Escherichia co/i nucleoid. Gen~s C~//.(5:613-626. 

Azam, T.A., Iwat~,\.f\:\, l'lishimura, A., Ueda, S., Ishihama, A. {i999); Growth phase-

dependent variati~rl:Úi/~íb~C,liri composti on of the Escherichia co/i. nucl eoi d. J. Bact .. 181 :63 61-

6370. ~-·- :\L-,: ~-~:.» 
., .- ~·---. '?,t 

Batchelor, E., ;~~ü.iia.t1, M; .(2003). Robustness and the cycle of phosphorylátion and 
/J ~) :~:" -~?:~ <---. -

dephosphoryfati9f1{!1 a;two:..component regulatory system. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100: 

691-696. 

Benz, R. (1988). Structure and function of porins from Gram-negative bacteria. 

A111111.Rev.Microbiol. 42:359-393. 

Bolshoy. A., Nevo, E. (2000). Ecologic genomics ofDNA: upstream bending in prokaryotic 

promoters. Genome Res. 10:1185-1193. 



52 

Bustamante, V.H., Santana, F.J., Calva, E., Puente, J.L. (2001). Transcriptional regulation of 

type III secre_tion gene_sin_enteropathogenic Escherichia co/i: Ler antagonizes H-NS-dependen.t 
. - . -

Cai, S.J.,' Iri~ur;~; ~2 ~~O~Z)'.~nt7-9~~~ interaction and osmoregulation in Escherichia coli. 

J. sio1. e/,~/~~. 211!i·241ss:24Y6t -
..,.,, . . .:' .. -r~·<· :.: ~ ;:.~~: .. : ~ 

Calva .. E.cyI.Calva,(CJ),c(.1998).;CoÜntl'y report: Typhoid fever and other Salmonellosis in 

Mexico:·Meffa~~íJ()1/;,~~¿]'¡J~~ne~~~.-;(S1):17-19 . 
. , ,·" ·"'.·'·•,:: .. ;::~~:e"'·~~-~~~·.-:~~:./¡'(::~·,:.· 

Cararnel,A~;'.s6h'h~tz.:K. ti998). Lac and A. represors relieve silencing of the Escherichia coli - . . '.- ;··' ~'" .... ~·.,- -: -- : . ,., . 

hgl prorrÍ~ter; Acti~ati~n by alteration of a repressing nucleoprotein complex. J.Mol.Biol .. 284: 
.... ,._ .. -, .. :· .. ··-.-1,;·: .• 

875-883. 

Coker, C., Bakare, O.O., Mobley, H.L.T. (2000). H-NS is a represor ofthe Proteus mirabilis 

urease transcriptional activator gene ureR. J. Bacteriol. 182: 2649-2653. 

Cowan, S.W. Schirmer, T., Rummel, G., Steiert, M., Ghosh, R., Pauptit, R.A., Jansonius, J.N., 

Rosenbauch, J.P. (1992). Crystal structures explain functional propierties oftwo E.co/f;poiins. 

Nature. 358: 727-733. 

Dame, R.T., Wyman, C., Goosen, N. (2001). Structural basis for preferential bindihg ofH-NS 

to curved DNA. Biochimie. 83:231-234. 

Deng,W., Liou, ~._R.~-¡)(hrikett, G. III, Mayhew, G.F., Rose, D.J., Burland, V., Kodoyianni,V., 

Schwartz, D.C;jnid Blattner; F.R. (2003). Comparative Genomics of Salmonella enterica 

Serovar Typ~i Strains Ty2 and CT18. J. Bacteriol. 185: 2330-2337. 

Dersch, P., Schmidt, K., Bremer, E. (1993). Síntesis ofthe Escherichia coli K-12 nucleoid-

associated DNA-binding protein H-NS is subjected to growth-phase control and 

autoregulation. Mol. Microbio/. 8:875-889. 



53 

Di Micco, B., Metafora, S., Colonna, G., Carteni, M., Ragone, R., Macalello, M.A., Di Micco, 

P., Baroni, A., Catálariotti, P:; and Tuffllno,>M.A. (200l);orins from Sa/mone/la typhimurium 
-.-- ,.-:•;• >--"" -_ 

accelerate llüman'~S1ü'()'a;~oagulatioil. in vitro by sel~~ti\,e stimulation of thrombin activity: 

implication il1 ~~ptic;shock DIC pathogenesis. J. Endotoxin. Res. 7 :211-217 . 
. . :· -,,<· '. -~·-> 

Domén~~l1-§~n,~hez, A., Hernández-Alles, S., Martínez-Martínez, L., Benedi, B.J., and Alberti, 

S. {l 999)Idéntification and characterization of a new poril1 gene of Klebsie/la pneumoniae: its 

role in beta7lactam antibiotic resistance. J Bacteriol. 181 :2726;.2732. 

Esposito, D., Petrovic, A., Harris, R., Ono, S., Eccleston, J;F., Mbabaali, A., Haq, I., Higgins, 

C.F., Hinton, J.C.D., Driscoll, P.C., and Ladbury, J.E. {2002). H-NS oligomerization domain 

structure reveals the mechanim for higher order self-association of the intact protein. J. Mol. 

Biol. 324:841-850. 

Fernández-Mora, M., Oropeza, R., Puente, J.L., Calva, E. (1995). Isolation and 

characterization of ompSJ, a novel Salmonella typhi outer-membrane protein-encoding gene. 

Gene. 158: 67-72. 

Ferrario M., Ernsting B.R., Borst D.W., Wiese D.E. 2nd, Blumenthal R.M., Matthews R.G. 

{1995). The leucine-responsive regulatory protein of Escherichia coli negatively regulates 

transcription of ompC and micF and positively regulates translation of ompF. J Bacteriol. 

177: 103-113. 

Forsman, K., Sondén, B., Goransson, M., Uhlin, B.E. (1992). Antirepression function in 

Escherichia coli for the cAMP-cAMP receptor protein transcriptional activator. Proc. Natl. 

Acad. Sci. U.S.A. 89: 9880-9884. 



54 

Forst, S.A., Delgado, J., Inouye, M. (1989). DNA-binding propierties of the transcription 

activator (OmpR) for the upstream sequences of ompF in Escherichia coli are altered by envZ 

mutations and medium osmolarity. J. Bact. 171 :2949-2955 .. 

Forst, S., Delgado, J., Rampersaud, A., Inouye, M. (1990). In vivo phosphorylation of OmpR, 

the transcription activator ofthe ompF and ompC genes in Escherichia co/i. J. Bact. 172: 3473-

3477. 

Free, A., Dorman, C.J. (1997). The Escherichia coli stpA gene is transiently expressed during 

growth in rich médium and is induced in minimal médium and by stress conditions. J. 

Free, A., Pqrtef, M.:§f,' Peighan, P., Dorman, C.J. (2001). Requirement of the molecular 

adapterfüA~tiJ~:'gf~~~.A a~ the Escherichia co/i bgl promoter depends upon the level of 
. ·;_:·'" ···t·· ... 

truncatect~I~s protein. Mol. Microbio/. 42:903-918. 

Guthrie, RK. (1992a) Taxonomy and grouping of Salmonella. pp.23-24. En: Sa/mone/la. CRC 

Press, Inc. Boca Ratón, Florida, E.E.U.U. 

Guthrie, R.K. (l 992b) Salmonellosis-The infection-.pp. 41-60. En: Salmonella. CRC Press. 

Groisman, E.A. y Mouslim, C. (2000). Molecular mechanisms of Salmonella pathogenesis. 

Curr. Opin. Jnfect. Dis.13:519-522. 

Head, C., Tardy, A., Kenney, L.J. (1998). Relative binding affinities of OmpR and OmpR-

phosphate at the ompF and ompC regulatory sites. J. Mol. Biol. 281: 857-870. 

Heithoff D.M., Conner C.P., Hanna P.C., Julio S.M., Hentschel U., Mahan M.J. (1997) 

Bacteria( infection as assessed by in vivo gene expression. Proc. Nat/. Acad Sci. U.S.A. 94: 

934-939. 

Ho T.D., Slauch J.M. (2001). OmpC is the receptor for Gifsy-1 and Gifsy-2 bacteriophages of 

Salmonel/a. J. Bacteriol. 183: 1495-1498. 



55 

Hommais, F., Krin, E., Laurent-Winter, C., Soutourina, O., Malpertuy, A., Le Caer, J.P., 

Danchin, A.,.Bertin; P. (2001). Large-scale monitoring of pleiotropió'regulation of gene 

expr~s~ion!Jytheprolcaryotic nucleoid-associated protein, H-NS. Mol Microbio!. 40:20-36. 

http://www.sauger;ac.uk/Projects/S typhi/blast seiver shtml. 

http://www.who.int/inf-fs/en/factl49.html. 

Huang, K.J., Schieberl; J.L;, lgo, M.M. (1994). A distant upstream site involved in the negative 

regulation ofthe}E:f~~e'ri,~~ia,poli ámpF gene. J. Bacteriol. 176: 1309-1315. 
- ·-· ":~~,;:;: r.~?'.:~::: ¡cy;": 

Igarashi, K,· f1:a,ria:füpr~f 1:;i~a~n~!·K.,Aiba, H., Mizuno, T., Nakata, A., Íshihama, A. (1991 ). 
' , • .. < •• :- • "' • ;:; :_~ ',, •• ' :. • • " .;-•• _.,_:: ' • ~;. ,, ,. : .,,_ ,- • • ·~. • • : • - • " ', : •• • ; 

~::::::~*!~J!1~:~1 t!:~J~~::.~;::.r:::I~ :cJ~~{Jí~~~t~~~k6:odes of 
Inokuchi, K., Furukawa, H., Nakamura, K., and Mizushimili $} (:l:~~;J,ºharaC:terization by 

<· ~--~-;:.: 

deletion mutagenesis in vitro of the prometer region of l?/11/i..f,1~ ~~~¡if'Siel; regulated gene of 
,,?» ...... · .. _,_ .. ,,., .. , 

Escherichia co/i. J. Mol. Biol. 178: 653-668. 
.. ~. \ ' .. 

Johansson, J., Dagberg, B., Richet, E., Uhlin, ~:~. (19~8) .. Ji.:.NS ancl StpA proteins stimulate 

expression of the maltose regulan inEsc!Jerichia 66/;.'J. iiacteriol. 180:6117-6125. 

Johansson, J., Uhlin, B.E. (l 999{i):{tr~ieÜii~J·:~rotease-mediated turnover of H-NS and StpA 

revealed by a mutation altering protein stability and stationary-phase survival of Escherichia 

c:oli. Proc. Natl. Acád Sci. U.S.A. 96: 10776-10781. 

Johansson, J., Eriksson, S., Sondén, B., Wai, S.N., Uhlin, B.E. (2001). Heteromeric 

interactions among nucleoid-associated bacteria( proteins: localization of StpA-stabilizing 

regions in H-NS of Escherichia coli. J. Bacteriol. 183 :2343-2347. 

Jordi, B.J.A.M., Dagberg, B., de Haan, L.A.M., Hamers, A.M., van der Zeijst, B. A.M., Gastar, 

W., Uhlin, B.E. (1992). The positive regulator CfaD overcomes the repression mediated by 



56 

histone-Iike protein H-NS (Hl) in theCFN 1 fimbria! operen of Escherichia coli. EMBO J. 

11 :2627-263,2. 

Lan, C.Y,, lgQ, Jvi.M. (1998). Differential expression of the OmpE~nd~Ofupq;po~ll;'proteins in 

Escherichi~ coli K-12 depends upan the leve! ofactive OmpR. J. BacJ~!;~¡:iloNin~G~. 
Lucht·J;M., Dersch, P., Kempf, B., and Bremer, E. (1994). Inlel¡~fÍ'~h¡~~~~"fü~);nicleoid
associated DNA-binding protein H-NS with the regulatory region ofthe osmotically controlled 

proU operen of Escherichia coli. J Biol Chem. 269:6578-8. 

MacLeod, S.M., Johnson, R.C. (2001). Control of transcription by nucleoid proteins. 

Curr. Opin:MJcro!Jiol.4: 152;) 59. 

Mahan M.i ... Tobias J.W., Slauch J.M., Hanna P.C., Collier R.J., Mekalanos J.J. (1995) 

Antibiótic-based selection for bacteria! genes that are specifically induced during infection ofa 

host. Proc. Natl. Acad Sci. U. S. A. 92:669-673. 

Martínez-Flores, l., Bustamante; V.H., Puente, J.L., Calva, E. (19Q5) .. Clóning and 
' : .;' i ;, ·,,'.;,., ;·; .... ' ··.>;'º .. 

,,:; :-: 

characterization of the Sal111oneliil typhi ompR and envZ gem~s. 'As.0 
•• Pac. Jo.: Mol. Biol. 

:'" -<·. ¡: 

Biotechnol. 3:135-144. (;;:_,_·< 

Martínez-Flores, I'.;~,§.~~~i~~;:, ·Bustamante, V.H., Calva/E;, Piíente, J.L. (1999): The ómpB 
i,;;-;-~/-' .. ;j~}-\/~·--;'.·~,-~:::;~ :: .. -

operen parti~IIyKdJí~ffuÍne~ differential expression of OmpC in Salmonella typhi and 

J~:w:herichia ~di;.fi.Bacteriol. 181 :556-562. 

McClelland M., Sanderson K.E., Spieth J., Clifton S.W., Latreille P., Courtney L., Porwollik 

S., Ali J., Dante M., Du F., Hou S., Layman D., Leonard S., Nguyen C., Scott K., Holmes A., 

Grewal N., Mulvaney E., Ryan E., Sun H., Florea L., Miller W., Stoneking T., Nhan M., 

Waterston R., Wilson R.K. (2001). Complete genome sequence of Salmonella enterica serovar 

Typhimurium L T2. Nature. 413 :848-852. 



57 

Mireles, J. R. II, Toguchi, A, Harshey, R.M .. (2001). Salmone/la enterica serovar typhimurium 

swarming mutants with altered biofilm-forming abilities: surfactin inhibits biofilm formation. J 

Bacterio/. 183: 5848-5854. 

Misra, R., Benson, S.A. (1989). A novel mutation, cog, which res_uhs.in production of a new 

porin protein (OmpG) of Escherichia co/i K-12. J. Bacteriol. 171: 4105-4íl 1.1. 

Murphree, D., Froechlich, B., Scott, J.R. (1997). Transcriptio~al cocnt~ql ofgenes encoding 

CSl pili: negative regulation by a silencer and positive regula~ionby~s.J. Bact. 179: 5376-

5743 .•.. 

Nieto, J.M., Madrid, C., Miquelay, E., Parra, J.L., Rodríguez, S., and Juárez, A. (2002). 

Evidence. of direct protein-protein interaction between members o[the enterobácterial 

Hha/Ymo andH~NS faniilfos ()f~f6teins. J. Bacteria!. 184:629-635. 

Nikaido, H. (1992). Porins and specific channels of bacteria! outer membranes. Mol. 
> • • • '\" ;· 'j_:_:·: .. ::. 1 ·~ 

Microbio/. 6;~J5~442. 

Nikaido; H. (1996). Outer membrane. Pp.29-47. En: Neidhart, F.C. (Ed.) Escherichia coli and 

Salmonella. ASM Press. Washington, D.C. E.E.U.U. 

Oropeza, R., Sampieri, C.L., Puente, J.L, Calva, E. (1999). Negative and positive regulation of 

the non-osmoregulated ompSJ porin gene in Salmonella typhi: a novel regulatory mechanism 

that involves OmpR. Mol Microbio!. 32:243-252. · 

Park, H., Saha, S.K., lnouye, M. (1998}:Two-domain reconstitution of a functional protein 

histidine. Proc. Naif. Acad Sci. U.S.A. 95:6728-6732. 

Parkhill J., Dougan G., James K.D., Thomson N.R., Pickard D., Wain J., Churcher C., Mungall 

K.L., Bentley S.D., Rolden M.T., Sebaihia M., Baker S., Basham D., Brooks K., Chillingworth 

T., Connerton P., Cronin A., Davis P., Davies R.M., Dowd L., White N., Farrar J., Feltwell T., 

Hamlin N., Haque A., Hien T.T., Holroyd S., Jagels K., Krogh A., Larsen T.S., Leather S., 



58 

Moule S., O'Gaora P., Parry C,, Quail M., Rutherford K., Simmonds M., Skelton J., Stevens 

K., Whitehead S:,Barrell B;G, (2001). Complete genome sequence of a multiple drug resistant 

Salmrm~ll~~'J/e1:.l~q~s~é'f~¿'Jyphi CTl 8. Na tu re. 413 :848-852. 

Pratt,LA., sdh~ty,;'t.Í.(1~95). Porin regulation of Escherichia coli. Pp. 105-126. En: Hoch, 
. ,-, __ - V-, . -~ \:_;~--. 

J.A. atid Silha~ff: . .f;f. (Eds.) Two component signa! transduction. ASM Press. Washington, 

DC. E.E.U;l.J: .. · ....• ~ .•..... ,> 

Pratt,.L;A., Hsing, W., Gibson, K.E., Silhavy, T.J. (1996). From acids to osmZ: multiple 

factors influence synthesis ofthe OmpF and OmpC porins in Escherichia coli. Mol. Microbio/. 

20:911-917. 

Prilipo:v A., Phale P.S., Koebnik R., Widmer C., Rosenbusch J.P. (1998). Identification and 

characterizátion of two quiescent porin genes, nmpC and ompN, in Escherichia coli BE. J 

Bacteriol. 180:3388-3392. 

Porwollik, S., Frye, J., Floread, L.D., Blackmer, F., McClelland, M. (2003). A non-redundant 

microarray of genes for two related bacteria. Nucl. Acids. Res. 3.1: 1869~ 1876. 

Puente, J.L., Flores, V., Fernández, M. Fuchs, Y., Calv~;~)¡(l~S;}I~C>lation of an ompC-like 

outer membrane protein gene from Salmonella typ~i:Qe1:{.61: 75-83. 

Puente, J.L., Verdugo-Rodríguez, A., Calva, E. (1991): Expression of Salmonel/a typhi and 

Escherichia.coli. OmpC is inffluenced differently by medium osmolarity: dependence on 

Rscherichia coli OmpR Mol.Microbio/. 5:1205-1210. 

Rampersaud, A., Harlocker, S.L., Inoye, M. (1994). The OmpR protein of Escherichia co/i 

binds to sites in the ompF promoter region in a hierarchichal manner determined by its degree 

ofphosphorylation. J.Biol. Chem. 269: 12559-12566. 

Rimsky, S., Zuber, F., Buckle, M., Bue, H. (2001). A molecular mechanism for the repression 

oftranscription by the H-NS protein. Mol.Microbio/. 45: 1311-1323. 



59 

Roberts, D.L., Bennett, D.W., Forst, S.A (1994). Identification of the site of phosphorylation 

ofthe osmosensor, EnvZ, of Escherichia coli. J. Bial.Chem. 269:8728-8733. 

Rojo, F. (2001). Mechanisms oftranscriptional repression. Curr. Opin.Microbiot4:145~151. 
·.' ' ~:'~··'', ; 

Sambrook, J., Russell, D.W. (2001). Molecular Cloning: a Laboratory M~nu~I, :l{ed. Cold 
;'.~· -, ·, 

Spring Harbar, NY: Cold Spring Harbar Laboratory Press. "" 

Santiviago C.A., Fuentes J.A., Bueno S.M., Trombert A.N., Hildago A.A., Socias L.T., 

Youdedan P., Mora G.C. (2002). The Salmane//a enterica sv. Typhimurium smvA,yddG and 

ompD (porif1) gepes are required for the efficient efflux of methyl viologen. Mol Microbio/. 

46:687.:698. 

Sarma. v.)R.~~ves, P. (1977). Genetic locus (ampB) affecting a major outer-membrane protein 

in Escli;rióhid'coli K-12. J. Bacteriol. 132:23-27. 

Schroder,f{).,,:and Wagner, R. (2000). The bacterial DNA-binding protein H-NS represses 

dbosoinal RNA transcription by trapping RNA polymerase in the initiation complex. J Mol 

Bial. 298:737-48. 

Schultz, G.E. (1993). Bacterial porins: structure and function. Curr. Opin.Cell.Bial. 5: 701-

707. 

Sharif, T.R., lgo, M.M. (1993). Mutations in the alpha subunit ofRNA polymerase that affect 

the regulation ofporin gene transcription in Escherichia cali K12. J. Bacteria/. 175:5460-5468. 

Slauch, J.M., Garret, S., Jackson, D.E., Silhavy, T.J. (1988). EnvZ functions through OmpR to 

control porin gene expression in Escherichia cali K-12. J. Bacteria/. 170: 439-441. 

Slauch, J.M., Russo, F.D., Silhavy, T.J. (1991). Supressor mutations in rpaA suggest that 

OmpR controls transcription by direct interaction with the alpha subunit of the RNA 

polymerase. J. Bacteria/. 173:7501-7510. 



60 

Slauch, J.M., Silhavy, T.J. (1991). cis-acting ompF mutations that result in OmpR-dependent 

constitutive expression. J Bacteria/. 173 :4039-4048. 

Sonl1enfüilg,J.M., Burns, C.M., Higgins, C.F., Hinton, J.C.D. (2001). The nucleoid-associated 

protein StpA binds curved DNA, has a greater DNA-binding affinity than H-NS and is present 

in significant levels in hns mutants. Biochimie. 83:243-249. 

Suzuki T~. Ueguchi C., Mizuno T. (1996). H-NS regulates OmpF expression through micF 

antisense RNA in Escherichia coli. J Bacteria/. 178:3650-3653. 

Tanak~, ·(, Saha, SX., Tomomori, C., Ishima, R., Liu, D., Tong, K.I., Park, H., Dutta, R., Qin, 

L., Sv.:indells, M.B., Yamazaki, T., Ono, A.M., Kainosho, M., Inouye, M., Ikura, M. {1998). 

NMR struéture of the histidine kinase domain of the E. coli osmosensor EnvZ. Nature. 

396:88-92. 

Tate, S., Kato, M., Nishimura, Y., Arata, Y., Mizuno, T. (1988). Location of DNA-binding 

segment of a positive regulator, OmpR, involved in activation of the ompF and ompC genes of 

Escherichia coli. FEBS Lett. 242:27'.'"30. 

Tobe, T., Yoshikawa, M., Mi:itim::l/T.,' Sasakawa, C. (1993). Transcriptional control of the 
- . - -

invasión regulatory gene vifB ofShigel/ajlexneri: activation by VirF and repression by H-NS. 

J. Bacteria/. 175: 6142-6149. 

Toguchi, A., Siano, M., Burkart, M, Harshey. R. M. (2000). Genetics of swarming motility in 

Salmonella enterica Serovar Typhimurium: critica) role for lipopolysaccharide. J. Bacteria/. 

182: 6308-6321. 

Tsung, K., Brissette, R.E., Inouye, M. (1989). Identification ofthe DNA-binding domain ofthe 

OmpR protein required for transcriptional activation of the ompF and ompC genes of 

Escherichia co/i by in vivo DNA footprinting. J. Biol. Chem. 264: 10104-10109. 



61 

van Ulsen, P., Hillebrand, M., Zulianello, L., van de Putte, P., Goosen, N. (1996). Integration 

host factor alleviates the H-NS-mediated repression ofthe early promoter ofbacteriopahge Mu. 

Mol. Microbiol.21:~~§Z:-~78. 

Williams, KM.; Rimsk)', S; (1997). Molecular aspects ofthe Escherichia coli nucleoid protein, 

H-NS: a cential !~6rii~~Il~r 6rgene regulatory networks. FEMS Microbio/. Lett.156: 175-185. 

Wurtzel,.E.T};C::ho~~~M.Y., Inouye, M. (1982). Osmoregulation of gene expression;·DNA 
·'.:.:,-fr:~--~:.·_· r~l:;· .;¿. __ ,_ .-.. - - --

seque!lceór ifü":i?n~B ~ene of the ompB operon of Escherichia coli and chanicteri:lation of its 
- ,_. =~·.:s.:_,._, ~;~~,i(({,> .. 1. .,- :,~"~<-~\?_,:e~.:.'.!·;·_-·: 

gene produoi. 7J.;:Qioi.'Clien1::'251: 13685-13691. < ,º> '• 
- .:\;:Y:_-')/: -: ~t{: .. ('::; -. -·'·' · .. -- ·- ">:. ::_:~i~:- ~~:(; .. ,·'(, 

Yu, R;R.,'·"~J~H~l'Y,;!:J'(2002). Regulation of gene e*pr~,s:si~P,:~iti_ ~l~"il/p~~~{~tCl~,b¡~ ToxT 

involve~·~?tW~h'.~~jBte~~lori and RNA polymerase stimÜiati,~~·fNr?{;I~~f~J~;~/,tii:·}19-I34. 
Zhou, D,, G~íári~!-J;'(~oOl). Salmonella entry into host cells:'fiie'\\/Ói-k Íri ~Qll~~rt:()f i),pe III 

secreted effector proteins. Microbes Inject. 3: 1293-1298. 



ANEXOI 



, 
PAGINACION 

DISCONTINUA 



JOURNAL OF BACTERIOLOCY, Nov. 2003, p. 000 
0021-9193/03/$08,00+0 DOI: I0.1128/JB.185.22.000-000.2003 

Vol. 185, No. 22 

Negative Osmoregulation of the Sa!mone//a ompS7 Porin Gene 
Independently of OmpR in an hns Background 

Mario Alberto Flores-Valdez, José Luis Puente, and Edmundo Calva* 
Depanamento de Microbiologla Molecular, Instituto de Biotecnologfa, Universidad Nacional 

Autónoma de México, Cuernavaca, More/os, Mexico 

Rccclvcd 14 May 2003/Acccptcd 15 August 2003 

The ompS 1 gene encades a qulescenl porin in Salmone/Ja ente rica serovars Typhl and Typhlmurium. By uslng 
random mariner transposon mutagenesls, mutatlons that caused derepresslon of ompSJ expresslon were 
lsolated, one In S. enterica serovar Typhi and two In S. enlerica serovar Typhlmurlum. Ali of them mapped in 
the hns gene In the reglan codlng for the carboxy termlnus of the H-NS nucleold proteln. The derepressed 
ompSJ expresslon was subject to negatlve regulatlon at hlgh osmolarlty, both In the presence and In the absence 
of OmpR. Thls observation was posslble due to the fact that there are two promoters: Pl, which Is OmpR 
dependent, and P2, whlch does not requlre OmpR for actlvatlon (rather, OmpR represses P2). Tite sequences 
upstream from posltlon -88, a reglan previously shown to be lnvolved In the negatlve regulatlon of ompSJ, can 
form a static hend, and the integrity of thls reglan was requlred for function and hlndlng of H-NS and for 
osmoregulatlon, as determlned wlth gene reporter fuslons of dlfferent lengths and wlth a 31-bp deletlon 
mutant. This Is conslstent wlth the notlon that thls reglan determines a structure requlred for represslon. 
Hence, ompSJ shares negatlve regulatlon by H-NS wlth other locl, such as the bgl operan and the ade gene. 

Satmonella enterica serovar Typhl is the ellologlcai agent of 
typhoid fever In humans (24). lis outer membrane protelns 
(OMPs) have an Importan! role In trlggerlng the hosl lmmune 
response (15. 21), and S. enterica serovar Typhimurium ompC 
ompFdouble mutants are attenuated far vlrulence in mlce (2). 
Thus, aslde from their roles in the exchange of small molecules 
and In partlclpatlng In preserving the bacteria! cell shape, the 
OMPs are relevan! to the lnteractlon between a bacteria! 
pathogen and its host. 

S. enterica serovar Typhi syntheslzes three majar OMPs that 
are hlghly abundan! upan growth in standard laboratory me
dia: the OmpC and OmpF porins and OmpA, a structural 
protein (29). In S. enterica serovar Typhi. as in Escherichia coli, 
expression of OmpC and OrnpF Is under the control of the 
ompB (ompR-envZ) locus. The relatlve Jevels of expresslon of 
OmpC and OmpF in E. coli are modulated by changes In 
osmolarlty. which has been proposed to affect lhe leve! of 
phosphorylated OmpR (9, 20, 26). In S. enterica serovar Typhl, 
a shift In osmolarlty affects only the expresslon of OmpF, 
whercas OmpC is not osmoregulated (17, 29). 

Ucsides genes far the majar porlns, E. coli possesses porln 
genes that are qulescenl under standard Jaboralory growth 
conditlons, such as those far Le(!), NmpC. and OmpN (27). In 
Klebsiella pneumoniae. ompK3lls expressed al low levels under 
standard laboratory growlh conditlons but Is hlghly expressed 
in [3-lactam-reslstant clinical lsolates (6). This gene is 80% 
identlcal lo S. enterica serovar Typhi ompS2 and to E. col/ 
ompN. Likewise, serovar Typhi ompS1 belongs to this group of 
low-level-expressed porins (8). 
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Autónoma de México, Av. Universidad 2001. Cuernavaca, Morclos 
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In contras! to the ompC and ompF genes, whlch contain 
three and faur OmpR-binding sites, respectlvely. ompSI pos
sesses six OmpR-bindlng siles (22) (Flg. 1). cis-actlng elements 
up to -310 bp upstream ofthe OmpR-dependent PI transcrip
tlon start slte have been descrlbed. There is also a P2 pro
meter, which does not require OmpR far actlvation but whlch, 
however, Is repressed In the presence of OmpR. The -310 
reglan contalns both positlve and negatlve regulatory ele
ments. Sequences upstream of positlon -88 are required far 
negatlve regulation. and sequences downstream of -88 are 
requlred far positlve regulatlon (Fig. 1) (22). Expresslon of 
ompSI in the S. enterica serovar Typhi wlld-type strain IMSS-1 
was not affecterJ by a shlft in osmolarlty or by other stress 
growth conditions that can affect porln expression, such as 
changes in pH and temperature (22). 

The wide porin repertoire In Satmonel/a ralses new ques
tlons regarding thelr functlon and regulation. In the present 
work, we report that the 1-1-NS nucleoid protein Is a repressor 
of ompS1. Prevlous studles on porln regulatlon reported that 
H-NS blnds to !he lntergenic reglan of the ompC-micF genes, 
repressing them transcrlptlonally and interferlng with the post
lranscriptlonal negatlve regulation of ompF translatlon via 
micF (37). Moreover. another nucleoid protein, HU, has been 
found to affect the leve Is of OmpF (23). 

MATERIALS ANO METHODS 

Bacterlal stralns, plasmtds, and retomblnant DNA technlques. The rclevant 
baclerlal strnlns and plasmJds uscd In thls study are Usted In Table l. DNA 
manlpulatlons wcre pcríormcd accordlng to standard protocols (33). Ollgonu
cleotldcs used for ampllficaUon by PCR were providL>d by the Oligonucleotide 
Synthesls Faclllty at ourlnstltutc and are llstcd In Table 2. PCRs were performcd 
wlth Expand (Bochrtngcr Mannhclm Inc.) ar wlth Taq DNA polymerase, ac
cordlng to the ln~tructlons by the manufacturer. The one-step mutagenesls pro
ccdurc dcscrlbcd by DalSenko and Wanner (3) far baclerlal chromosomal genes 
was uscd to gcncratc gene delcUons and rcplaccmcnts for antlblotlc rcsbtance 
markcrs. 
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Pl 
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Osmoregulation d4 
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FIG. l. The S. ontericaserovar Typhl ompST 5' upstream regulatory 
reglon. The PI OmpR-dependent promoter, the P2 OmpR-repressed 
promoter, and the slx OmpR-blndlng boxcs (1 to VI), as descrlbed 
prevlously (22), are shown. The number of base palrs upstream of the 
PI transcrlptlonal start, as contalned In the ompST-JacZfuslons (22), ls 
lndlcated throughout the reglan. The long horizontal bar dellmlts the 
reglon requlrcd for sllenclng and osmoregulation. The d4 bar shows 
the 31-bp dcletion from -135 to - 105. 

Baclerlal cullure and tnzymalJc assays. Baclcrla wcre grown In nutrlent broth 
(low osmolarlty) ar nutrlent broth plus 300 mM NaCI (hlgh osmolarlty) at 37•c 
and collected al mld-logarllhmlc phase. Thc cuhure candJtlons and mlcroplate 
prolein and 13-galactosldase assays were as prcvtously descrll>ed (22), 

Random transposon mutageneslJ. The S. enrerlca scrovar Typhl IMSS-1 and S. 
enterfco serovar Typhlmurtum 14028 wlld·type stralns wcre conJugated wllh E. 
col/SMIO).. pldpFDl harborlng thc marlrwrtransposon (Km') (32). They wcrc 
then grown In Lurla-Bcrtanl broth (contalnlng. pcr lltcr, 10 g oí pcptonc, 5 g oí 
ycast extrnct, and t O g oí NaCI) or SOC broth (contalnlng. per lltcr, 20 g oí 
uyptone, 5 g of yeast extract. 0.5544 g oí NaCI, 0.1864 g oí KCI, 1.2038 g oí 
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TABLE 2. Prlmers used 

Primer Sequence• 

LFhns-S ........................... 5' -caaaataaGtcgaCttgcttaaaggc-3' (Sall slte) 
RRhns-X ......................... 5'-cgttattctAgacgaatatgagtccga-3' (Xbal slte) 
Mar3-2 ............................. 5' -ccggggacttatcagccaacctgttat-3' 
SIB-CA T5 ....................... 5' -ggtcgacggatccggggaat-3' 
SIS-CA T3 ....................... 5' -caagcaggtcgacatcttttctgltcat-3' 
ompST-PE ....................... 5' -ttgctgcgcctgccactaataac-3' 
ompA-PE ......................... 5' -tttgcgcctcgttatcatccaa-3' 
310b-I .............................. 5' -tagccttttatcatttallttatc-3' 
310b-2 .............................. 5' -atgagttatgtgttttgatuga-3' 
31 Ob·3 .............................. 5' -caaagcatcaaatacatataaaaa-3' 
310b-4 .............................. 5' -tgtttctautggututataatac-3' 
310b-7 .............................. 5' -atlcttagtcacttalatatcctgtattat-3' 
310b-8 .............................. 5' -aatatgtagccacttcaacaaaac-3' 

• Uppercase letter lndlcate changes In the primer scquence wlth respect to thc 
wlld type, deslgned to Introduce restrkUon enzyme siles. 

MgS04 , 0.9522 g ar MgCl 2 and 3.2 g oí glucosc). They were then subcultured In 
fresh medlum and lncubatcd at 37•c wlth shaklng untll thcy reached mld
logarlthmlc growth phase. Cclls wcre collectcd by centrlfügatlon and washed 
once wlth t X phosphate-buffered sallnc (contalnlng, pcr liter, 8.0 g oí NaCI. 
0.61 g oí Na2 HP0 4, 0.2 g oí KH 2P04, and 0.2 g oí KCI and adjusted to pH 7.4). 
Titey were then resuspcnded In t X phosphate-buffcred sallnc and platcd amo 
SOC agar for lncubatlon at 37•c ovcrnlght. Mutants derlved from thls conjuga
Uon wcrc scrapcd and resuspended In 0.9% NaCI, platcd on MacConkey agar 
(contalnlng, pcr lltcr, t.5 g ar cascln pcptone, t7.0 g of gclatln pcptonc, 1.5g of 
meat peptone, 10.0 g oí lactase, 1.5 g oí hile salts, 5.0 g of NaCI, 13.5 g oí agar, 
0.03 g oí neutral red, and 0.001 g oí crylital vlolct [pH 7.2[), and lncubated 
ovcrnlght at 37"C. Whcn nceded, 1 Z µg oí tetracycllnc pcr mi or 25 µ.g of 
kanamycln per mi was used. 

Locallzatlon of the marlner transposon lnsertlon she In the SalmoneUa mu-

TABLE l. Relevant bacteria! stralns and plasmlds used 

Straln or plasntld 

E. col/ stralns 
BL2l(DE3) 
DH5a 

SMIOAplr 
XLl-Blue 

S. entorlca serovar Typhl and 
Typhlmurlum stralns 

IMSS-1 
IMSS-41 

STYhn>99 
STY9941 
ATCC 14028s 
STMhnsll4 
STMhnsl27 

Plasmlds 
pACYCl84 
pACYC 184.& Te 

phnstyl84 

pKD46 
pKD3 

pMC1871 
pT6HNS 

Ccnotypc and/or relcvant markcrs 

F-ompT gal (dcm) (Ion) hsd58 (r0 - m0 -¡ met(DE3) 
rccA 1endA1 gyrA96 thl-1 hsdRTl supE44 relAT t.(JacZYA-argF)U169 

cj>80t.lacZt.M 15 
thl thr leu tonA lacY supE recA RP4-2-Tc::Mu Aplr 
rocAT endAT gyrAU6 thl-1 hsdRTl supE44 relAT !J.(Jac-pro) [F'proAB 

lacr• lacZ!J.MTSTnJ(J¡ 

9, 12, d. VI serotype; refcrcnce cllnlcal straln 
IMSS-1 tJ.ompR.:Cm' 

IMSS-1 hn>99::Km' marincr 
STYhn>99 tJ.ompR.:Cm' 
Wlld-type S. entcr/ca serovar Typhlmurlum 
ATCC 14028s hnsl 14::Km' marinar 
ATCC 14028s hnsl27::Km' mor/ncr 

Vector for clonlng of S. ontor/co scrovar Typhl hns, pl5A; Te' Cm' 
pACYCI84 contalnlng a NruI-EcoRV dcletlon wlthln the 

tetracycllne reslstance gene 
Vector pACYC184 carrylng S. cntcrlca serovar typhl wlld-type hns: 

Cm' 
orlRIOlts. A Red recombinase systcm under paraB promotcr; Ap' 
pANTSy derlvatlve contalnlng an FRT-flanked Cm' gene from 

pSCl40 
Vector pBR322 carrylng a promotcrlcss E. coll lacZ gene; Te' 
Vector pMPM-T60 carrylng the E. col/ hns gene fused to Hls6 

under pBAD promotcr 

Novagen 
lnvltrogen 

18 
Stratagene 

28 
Thls study 

Thls study 
Thls study 

Reíercncc ar sourcc 

American Type Culture Collectlon 
Thls study 
Thls study 

New England Blolabs 
Thls study 

Thls study 

3 
3 
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tant.s. Bacterlal genomlc DNA was lsolatcd by uslng a commerclal k.Jt (Aqua 
Pure genomlc DNA lsolatlon kit; Blo·Rad) and dlgestcd wlth elther BsmHI, 
Kpnl, or San.. The fragments were cloned lnto pUCIB or pUC19 vector and 
selectcd íor Km' colonles. Clones contalnlng from 1.2 10 4 kb of Jnsert werc 
selectcd íor scqucnclng. The DNA scquencc near the 3' end ar the slte of 
Jnsertlon of the marlner transposon was determlned wllh the Thermosequenase 
kll (Unlled States Blochemlcals). accordlng to the lnstructlons of thc manufac
turer, or at the Scquenclng Faclllty at our lnstJtute by uslng the Marl-2 primer 
(Table 2). Thc sequences obtalned were compared wllh those currently avallable 
al the Natlonal Centcr for Blotcchnology Infonnatlon wcbslte (http://www.ncbl 
.ntm.nlh.govffiLASTI) by uslng N-Blast or T·BLAST·X (Nallonal Institutos of 
Health) wlth the dcfault parameters. The computer·asslslcd analysls of nucleo· 
tJdc and amino acld sequcnccs was pcrformed wlth the CENE WORKS (lntcl· 
llCeneUcs), DNA Strlder 1.0 (CEA France), Ampllfy 1.2 (Unlverslty of Wlscon· 
sin), and OLIGO 4.0 (NaUonal Blosclcnccs Inc.) software. Graphlcs were 
constructed wllh Cricket Craph-111verslon1.0.l (Computer Assoctatcs lntcrna
llonal, Inc.), and radloactlve gels were dcveloped and analyzed wllh a Phosphor· 
Imagcr (Molecular Dynamlcs). 

Clonlng of the wlld·lype S. ml~rica urovar Typhl hns gene. The wlld-type S. 
entcrlca scrovar Typhl hns gene was ampllficd by PCR wlth Expand (Bochrtnger 
Mannhelm lnc.) and cloncd lnto thc pACYC184 vector (Ncw England Blolabs). 
Brlcfly, S. enlcrlca serovar Typhl IMSS-1 genomlc DNA was uscd far PCR 
amplificatlon wllh LFhns-S (anncaling frorn postllon -538 to -513 of thc scro
var Typhl hns translallonal start sltc) and RRhns-X (anneallng from poslllon 
+630 to +60'1 of the serovar Typhl hns tmnslallonal termlnatlon slle) primer.¡ 
(Table 2). Thc l,58'1·bp PCR fragmcnt was dlgesled and cloned lnto lhe Sa!I and 
XbBl siles of pACYCl84, glvlng phnsty184. Thc ldenllty of the cloned fragment 
was verlfied by sequcnclng. 

PurlficatJon of JI-NS Jlls·tagged proteln. Purificatlon of Hls6·taggt'<I H-NS 
prolcln was performcd wlth Nl-nltrilotrlaccllc acld rcsln (QJAExprcss; Qlagen) 
accordlng to lhc lnslrucllons oí thc manufacturcr and thc modlficallons estab
llshcd bj/.H.Bustamante et al. (unpubllshcd rcsults). Brlcfly, E col/ BL21 {DE3) 
carrylng the pT6HNS plasrnld (Table 1) was grown lo mld-Jogarlthrnlc pitase. 
L( + )-Arablnosc (Slgma·Aldrlch) was addcd to a final conccntratlon oí 0.1 %, ond 
thc bacteria wcre lncubated far 3 h al 3o·c nnd 250 rpm. Cclls wcrc then pclle1cd 
by centrifugatlon, resuspcndcd In urea buffer (8 M urca, 100 mM NaH 2P04 , 10 
mM Trls-HCI (pi 1 8.01), ami dlsruptcd by sonlcallon. Thc suspcnslon was ccn
trifuged, and thc supcrnatant was filtercd lhrough on Nl·nllrilotrlacctlc acld 
agarosc column (QIAExprcss: Qiagcn): the column was wa.shcd wlth urca buffer 
at pi 1 8.0 and urca buffer at pl-f 6.0, and finally the bound prolcln was elutcd wlth 
urea buffer at pH "1.5. Fractlons contalnlng purlfied llis6-taggcd H-NS proteln 
wcre sch..-cted after sodlum dodccyl sulfatc·polyacrylamlde gel clL>ctrophorcsls 
(PACE) and loaclcd lnlo a Slyde·A·Lyzcr IOK cassette (PJcrce) far extcnslvc 
dlalysls, first In 50 mM Trls·HCI (pH 7.5)-IO rnM MgCl2-20% glycerol-0.5 M 
NaCl-0.1% Trllon X-100-4 M urea and thcn In the same buffer contalnlng 1 M 
urca histead oí "1 M urea. Ftnally, dlt1lysls was done In 30 mM Trts-HCI (pH 
7.5)-10 mM MgCl 2-20% glycerol-240 mM NaCl-0.1% Trlton X-I00-3 mM 
EDTA. 

Electrophoretlc moblllly shlíl assays. Wc conducll'd PCRs rhal gcncrared 
ompS1 products encompas.slng the length oí thc regulatory reglon harborcd In 
rcpresentatlve omp51·1acZ fuslons oí lhc pRO serles (22), uslng thosc plasmlds 
as 1cmplales ami wllh ollgo1111dcotldc prlrm.•rs SIB-CAT5 (anncallng from po
sltlon6 ro 25 ln lhc pH.O plasmld serles) and S1S-CAT3 (annealing fram posltlon 
425 lo 398 In pH.0310, JKtsltlon 268 lo 241 In pROl53, and posltlon 203 to 176 
111 pR08R), The .!.)tL•s of prhnrr anncallng are wlth rcs¡ll'ct to lhc Pstl sltc at the 
hcglnnlng of thc lacZ reportcr gene. These fragmcnts and the cnteropathogenlc 
E. coli (EPEC) fer regulatory amJ structural gene fragments (100 ng of each), 
uscd as posltlvc and O('gatlvc controls, respccth·ely (Bustamante ('t al., unpub· 
llsht'd rcsults), werc mlxed wlth lncreaslng concentratloris of Hls-taggcd H-NS In 
the presence oí 10 mM Trls-llCI, 1 mM EDTA. 80 rnM NaCI, 10 mM 2-mcr· 
cap1octhanal, 1 mM dlthlothreltal, and 10% glyccrol. They wcrc lncubated 20 
mln at 37•c and then scparatcd by elcctrophoresls In 6% polyacrylamlde gels In 
1 X Trls·boralc-EDTA buffer. Thc DNA bands wurc vlsuallzed by stalnlng wllh 
cthidlum bro111ide. 

Analysls of DNA slallc curvature. l11e BEND-IT software. from thc Interna· 
Uonal Centre for Ccnellc Engln('L'rtng and íllotcchnalogy websltc (http://www 
.lcgeb.arg/dnalbcnd_lt.html), was used to ldcntlfy reglons of polentlal lntrtnslc 
curvaturc. The cmvature Is cakulatcd as a vector sum of dlnuclcotlde geomelrics 
by uslng thc BEND algorllhms of Goodscll and Dlckerson (11) and Is exprcssed 
as dcgre<.•s pcr helJcal turn (I0.5 .. n1eUcal turn = 111/bp). In addltJon, thc moblllty 
of PCR fragments of 152 ar 153 bp was analyzcd by 8% PACE at room tem
pcrature and at 4•c In O.Sx Trls·boratc-EDTA. The PCR fragments wcrc am
pllficd wlth primer palrs 310b·l (anneallng from posltlon -303 to -280)·310b-2 
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FIG. 2. Dcrcprcsslon oí S. enterica scrovar Typhl ompST In an hns 

background. Bars lndlcatc thc speclfic [3-galaclosldasc acllvlty. (AJ Ex· 
prcsslon In thc S. cntcrica scrovar Typhl wlld-type straln and In the 
Jsogcnlc hn1.l9 dcrlvatlvc. Complcmcnlallon was wllh cloncd S. en· 
terica scrovar Typhl wlld·typc hns or wlth thc pACYCJ84il.Tc vector. 
(B) Exprcsston from rcportcr fuslons oí dllfcrcnl Jengths In thc S. 
enterico scrovar Typhl wlld·typc straln and In thc hn1.l9 dcrlvatlvc. 
Numbcrs lndlcalc thc Icngth oí the ompSI rcgulatory reglan fuscd to 
lacZ, as dcplcted In Flg. l. Rcsults are thc avcragcs and standard 
dcvlalions from thrcc indcpcndcnt cxpcrlmcnts. An abscncc of error 
bars lndlcatcs that thc standard dcvlallon was loo small lo be shown. 

(-154 to -176). 310b-3 (-226 to -203)·310b·4 (-76 lo -IOI), and 310b-7 
(-124 lo -95)·310b-8 (+27 lo+ 4) (Table 2: see Flg. BA). 

Primer ntenslon analysls. One mlcrogram oí total RNA (far ompA} or 50 µg 
af total RNA (far omp51, In 1wo reactJon mixtures wlth 25 µg each), lsolaled by 
uslng commerclal klts (RNcasy (Qlagen) ar l-llgh Pure RNA lsolatlon kit 
(Roche]) was dcnarurcd al oo•c far 3 mln and then slowly cooh.-d to 45•c. The 
RNA was anncaled wlth h·3lPJATP-labeled ompA-PE (anncaling from posltlan 
+3 to -24 wlth respect to the S. cnterlca serovar Typhl ompA cranslatlonal start 
sltc) or omp51·PE (anncallng from +57 lo +35 wlth rcspcct to the serovarTyphl 
omp51 translallonal start sllc). The ollgonucleotlde prlmers wcrc extended wlth 
Moloney murtnc leukemla virus reverse transcrlplasc at 37•c for 2 h, and the 
extended products wcrc collcctcd wlth a Mlcrocon-30 mlcroconccntralor (Ami
can) and analyzcd by clectrophorcsls In urea-8% polyacrylamlde gels. 

RESULTS 

Interruptlon or the SalmoneUa hns gene results In derepres
slon or ompSJ expresslon. We used random transposon mu
tagenesls to ldentlfy puJatlve negatlve effectors of ompSI ex
presslon. Brlefly, E. coli SMIO >.. pinpFDI (harborlng the 
mariner transposase; Km') was conjugated wlth the wlld-type 
straln S. enterica serovar Typhl IMSS-1 ar S. enterica serovar 
Typhlmurlum 14028 transfonned with the ompSl-tacZ fuslon 
pR0310. Thls construct has the longest fused regulatory re
glan (Flg. 1) and had the lowest [3-galactosldase actlvlty In both 
wlld-type stralns wlth respect to shorter constructs (22) (Flg. 
28). It produced whlte colonles on MacConkey lndlcator 
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FIG. 3. Blndlng of H-NS to the ompSI upstream regulatory reglon. Electrophoretlc moblllty shlft assays werc carrled out wlth thc ompST 
regulatory reglan (100 ng), uslng HJs6-tagged H-NS al the Jndlcated concentratlons. C(+), Is the EPEC fer regulatory reglan, used as a posltlve 
control; C(-). EPEC lercodlng reglan, used as negatlve control. 310 (A). 153 (B}, 117 (C), and 88 (D), fragments of thc ompSI regulatory reglan 
encompasslng the lndlcated lcngth as shown In Flg. l. The complexes werc separated on 6% polyacrylamlde gels. 

plates. From approxlmately 18 X 103 Km' serovar Typhl mu
tants and 80 X 103 Km' serovar Typhlmurlum mutants, we 
were able to lsolate one serovar Typhl and two serovar Typhl
murlum red colonles on MacConkey plates. 13-Galactosldase 
assays on cultured samples oí these mutants (Flg. 2A; see Flg. 
4A) showed a 10-fald derepresslon oí nmpST expresslon com
pared to that In the wlld-type stralns. 

The DNA ílanklng the Km' marker from the mutants was 
cloned, and the lnterrupted gene in ali three evenls was lden
tlfied as hns. Ali oí the lnserllons mapped al or near the reglan 
codlng íor the DNA-binding domaln (amino aclds 89 to 119 of 
the 137-residuc prolein) (5, 7). In S. entericaserovar Typhl, thc 
reslstanw marker lnserted lnto the codon far amino acld 99, 
and in S. entcrica serovar Typhlmurlum, the lnserllons were In 
codons 114 and 127 oí 1-1-NS. Thus, these mutallons were 
deslgnated hn.s99, hnsl 14, and hnsl27, respecllvely. 

In arder to íurther strengthen the evldence far a role oí 
H-NS In ompSI expresslon, we lransíormed ellher a plasmld 
bearing the wild-type S. enterica serovar Typhl hns gene or the 
pACYCl84.:lTc vector plasmld Jnto the mutants. Expresslon of 
cloned lms was under the control oí ca. 500 bp oí lls own 
regulatory reglan, and the clone does not contaln any ílanklng 
gene upstream or downstream. Upan complementallon, 
ompSI expresslon was restored to low levels clase to those 
observed In the wlld-type slraln (Flg. 2A). Such complemen
tation was not observed wlth the pACYCl84<lTc vector plas
mld. 

We also analyzed the length oí the ompST regulatory se
quence needed íor the elfect by H-NS. The fuslons contalnlng 

between bp -310 and -117 (Flg. 1) were posltlvely alfected by 
lnterrupllon oí hns, whereas fuslons from -88 and down
stream were not affected by the hns lnterrupllon (Flg. 2B). 
Thus, the reglan upstream oí posltlon -88 was requlred íor 
negative regulatlon by H-NS. 

The shorter the fuslons, the hlgher was the acllvlty In both 
the wlld-type and lms backgrounds, In agreement wllh the 
notlon that as the fuslons are shortened, there Is a gradual 
release oían approprlate structure far represslon. 

H-NS blnds to the upstream regulatory reglon ofompSJ. In 
arder to test whether H-NS dlreclly lnteracted wlth the ompSI 
regulatory reglan, we conducted electrophoretlc moblllty shlít 
assays wlth PCR fragments encompasslng the regulatory re
glan contalned In faur representatlve ompSl-lacZfuslons (Flg. 
3). We were able to detecl blndlng oí H-NS to the fragments 
spannlng bp -310, -153, and -117 upstream of the Pl pro
meter (Flg. 3A to C). In contrast, wlth a -88 upstream frag
ment, no shlft In mobllity was observed (Flg. 30). Ali frag
ments contained 21 bp lnto the structural gene on thelr 3' end. 
These data were consisten! wlth the results of ompSI expres
slon. where fuslons upstream of bp -88 were derepressed In 
Satmone//a hns stralns (Flg. 2B). 

Osmoregulatlon of ompSJ expresslon In Salmonella hns mu
tants. In the S. enterica serovar Typhl IMSS-1 wlld-type straln, 
the low leve) oí ompSI expresslon was not affected by changes 
In osmolarlty (22). Nevertheless, we declded to test the effect 
on the derepressed omp51 actlvlty In the hns background In 
response to osmolarlty. Indeed, the derepressed omp51 expres
slon was osmoregulated, as 1t decreased at lncreaslng osmolar-
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FIG. 4. Osmorcgulatlon oí ompSI In Salmonclla hns. (A) Exprcs
slon In S. enter/ca scrovar Typhl (STY) and In S. enter/ca scrovar 
Typhlmurlum (STM) wlld-typc slralns and In thclr lsogcnlc hns dcrlv
atlvcs, as assessed wilh lhe bp -310 locZ rcportcr íuslon, at low (NB) 
and hlgh (NB + 300 mM NaCI) osmolarltles. (B) Exprcsslon In S. 
enter/co scrovar Typhl hm99 oí ompS 1-lacZ íuslons oí dl!Tcrcnt lcnglhs 
(as shown In Flg. 1) at low and hlgh osmolarltlcs. Error bars lndlcatc 
so. 

ity in both S. enterlca serovar Typhlmurium and S. enterica 
serovar Typhl (Fig. 4A). This osmoregulation was gradually 
abollshed upan deletion of the reglan upstream of posltlon 
-88. The decrease In expresslon varled, as lt ranged from 
nearly fourfold in the -310 fusion (ca. 8,000 U of J3-galacto
sldase In low-osmoiarlty medlum versus ca. 1,900 U In hlgh
osmoiarlty medium) to iess than twofold in the -117 fuslon 
(from ca. 32,000 U to ca. 20, 000 U), wllh no elfect In the -88 
and shor1er fuslons (Flg. 4B). This depcndence on the length 
of the regulatory reglan was similar to that observcd for tite 
derepressing clfect in thc hns background (Flg. 28). 

Sincc OmpR is rcquircd for osmorcguiatlon of the ompC 
ancl ompF majar porln genes (26). we testcd whether osmo
regulation of ompST In the hns mutants was dependen! on 
OmpR: thls was possiblc because there Is a P2 prometer tltat 
does nol requlre OmpR for acllvatlon (22) (Fig. 1). Expresslon 
of ompS1 was derepressed In S. enterica serovar Typhl 9941 
(lms.J9 A.ompR double mutanl) (Flg. 5) wllh respect to lhe 
ompRstraln, and lt also decreased "'· hlgh osmolarlly, l.e., even 
In thc absencc of OmpR. Fusions conlalnlng from bp -310 
and up to bp - l 17 dimlnlslted thelr expresslon at high osmo
larlty, whereas no decrease In expresslon was seen wlth the 
-88 conslruct (Fig. 5). Tite pattern of expresslon was remark
ably similar to that oblained In lhe presence of OmpR (Fig. 
4B). Indeed, the decrease In expresslon ranged from aimost 
fourfold In the -310 fuslon (ca. 4,100 U of J3-galactosidase In 
iow-osmolarlty medium versus ca. 1,100 U In hlgh-osmoiarily 
medium) to less than twofold In the -117 fuslon (from ca. 
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FIG. 5. Osmorcgulatlon In S. enter/ca serovar Typhl 9941 (hns99 
AompR). Exprcsslon of thc ompSl-lacZ fuslons constructs of dlffcrent 
lengths In S. enter/ca scrovar IMSS-416 ompR. and STY9941 hns99 
AompR at low (NB) and hlgh (NB+ 300 mM NaCI) osmolaritlcs Is shown. 
Thc numbcr bclow cach bar lndlcatcs thc lcngth oí thc ompSI rcgulatory 
lrcglon íuscd to lacZ Errors bars lndlcatc SO. 

22,000 to 17,000 U) (Flg. 5). Hence, lhe reglan upstream ofbp 
-88 was also determinan! far osmoregulatlon In the absence of 
OmpR. as ll was for H-NS blndlng and sllenclng (Ftg. 2 to 4). 
Agaln, these data are consisten! wlth lhe proposal that tite 
upstream reglan determines an approprlale structure for re
presslon, whlch occurs at high osmoiarlty In lhe absence of 
H-NS ar at both low and hlgh osmoiarlty In the presence of 
H-NS. 

The ldentity of the promolers affected by the hns lnterrup
tlon was addressed by primer extenslon analysls (Flg. 6). The 
expresslon of chromosomal omp51 was not detected In the S. 
enterica serovar Typhl wild-type slraln. and transcrlptlon from 
the PI OmpR-dependent prometer was lndeed derepressed in 
the hns.J9 mutanl. Tltis acllvlty was lower at high osmolarlty. In 
the double hns.J9 AompR mutan!, the OmpR actlvatlon-inde
pendent P2 prometer was derepressed, as no activlty was de
tected In a A.ompR mutan!, and lts actlvlty was iower at hlgh 
osmolarlly. Furthermorc, ompA transcrlptlonal actlvlty was nol 
alfectcd elther by the genetic background or by changes in 
osmolarlty. It Is worth notlng that tite prometer strength for PI 
was less lhan 2% lhe leve! far ompA, even under derepresslon 
in the hns background. This was bascd on the densltometrlc 
sean of the autoradlogram and taklng lnto account that the 
total amount of RNA used to detect the transcripllonai start 
sltes for ompST was 50 µg, whereas for ompA it was only 1 µg. 
Moreover, P2 showed one-half of the prometer strength of Pi 
under derepresslon In the hns99 AompR background (Flg. 6). 
These results on the acllvlty of the native chromosomal genes 
reflect the dilferences in actlvlty observed wilh the /acZ fuslon 
studics (Fig. 4B and 5). 

Deletlon ofa reglon from bp -135 to -105 results In loss of 
osmoregulatlon in SalmoneUa hns. In arder to further verify the 
role of the omp51 upstream regulatory reglan in negatlve reg
ulation, we analyzed the expresslon of a lacZ fuslon contalnlng 
the bp -310 reglan wilh a deletion of 31 bp (from -135 to 
-105), the pR0310d4 fuslon (Flg. 1) (22). We measured ex
presslon of the pR0310d4 fuslon In S. enterica serovar Typhl 
IMSS-1 (wlld type) and in lts lsogenic AompR (IMSS-41), hns 
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(hn.s99), and hn.s99 AompR (STY9941) mutants (Flg. 7A). As 
observed prevlously (22), lhe mere deletion oí thls reglan re
sulls in a 20-foid increasc in activily in the wild type. Moreover, 
no osmoregulalion was observed In the hn.s99 or hn.s99 AompR 
background, in contras! lo that seen with pR0310 (Fig. 4 and 
5). Even though some increase was observed in the hns slrains, 
this effect was much lower !han the 10-fold observed for 
pR0310 (Fig. 2A and 5). 

The nailon that the integrity oí the -310 reglan is needed 
for fuli H-NS binding and thus derepression in an hns back
ground was aiso shown by electrophoretic mobility shifl assays 
with H-NS. As can be seen in Fig. 7B, the deletion from 
posltion -135 to - 105 resulted in a lowering oí the affinlly oí 
H-NS compared to the full -310 reglan. 

The 5'region of ompSJ Is lntrlnslcally curved. lt has becn 
proposed thal H-NS prcíerentiaily binds to curved DNA (16) 
and that negative osmoregulation oí ompF involves a DNA 
loop structure (14). Hence, the possibility that the 5' upstream 
reglan oí omp51 might acquire a curved configuration was 
tested. Three circularly permuted DNA fragments encompass-

ing the upslream regulatory reglan, present In pR0310, were 
analyzed by PACE at 4ºC, wherc curved fragments mlgrate 
anomalously compared to at room tempcrature. The more 
centered the curvature on a givcn fragment, the slower the 
mlgration (39). As can be seen in Flg. BC, at 4ºC fragment 1 
(posltion -303 to -154) migrated the slowest, fragment 2 
(-226 to -76) had an lntermedlate mlgration, and fragment 3 
(-124 to +27) had the fastest migratlon. In contras!, ali three 
fragments had the same migration at room temperalure (Flg. 
BB). This is consisten! with the presence oí a curved reglan at 
the center oí fragment 1 and clase to the center oí fragment 2. 

The curvatures predicted by analysis in slllco were more 
prominent at positions -230 and -149, havlng values of 13 
and 11 º/I0.5 bp oí helical turn, respeclively. Thls Is consisten! 
with the electrophoretlc data. The same In sllico analysls on the 
E. coli ompF5' regulatory reglan rendered values oí 11 and 12, 
near those for OmpR-blndlng box F3 and the integration host 
factor-blnding sltes, where reglons oí bent DNA have been 
postulated (14). 

TP''.'IS CON 
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DISCUSSION 

The Salmonella ompST gene belongs lo the porln superfam
lly. Its functlon and the In vitro slgnals that lead to the lnduc
tlon of lts expresslon remaln unknown so far. Nevertheless, 11 
appears to have a role In the Saimonella llfe cycle, slnce mu
tatlons causlng defects In swarmlng motlllty and blofilm far
matlon have been faund to map In S. enterica serovar Typhl
murlum ompS1 (19, 38). Moreover, the fact that a serovar 
Typhlmurlum ompS1 mutant Is less vlrulent In mlce (O. Ro
drfguez-Morales et al., unpublishcd results) polnts towards a 
role In pathogeniclty. In contras! to the case for the K. pneu· 
moniae minar porln OmpK37, whlch Is expressed In the ab
sence of the majar porlns (6), OmpS 1 expresslon was not 
enhanced In an S. enterica serovar Typhl ompC ompF double 
mutan! grown In standard Iaboratory media (data no! shown). 

The regulalion of ompST shares severa! fcatures wllh that of 
the qulescent E. coli bgl operan, whlch codes far the uptake 
and utllizalion of J3-glucosides, and wllh that of a qulescent 
adenlne deaminase gene, yicP {ade). recently dlscovered In E. 
coli. First. thc mcchanlsms far thclr lnducllon In a wild-type 
background, and thus lhelr putalive role In nalure, have re
mained elusive. Sccond, thelr expresslon Is negalively alfected 
hy lhe H-NS nucleold proteln: Le., lhey are actlvaled when hns 
Is mutaled. Moreover. derepresslon of bgl has also been ob
scrved by deletions In the upslream sllencer. Accordingly, ln
legratlon of lnsertlon elemenls In the upslream sllencer re
glons has contrlbuted to the derepresslon of both the bgl and 
ade Jocl (4, 25, 31, 34, 36). 

Prevlously we showed that ompS1 contalns two cis-actlng 
reglons: one from bp -310 to -88 upslream of the transcrlp
llonal starl site of the P 1 prometer, whlch Is lnvolved In sllenc
lng; and other downslream from bp -88, whlch Is necessary far 
the poslllve control of omp51 expresslon (22) (Flg. 1). In arder 
to elucidale the mechanlsm that rnalntalns a low leve! of ex
presslon of ompST, random transposon mulagenesls was per
formed In S. enterica serovar Typhl and S. enterica serovar 
Typhlmurlum. We faund mutations In hns that resulted In the 
derepresslon of ompS7 (Flg. 2A and 4A). Ali of the transposon 
lnsertlons mapped to the codlng reglen far the carboxy terml-

nus, al or near the DNA-blndlng domaln. Conslstently, In 
another study, a TnphoA-generated mutatlon In S. enterica 
serovar Typhlmurlum straln CS was also faund to map at the 
3'end of hns (12). 

In S. enterica serovar Typhl, fuslons contalnlng sequences 
upslream of posllion -88 showed hlgher levels of expresslon In 
the hns background wlth respecl to the wild type, whereas 
!hose at and downstream of -88 were not affected (Flg. 2B). 
Moreover, 1-!-NS bound to prometer fragmenls lncludlng se
quences up to -117 and further upstream but not to a pro
meter fragment whlch lncludes DNA up lo poslllon -88 (Flg. 
3). The result that derepresslon ofthe -310 construcl In hm.99 
dld not reach the levels attalned by the -88 construct and that 
gradual derepresslon was observed as the conslructs were 
shortened (Flg. 2B) suggests that the sequences upstream of 
thls poslllon could farm a DNA slructure that prometes sllenc
lng. 

In the S. enterica serovar Typhl IMSS-1 wlld-type straln, 
ompS1 expresslon was not alfected by a shlft In osmolarlty, 
Ieadlng to the propasa! that omp51 was a nonosmoregulated 
porln gene (22). The lack of osmoregulalion was also observed 
far ompST wlth the lacZ fuslons In wild-type S. enterica serovar 
Typhlrnurlum 14028 (Flg. 4A). 1-!owever, when omp51 expres
slon was derepressed In the hns mutants, In elther serovar 
Typhl or serovar Typhlmurlum, lt was negatlvely regulated In 
hlgh-osmolarlty medlum (Flg. 4A). The analysls of ompS1-lacZ 
fuslons encompasslng dlfferent Iengths of the regulatory reglen 
showed that the negalive regulatory reglan needed for 1-!-NS 
represslon, l.e., upstream of bp -88 (Flg. 2B), was also re
qulred for osmoregulalion (Flg. 4B). Furthermore, osmoregu
latlon occurred In lhe absence of OmpR (Flg. 5) and also 
requlred thls sequence. The ratio of omp51 expresslon at Iow 
osmolarlty to that at hlgh osmolarlty In the hns99 and hns99 
LlompRstralns was almost ldentlcal far ali of the fuslons (Flgs. 
48 and 5). 1-!ence. both ompST promoters share a common 
mechanlsm that leads lo Iower expresslon at hlgh osmolarlty In 
the absence of 1-!-NS funcllon. lt appears that a represslng 
slructure Is formed under these condltlons, whlch Is also pro
meted In the presence of 1-!-NS. 
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As obscrvcd wlth ompF, omp51 exprcsslon dccreased al hlgh 
osmolarlly when dercpressed in an hns strain (Fig. 48 and 5). 
In thls respect, the ompF 5' upslream regulatory reglan has a 
role in osmoregulalion (14, 30). Using the pR0310d4 fusion, 
which contains the entire bp -310 rcgulatory regían wllh a 
31-bp deletion (from -135 to -105) (Fig. 1), we observed that 
omp57 expression was dercpressed 20-fald and was not signif· 
icantly a!fectcd in eithcr the 1m,n9 or the hn,n9 !;,ompR mu
tant; that is, ll no longer responded to changes in osmolarity 
inclepcnclcntly of the prcscnce or absence of OmpR (Fig. 7 A). 
Morcover, the binding affinity of H-NS to thc 310cl4 regulatory 
reglan was lower than thal observed far lhe whole -310 re
gían, although it was still higher than that far lhe -88 reglan 
(Fig. 3A and D and 78). Thus, the lnlegrity of the-310 regu
latory reglan was requircd far full H-NS repression and osmo
regulation. In this regard, the reglan upstream of bp -88 has 
an inlrinsic curvaturc, as assesscd bolh In sllico and by DNA 
bencling electrophoretic assays (Fig. 8C). Such curvature could 
determine a structure needed far reprcssion in lhe presence of 
H-NS or al hlgh osmolarity in the hns background. 

8ecause of the fact that ompSI expression in the Sa/monel/a 
hns mutanls did not reach the leve! attainecl in the shortened, 
most active pR088 fusion, the presence of additional negative 
e!fectors aside from H-NS cannot be excluded. Thus, we can 
envision al least three scenarios to explaln the negative regu-

lation of ompSI expression by high osmolarlty. First, as men
tioned above, changes in the DNA structure of the regulatory 
reglan could hlncler expresslon, possibly by blocking access of 
the RNA polymerase. Anolher possibility would occur if H-NS 
is produced as a stable, truncated prolein In our Sa/monel/a 
mutants. In this regard, the participation of the nucleold pro· 
lein StpA as an adaptar far truncated H-NS in represslng the 
exprcssion of lhe proU gene and the bgl locus in E. col/ has 
been illustrated (1 O). Hence, the bincling of a pulative complex 
farmed by truncaled H-NS and StpA to the ompSI upstream 
regulatory reglan could be enhancecl at hlgh osmolarlty. lead
ing lo the observed decrease In omp57 expresslon. Finally, lhe 
action of another putative negative elfector could be increased 
at hlgh osmolarlty. 

Thus, the characterization of the state of the H-NS proleln 
in our mutants. analysis of ompSI expresslon in an hns stpA 
double mutant at both low and high osmolarity, and a search 
far other negalive e!fectors by mutagenesls in hns mutants are 
experimenls that should help In further clefinlng the mecha
nism involved In the negative regulalion of ompSI expresslon. 

Hence, our present model to explaln the strict negative reg
ulation of ompS7 lmplles the lnitial binding of H-NS at ornear 
the -135 to -105 reglan, thus allowing the farmation of a 
repressing loop by nucleation of H-NS to the rest of the reg· 
ulatory reglan. Such a represslng loop would involve the entire 
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regulatory reglan, not only hlndering the access of OmpR and 
thus preventing actlvation of PI but also impedlng transcrip
tion from P2, whlch otherwise would have been activated once 
OmpR could not actlvate PI. At hlgh osmolarity, In the ab
sence of H-NS functlon, the repressing loop again would be 
fonned by local changes In DNA structure. 

It Is worth noting that the prometer strength of the natlve 
ompST gene on lhe chromosome Is relallvely low compared to 
lhat of a hlghly expressed outer membrane prolein gene such 
as ompA (Fig. 6). Thls likely reflects the low abundance of the 
OmpSI porin even under derepression in the hns strains, an 
Idea that is further confirmed by lhe lack of detectable OmpS 1 
In outer membrane protein preparatlons separated by PAGE 
and stained wllh Coomassle brllllant blue (data not shown). 

The funcllon of nucleold-assoclaled proteins, such as H-NS, 
remalns elusive desplle extenslve elforts towards understand
lng thelr physiologlcal role. Moreover, whether osmolarity is a 
true regulatory signa! far ompST In nature or whether lt mi mies 
another signa! In the envlronmenl Is an open question. ompST 
belongs to lhe pleiotroplc H-NS regulatory clrcult, where 
nearly one-third of the genes alfecled by H-NS are involved In 
cell envelope physlology and structure, consisten! with the no
tlon that genes regulated by H-NS are generally assoclated 
with bacteria! adaptatlons to environmental stress (13). 

ACKNOWLEDGMENTS 

Wc acknowlcdgc Jcannette Barba-León and V retor Dustamante for 
helplng us wlth purlficatlon of Hls6-tagged H-NS and gel moblllty shlft 
assays, Rob Edwards for helpful dlscusslons. Marcos Fernández-Mora 
forconstructlng the S. cntcricaserovarTyphl IMSS-41 ~ompRmutant, 
Eugenio López-Dustos for ollgonucleotlcle synthesls, Ricardo Oropeza 
and Linda J. Kenney for helpful dlscusslons and crltlcal readlng of thc 
manuscrlpt, Alejandra Vázquez for constructlng the hn§.!9 C.ompR 
mutant, and Mlryam Vlllalba for technlcal asslstance. 

M.A.F.-V. was supported by a Ph.D. fcllowshlp (113352) from the 
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnolog!a and by the PAEP (203336) 
and DGEP programs of thc Universidad Nacional Autónoma de Méx
ico. J.L.P. Is a Howard Hughcs lnternatlonal Research Scholar. Thls 
work was supported by grants to E.C. from the Universidad Nacional 
Autónoma de México (DGAPA IN229001) and from the Consejo 
Nacional de Ciencia y Tecnologla, Mcxlco (CONACyT 37738-N). 

REFERENCES 

l. Hlnsband, A. J., W, R. Marcolle, Jr., and C. A. Schnallman. 1986. Structurc 
ar thc te and nmpC outcr mc111brane porln protcln genes oí lambdold 
baclcrlophagc. J. Blol. Chem. 261:12723-12732. 

2. Chalfield, S. N., C. J. Dorman, C. llayward, and G. Oougan. 1991. Role of 
ompR-dependent genes In Salmonella typhlmurium vJrulence: mutants defi· 
clent In l.loth OmpC and OmpF are attcnuatcd ln vivo. Infoct. Immun. 
59:449-452. 

3. Dalsenko, K. A .. and B. L. Wanner. 2000. One·step lnactlvatlon of chromo
somal genes In Escherichla col/ K-12 uslng PCR products. Proc. Natl. Acad. 
Sel. USA 97:6640-6645. 

4. Deftz, R .. and M. De Fellce. 1981. Crypllc operan far beta·glucosldc mctab
ollsm In EsctHJrichla coli K-12: genetlc evldencc far a regulatory protcln. 
Gcnetlcs 97:11-25. 

5. Dench, P., K. Schmldl, and E. Brf'mer. 1993. Synthcsls of thc Eschcrlchia 
coli K-12 nuclcold·assoclatcd DNA-l>lndlng protcln H-NS Is subjecced to 
growth-phase control and auloregulatlon. Mol. Mlcrobiol. 8:875-889. 

6. Doménech-Sánchu, A., S. Hemández-A11es, L. Marlfnez-Martfnez, B. J. 
Benf'dl, and S. Albf'rll. 1999. Idcntlficaflon and characlertzatlon of a new 
porln gene of Klcbstel/a pncumonlae lts role In hcla-lactam antlblotlc rcsls
tance. J. Bacterlol. 181:2726-2732. 

7. Dorman, C.J., J. C. D. Hlnlon, and A. Free. 1999. Domaln organlzatlon and 
ollgomerlzatlon among H-NS·llkc nucleold·assoclatcd protcln..s In bacteria. 
Trcnds Microblol. 7:124-128. 

8. Fernández·Mora, M., R. Oropeza, J. L. Puenle, and E. Calva. 1995. Isolatlon 
and charactcrtzatlon of omp51, o novel Salmonella typhl outer membrane 
protcln-encodlng gene. Gene 158:67-72. 

9. Font, S., and M. Jnouye. 1988. Envlronmentally regulated gene expres.slon 
far outer membrane protelns In Escherlchla col/, Annu. Rev. Ccll Blol. 
4:21-42. 

10. Frce1 A., M. E. Porter, P. Delghan, •nd C. J, Dorman. 2001. Requlremenr far 
the molecular adapter functlon of StpA al thc Eschcrlchla col/ bgl prometer 
depcnds upon the level of truncated H-NS proteln. Mol. Microbio). 4Z:903-
917. 

11. Coodsell, D. S., and R. E. Dlckenon. 1994. Dendlng and curvature calcula· 
tlons In B-DNA. Nuclelc Aclds Res. 2:5497-5503. 

12. llarrlson, J. A., D. Plckard, C. F. lllgglns, A. Khan, S. N. Chalfield, T. Ali, 
C. J. Dorman, C. E. llormacche, and G. Dougan. 1994. Role of hns In lhe 
vlrulencc phenolypc of pathogcnlc salmonellae. Mol. Microbio!. 13: 133-140. 

13. Hommals, F., E. Krln, C. Laurent-Wlnlcr, O. Soulourlna, A. Malpertuy, 
J. P. ~Caer, A. Danchln, and P. Berlln. 2001. Large·scale manltorlng of 
plelotraplc rcgulatlon of gene cxprcsslon l>y the prokaryotlc nucleold-asso
clatcd proteln, H-NS. Mol. Mlcroblol. 40:20-36. 

14. Huang, K. J., J. L Schlebcrl, and M. M. lgo. 1994. A dlstanl upstream slle 
lnvolved In the ncgatlve rcgulallon of thc Eschcrichla col/ ompF gene. J. 
Baclerlol. 176:1309-1315. 

15. blba.sl, A., V. OrtJz, M. VarKas, J. Panlagua, C. Conzález, and J. Moreno. 
1988, Pratectlon agalnst Satmoncl/a typhl irifccllon In mlce afler lmmunlza· 
llon wlth outer membrane protelns lsolatcd from Solmonclla typhl 9, 12, d, 
VI. lnfect. lmmun. 56:2953-2959. 

16. Jordl, B. J. A. M., A. E. Flelder, C. M. Bums, J. C. D. lllnton, N. Do>er, 
D. W. Ussery, and C. F. lllgglns. 1997. DNA bindlng Is not sufficlcnt far 
H-NS-mcdlatcd represslon af proU exprcsslon. J. Blal. Chem. Z72:12083-
12090. 

17. Martfnez·Flores, J., R. Cano, V. 11. Buslamante, E. Calva, and J. L. Puente. 
1999. Thc ompB operan partlally determines dlfferentlal cxpresslon of 
OmpC In Salmone/la typhl and Eschcrichla col/. J. Bacterlol. 181:556-562. 

18. MJllu, V. L, and j, J. Mekalanos, 1988. A novel suicide vector and lts use 
In che constructlon of lnscrtlon mutatlons: asmoregulatlon of outer mem
brane protcln..s and vlrulence determlnants In Vibrlo cho/crac rcqulres toxR. J. 
Baclerlol. 170:2575-2583. 

19. Mir-eles, J. R., JI, A. Toguchl, and R.M. Harshey. 2001. Salmonella enterlca 
serovar Typhlmurlum swarmlng mutants wlth altercd blofilm-formlng ablll
tles: surfactln lnhlblts blofilm formallon. J. Ilactcrlol. 183:5848-5851. 

20. Mlzuno, T., and S. Mlzushhna. 1990. Signa! transductlon and gene rcgula
tlon through the phosphorylation of twa rcgulatory componcnts: the molec
ular basls for the osmollc rcgulatlon of the porln genes. Mol. Microbio!. 
4:J077-J082. 

21. Muthukummar, S., and V. R. Mulhukkaruppan. 1993. Mcchanlsm of pro
tecUve lmmunlty lnduced by porln-ll¡>0polysaccharlde agalnst murlne salmo
ncllosls. Infcct. Irnmun. 61:3017-3025. 

22. Oropeza, R., C. L. Samplerl, J. L. Puente, and E. Calva. 1999. Ncgatlvc and 
poslllve regulatlon of the non·osmoregulated ompST porln gene In Sa/mo
nc/la typht. a novel regulaiory mcchanlsm that lnvolvcs OmpR. Mol. Micro· 
blol. 32:243-252. 

23. Palnbcnl, E., M. Carorr, and J. Rouvlere-Yanlv. 1997. Altcratlons oí thc 
outcr mcmbranc composltlon In Eschcrichia col/ lacklng thc hlsionc-llke 
protcln HU. Proc. Nall. Acad. Sel. USA 94:6712-6717. 

24. Pang, T., Z., A. Bhulla, B. B. Flnlay, and M. AUwegg. 1995. Typhold fcver 
and othcr salmoncllosls: a conlinulng challcngc. Trcnds Microbio!. 3:53-255. 

25. Pelernn, C., L. B. Moller, and P. Valenlln-Hansen. 2002. The crypllc ade
nlne deamlnase gene oí Escherlchla coli. J. Blol. Chem. Z77:31373-31380. 

26. Pratt, L. A., W. llslng, K. E. Clbson, and T. J. Sllhavy. 1996. From aclds to 
osmZ: multlplc factors lnflucncc synthcsls of the OmpF nnd OmpC porlns In 
Eschcrlchlo coJI. Mol. Mlcroblal. 20:911-917. 

27. Prlllpov, A., P. S. Phale, R. K~bnlk, C. Wldmer, andJ. P. Rosenbusch.1998. 
ldenllficallon and characterlzatlon of two qulescent porln genes, nmpC and 
ompN, In EschcrlchlD col/ BE. J. Bacterlol. 180:3388-3392. 

28. Puente, J. L., V. Atvarez-Scherer, G. Cos.sel, and E. Calva. 1989. Compar
atlvc analysls af the Salmonello typh1 and Escherichia co/i ompC genes. Cene 
83:197-206. 

29. Puenlr, J. L., A. Verdugo-Rodrfguez, and E. Calva. 1991. Exprcsslon of 
So/moncllo typhl and Escherichia co/I OmpC Is lnflucnccd dllfcrently by 
medlum osmolarlty: dcpendence on Escherichla col/ OmpR. Mol. Mlcroblol. 
5:1205-1210. 

30. Rampersaud, A., S. L. llarloc:ker, and M. lnouye. 1994. Thc OmpR prolcln 
of Eschcrlchla col/ blnds to siles In thc ompF promolcr reglan In a hlerar
chlcal manncr dctermlned by lts degree of phosphorylatlon. J. Blol. Chem. 
269: 12559-12566. 

31. Reynolds, A. E., J. Felton, and A. Wrlght. 1981. Insertlon of DNA actlvatcs 
the cryptlc bg/operon In E. co/I K-12. Naturc Z93:625-629. 

32. Rubln, A. J., B. J. Akerley, V.M. No>lk, D. J. Lampe, R. N. llusson, and J. J. 
Mekalanos. 1999. In vivo transposltlon of marlncr-based elements In entcrlc 
bacteria and mycobaclcrla. Proc. Natl. Acad. Sel. USA 96:1645-1650. 

33. Samhrook,J., and D. W. Russcll. 2001. Molecular clonlng: a L1bora1ory manual, 
3rd cd. Cold Sprlng Harbor Laboralory Prcss, Cold Sprlng Harbor, N.Y. 

34. Schnetx, K. 1995. Sllenclng oí Eschcrlchla coll bgl promoter by flanklng 
sequence elemenlS. EMBO J. 14:2545-2550. 

35. Shaplra, S. K., J. Chou, F. V. Rlchaud, and M. J. C ... daban. 1983. New 

------·----------· 
1 :n.I \j (~"((I (l()i\J 

t l J;,:J} 1 U\. ,l 

1 F'.í\i Li\ 1 ;;;; (.1.tUGEN 
L-- -- -----· -·-------------



10 FLORES-VALDEZ ET AL. 

versatlle plasmld vectors or hybrtd protelns code by a cloned gene rused to 
Jaez gene sequences encodlng an enzymatlcally active carboxy-tcrmlnal por
tien of f3-galactosldase. Gene 25:71-82. 

36. Slngh,J,, M. Mukerjl, and S. Mahadevan. 1995. Transcrlptlonal actlvatlon of 
the Escherichla col/ bgl operan: negatlve regulatlon by DNA structural ele
ments ncar the prometer, Mol. Mlcrablol. l7:1085-J092. 

37. Suzukl, T., C. Ueguchl, and T. Mlzuno. 1996. H·NS regulatcs OmpF expres-

J. BACTERJOL. 

slon through m/cFantlscnse RNA In Escherlchla col/. J. Bacterlol. 171:3650-
3653. 

38. Toguchl, A., M. Slano, M. Burkart, and R. M. Hanhey, 2000. Genctlcs of 
swannlng motlllty In Satmonella enterlca serovar Typhlmurtum: crltlcal role 
for llpopolysaccharldc. J. Bactcrlol. 182:6308-6321. 

39. Valle, F. 1994. PCR-based method to map the bendlng locus of DNA mol
ecules. PCR Methods Appl. 4:44-45. 

TF.RT~ r~()W 

~ALLü L)~; UiUGEN 



JO FLORES-VALDEZ ET AL. 

versatlle plasmld vectors of hybrld protelns code by a cloned gene fused to 
lacZ gene sequences encodlng en enzymatlcally active carboxy·tcnnlnal por· 
tlon of 13-galactosldasc, Cene 25:71-82. 

36. Slngh, J., M, Mukerjl, and S. Mahadevan. 1995. Transcrtptlonal actlvatlon of 
the Escherlchla col/ bgl operan: ncgatlve regulatlon by DNA structural ele
menu near the prometer. Mol. Mlcroblol. 17:1085-1092. 

37. Suzukl, T., C. Uegudd, and T. Mlzunu, 1996, H-NS regulates OmpF expres· 

J. BACTERJOL. 

slon through m/cF antlsense RNA In Eschcrlch/a col/, J. Bacterlol. 171:3650-
3653. 

38. Tuguchl, A., M. Slano, M. Burkart, and R. M. Hanhey, 2000. Cenetlcs or 
swarmlng motlllty In Satmonella enter/ca serovar Typhlmurtum: crlUcal role 
for llpopolysaccharlde, J. Bactertol. 182:6308-6321. 

39, Valle, F. 1994. PCR-based method to map the bendlng locus or DNA mol· 
ecules. PCR Methods Appl. 4:44-45. 

1 TF.RT~ r~nW 
ll_ALLü ul!: urUGEN 


	Portada
	Índice General
	Resumen
	Abstract
	Introducción
	Antecedentes
	Objetivo General   Objetivos Específicos
	Materiales y Métodos No Publicados en el Artículo
	Resultados No Publicados en el Artículo
	Discusión
	Conclusiones
	Perspectivas
	Bibliografía
	Anexos



