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RESUMEN

Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) es una bacteria Gram negativa, perteneciente
a la familia Enterobacteriaceae, y agente etioldgico de la fiebre tifoidea.

Para potenciar su patogenicidad, S. Typhi utiliza diferentes factores de virulencia,
importantes durante el proceso infeccioso y desarrollo de la enfermedad, dentro de los
gue destacan los reguladores transcripcionales. Tal es el caso de LeuO, un regulador
transcripcional dual, que desde sus primeros reportes fue involucrado en la regulacién de
genes implicados en la supervivencia bacteriana, condiciones de estrés y en la virulencia
de varios patégenos.

Hasta el momento, se desconoce la sefial precisa que desencadena la expresion de
leuO en S. Typhi, ya que en un fondo silvestre se encuentra reprimido por las proteinas
H-NS y Lrp. Por otro lado, se ha encontrado que la alarmona (p)ppGpp, presente durante
la respuesta a estrés bacteriana, favorece su expresion en organismos como E. coli.

Dentro del grupo de trabajo del Dr. Calva, en el laboratorio de microbiologia molecular
del Instituto de Biotecnologia UNAM, se ha estudiado la regulacion del gen leuO, por
medio del anadlisis de su region reguladora a traves de diversos recortes de dicha region,
fusionadas al gen reportero lacZ. Ademas, con el estudio de mutantes a reguladores como
H-NS, Lrp y (p)ppGpp, se ha observado que estos intervienen en la modulacién de su
expresion.

En este trabajo, con el objetivo comprender mejor la regulacién del gen leuO,
mapeamos por la técnica de “primer extension” a los promotores P8y P9, dos de los nueve
promotores encontrados por nuestro grupo de trabajo en S. Typhi. Asimismo, encontramos
que estos promotores son regulados negativamente por H-NS, Lrp, y de manera
diferencial por (p)ppGpp, en donde proponemos que este Ultimo, sélo ejerce su efecto en
un estado estable sin estrés y no en un pulso, en donde los dos sitios de interaccion del
(p)ppGpp con la ARN polimerasa, asi como la concentracién de la alarmona, juegan un

papel esencial para favorecer o no su regulacion sobre estos dos promotores del gen leuO.

xi



1. INTRODUCCION

En México, las enfermedades gastrointestinales infecciosas son consideradas un
problema de salud publica, afectando a cualquier sector de la sociedad. Una de las
infecciones gastrointestinales mas comunes es la fiebre tifoidea (FT) cuyo agente
etiologico es Salmonella enterica (Calva et al., 1988).

Anualmente se han reportado hasta 21 millones de casos de FT en el mundo,
de los cuales 600,000 mueren (OMS, 2019); y en México se han reportado
anualmente 15,000 casos (IMSS, 2019). Es por ello que el estudio de Salmonella
desde el punto de vista epidemioldgico, inmunol6égico y molecular es de gran
relevancia.

Diversos estudios, han estado encaminados a entender los factores de
virulencia que favorecen la supervivencia bacteriana. LeuO es un regulador
transcripcional tipo LysR que regula procesos involucrados en respuesta a estrés y
virulencia (Takao et al., 2014; Ante et al., 2015; Rodriguez et al., 2006; Lawley et
al., 2006; Tenor et al., 2004), por lo que su estudio es importante para establecer un
modelo que explique los mecanismos que desencadenan la expresion de un gen
quiescente como leuO.

La regulacion de leuO en S. Typhi ha resultado ser interesantemente compleja.
Se ha confirmado por la técnica de “primer extension”, la existencia de siete
promotores que participarian en su transcripcion y dos promotores reversos dentro
de su misma region intergénica. En nuestro laboratorio, se ha estudiado su
regulacion por medio del andlisis de su regién reguladora, a través de diversos
recortes de dicha region fusionadas al gen reportero lacZ (Sanchez Popoca, 2015).
Ademas, estudios de mutantes a reguladores como H-NS y Lrp y (p)ppGpp, asi
como ensayos de interaccion DNA-proteina, han permitido entender mejor parte de
su regulacion.

Recientemente, se han encontrado dos nuevos inicios de transcripcion, P8 y P9
los cuales podrian ser importantes para entender la complejidad de la regulacién de
este gen.

En el presente trabajo, se mapearon los inicios de transcripcion de P8 y P9,

ademas de evaluar el efecto de los reguladores H-NS, Lrp y (p)ppGpp al comparar



los fondos mutantes en estas proteinas, con la cepa silvestre en dos fusiones
transcripcionales que contienen a ambos promotores. Adicionalmente, se evaluo el
efecto de la sobre-produccién de la alarmona (p)ppGpp en las fusiones
transcripcionales, para observar si el efecto observado en las mutantes podia
potenciarse en esta condicion.

El presente estudio sugiere que estos dos promotores son regulados de manera
negativa por H-NS y Lrp, y que (p)ppGpp solo ejerce sus efectos durante el estado
estable y no durante la respuesta estricta. Futuros estudios en mutantes en los sitios
de union de (p)ppGpp a la RNAP, ayudarian a detallar el mecanismo de regulacion
de (p)ppGpp para cada promotor de leuO, asi como para observar si el efecto sobre

estos promotores es directo, o se lleva a cabo a través de otro factor.

2. MARCO TEORICO
2.1 Generalidades de Salmonella.

Las infecciones agudas del tracto gastrointestinal figuran entre las enfermedades
infecciosas mas frecuentes, siendo la segunda causa de enfermedad en México con
5 375 702 casos hasta 2018 (Secretaria de Salud, 2019). Datos proporcionados por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2019), sefialan que el agente etiolégico
Salmonella es una de las cuatro causas principales de enfermedades diarreicas a
nivel mundial.

Salmonella es una bacteria patdgena intracelular gramnegativa de la familia
Enterobacteriaceae, que es mdévil por flagelos peritricos (Borman et al., 1944).
Taxonomicamente, el género Salmonella se compone de dos especies: Salmonella
bongori y Salmonella enterica (Langridge et al., 2008). Esta ultima puede
subdividirse en 6 subespecies diferentes: subespecie enterica (I), salamae (ll),
arizonae (llla), diarizonae (llib), houtenae (IV) e indica (V) (Langridge et al., 2008).
Ademas, basandose en diversas caracteristicas bioquimicas; como los antigenos
de superficie, la composicion de sus estructuras de carbohidratos, flagelar y
lipopolisacéarido (LPS), Salmonella se diferencia en mas de 2500 serovares (Hurley
et al., 2014; Pradha & Devi., 2019).



Existen dos cuadros clinicos principales de infeccion por Salmonella: gastroenteritis,
que es la forma mas comun de salmonelosis producida por un gran numero de
serotipos de Salmonella enterica subespecie enterica, principalmente S. Enteritidis
y S. Typhimurium, con una amplia gama de huéspedes que contribuyen al resultado
de la infeccidn; y fiebre tifoidea producida por S. Typhi, y paratifoidea, que es una
forma leve de la enfermedad producida por S. Paratyphi, las cuales solo afectan al
humano el cual es el Unico reservorio conocido (Sanchez & Cardona., 2003; Pradha
& Devi., 2019). Aunque la exposicion a Salmonella es frecuente, se requiere de un
in6culo de aproximadamente 10°- 108 bacterias para el desarrollo de la enfermedad
sintomética; otros factores como el tipo de cepa y el estado fisiologico del

hospedero, también favorecen o no su evolucion (Sanchez & Cardona., 2003).

2.2 Salmonella enterica subespecie enterica serovar Typhi (S. Typhi).

La fiebre tifoidea o fiebre entérica es una enfermedad endémica en Asia, Africa y
América del Sur, con una incidencia estimada de 17 a 21 millones de casos en todo
el mundo cada afio, y es la manifestacion clinica de una infeccion generalizada
sistémica, cuyo agente causal es Salmonella enterica serovar Typhi (Sasakawa,
2009).

S. Typhi pertenece al serotipo 9,12,d,Vi; el cual se define por las unidades de
repeticion de azucar (9,12) del antigeno O, ubicado en el lipopolisacarido de
membrana externa (LPS); el antigeno H (d) constituido por la proteina flagelar
(flagelina); y el antigeno de polisacarido K capsular (Vi) (Calva et al., 1988).

El ser humano es el principal reservorio de S. Typhi, la cual ingresa al cuerpo
a través del tracto gastrointestinal, generalmente a través de la ingestién de agua o
alimentos o contaminados de origen animal (principalmente huevos, carne, aves de
corral y leche) (Datos OMS, 2019). El periodo de incubacion de la FT es
generalmente alrededor de 10 a 14 dias y es caracterizada por fiebre, dolor de
cabeza intenso, debilidad general y diarrea, asi como nauseas, vomitos, pérdida de
apetito, dolor abdominal, escalofrios, tos y dolor muscular; perforacion intestinal y
hemorragia, agrandamiento de los ganglios linfaticos mesentéricos (GLM), bazo e
higado (Calva et al., 1988; Sasakawa, 2009).



Después de la ingestion, la bacteria resiste el ambiente acido del estomago y
coloniza el intestino delgado, penetra las células epiteliales y ahi se adhiere a las
células M del intestino, donde comenzara la invasion (Sasakawa, 2009).

Hay dos formas principales de entrada de Salmonella a la célula huésped; una
es a través de las células M por transcitosis, un proceso pasivo por el cual las
bacterias son absorbidas por estas células desde el lumen hacia el lado basolateral
(Broz et al., 2012). La segunda forma es la absorcidon inducida por la bacteria,
mediante la secrecion de proteinas efectoras que causan el “ruffling” de membrana,
por el reordenamiento citoesquelético de las células epiteliales (Broz et al., 2012).
La entrada es seguida por la inflamacion que conduce a la infiltracién de células
inmunes como neutrdfilos, células T, células B, células dendriticas y macrofagos
(Andino et al., 2014). Ademas, las células inmunes de la lamina propia engloban a
las bacterias y alcanzan el GLM (ganglio linfatico mesentérico) a través de la sangre
y el sistema linfatico, desde donde viajan a tejidos mas profundos como el bazo, el
higado e incluso a la médula 6sea (Sasakawa, 2009).

En todos estos tejidos, las bacterias residen dentro de los macréfagos, en
compartimentos endosémicos especializados llamados “vacuola que contiene
Salmonella” (VCS) (Figura 1) donde proliferan, ya que se sabe, carecen de
mecanismos de defensa antimicrobiana del huésped (Sasakawa, 2009).
Al llegar a este punto, Salmonella evita la fusién de VCS con el lisosoma y por lo
tanto, proporciona un mejor nicho para su supervivencia y propagacion (Andino et
al., 2014). Finalmente, la apoptosis de los macréfagos libera a la bacteria, que luego
reinvade las células epiteliales cercanas u otras células fagociticas del sistema
inmunitario del huésped (Andino et al., 2014; Pradha & Devi., 2019).
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Figura 1. La infeccidon por Salmonella requiere la invasion de las células huésped. Después de la
ingestion y el paso por el estbmago, Salmonella ingresa preferentemente a las células M por transcitosis y
pasa a los macrofagos subyacentes. Aqui, Salmonella puede evadir la muerte al causar apoptosis que conduce
a su liberacioén, o sobrevivir y replicarse el tiempo suficiente para permitir la propagacioén sistémica a los GLM,

bazo e higado a través de la sangre y el sistema linfatico. (GLM- ganglio linfatico mesentérico, VCS- vacuola
contenedora de Salmonella (Tomado y modificado Hume et al., 2017).

2.3 Factores de virulencia de Salmonella.

Para la mayoria de los patégenos bacterianos como Salmonella, la virulencia
requiere multiples factores. Se cree que la necesidad de tantos determinantes de
virulencia, refleja las complejas interacciones de la bacteria con el huésped
infectado (Sanchez & Cardona., 2003). Ademas, la supervivencia bacteriana en el
hospedero, se origina como resultado de un delicado equilibrio de muchos
productos genéticos, que actian en el momento correcto y en la ubicacion correcta
(Sanchez & Cardona., 2003; Groisman & Ochman., 1997).

Se pueden distinguir dos tipos de factores de virulencia: por un lado las
estructuras superficiales de la bacteria, que son ademas blancos del sistema
inmune del hospedero, como el LPS y los flagelos, que dirigen a la bacteria al
epitelio intestinal por quimiotaxis; la capsula, directamente relacionada con la
capacidad invasiva de S. Typhi; y las fimbrias (Betancor et al., 2012; Hurley et al.,
2014). Por otro lado, se encuentran los factores de virulencia como toxinas,
endotoxinas, invasinas, sistemas de secrecion de proteinas y sistemas de absorcién
de hierro, los cuales modifican la fisiologia celular del hospedero, y son los
principales factores de patogenicidad codificados en islas de patogenicidad (SPIs),
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adquiridas por transferencia horizontal de genes (THG) durante la evolucion
bacteriana (Betancor et al., 2012; Hurley et al., 2014; Sanchez & Cardona, 2003;
Martinez, 2007).

Las islas de patogenicidad suelen acomodar grandes grupos de genes que
contribuyen a un fenotipo de virulencia particular, el cual generalmente se manifiesta
en un momento especifico durante el curso de la infeccion (Betancor et al., 2012;
Marcus et al., 2000).

Durante su invasion, S. Typhi interactda con las células hospederas mediante
dos sistemas de secrecion tipo tres (SST3), codificados en dos islas de
patogenicidad SPI-1 y SPI-2 de las cinco conocidas hasta el momento (Figura 2)
(Betancor et al., 2012; Hurley et al., 2014; Marcus et al., 2000). El SST3, media la
transferencia de proteinas efectoras de virulencia bacteriana desde la bacteria hacia
las células del hospedero (Hurley et al., 2014). Una vez dentro del citoplasma de la
célula eucariota, estos efectores pueden alterar diversas funciones celulares, para
promover la supervivencia y replicacion bacterianas. Este sistema de efectores esté
compuesto por mas de veinte proteinas estructurales, que conforman una estructura
conocida como “complejo en aguja”, que atraviesa la pared bacteriana desde la
membrana interna a la externa; y otra estructura denominada “translocén”,
responsable de formar un poro en la membrana de la célula eucariota para el
ingreso de los efectores translocados (Figueroa-Ochoa & Verdugo, 2005).

El SST3 codificado en SPI-1, funciona durante el contacto de la bacteria con
la célula hospedadora, y transloca efectores a través de la membrana plasmética
de la misma, mientras que el SST3 codificado en SPI-2, es expresado dentro del
fagosoma, y transloca proteinas a través de la membrana de la vacuola (Betancor
et al., 2012). Ha sido demostrado, que la expresiéon del SST3 codificado en SPI-1
es esencial para inducir la internalizacion bacteriana por células no fagociticas
(Figueroa-Ochoa & Verdugo, 2005). En cambio, el codificado en SPI-2, es
fundamental para la persistencia intracelular en macréfagos, y para el
establecimiento de la infeccién sistémica en el modelo murino. Sin embargo, se
sabe que ambos SST3 no actuan en forma independiente sino que colaboran entre
si (Figueroa-Ochoa & Verdugo, 2005).



Diversos factores de virulencia se encuentran bajo el control de reguladores
transcripcionales. La familia de reguladores transcripcionales LysR, representa el
tipo de regulador transcripcional mas abundante en el reino procariota, sin duda
elemento importante para regular genes involucrados durante la invasion de
Salmonella (Maddocks & Oyston, 2008).

sit avrA sprB hilC  org pre  hilD hild iagB sptP sicP iacP sip  sicA spa inv invH

ssr ssa sse  sscA sse sscB sse s85a

[l Proteina de transporte de hierro [l Proteina de invasion celular

[ Proteina efectora del SST3 [C] Chaberona

[C] Reoulador transcrincional B Probable proteina acarreadora de acilos
[ Aparato de secrecion

Figura 2. llustracién esquematica de los genes de SPI-1 y SPI-2 donde se indican sus categorias
funcionales. En Salmonella, SPI-1 y SPI-2 codifican una gama de proteinas efectoras, aparatos de secrecién
y reguladores transcripcionales ademas de SST3-1 y SST3-2. La expresion del SST3 codificado en SPI-1 es
esencial para inducir la internalizacién bacteriana por células no fagociticas. En cambio, el codificado en SPI-2,
es fundamental para la persistencia intracelular en macroéfagos. En cédigos de colores se clasifican a los genes

codificados dentro de estas dos islas de patogenicidad (Tomado y modificado de Hurley et al., 2014).

2.4 Reguladores transcripcionales tipo LysR.

El genoma de Salmonella Typhi CT18 comprende 4.8 Mb, con aproximadamente
4800 genes, de los cuales se ha calculado que el 4% son genes de virulencia bajo
el control de reguladores transcripcionales (Sasakawa, 2009). Las proteinas de la
familia LysR (LTTRs) son reguladores transcripcionales globales, ampliamente
distribuidos en procariotas (Maddocks & Oyston, 2008). Estas proteinas regulan
genes cuyos productos estan involucrados en el metabolismo, division celular,
virulencia, motilidad, respuestas a estrés oxidativo, produccién de toxinas, fijaciony
secrecion, por nombrar algunos (Maddocks & Oyston, 2008). Los miembros de esta

familia tienen una estructura conservada con un motivo de hélice-giro-hélice de




HyN

unién al ADN N-terminal y un dominio de unién a co-inductor C-terminal, y activan
o reprimen la transcripcion de un gen divergente y reprimen su propia transcripcion
(Figura 3) (Schell, 1993).

Hendidura del co-inductor

HTH RD1 o~ RD2
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Figura 3. Estructura de un LTTR. Los miembros de esta familia tienen una estructura conservada
con un motivo de hélice-giro-hélice de unién al ADN N-terminal y un dominio de unién a co-inductor
C-terminal, y activan o reprimen la transcripcion de un gen divergente y reprimen su propia
transcripcion (Modificado de Maddocks & Oyston, 2008).
La regulacion de los LysR, comienza en dos sitios de union al ADN: RBS (sitio de
unién regulador) y ABS (sitio de unién del activador) (Figura 4) (Maddocks &
Oyston, 2008). En dichos sitios, pueden unirse de manera dimérica y posteriormente
puede unirse un co-inductor. La interaccion entre los dimeros dobla el ADN,
formando una oligomerizacion tetrameérica (la unién del coinductor relaja el doblado
del ADN), y favoreciendo el reclutamiento de la ARN polimerasa (RNAP) hacia el
promotor, lo cual permite la transcripcion del gen (Maddocks & Oyston, 2008).

A este grupo de reguladores transcripcionales pertenece LeuO, un regulador

muy importante implicado en virulencia y en la respuesta a estrés de Salmonella.
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Figura 4. Regulacion por LTTRs a sus genes blanco. (1) Se muestran los dimeros de LTTR unidos a las
regiones RBS (sitio de union regulatorio) y ABS (sitio de unién activador) respectivamente. (2) El doblaje del
ADN, se da por la interaccion entre los dimeros que forma una oligomerizaciéon tetramérica. (3) La ARN
polimerasa se une al promotor aunque el doblaje del ADN no favorece la transcripcion, pues no esta el contacto
con el coinductor. (4) La unién del coinductor al tetramero hace que el doblaje del ADN se relaje y haya un mejor
contacto con la ARN polimerasa, activando la transcripcién del gen blanco (Modificado de Maddocks & Oyston,
2008).



2.5 LeuO es un regulador global tipo LysR.

LeuO pertenece a la familia LysR de reguladores transcripcionales presentes en
Enterobacteriaceae como Yersinia, Shigella, Escherichia coli y Salmonella (Schell,
1993). La proteina LeuO de 314 aminoéacidos, se encuentra localizada entre la
posicion 135983 y 136927 del genoma de Salmonella enterica serovar Typhi CT18,
entre los operones leuABCD e ilviH, implicados en la biosintesis de leucina y, de
isoleucina y valina, respectivamente (KEGG, Enciclopedia de Genes y Genomas
Kyoto) (Figura 5). Basado en su localizacién, se presumia que LeuO estaba
implicado en la regulacion del operén leuABCD; sin embargo, esta idea fue
descartada debido a que una mutante en leuO no es auxoétrofa para leucina
(Ueguchi et al., 1998).

. leuABCD leuO ilviH
N vV

Figura 5. Esquema de localizacion del gen leuO en S. Typhi. El gen leuO se localiza entre los
entre los operones leuABCD e ilvIH implicados en la biosintesis de leucina y, de isoleucina y valina,
respectivamente.

En 1995 Shi y Bennett demostraron que en una mutante en la proteina H-NS, la
sobreexpresion de leuO reprimia la expresion de cadC, un regulador importante del
operon cadAB, involucrado en la respuesta a cambios de pH. Mas tarde, se
determind que LeuO reduce la traduccion de rpoS (que codifica para el factor 6%),
mediante la represion del regulador DsrA, que regula positivamente la traduccion de
rpoS principalmente a baja temperatura (Klauck et al., 1997). Curiosamente, en
ambos casos, LeuO reprime indirectamente la expresion del operén cadAB y la
traduccién de rpoS.

Del mismo modo, la sobre-expresion de leuO favorece la activacion del operén
bgl, el cual esta involucrado en la utilizacion de algunos B-glucosidos (salicina y
arbutirina) (Ueguchi et al., 1998). En estos estudios se puso en evidencia la relacion
entre LeuO y la proteina H-NS; ya que tanto bgl, dsrA, cadC y el propio leuO se

encuentran regulados directamente por H-NS (Chen et al., 2005; Guadarrama 2004,



Klauck et al., 1997; Shi et al., 1993; Yamashino et al., 1995). Ademas, estudios de
inmuno-precipitacion de cromatina (ChlP-chip) y SELEX gendmico en Salmonella
Typhimurium y Escherichia coli, han fortalecido la hipétesis de que LeuO juega un
papel como antagonista de H-NS, dado su capacidad para unirse a los mismos
blancos (Shimada et al., 2011; Dillon et al., 2012; Shimada et al., 2016).

Estudios protedmicos en S. Typhi, han evidenciado la capacidad de LeuO para
ser un regulador global, ya que su sobreexpresion induce la expresion de dos genes
inactivos que codifican para las porinas OmpS1 y OmpS2, capaces de inducir una
fuerte respuesta inmune en modelos de raton (Rodriguez-Morales et al., 2006).
LeuO también regula positivamente a assT (una arilsulfato sulfotransferasa putativa)
y casA (nucleasa del sistema CRISPR-Cas); y negativamente ompX (porina
transportadora de compuestos hidrofébicos) y tpx (tiol peroxidasa, una enzima
antioxidante peripladsmica) (Guadarrama et al., 2014; Herndndez-Lucas et al., 2008).
Con todo y lo anterior, por primera vez en un estudio detallado de la expresién
ompS1, se demostro que LeuO ejerce un papel antagonista hacia H-NS (De la Cruz
et al., 2007; Ferndndez-Mora et al., 2004; Hernandez-Lucas et al., 2008; Rodriguez-
Morales et al., 2006).

2.6 LeuO y su papel en la virulencia de multiples patégenos.

LeuO se expresa a un nivel muy bajo en condiciones estandar de laboratorio, sin
embargo, in vivo tiene un papel importante en la supervivencia bacteriana. En
Salmonella enterica serovar Typhimurium, la mutacion de leuO atenda
significativamente la infeccién en ratén (Rodriguez-Morales et al., 2006), ademas se
ha reportado que LeuO es un factor expresado a los siete dias post infeccion
(Lawley, et al., 2006). Asimismo, las cepas de S. Typhimurium que carecen de las
porinas OmpS1 y OmpS2, cuya produccién es controlada por LeuO, estan
atenuadas en virulencia. En conjunto, esto sugiere que LeuO controla la virulencia
por vias que incluyen la regulacion de las porinas OmpS1 y OmpS2 (Rodriguez-
Morales et al., 2006). En S. Typhimurium, también se ha reportado que LeuO induce
la expresion de sdiA, un regulador transcripcional que responde a moléculas de

quorum, producidas por otras especies bacterianas durante la infeccion de
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Salmonella (Turnbull et al., 2012). Por otra parte, se ha demostrado que LeuO en S.
Typhimurium reprime la expresion de la isla de patogenicidad 1 (SPI1), e inhibe la
invasion de las células epiteliales (Espinosa & Casadesus, 2014). Ademas, LeuO
favorece la expresion de hilE; un regulador negativo de HilD, el regulador maestro
de los genes de la SPI1. Ahora bien, mediante estudios de ChIP-chip, también
demostraron sitios blanco de LeuO en el gen sopA, el cual codifica para una proteina
que es translocada por el sistema de secrecion tipo Il de la SPI1; y el gen sifA, un
efector translocado por el sistema de secrecion tipo Il de la SPI2 (Dillon et al., 2012).
Finalmente, se ha evidenciado en este modelo de estudio, que LeuO podria tener
una funcién en la comunicacion de la bacteria con el sistema inmune del hospedero,
ya que una cepa con una mutacion nula en leuO exhibe niveles de invasion
semejantes a la cepa silvestre, pero reduce significativamente la migracion
transepitelial de células polimorfonucleares (PMN) (Tenor et al., 2004).

LeuO juega un papel importante como regulador de la virulencia en multiples
patdogenos ademas de Salmonella enterica. En Yersinia enterocolitica, se encontré
gue LeuO regula positivamente a rovA, un regulador tipo MarR/SIyA que media la
transcripcion de una invasina, la cual es el principal factor de adherencia en esta
bacteria (Lawrenz et al., 2007). En E. coli enterohemorragica (EHEC), LeuO
favorece la expresion del operon LEE1L, el cual codifica para proteinas efectoras
relacionadas con el esfacelamiento de los enterocitos (Takao et al., 2014). Por otra
parte, en Vibrio cholerae la activacion de LeuO estd asociada a la formacion de
biopelicula, la resistencia al pH acido y a la bilis, esta ultima favorecida por la
activacion del regulador toxR (Ante et al., 2015a; Ante et al., 2015b; Moorthy &
Watnick, 2005). No obstante, se ha demostrado que la sobre-induccion de LeuO
reprime la expresion de la toxina colérica (TC) y la pilina corregulada por la toxina
(Bina et al., 2013).

2.7 Regulacion de LeuO.

Hasta el momento se desconoce la sefial que promueve la expresion de LeuO. En
1998, en un intento por entender la regulacion de este gen, Fang y Wu propusieron

un modelo llamado “mecanismo de relevo de promotor” (Figura 6) para la cepa S.
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Typhimurium CH582, que explica la expresion coordinada del grupo de genes ilviH-
leuO-leuABCD. En este estudio se utilizo la cepa leu-500, la cual posee una
mutacion que la hace auxotrofa para leucina (mutacion en el promotor del operén
leuABC). Dicha mutacion, era suprimida en un fondo mutante en la topoisomerasa
(topA-), lo cual significaba que el superenrollamiento del ADN era un factor
importante en dicha supresion. Este fendbmeno fue explicado por dicho mecanismo,
el cual establece que la activacion de pleu-500, es consecuencia de la actividad
transcripcional del promotor distante pilviH, lo cual produce un superenrollamiento
local, causando una interaccién promotor-promotor y activando de esta manera el
promotor pleuO, normalmente reprimido. Esta activacidon a su vez promueve la
actividad del promotor pleu-500, por medio de la proteina LeuO y por el cambio en
el superenrollamiento, causado por la interaccion entre todos los promotores. En
resumen, la actividad del promotor pilviH desencadena la expresién de leuO, que a

su vez desencadena la expresion de leuABCD (Fang & Wu, 1998a).
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Figura 6. Mecanismo del relevo de promotor. El superenrollamiento local de la transcripcion
de ilviH estimula la activacién del promotor leuO. El superenrrollamiento ocasionado por
transcripcion de leuO, asi como su actuacion en trans (LeuO) activan la expresién de leu500
(Modificado de Fang & Wu ,1998).

Este mecanismo involucra al regulador Lrp (proteina de respuesta a leucina), el cual
activa el promotor de ilviH, probablemente debido a la escasez de leucina, sefial

gue seria detectada por este regulador (Platko et al., 1990); demostrandose asi que
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la activacion de ilviH contribuye en la expresién de leuO (Fang & Wu, 1998a, Fang
& Wu, 1998Db).

Inicialmente, se report6 que la ausencia de leucina era el principal inductor de
este mecanismo regulatorio, con base en las observaciones derivadas de la
respuesta al ayuno de amino&cidos (aa) de cadena ramificada (Majumder et al.,
2000). Posteriormente, se demostré que en E. coli que la mayor expresion de leuO
ocurria en un medio con 19 aa (sin leucina), seguida de un medio con 17 aa (sin los
aa de cadena ramificada) (Stratmann et al., 2012). Con esta informacion, también
se pudo deducir que la expresion de leuO se ve afectada en condiciones de estrés
(Fang & Wu, 1998b).

Méas adelante se encontr6 que en E. coli también ocurre el mecanismo de
relevo de promotor (Chen et al., 2005), y que en ambas bacterias, la expresion de
leuO se induce en la entrada a la fase estacionaria bajo limitacion de nutrientes. Sin
embargo, leuO no esta bajo el control del factor RpoS; y su expresiéon requiere la
presencia de la alarmona (p)ppGpp la cual se produce en condiciones de limitacion
de aminoacidos (Klauck et al., 1997; Fang et al., 2000; Majumder et al., 2000). Fue
asi como se propuso un modelo en el cual la alarmona (p)ppGpp favorece la
expresion de Lrp (Landgraf & Calvo, 1996), y este a su vez activa la expresion de
ilviH (Platko et al., 1990) y consecuentemente desencadena el mecanismo de relevo
de promotor (Fang & Wu, 1998a). Estudios posteriores, demostraron la relaciéon
entre (p)ppGpp Yy LeuO, siendo este Ultimo indispensable para reanudar el arresto
de crecimiento en E. coli, debido al ayuno de aminoacidos de cadena ramificada
(isoleucina, leucina y valina). Ese arresto en el crecimiento es causado por la
respuesta estricta, donde se sabe que (p)ppGpp es un regulador global que controla
la expresion de genes asociados a la respuesta a estrés (Cashel & Gallant, 1969;
Majumder et al., 2001).

Estudios mas detallados de la region reguladora de leuO, demostraron que
tiene una region rica en AT (elemento AT4 de 72 pares de bases) que es importante
para la regulacion negativa de este gen (Chen et al., 2001). Dicha regién tiene dos
partes funcionales: una de 47 pb (elemento AT8) que conserva su actividad

represiva; y otra de 25 pb (elemento AT7) en donde LeuO puede unirse para mediar
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su propia desrepresion (Chen et al., 2003). Estudios posteriores del elemento AT8
comprobaron que es un sitio de nucleacién de la proteina tipo histona H-NS (Chen
et al., 2005).

De igual forma, un estudio protedmico en E. coli determiné que leuO forma parte
de un listado de genes que se inducen en un medio limitante en fosfato (VanBoglen
et al., 1996). Esto sugiere que LeuO podria ser importante para la respuesta
adaptativa a condiciones de estrés para la bacteria. Por otra parte, Stratmann y
colaboradores (2012) reportaron que el heterodimero RscB-BglJ (regulador de
sintesis de capsula) activa la expresion de leuO en E. coli. Esta regulacion ocurre a
nivel de promotor 2 (pleuO 2) descrito en ese trabajo. Ademas del efecto positivo de
RscB-BglJ, se reporto represion de leuO por H-NS y StpA y autorregulacion negativa
durante la sobre-induccion.

Del mismo modo en E. coli enterohemorragica (EHEC), la expresién de leuO
se potencia significativamente en un medio con butirato, un 4cido graso de cadena
corta producido por la microbiota, el cual induce genes de virulencia en EHEC
(Takao et al. 2014). Asimismo, esta induccién de leuO promueve la expresion de los
genes de la isla de patogenicidad LEE (Takao et al. 2014).

Por otra parte, se observo que sobre-induccion de LrhA miembro de la familia
LysR y conocido por regular genes asociados a fimbrias, activa la expresion de leuO
en E. coli (Breddermann & Schnetz, 2017).

SlyA es otro factor transcripcional reportado, que modula positivamente a leuO
en E. coli (Buchmeier et al., 1997). Este factor esta involucrado en la sintesis de
capsula y formacion de biopelicula; y un estudio transcriptémico revel6 que leuO
forma parte del regulén de SlyA (Curran et al., 2017).

Estudios posteriores han demostrado que el dipéptido ciclico Phe-Pro (cFP),
el cual es excretado por Vibrio. spp, induce significativamente la expresion de leuO
a través de ToxR, el cual es capaz de sensar el cFP, y posteriormente unirse a la
region reguladora de leuO para activar su transcripcion. La expresion de leuO en
este estudio fue confirmada in vivo al visualizarse en intestinos de ratones
infectados con V. cholerae (Bina et al., 2013). También se ha observado en V.

cholerae que las sales biliares favorecen la induccién de leuO (Ante et al., 2015a).
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En S. Typhi, se desconoce la sefial que desencadena la expresion de leuO. Dado
que H-NS, Lrpy (p)ppGpp son reguladores globales capaces de regular la expresion
de leuO (Fang et al., 2000; De la Cruz et al., 2007; Shimada et al., 2011; Dillon et
al., 2012; Landgraf et al., 1996; Majumder et al., 2001; Platko et al., 1990; Sanchez-
Popoca, 2015; Sanchez-Popoca, 2019), este trabajo esta enfocado en estudiar el
papel de estos reguladores en el control transcripcional, a nivel de dos de los
multiples promotores de leuO.

La proteina de union al ADN asociada a nucleoide H-NS, es un importante
represor global de la transcripcion en bacterias gram negativas, y reprime la
transcripcion de genes adquiridos por transferencia horizontal (Stoebel et al., 2008).
Esta proteina es afin a regiones con un alto contenido en A-T, formando dimeros en
solucion, los cuales crean puentes ADN-proteina-ADN mediante su unién a centros
de alta afinidad llamados sitios de nucleacion, evitando asi la transcripcion (Dorman,
2007; Dorman et al., 2017).

LeuO se ha identificado como una proteina que puede impedir la
polimerizacion de H-NS a lo largo del ADN (De la Cruz et al., 2007). Una de las
funciones de LeuO es contrarrestar la actividad represiva de la proteina H-NS en su
propio promotor, esto lo hace mediante la unién a un sitio entre el promotor y un
sitio de nucleacién para H-NS, esta accién bloquea la propagacion del filamento H-
NS-ADN, preservando el promotor leuO en un estado transcripcionalmente activo.
(Chen & Wu, 2005; Chen et al., 2005; Stoebel et al., 2008). Se ha demostrado que
LeuO desplaza a H-NS en el promotor de ompS1 en S. Typhi (De la Cruz et al.,
2007), lo que demuestra que su mecanismo de accién, no se limita sélo a impedir
la polimerizacion de H-NS a lo largo del ADN.

Por otro lado, se ha reportado que H-NS es asistida por la proteina Lrp para
formar una estructura represora, involucrada en la regulacion de la transcripcion del
ARN ribosomal rmB (Pul U et al.,, 2007). Lrp es un regulador maestro del
metabolismo bacteriano y se encuentra altamente distribuido en arquea y eubacteria
(Brinkman et al., 2003). Afecta la expresion de muchos genes, algunos de forma
negativa y otros de manera positiva. Entre los operones regulados por Lrp, los que

funcionan en rutas biosintéticas son estimulados, mientras que los que participan

15



en rutas catabdlicas son reprimidos. Su estructura consta de un dominio de unién al
ADN (HTH) en el extremo N-terminal, y un dominio de union a ligando conocido
como RAM (Regulador de Metabolismo de Aminoacidos) en el extremo C-terminal
(Brinkman et al., 2003).

La presencia de leucina puede afectar el rol regulador de Lrp, ya que en algunos
casos, la leucina potencia el efecto de Lrp y en otros casos lo disminuye (Hart et al.,
2011). In vivo, se cree que existe en un equilibrio entre estados octaméricos y
hexadecameéricos de Lrp, y que la union de la leucina favorece la formacion de
octdmeros sobre hexadecameros (Brinkman et al., 2003). Estudios recientes,
también indican que la Lrp puede responder a otros aminoacidos como la alanina,
metionina, isoleucina, histidina y treonina (Brinkman et al., 2003; Shimada et al.,
2009; Shimada et al., 2011; Chen et al., 2001; Hart et al., 2011). Por otro lado, un
andlisis footprinting in vivo mostré que Lrp se une la region promotora de ilviH, y
gue la expresion del promotor de Lrp in vivo es estimulado por (p)ppGpp (Marasco
et al., 1994; Landgraf et al., 1996).

(p)ppGpp es una alarmona que tiene diversos efectos moleculares en la
respuesta estricta bacteriana, debido a la limitacién de nutrientes (Cashel & Gallant,
1969). Las caracteristicas distintivas de la respuesta estricta, son la acumulacion de
(p)ppGpp y el arresto del crecimiento, a través de la represion de la sintesis de ARN
ribosomal, durante el ayuno de nutrientes como aminoacidos u otros tipos de estrés
(Cashel & Gallant, 1969; Dalebroux & Swanson, 2012).

Cuando los aminoacidos se vuelven limitantes, los ARNt no cargados se unen
al sitio A de la subunidad 50s del ribosoma, indicando a la enzima sintetasa
monofuncional RelA asociada al ribosoma, que sintetice pppGpp y ppGpp
(colectivamente llamado (p)ppGpp), a partir de GTP o GDP y ATP respectivamente
(Figura 7) (Cashel et al., 1996). Ademas de RelA, (p)ppGpp también es producido
por la enzima bifuncional SpoT, aparentemente en respuesta a diversas sefales,
como la fuente carbono, los niveles de hierro y la inanicibn de acidos grasos
(Metzger et al., 1989; Xiao et al., 1991; Seyfzadeh et al., 1993; Vinella et al., 2005).
Sin embargo, se ha demostrado que RelA también puede responder a la

disponibilidad de carbono en el medio (Murray et al., 2003; Schneider & Gourse,
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2003). La actividad sintasa de SpoT no es tan robusta como la de RelA, ya que
también tiene actividad de hidrolasa de (p)ppGpp Yy por lo tanto, es determinante
para modular la concentracion intracelular de esta alarmona (Figura 8) (Gourse et
al., 2018; Dalebroux et al., 2010; Laffer & Gallant, 1974).

Escases de aminoacidos Restauracion del nivel de aminoacidos
508 _ Péptido naciente ATP + GTP/GDP S

ARNt en

J
el Sitio P ARNE

descargado

(P)ppGpp %&d’
> F
il

e (1 )

RelA) Restauracion

308 Idle de la
ATP + GTP/GDP biosintesis
de

aminoacidos

ARNmMm

(P)ppGpp

Figura 7. Esquema de sintesis de (p)ppGpp por RelA. El ayuno de aminoacidos conduce a la
acumulacion de ARNts descargados en el citosol y estos se unen al sitio A del ribosoma. Este estado
ribosomal es reconocido por RelA, el cual se une a la subunidad 50s adquiriendo su forma activa para
sintetizar (p)ppGpp. Al sintetizar (p)ppGpp, RelA se disocia del ribosoma seguido de varias rondas de
sintesis de (p)ppGpp, Yy el incremento de niveles de (p)ppGpp promueve su interaccion con la RNAP en
sinergia con DksA; de tal manera que se direccionan los recursos celulares a la represion de genes
ribosomales y de sintesis de proteinas, asi como a la activacién de genes relacionados con biosintesis
de aminoacidos (Modificado de Hauriliuk et al., 2016).

Una vez producido el (p)ppGpp, la alarmona en forma de pentafosfato (pppGpp)
puede ser metabolizada a tetrafosfato por la enzima GppA (Figura 8) (Haurilyuk et
al., 2016; Kanjee et al., 2012). De acuerdo con algunas evidencias, el guanin
tetrafosfato (ppGpp) es mas abundante que el guanin pentafosfato (pppGpp)
(Haurilyuk et al., 2016). Se ha demostrado, que el ppGpp es casi diez veces mas
eficiente que el pppGpp para abatir el crecimiento, disminuir la sintesis de ARN y

regular a sus genes blanco (Mechold et al., 2013).
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Figura 8. Metabolismo del (p)ppGpp. RelAy SpoT pueden utilizar GTP o GDP y ATP, para producir
la forma de pentafosfato (pppGpp) o tetrafosfato (ppGpp) ademéas de AMP. A su vez, SpoT puede
hidrolizar pppGpp y ppGpp para generar GTP y GDP respectivamente. La fosfatasa GppA puede
remover un fosfato del pppGpp para generar ppGpp (Tomado de Sanchez-Vazquez, 2019).

El (p)ppGpp, junto con el factor DksA regula la expresién génica en E. coli,
uniéndose a la RNAP (Perederina et al., 2004). DksA también actGa junto con
(P)ppGpp en muchas otras especies bacterianas (Paul et al., 2004; Perederina et
al., 2004).

El (p)ppGpp es capaz de inducir la respuesta estricta, uniéndose a dos sitios
distintos de la RNAP de E. coli; el sitio 1 se encuentra en la interface de la subunidad
B’y el factor w (Mechold et al., 2013; Ross et al., 2013). Este sitio no requiere de la
participacion de DksA y podria ser el responsable de los efectos de (p)ppGpp
cuando se encuentra en bajas concentraciones (Ross et al., 2016). El sitio 2 de
union de (p)ppGpp esta en la interfaz de la subunidad B’ y del factor DksA. Este sitio
se requiere en concentraciones altas de (p)ppGpp (suficientes para ocupar ambos
sitios), y al parecer aporta la mayor parte de efectos de la transcripcion de (p)ppGpp
in vitro e in vivo (Sanchez-Vazquez et al., 2019; Ross et al., 2016).

Ademas, esta alarmona se ha asociado al control de genes de virulencia en
diversos microorganismos patdgenos, como E. coli EHEC y UPEC, Pseudomonas
aeruginosa, V. cholerae y S. Typhimurium, donde controla la expresion de invF, hilA
y SpVR; y en donde una mutante en las enzimas que biosintetizan el (p)ppGpp,
muestra atenuacion en el modelo de raton (Dalebroux et al., 2010; Pizarro-Cerda &
Tedin et al., 2004).
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3. ANTECEDENTES

En el laboratorio de microbiologia molecular, se ha intentado caracterizar la
regulacion del gen leuO de Salmonella Typhi. En 2015, Sanchez Popoca analiz6 el
papel de H-NS y Lrp sobre la region 5 reguladora del gen leuO de Typhi (de
alrededor 600 pb), utilizando fusiones traduccionales leuO-lacZ de diferentes
longitudes y midiendo la actividad del reportero lacZ (Figura 9). Comparando la
expresion de estas fusiones traduccionales en la cepa silvestre (WT), con la
expresion en la doble mutante Ahns Alrp, se encontré que las proteinas reguladoras
H-NS y Lrp, actian en conjunto para reprimir la expresion de leuO (Figura 10). Esto
se ha sido confirmado mediante analisis de interaccion ADN-proteina usando la
técnica de retardo en la movilidad electroforética (EMSA por sus siglas en inglés)
(Guadarrama, 2004; Sanchez Popoca, 2015).

1056 pb
3 1 5 4
— O —_———————
leuABCL ?2 pb leuD
226 2 4
998 pb [~ [_)‘-—C '_) ﬁ—m
72 pb e
O Lrp 3 1 5 4
A HNS 449 ph  S— — [_)t-—c - ﬁ—hm .
In silico 47 pb
1 5 4
>
421 pb ‘ [ ‘-—o [_) ,_l—m
19 pb
5 4
362 pb — L lacZ |

Figura 9. Esquema de las diferentes construcciones de la region reguladora del gen leuO
unidas alacZ: pleuO684 (-894 a +162), pleu0226 (-436 a +162), pleuOQ77 (-287 a +162), pleu049
(-260 a +162) y pleuOJB (-200 a +162); en S. Typhi. Se observan los posibles sitios de union de
H-NS y Lrp de un footprinting virtual (Munch, 2005) asi como la region de nucleacion de H-NS de
72 pb (Chen et al., 2005). También se ilustran parte de la regién estructural de leuO y leuABCD asi
como sus promotores. (Tomado de Sanchez-Popoca, 2015).
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Adicionalmente, se han encontrado tres promotores en Typhi para leuO: P1 (Fang
& Wu, 1998b); P2 (Stratmman et al., 2012); y P3 (Guadarrama, 2004), este ultimo
s6lo presente en S. Typhi. Estos sitios fueron mapeados mediante las técnicas de
“primer extension” y por fusiones transcripcionales.

A continuacion, durante una estancia sabatica en el Laboratorio del Dr. R. L.
Gourse, pionero en el estudio la fisiologia del (p)ppGpp, el Dr. E. Calva realizé
ensayos de transcripcion in vitro de la region reguladora de leuO, donde observo
dos promotores no reportados (P4 y P5). En nuestro laboratorio identificamos
mediante extension del iniciador, la existencia de los promotores P4 y P5, los
previamente reportados P1-P3 (Figura 11), y dos promotores reversos en la cadena
complementaria (P6, P7). Encontramos que todos ellos responden a un mecanismo
de regulacion positiva y negativa que implica a la alarmona (p)ppGpp (Figura 12)
(Sanchez -Popoca, 2019).

De manera mas reciente, se ha detectado la actividad de dos promotores
nuevos (P8 y P9) en el sentido del gen corriente arriba de P3 (Figura 11), los cuales
no fueron mapeados correctamente debido a la secuencia, surgiendo la necesidad
de entender el papel que desempefan en el mecanismo de regulacién del gen leuO.
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Figura 11. Promotores del gen leuO. Ensayo de “primer extension” de la regién reguladora
completa (pleuO684) en los fondos silvestre y mutantes Alrp, Ahns y Ahns Alrp, en medio minimo
(M9) en fase exponencial (D.Oes00=0.6). Se muestran los promotores P2, P4 y P5 a la izquierda
(Realizado por Marcos Fernandez Mora, datos no publicados 2016). A la derecha se muestran los
promotores P1 y P3 y corriente arriba los nuevos inicios hallados, P8 y P9 (la secuencia no se
muestra).
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4. JUSTIFICACION
LeuO es una proteina reguladora implicada en virulencia y respuesta a estrés en
diversos patégenos. El estudio de LeuO es importante dado que existen pocos
estudios de este regulador en S. Typhi. Asimismo, la regulacién de este gen
presenta una gran complejidad, ya que existe evidencia de que los reguladores
globales H-NS, Lrp y (p)ppGpp pueden modular su expresion. Sin embargo, no se
ha identificado la sefal especifica que desencadene la expresion de leuO en Typhi.
Por otro lado, se ha identificado la existencia de al menos siete promotores dentro
de su region intergénica, asi como dos promotores en la cadena complementaria.
En este trabajo, surge la necesidad de centrar nuestro estudio en la regulacion
de dos promotores recientemente identificados. Esto nos ayudara en parte a
entender mejor regulacion de sus mdltiples inicios de transcripcién, asi como las
bases moleculares que regulan la expresién quiescente de leuO, lo cual es
importante para esclarecer los factores que favorecen o limitan la virulencia mediada

por este gen.

5. HIPOTESIS

Los promotores P8 y P9 del gen leuO es posible que estén regulados por H-NS, Lrp

y (P)ppGpp en Salmonella enterica serovar Typhi IMSS 1.

6. OBJETIVO

Caracterizar la regulacion de los promotores P8 y P9 del gen leuO.
6.1 Objetivos especificos

e Determinar la expresion de P8 y P9 en la cepa S. Typhi IMSS 1 a través de
fusiones transcripcionales de la cepa y analisis de expresion en los fondos
genéticos WT, Ahns::km, Alrp::cm, y Ahns Alrp en medio MN y M9.

e Estudiar el efecto de (p)ppGpp sobre la expresion de P8 y P9 en la cepa S.
Typhi IMSS 1 a través de fusiones transcripcionales de la cepa, y analisis de

expresion en los fondos genéticos WT, ArelA::km, ArelA::kmAspoT::.cm,
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Alrp::cmy ArelA::kmAlrp::cm, asi como en un fondo donde se sobre-produzca

la sintasa de (p)ppGpp, RelA.

e Mapear los inicios de la transcripcion de P8 y P9.

7. METODOLOGIA

Las fusiones transcripcionales de la region reguladora de leuO con el gen reportero

lacZ, contenidas en los plasmidos pleuOP9 y pleuOP9P8 se transfirieron

horizontalmente a las cepas IMSS-1 (Silvestre) y sus derivadas Ahns, Ahns Alrp,

ArelA, ArelA AspoT, Alrp y Alrp ArelA por electroporacion. Las caracteristicas y

procedencia de cada cepa y plasmido se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de las cepas y plasmidos utilizados en este trabajo.

Cepa/ pldsmido Genotipo Referencia
IMSS-1 (Silvestre) S. enterica serovar Typhi 9.12, d, | Isibasi et al, 1998.

Vi+
Ahns Ahns::Km"® Fernandez-Mora, 2010
AhnsAlrp hns- Irp- Fernandez-Mora, 2010
ArelA ArelA:Km" Sanchez-Popoca, D. 2016.
ArelA AspoT ArelA:: Km"AspoT:Cm" Sanchez-Popoca, D. 2016.
Alrp Alrp::Cm" Ferndndez-Mora, 2010
Alrp ArelA ArelA:: Km"Alrp:: Cm” Sanchez-Popoca, D. 2016.

E. coliTOP10

-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80/acZAM15  AlacX74  recAl
araD139 A(ara leu) 7697 galU galk
rpsL (StrR) endAl nupG

Invitrogen.

E. coliy Ap™

pleuOP9 Fragmento de 503 pb con los | Fernandez-Mora, 2018
promotores 8y 9 de leuO, Ap”

pleuOP9P8 Fragmento de 213 pb con el | Ferndndez-Mora, 2018
promotor 8 de leuO, Ap”™

pALS13 y pFC13 Fragmento de 455 codones de relA | Svitil et al, 1993
E. coli, Ap”

pALS14 y pFC14 Fragmento de 331 codones de relA | Svitil etal., 1993
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7.1 Preparacion de células electrocompetentes.

Las bacterias se estriaron en agar TSGB (Anexo) (mutantes y silvestre) y se
incubaron a 37°C toda la noche. Posteriormente, se tomo6 una asada y se inocul6
cada cepa en 100 ml de medio SOB (Anexo0) incubando a 37°C en agitacion hasta
alcanzar una D. O4,,= 0.8. Se concentraron las bacterias por centrifugacion a 4,000
X g por 10 min, y enseguida la pastilla resultante se lavo tres veces con agua Milli Q
estéril fria. Al final, la pastilla se resuspendié en 500 ul de glicerol al 10%, y se
repartié en tubos eppendorf con un volumen final de 50 pl, guardandose a -70°C

hasta su uso.

7.2 Transformacién de las cepas.

Las bacterias electrocompetentes se dejaron descongelar en hielo, las celdas de
electroporaciéon (BIORAD) se mantuvieron en hielo previo a ser utilizadas.
Posteriormente, se agregaron 50 ng de plasmido con las fusiones en 50 pl de células
electrocompetentes, afiadiendo 30 pul mas de agua estéril. Enseguida se les dio un
pulso de 2.5 KV por 4.6 ps (micropulser BIORAD), e inmediatamente se recuperaron
en 1 ml de medio SOB. Las células se recuperaron a 37°C por una hora para su
posterior plaqueo en agar TSBG con X-gal. Se utilizaron los antibiéticos

correspondientes, con la finalidad de seleccionar las clonas recombinantes.

7.3 Seleccion de clonas.

Las clonas positivas se seleccionaron por su resistencia a ampicilina (Anexo) (para
los plasmidos pleuOP9 y pleuOP9P8), cloranfenicol y kanamicina (Anexo) (para los
fondos mutantes) y el fenotipo azul (expresién de lacZ). Posteriormente, se
inocularon en 10 ml de medio TSGB con sus antibidticos correspondientes, y se
dejaron crecer toda la noche a 37°C para la posterior extraccion de plasmido por
lisis alcalina. EI ADN plasmidico se corrié en un gel de agarosa al 0.8% a 120 V,
con la finalidad de comprobar su adecuada transformacion. Posteriormente, por
PCR se amplifico el inserto de cada vector para corroborar que fueran los plasmidos

correctos.
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7.4 Condiciones de cultivo para las fusiones transcripcionales en las cepas
WT, Ahns, Alrp, Ahns Alrp, ArelA, Alrp ArelA 'y ArelA AspoT.

Las cepas se estriaron en agar TSGB con X-gal y los antibidticos correspondientes,
y se incubaron por un dia a 37°C. Después, una colonia fue tomada de la cajay se
hicieron in6culos en 5 ml de medio MN, los cuales se dejaron crecer por ocho horas.
Posteriormente, se transfirieron los 5 ml de cultivo a 50 ml de medio MN (Anexo)
fresco con antibidtico y se colocaron en agitacion a 37°C toda la noche. El cultivo
de toda la noche se utilizd para inocular matraces de 50 ml con medio MN o M9
(Anexo) a una D.0s9:=0.1. Las cepas se dejaron crecer en agitacion a 37°C, y se
tomaron muestras de 1.5 ml en un tubo de microcentrifuga (eppendorf) de 2 ml por
duplicado a una D.0Ogys= 0.6, muestras de 1 ml a una D.Os9:= 1.0 y muestras de
250 pl a una D. 059s=1.8 (24 horas). Las muestras se centrifugaron a 16,000 x g por
1 min, y la pastilla se lavé con buffer Z 1X (Anexo) y se guardd a 70°C hasta su

uso, para la cuantificacion de proteina y el ensayo de (-galactosidasa.

7.5 Cuantificacion de proteina y actividad de B-galactosidasa.
Para medir la cantidad de proteina, las pastillas celulares se resuspendieron en
buffer Z 1X, de manera que la concentracion de proteina total quedara en un rango
de 0.15-0.3 mg/ml. Se cuantifico la proteina por el método de Lowry, con ayuda de
una placa de 96 pozos, colocando 20 pl de muestra, un duplicado y un control de
BSA 0.2 mg/ml. Después se afiadieron 100 pl de reactivo de Lowry (Anexo)
(preparado en el laboratorio) mezclando suavemente. Se incub6 10 min a
temperatura ambiente y se adicionaron 100 ul de reactivo Folin-Ciocalteu al 16.9%,
se mezcldé e incub6é a temperatura ambiente por 10 minutos. La proteina se
cuantific6 en un lector de placas tipo “Ceres” (Bio-Tek), el cual compara la
absorbancia de las muestras con una curva estandar de concentraciones de BSA
previamente establecida (0.2 mg/ml). Una vez ajustada la concentracion en el rango
antes mencionado, se cuantificd la actividad de B-galactosidasa.

Para determinar la actividad de B-galactosidasa se utilizO una placa de 96

pozos a la que se le agregaron 20 pl de muestra incluyendo el duplicado. Después
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de esto, se agrego la solucién de lisis (agua destilada, buffer Z 1X, lisozima 0.22
mg/ml, tritdn 0.22%, B-mercaptoetanol 16.2 mM), se incubd por 20 min a 37°C, y se
afadieron 100 pl de ONPG (o-nitrofenil B-D-galacto piranésido 1 mg/ml en agua) el
cual vira a color amarillo por la actividad enzimatica de la B-galactosidasa.

La absorbancia se midié en un lector de placas “Ceres” a 405 nm por 5 min, la
lectura obtenida se comparé con una curva estdndar de actividad de p-
galactosidasa previamente establecida. Para obtener la actividad relativa de la
enzima, se dividio el resultado obtenido de la actividad enziméatica y la concentracion

de proteina de las muestras; expresando el valor en U/mg (Unidades).

7.6 Sintesis de (p)ppGpp por la induccion del gen relA en las cepas WT con
las fusiones pleuOP9 y pleuOP9P8.

Para evaluar el efecto de (p)ppGpp en las fusiones pleuOP9 y pleuOP9PS8, se
generd una construccion que permitiera sobre-producir la sintasa de esta molécula
en respuesta a un inductor. El gen relA’, que codifica para una variante trunca de la
proteina sintasa de (p)ppGpp RelA de 455 aa (RelA*®) se clond en el plasmido
pMPM-T6Q bajo el control de un promotor fuerte, inducible en presencia de
arabinosa, dando origen al plasmido pFC13. Con la finalidad de tener un control
negativo, se creo el plasmido pFC14 derivado del plasmido pMPM-T6Q. El plasmido
pFC14 contiene el gen que codifica para una proteina RelA’ truncada de 331 aa
(RelA331) la cual es inactiva.

Las dos versiones trucadas del gen relA, RelA*>°y RelA33!, fueron obtenidas de
los plasmidos pALS13 y pALS14 respectivamente (Tabla 1), utilizados para la
sobre-produccion mediada por IPTG de la proteina RelA en E. coli IM109 (Schreiber
et al., 1991).

7.7 Purificacion de plasmidos pMPM-T6Q, pALS13 y pALS14.

Se estriaron las dos cepas de E. coli que contienen los plasmidos pALS13 y pALS14
respectivamente, en agar TSGB con ampicilina, y la cepa de E. coli DH5a que
contiene el plasmido pMPM-T6Q en agar TSGB con tetraciclina, y se incubaron a

37°C toda la noche. Se inocul6 una colonia de cada caja de las cepas antes

26



mencionadas, a un volumen de 10 ml de medio liquido TSGB (suplementado con
sus respectivos antibiéticos), y se incubaron toda la noche a 37°C en agitacion.
Transcurrido el tiempo, se colectd por centrifugacion todo el cultivo a 16,000 x g a
temperatura ambiente, tirando el sobrenadante y realizando su posterior purificacion
por lisis alcalina, para después correr en un gel de agarosa al 0.8% a 120 V para la
identificacion del ADN plasmidico. Posteriormente, por PCR se amplificé el inserto
de cada vector para corroborar que los insertos de los plasmidos fueran correctos.

7.8 Digestidon de los plasmidos.

El plasmido pALS13, el cual lleva el gen de la proteina RelA activa (RelA*®), se
digirio con las enzimas EcoR1 y Pstl. El inserto se comprobd, cortd y purifico en gel
de agarosa al 1% con el protocolo comercial Zymo Clean Gel ADN recovery Kit,
siguiendo las instrucciones del proveedor. Por otro lado el plasmido pALS14 el cual
lleva el gen de la proteina RelA inactiva (RelA33!) se digirié con las enzimas EcoR1
y Hindlll. Al mismo tiempo, el plasmido pMPM-T6Q fue digerido con las mismas
enzimas utilizadas para obtener los insertos de los plasmidos pALS13 y pALS14. El
plasmido linearizado se comprobd, cortd y purificé del gel de agarosa al 1% con las

condiciones descritas anteriormente.

7.9 Reaccion de ligacion.

Se procedio a hacer la reaccién de ligacién con los insertos obtenidos por digestion
de los plasmidos pALS13, pALS14 y el vector pMPM-T6Q linearizado con las
enzimas de restriccion correspondientes para cada construccion; agregandole a un
tubo 2 ul de Buffer 10X, 15 pl de la mezcla (vector-inserto 1:1), 1 pl de ATP 200 mM
y 1 ul de DTT 100 mM; y por ultimo se le afiadieron 1.5 pl de T4 ligasa. La mezcla
se incub6 aproximadamente 4 horas a 22°C.

7.10 Transformacién en células electrocompetentes.
Para la transformacion con los plasmidos pFC13 y pFC14, se usaron células
electrocompetentes de la cepa E. coli Top1l0 dejandose descongelar en hielo, asi

como también se pusieron a enfriar las celdas de electroporacion (BIORAD).
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Posteriormente se agregaron 5 ul de la reaccion de ligacion en 50 pl de células
electrocompetentes. Enseguida se les dio un pulso de 2.5 KV por 4.6 ps
(micropulser BIORAD). Inmediatamente se recuperaron en 1 ml de medio SOC
(Anexo), incubandolas a 37 °C por una hora para su posterior plaqueo de 100 pl en
agar TSBG con tetraciclina y estreptomicina, con la finalidad de seleccionar las

clonas recombinantes.

7.11 Comprobacion de los plasmidos recombinantes por PCR.

Para comprobar que las cepas contenian los plasmidos recombinantes pFC13 (de
PALS13y T6)y pFC14 (de pALS14y T6), se hizo una PCR de colonia con los oligos
pBADforw y pTrcHisRev3'-I'; relAForw y pTcHisRev'-I'. Una vez que la digestion
termind su lapso de incubacion, se comprobaron los fragmentos digeridos por su

peso molecular en un gel de agarosa al 1%.

7.12 Purificacion de los plasmidos pFC13y pFC14 y secuenciacion.

Una vez comprobados los plasmidos por PCR, se hicieron gliceroles de las cepas
gue los contenian: se inoculdé una colonia en 10 ml medio TGSB con tetraciclina, y
se incubd toda la noche a 37°C. Posteriormente se centrifugo el cultivo y la pastilla
se resuspendié con 150 pul de glicerol al 10% estéril, y se guardd a -70°C hasta su
uso.

Se purificaron los plasmidos pFC13 y pFC14 por lisis alcalina, y luego con el
kit “Zymo Zyppy Plasmid Miniprep” siguiendo las instrucciones del proveedor.
Ambos plasmidos se mandaron a secuenciar a la Unidad de Sintesis del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, de acuerdo al protocolo recomendado: una
concentracion de 600-1000 ng de plasmido, combinado con los oligonucleétidos

pBADforw y pTrcHisrev3'- I; 25 uM de 10 pmoles, en un volumen final de 16 pl.

7.13 Sobre-produccion de la proteina RelA en cepas de E. coli Top10.
Se evaluo el crecimiento de la cepas E. coli Top10 que contienen a los plasmidos
pFC13 y pFC14, mediante curvas de crecimiento en presencia del inductor

(arabinosa) del promotor pBAD. La arabinosa se agreg6 en concentraciones de 400
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UMy 800 UM a una D. 0 595= 0.2 0 0.4, en medio MN y medio LB con tetraciclina. El
crecimiento se compar0 con respecto a las mismas cepas en ausencia de

arabinosa.

7.14 Sintesis de (p)ppGpp por la induccion de la proteina RelA en cepas WT
con las fusiones pleuOP9 y pleuOP9P8.

Se procedié a transformar las cepas con las fusiones pleuOP9 y pleuOP9P8 de S.
Typhi IMSS 1 WT, Ahns Alrp y ArelA AspoT con los plasmidos pFC13 y pFC14. Se
realizaron cinéticas de crecimiento con arabinosa de ambos plasmidos, y un control
sin arabinosa de cada uno. Para caracterizar este sistema en S. Typhi, se ocuparon
dos medios de culivo MN y LB con sus respectivos antibioticos; dos
concentraciones de arabinosa 400 y 800 uM; y dos densidades Opticas de induccién
0.2 y 0.4. Se tomaron muestras de 1.5 ml x 2 tubos eppendorf por duplicado a los
tiempos 0 (antes de la induccion) y a los 5, 10, 20, 30, 60, 120 y 180 minutos
después de la induccion, para cada cepa. Posteriormente se realizé la cuantificaciéon

de la proteina y el ensayo de actividad de B-galactosidasa.

7.15 Gradiente de arabinosa en la cepa mutante ArelA AspoT.

Para realizar el gradiente de arabinosa en el sistema RelA’, se transformaron las
cepas mutantes ArelA AspoT con los plasmidos pFC13 y pFC14, y solo se indujo la
cepa doble mutante con el plasmido pFC13 a diferentes concentraciones de
arabinosa 0, 25, 50, 100 y 400 pM.

7.16 “Primer extension”.

En el ensayo de “primer extension”, el sitio de inicio de la transcripcidén para un gen,
se determina experimentalmente identificando el extremo 5' del ARN mensajero
codificado (ARNm). El método utiliza un oligonucleétido marcado radioactivamente,
disefado para hibridarse con el ARN en una posicion rio abajo del extremo 5
anticipado. Posteriormente, la transcriptasa inversa (RT) cataliza el alargamiento
del oligonucleétido, que continda extendiéndose hasta alcanzar el extremo 5’ del

ARN. Los productos de ADN complementario (ADNc) radiomarcados resultantes,
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se analizan junto con una reaccion de secuenciacion del ADN genémico como
molde, usando el mismo oligonucle6tido marcado. De esta manera, se genera una
escalera de secuenciacion que se ejecuta en un gel de poliacrilamida adyacente al
producto del “primer extension”, seguido de una autorradiografia. El fragmento en
la escalera de secuenciacion, que coincide con el tamafio del producto observado,
define el nucledtido preciso que corresponde al inicio de la transcripcion (+1) (Craig
et al., 2005; Carey et al., 2013; Ghosh et al., 1978).

7.16.1 Obtencion y purificacion de ARN total.
Se inocularon las cepas de interés en 5 ml de medio MN, con sus antibiéticos
correspondientes y se incubaron a 37°C en agitacion por ocho horas. Después se
pasaron los 5 ml de cultivo a 50 ml de MN con antibidticos, y se dej6é en agitacion a
37° toda la noche. Pasado ese tiempo, se procedioé a poner en matraces de 100 ml
de medio liquido M9, la cantidad de preindculo suficiente (=2 ml) como para iniciar
conuna D.0s9:= 0.1, y se dej6 en agitacion a 37°C hasta alcanzar una D.Osgs= 0.6.
Se centrifugan dos partes de la muestra en un tubo Falcon (2x50 ml) (estéril) a 4,000
X g por 15 min a 4°C. Una vez decantado, a la pastilla se le agregaron 2 ml de agua
DEPC estéril y fria. La pastilla resuspendida se pasé a dos tubos eppendorf de 2 ml
(estériles) cada uno con 1 ml. Se centrifugé a 11,000 x g 1 min a 4°C. Se decant6
la muestra y se guardd a -70°C.

Se purifico la pastilla por el método de fenol acido: se colocaron en el heat block
a 65°C tubos eppendorf de 1.5 ml, conteniendo 1 ml de fenol acido. Se preparo la
mezcla de la solucion A (Anexo). A la pastilla se le agregaron 500 ul de solucion A
y se mezclé con vortex. Se le agregaron a la muestra 500 pl de fenol acido
precalentado (se mezcla en vortex hasta tener una mezcla homogénea), y se colocé
el tubo en el heat block a 65°C por 15 min (mezclar cada minuto, evitando que se
separe la mezcla). Se centrifugé a 16,000 x g por 2.5 min a temperatura ambiente,
y se paso el sobrenadante a tubos eppendorf limpios de 2 ml. Se agreg6é 1 ml de
etanol absoluto a temperatura ambiente (mezclar), y se centrifugé por 5 min a
11,000 x g. Se tir6 el sobrenadante y se agregd 1 ml de etanol al 70% (temperatura

ambiente). Se centrifugd por 2:30 min a 11,000 x g y se tir6 el sobrenadante. Se
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agregd a la pastilla 400 pl de soluciébn A (mezclar) y se repitieron los pasos,
volviendo a agregar 1 ml de etanol absoluto. La pastilla se seco6 en el Savant y se
resuspendio en 80 pl de agua DEPC.

Una vez obtenido el ARN total se determiné la D.O a 260 nm en el equipo
“nanodrop”. Posteriormente, se analizé 1 microgramo de las muestras de ARN en
un gel de agarosa al 2 % (se utilizaron las muestras de ARN total a una

concentracion final de 15 pg).

7.16.2 Marcaje del oligonucleoétido pRS415-3’.

Después se prosiguié al marcaje del oligonucléotido especifico que abarca nuestro
fragmento de interés, con ayuda del kit T4 Polynucleotide Kinase (#EKO0031)
llevando a cabo el protocolo establecido por la compaiiia (contiene buffer 10x T4 K,
agua DEPC , enzima T4 Ky gamma p3? ATP 25 pM), obteniendo un volumen total
de 10 pl. La mezcla obtenida se incubd a 37°C por 30 min y posteriormente, se
agregaron 0.5 pl de EDTA y se incubd 5 min a 75°C. La muestra se guardd a 4°C

hasta su posterior uso.

7.16.3 Reaccion de secuenciacion.

Con ayuda del estuche Thermo Sequenase Cycle Sequencing (#78500), se realizd
la reaccion de secuenciacién con ayuda de la enzima Thermo sequenase ADN
polymerase y el oligonucle6tido marcado radioactivamente. Se repartieron 4 pl de
esa mezcla a cada uno de los tubos con los diferentes ddNTPs (4 pl), en total cada
tubo de PCR de cada ddNTP tendria 8 pl. Finalmente se coloc6 una gota de aceite
vegetal y se meti6 al termociclador. Terminada la reaccién, se guard6 en un vial de
radioactividad a -20°C.

7.16.4 Sintesis de ADNc.

Una vez obtenido el oligonucléotido marcado radioactivamente, se prosiguid a
realizar el protocolo del estuche Thermo Scientific revertAid First sequence
Transcriptasa reversa (#K1622), para la sintesis de ADNc. Posteriormente cada

muestra se precipitd y se lavo con etanol al 70%, se decantd, seco la pastilla y se
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guardo a -20°C. Las muestras resultantes se analizaron en un gel de poliacrilamida
al 8 %, urea 8 M y amortiguador TBE 1X pH 8.8 para secuenciacion, con el fin de
obtener el sitio de inicio de la transcripcion.

Posteriormente, el gel se coloco sobre un papel y se seco al vacio. Después
se coloco sobre una pelicula dentro de un cassette, y se dejé a -70° C por un dia

para finalmente revelar la pelicula.

7.16.5 Anélisis estadistico.
Se realizo el analisis estadistico (Statistica Sofware) de los resultados a través de
la prueba T de Student, que predijo si las diferencias observadas entre los datos

eran o no estadisticamente significativas, con un valor p<0.05.
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8. RESULTADOS

8.1 “Primer extension”

Dado que inicialmente se encontraron los inicios de transcripcion de P8 y P9, mas
no se determind su ubicacion, debido a que no se definié la secuencia; en primer
lugar, se utilizo el programa “Softberry promoter” para predecir in sillico posibles
cajas -10 y -35 de estos dos promotores, utilizando las secuencias de las fusiones
pleuOP9 y pleuOP9P8, como se muestra en la Figura 13.

Las fusiones pleuOP9 y pleuOP9P8, fueron construidas tomando parte de la
region reguladora de leuO, rio arriba de P3 hasta parte de la region estructural del
operon leuABCD, debido a que la actividad de estos dos nuevos promotores, se
observd a una distancia considerable de los demas (Figura 11). Sin embargo, al
momento de construirlas se desconocia cuantos promotores habria en cada una.
Fue por ello que se construyd una fusion mas larga pleuOP9 (503 pb), y una mas
corta pleuOP9P8 (213 pb).

La técnica de “primer extension” permitid mapear el inicio de transcripcion de
P8 y P9, utilizando ARN total de las cepas con las fusiones pleuOP9 y pleuOP9P8
en los fondos genéticos WT, Ahns, Alrp, Ahns Alrp y ArelA AspoT.

En la Figura 14 y Anexo 13.1, se muestran los dos inicios de transcripcion
encontrados en cada una de las fusiones con sus respectivas secuencias. Estos
inicios, corresponden a P8 y P9. En ambos promotores, se observd una mayor
expresion en los fondos mutantes comparados con los fondos silvestres, los cuales
coinciden con los resultados obtenidos en los ensayos de 3-galactosidasa (descritos
mas adelante). Sin embargo, este comportamiento difiere del “primer extension”
hecho con la regién reguladora completa (pleuO684-lacz) (Figura 11),
posiblemente porque las fusiones pleuOP9 y pleuOP9P8 son recortes de esta
regién, y los promotores en este contexto se encuentran aislados. Esto nos hablaria,
de un comportamiento distinto en la expresion de leuO, cuando P8 y P9 estan
aislados que cuando estan junto con los demas promotores.

En la Figura 13, se muestra la secuencia completa de las fusiones, los inicios

de transcripcion de P8 y P9 ubicados por “primer extension” y sus cajas -10 y -35.
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Figura 13. Secuencias de las fusiones lacZ transcripcionales pleuOP9 (P9) y pleuOP9P8 (P8P9). Se indican en
recuadros punteados los sitios de pegado de las proteinas H-NS y Lrp encontrados por virtual footprinting, en verde parte de
la region estructural del operén leuABCD, y en negro parte del sitio de nucleacion de H-NS. La linea amarilla indica hasta
donde sobrepone la fusién pleuOP9 en la fusion pleuOP9P8. En rojo se muestran las cajas -10 y -35 de los promotores 8 y
9 asi como sus inicios de transcripcion (flechas rojas), y en café se muestran las secuencias promotores -10 y -35 de los
promotores 8 y 9 previstas in silico. Se indica también el promotor reverso del operén leuABCD.
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Figura 14. Ensayo de “primer extension” de las fusiones lacZ transcripcionales
pleuOP9 y pleuOP9P8 en medio M9 D.Osgs= 0.6. Se muestran con flechas y en letras
rojas los inicios de trascripcion y sus respectivos fondos genéticos.

Las fusiones transcripcionales al gen reportero lacZ, pleuOP9 (P9) y pleuOP9P8
(P9OP8), utilizadas para medir la actividad de B-galactosidasa, asi como los inicios
de transcripcion P8 y P9 se ilustran en la Figura 15. Los promotores P9 y P8 se
encuentran a una distancia de -434 y -318 respectivamente, con respecto al ATG
del gen leuO. La fusiéon pleuOP9 de 503 pb, contiene parte de la region estructural
del operén leuABCD y contiene sélo a P9. La fusién pleuOP9P8 de 213 pb contiene
35 pb del sitio de nucleacién de H-NS (72 pb) y la caja -10 del promotor antisentido
P7.Esta fusion contiene a P9 y P8. Ambas fusiones se encuentran rio arriba de P3
y se sobreponen por 84 nucleétidos.
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Fusiones pleuOP9 (P9) y pleuOP9P8 (P9P8)
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Figura 15. Fusiones lacZ transcripcionales pleuOP9 (P9) y pleuOP9P8 (P9P8). Se muestran las dos
fusiones transcripcionales pleuOP9 (P9) y pleuOP9P8 (P9P8) entre lineas punteadas; asi como la ubicacion
de los promotores P9, P8, P7, P6, P3, P1, P2, P5y P4 con respecto al ATG deleuO. La regién estructural del
operén leuABC asi como la de leuO, estan en color azul y naranja respectivamente. La linea roja indica parte
del sitio de nucleacién de H-NS. En amarillo y verde se indican los sitios de pegado para H-NS y Lrp, ubicados
por virtual footprinting.

8.2 Actividad de B-galactosidasa de las fusiones transcripcionales pleuOP9 y
pleuOP9P8 en los fondos genéticos WT, Ahns, Alrp, Ahns Alrp, ArelA, ArelA
AspoT vy Alrp ArelA de lacepa S. Typhi IMSS 1.

Para determinar los niveles de expresion de los promotores P8 y P9 en la cepa
silvestre; asi como para evaluar el efecto de los reguladores H-NS, Lrp y (p)ppGpp
en estos promotores, se midid la actividad de B-galactosidasa de las dos fusiones
transcripcionales al gen reportero lacZ; pleuOP9 y pleuOP9P8 (Figura 15) en los
fondos genéticos de la cepa S. Typhi IMSS 1: WT, Ahns, Alrp, Ahns Alrp, ArelA,
ArelA AspoT, y Alrp ArelA.

Dado que se ha postulado que la expresion de leuO en S. Typhimurium
permanece baja hasta la entrada de la fase estacionaria (Fang, 2000), y para
demostrar si existia un cambio en la expresion a diferentes condiciones de
crecimiento, se utilizaron tres densidades Opticas distintas; D. Og95= 0.6, D. O595= 1
y 24 horas (D.0Os95=1.8) (fase exponencial, fase estacionaria temprana y fase
estacionaria tardia respectivamente), asi como dos medios diferentes de cultivo;

medio rico MN y medio minimo M9.
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8.2.1 Efecto de H-NS y Lrp (mutantes Ahns, Alrp y Ahns Alrp).
a) Fusion pleuOP9P8 (P8P9)

Para observar el efecto de los reguladores H-NS y Lrp, se comparé la actividad de
B-galactosidasa del fondo silvestre con la actividad de B-galactosidasa en las
mutantes Ahns, Alrp y Ahns Alrp.

En medio rico MN a la D. 0595= 0.6, la actividad de -galactosidasa en el fondo
silvestre (WT) fue de 1084+268 U/mg (Figura 16), lo que demuestra que si hay
expresion en esta fusion. En estas mismas condiciones, sélo en la cepa mutante
Ahns Alrp se observo un efecto modesto de desrepresion, dos veces mayor
(23014249 U/mg) la actividad de (3-galactosidasa observada en el fondo silvestre.
Esto podria indicarnos que ambos reguladores actlan en conjunto para ejercer su
efecto represor durante la fase exponencial. A la D.Oz9s= 1, la actividad de (-
galactosidasa en el fondo WT aument6 a 1862+289 U/mg, pero en esta condicion
los fondos mutantes no muestran diferencia significativa en la actividad de (-
galactosidasa con respecto al fondo silvestre. A las 24 horas (D.0s9:=1.8) la
actividad de B-galactosidasa de la cepa silvestre fue de 462+261 U/mg, es decir, la
mitad que en la fase exponencial (0.6), y s6lo se observé una diferencia significativa
en el fondo mutante Ahns de al menos seis veces la silvestre (2844+136 U/mg).
Probablemente, en esta fase de crecimiento la ausencia de H-NS podria ser
importante, ejerciendo un efecto pleiotropico sobre otras proteinas o reguladores.
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Figura 16. Actividad de B-galactosidasa de la fusién transcripcional pleuOP9P8-lacZ en Salmonella Typhi
IMSS 1 en diferentes fondos genéticos. Se observan las actividades en medio rico MN, en fases de crecimiento
exponencial (D.0s9s= 0.6), fase estacionaria temprana (D.0sqs= 1) y fase estacionaria tardia (24h). Actividad

media de tres experimentos independientes (*Dato significativamente diferente a la cepa WT).
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En medio minimo M9 y a la D.0s95= 0.6, la expresion de la fusion transcripcional
incrementd en la cepa WT, llegando a una actividad de 3-galactosidasa de 2125+95
U/mg (Figura 17), dos veces mas que la observada en el medio MN (Figura 16).
En esta fase de crecimiento, s6lo se observo expresion diferencial en la doble
mutante Ahns Alrp con respecto al fondo silvestre. Esto indicaria que ambas
proteinas se comportan como represores. A la D.Og9s= 1, en el fondo silvestre la
actividad de B-galactosidasa se mantiene a un nivel similar que en la D.0s9s= 0.6
(23761£98 U/mg). De igual manera, se observa desrepresion en el fondo mutante
Ahns Alrp. Por otro lado, a las 24 horas (D.0z45~1.8) este patron de regulacion
cambia; el fondo silvestre disminuye en su actividad de B-galactosidasa (915+60
U/mg) y ahora los fondos mutantes Ahns y Alrp, al parecer muestran una ligera
desrepresion en esta condicién, siendo el cambio en la actividad de B-galactosidasa
del doble en la mutante en Ahns comparado con el fondo silvestre, lo cual sugiere

que H-NS es un represor en esta condicion.
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Figura 17. Actividad de B-galactosidasa de la fusidn transcripcional pleuOP9P8-lacZ en Salmonella
Typhi IMSS 1 en diferentes fondos genéticos. Se observan las actividades en medio minimo M9, en fases
de crecimiento exponencial (D. 0s9s= 0.6), fase estacionaria temprana (D. Osqs= 1) y fase estacionaria tardia
(24h). Actividad media de tres experimentos independientes (*Dato significativamente diferente a la cepa
WT).

b) Fusion pleuOP9 (P9)
Esta fusion es mas larga que la fusion pleuOP9P8 y sdlo contiene a P9. Al igual que

en el caso de la fusion pleuOP9P8, se analiz6 la expresion en los fondos genéticos

Ahns, Alrp y Ahns Alrp; midiendo la actividad del reportero 3-galactosidasa.
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A laD.0s595= 0.6 en medio rico MN, la actividad de B-galactosidasa en el fondo WT
fue de 1130+96 U/mg (Figura 18). La actividad de B-galactosidasa en los fondos
Alrp y Ahns Alrp aumento dos y tres veces respectivamente con respecto al fondo
silvestre. Esto indica que Lrp y H-NS son reguladores negativos de este promotor y
gue probablemente Lrp juegue papel mas significativo que H-NS en esta condicion.
A la D.0g95=1, la cepa silvestre se mantuvo en el mismo nivel de actividad de [3-
galactosidasa y al igual que en la condicion de fase exponencial (0.6), y en los
fondos mutantes Alrp y Ahns Alrp, estos reguladores nuevamente ejercieron un
efecto negativo. A las 24 horas (D.0:4s=1.8) la actividad de B-galactosidasa en el
fondo silvestre disminuyd mas de la mitad (3931198 U/mg), y aumento
aproximadamente dos veces, la actividad de B-galactosidasa en los fondos
mutantes Ahns, Alrp y Ahns Alrp, con respecto al fondo silvestre.

Al parecer a la D.0595=1, al ser similares las actividades tanto en la mutante
en Lrp como en la doble mutante y al no observarse efecto en la mutante en H-NS,
el efecto es ejercido sdlo por Lrp, independientemente de la presencia de la proteina
H-NS. Sin embargo a las 24 horas (D.059s=1.8), no se descarta que H-NS pueda

jugar un papel minoritario en la represion.
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Figura 18. Actividad de B-galactosidasa de la fusion transcripcional pleuOP9-lacZ en Salmonella
Typhi IMSS 1 en diferentes fondos genéticos. Se observan las actividades en medio rico MN, en fases de
crecimiento exponencial (D.0s9s= 0.6), fase estacionaria temprana (D.0s4s= 1) y fase estacionaria tardia
(24h). Actividad media de tres experimentos independientes (*Dato significativamente diferente a la cepa
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Actividad B-gal (U/mg de proteina)

Figura 19. Actividad de B-galactosidasa de la fusién transcripcional pleuOP9-lacZ en Salmonella
Typhi IMSS 1 en diferentes fondos genéticos. Se observan las actividades en medio minimo M9, en fases
de crecimiento exponencial (D. O595= 0.6), fase estacionaria temprana (D. Os9s= 1) y fase estacionaria tardia
(24h). Actividad media de tres experimentos independientes (*Dato significativamente diferente a la cepa

En medio minimo M9 a la D. O545= 0.6, la actividad de B-galactosidasa del fondo WT
aumento al doble (2053+184 U/mg) con respecto al medio rico a la misma densidad
(Figura 19), y se mantuvo un aumento en la expresion, de al menos el doble, en los
fondos mutantes Alrp y Ahns Alrp, observandose un mayor efecto represor por Lrp,
al igual que a la D.Oggs= 1. A las 24 horas (D.0Os95=1.8), la actividad de B-
galactosidasa en el fondo silvestre disminuyé nuevamente a 353+180 U/mg, y solo

se observo6 un efecto significativo en la doble mutante Ahns Alrp.
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8.2.2 Efecto de (p)ppGpp (mutantes ArelA, ArelA AspoT y Alrp ArelA)

Las fusiones transcripcionales pleuOP9P8 y pleuOP9, se utilizaron para evaluar el
efecto de esta alarmona en mutantes en dos enzimas que la biosintetizan (RelA 'y
SpoT). Esta es una forma de medir el efecto de (p)ppGpp en un estado estable sin
estrés, que nos permite ver los efectos resultantes de quitar el (p)ppGpp existente

en un estado basal.

a) Fusion pleuOP9P8 (P8P9)

Para observar el efecto de la alarmona (p)ppGpp, se comparo la actividad de -
galactosidasa del fondo silvestre con la actividad de [B-galactosidasa en las

mutantes ArelA y ArelA AspoT. En medio rico MN, la expresion de esta fusion
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transcripcional aumenta alrededor de cuatro veces, en la cepa ArelA AspoT
comparado con la expresion de la fusion en la cepa silvestre (Figura 20). Este
cambio en expresion se mantiene de forma similar en los tres puntos de crecimiento
medidos. La expresion de la fusion no cambia de manera significativa con respecto
ala cepa WT en la mutante sencilla ArelA. Esto sugiere que la contribucion del 10%
de (p)ppGpp dado por SpoT es importante para mantener los niveles de expresion
cercanos a los niveles silvestres. Estos resultados sugieren que el promotor P8 y

P9 se regulan negativamente por (p)ppGpp.
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Figura 20. Actividad de B-galactosidasa de la fusion transcripcional pleuOP9P8-lacZ en Salmonella
Typhi IMSS 1 en diferentes fondos genéticos. Se observan las actividades en medio rico MN, en fases de
crecimiento exponencial (D.0s9s= 0.6), fase estacionaria temprana (D.0Os95= 1) y fase estacionaria tardia
5/%/4%1) Actividad media de tres experimentos independientes (*Dato significativamente diferente a la cepa
La alarmona (p)ppGpp puede modular la expresion de Lrp de manera positiva, tanto
en E. coli como en S. Typhi (Landgraf et al., 1996; Sanchez Popoca., 2019). Por lo
tanto, es posible que el efecto negativo de (p)ppGpp sobre la expresion a nivel de
los promotores P8 y P9 esté mediado por Lrp, que como se demostrd en parrafos
anteriores es un represor de estos promotores. Para evaluar esta posibilidad, se
compard la expresion de la fusion pleuOP9P8 en la cepa WT con la expresion en
las cepas mutantes Alrp y Alrp ArelA. En esta fusion, en la doble mutante ArelA
AspoT el (p)ppGpp reprime a P8 y P9, sin embargo las mutantes en Alrp y Alrp ArelA,
muestran un nivel de actividad de 3-galactosidasa similar a la silvestre y por lo tanto,
Lrp no participa en un mecanismo de regulacion indirecta por (p)ppGpp.
En el medio minimo M9 (Figura 21) en las D.Oz95= 0.6, 1 y 24 horas (D. 0595=1.8),

no se observa un efecto significativo en los fondos mutantes. Es posible que las
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condiciones de crecimiento afecten los niveles de (p)ppGpp en estos fondos
genéticos, o que los efectores regulatorios que responden a la alarmona no se

encuentren presentes o activos.

6000

5000

2000 % =
1000 %

WT relA  relAfspoT Irp  Irp/relA WT  relA  relAfspoT  lp  lip/relA WT relA  relA/spoT Irp  Irp/relA
M9

g &
= 1=}
= =

|

==

IS

Actividad p-gal (Ufmg de proteina)
=

[EY

D. 0595 0.6 1.8 (24 h)

Figura 21. Actividad de B-galactosidasa de la fusidn transcripcional pleuOP9P8 lacZ en Salmonella
Typhi IMSS 1 en diferentes fondos genéticos. Se observan las actividades en medio minimo M9, en fases
de crecimiento exponencial (D. 0s9s= 0.6), fase estacionaria temprana (D. Oz4s= 1) y fase estacionaria tardia
(24h). Actividad media de tres experimentos independientes (*Dato significativamente diferente a la cepa
WT).

b) Fusion pleuOP9 (P9)

En medio rico MN (Figura 22), se observo que la expresion asociada a el promotor
P9, disminuye al menos dos veces en la cepa ArelA AspoT en comparacion con el
fondo WT en los tres puntos de crecimiento medidos. Este resultado sugiere que la
expresion asociada a este promotor es regulada positivamente por (p)ppGpp. Al
igual que en la Figura 18, se observa el efecto represor de Lrp. Sin embargo, en la
mutante sencilla Alrp, este regulador reprime a P9 sin depender de la cantidad de
(p)ppGpp aportada por RelA, ya que la actividad de B-galactosidasa en la doble
mutante Alrp ArelA es muy similar a la mutante sencilla Alrp.
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relA  relAfspoT Irp  Irp/relA WT  relA  relA/spoT Ip Irp/relA WT relA  relA/spoT Irp  Irp/relA
MN
D. Osox 0.6 1 1.8 (24 h)

Figura 22. Actividad de B-galactosidasa de la fusion transcripcional pleuOP9-lacZ en Salmonella
Typhi IMSS 1 en diferentes fondos genéticos. Se observan las actividades en medio rico MN, en fases de
crecimiento exponencial (D.0sqs= 0.6), fase estacionaria temprana (D.0Osos= 1) y fase estacionaria tardia
(24h). Actividad media de tres experimentos independientes (*Dato significativamente diferente a la cepa



En el medio minimo M9 (Figura 23), se observa un patron similar al del medio rico
MN, y el mismo efecto represor de Lrp.

Una posibilidad es que la ausencia de P8 en esta fusion, pueda estar
direccionando la regulacion de (p)ppGpp y de esta manera pueda regular
positivamente a P9, y negativamente a P8 y P9 cuando estan juntos en la fusion
pleuOP9P8.
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Figura 23. Actividad de B-galactosidasa de la fusién transcripcional pleuOP9-lacZ en Salmonella
Typhi IMSS 1 en diferentes fondos genéticos. Se observan las actividades en medio minimo M9, en fases
de crecimiento exponencial (D. 0s9s= 0.6), fase estacionaria temprana (D. Osqs= 1) y fase estacionaria tardia
(24h). Actividad media de tres experimentos independientes (*Dato significativamente diferente a la cepa
WT).

8.3 Efecto de la sobre-expresion de RelA en la expresion de las fusiones
pleuOP9P8 y pleuOP9.

Los resultados anteriores, mostraron la regulacion de (p)ppGpp en P8 y P9 en un
estado estable sin estrés, al quitar los niveles basales de la alarmona mediante
mutantes en las enzimas que lo biosintetizan, y asi comparar su efecto en la
expresion de cada una de las fusiones. Esto nos llevo a pensar que posiblemente,
si se simulara un pulso del (p)ppGpp, es decir, un estado semejante al ocasionado
en la respuesta estricta (Schreiber et al., 1991), mediante la sobre-induccién de la
enzima RelA, esta estrategia permitiria potenciar el efecto de regulacion positiva
sobre P9 y negativa en P8 y P9. Ademas, se ha visto que leuO responde a un pulso
de (p)ppGpp a los cinco minutos después de la induccién en E. coli (Sanchez-
Vazquez et al., 2019).

Para evaluar el efecto de la sobre-produccion de (p)ppGpp en la expresion
mediada por los promotores P8 y P9, se indujo la respuesta estricta con la sobre-
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expresion de la sintasa mutante de (p)ppGpp, RelA’ (RelA activa codificada en el
plasmido pFC13 inducible con arabinosa). Esta variante de RelA es mas corta que
la proteina silvestre (743 aa) y tiene ausente un dominio que interacciona con el
ribosoma; esto promueve la sobre-produccion de (p)ppGpp sin retroalimentacion del
ribosoma con el ARNt descargado. La proteina RelA truncada (RelA33?) codificada
en el plasmido inducible pFC14 es inactiva, esta variante se ha utilizado como un
control negativo de los efectos causados por la sobre-produccion de (p)ppGpp (Svitil
et al., 1993).

Las dos versiones trucadas de la proteina RelA, RelA*®y RelA33!, fueron
obtenidas de los plasmidos pALS13 y pALS14 respectivamente (Figura 24). Estos
plasmidos permiten la sobre-expresion mediada por IPTG de las variantes de la
proteina RelA (Schreiber et al., 1991). Sin embargo, estos plasmidos inducibles no
pudieron emplearse en nuestro estudio, debido a que poseen el mismo origen de
replicacion y el mismo gen de resistencia a antibiéticos que los plasmidos de las
fusiones pleuOP9 y pleuOP9P8. Por ello, se construyeron los plasmidos pFC13 y

pFC14 compatibles con las fusiones.

1 181 ard 404 505 594 863 744

Silvestre
pasa [
1 181 ar2 404 465
Activa
PALS14 o
Inactiva

Figura 24. Distintas formas truncadas de la enzima RelA codificadas en los plasmidos
pPALS. Se ilustran los dominios que contienen: HYD (hidrolasa), SYN (sintetasa), TGS (ThrRS,
GTPasa, SpoT), ZFD (dedos de Zinc), RRM (Motivo de reconocimiento del ARN). La construccion
de pALS10 expresa a RelA silvestre (de 744 aa), la construccion pALS13 expresan la enzima
con 455 aa pero aun activa, mientras que la construccion pALS14 expresa una enzima con solo
331 aa la cual es inactiva. (Modificado de Brown et al., 2016; Svitil et al., 1993).
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Una forma de evaluar la respuesta estricta en bacterias, ademas de medir el
contenido de (p)ppGpp, es mediante la disminucién de la tasa de crecimiento, al
aumentar la concentracion intracelular de esta alarmona. Por esta razon, en primer
lugar se evalud el sistema con los plasmidos pFC13 y pFC14 en E. coli, mediante
cinéticas de crecimiento induciendo al promotor pBAD a D. 0595 = 0.2 con 400 uM
de arabinosa en medio MN y LB (Figura 25a).

Como ya se habia documentado (Schreiber et al.,, 1991), la cepa con el
plasmido pFC13 que sobre-produce a la enzima RelA activa en presencia de
arabinosa, presento dificultad para dividirse 1.5 horas después de la induccion. Esto
no se observo en la cepa con el plasmido pFC13 sin inducir, ni en las dos cepas con
el plasmido pFC14 que sobre-produce a la enzima RelA inactiva. Enseguida, se
procedié a transformar S. Typhi IMSS 1 WT (pleuOP9 y pleuOP9P8) con los
plasmidos pFC13 y pFC14, y se realizaron curvas de crecimiento con arabinosa

para verificar que este mismo arresto del crecimiento ocurria en S. Typhi.
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Figura 25. Caracterizacion del sistema RelA’. a) Curvas de crecimiento del sistema RelA’ en E. coli con los
plasmidos pFC13 en medio LB y MN, induccién D.Osgs= 0.2 con 400 uM de arabinosa. b) Curvas de crecimiento del
sistema RelA’ en S. Typhi IMSS 1 pleuOP9 y pleuOP9P8 con los plasmidos pFC13 y pFC14 en medio LB, induccién
D.Osg5= 0.2 con 400 uM de arabinosa. c) Curvas de crecimiento del sistema RelA’ en S. Typhi IMSS 1 pleuOP9 y
pleuOP9P8 con los plasmidos pFC13 y pFC14 en medio MN, induccion D.Osgs= 0.2 con 800 yM de arabinosa. d)
Curvas de crecimiento del sistema RelA’ en S. Typhi IMSS 1 pleuOP9 y pleuOP9P8 con los pldsmidos pFC13 y
pFC14 en medio LB, induccién D.Osgs= 0.2 con 800 uM de arabinosa. Las flechas indican el t=0 (momento de la
induccion).
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Para caracterizar este sistema en Typhi, se usaron dos medios de cultivo: MN y LB;
dos concentraciones de arabinosa, 400 y 800 uM; y la densidad oOptica (a 595 nm)
de induccion fue de 0.2 (Figura 25b, c, d).

La induccion se llevo a cabo en dos medios de cultivo debido a que en nuestro
modelo se utiliza el medio rico MN, ademas en varios estudios el medio LB es util
en los sistemas de induccion del promotor pBAD de arabinosa (Brown et al., 2002;
Hong et al., 2014; Széliova et al., 2016). El sistema en S. Typhi IMSS 1 WT con las
dos fusiones pleuOP9 y pleuOP9P8, se indujo de manera eficiente en el medio LB,
y con mayor dificultad tanto para crecer como para inducirse en medio MN (Figura
25c).

En ambos medios de cultivo, la cepa con el plasmido pFC13 inducido con
arabinosa que expresa la enzima RelA activa, disminuy0 su tasa de crecimiento con
respecto a la cepa con el plasmido pFC13 si inducir y las dos cepas control con los
plasmidos pFC14. No obstante, se observo que en medio LB el sistema se indujo
mejor. Una explicacion del por qué esta diferencia en el crecimiento, podria ser la
carga metabdlica que presenta la cepa al contener los dos plasmidos, ademas de
gue el medio de cultivo MN es mas rico en nutrientes que el medio LB. Es posible
que el glicerol en el medio MN, afecte la expresion mediada por el promotor pBAD
de manera similar a la regulaciéon que ejerce la glucosa. Esta fuente de carbono
promueve la reduccioén de los niveles de AMP ciclico, impidiendo la expresién de un
catabolito importante para la activacion del promotor de pBAD (Miyada et al., 1984).
Sin embargo, en E. coli un estudio previo no observé diferencia en la induccién
cuando la cepa crece en un medio con o sin glicerol (Guzman et al., 1995).

En un principio se decidio trabajar con la D. Og4s = 0.4, ya que en el laboratorio
ya se habia utilizado esta densidad en la induccion en Typhi con IPTG. Sin embargo,
la D.0s95 = 0.2 no presentd diferencias en cuanto al comportamiento en el
crecimiento, (datos no mostrados) y se decidio trabajar con esa densidad Optica ya
documentada (Burgos H et al., 2017), en donde se asegura un crecimiento rapido y
sin estrés, siendo el mejor momento para realizar la induccion y detener el

metabolismo de la bacteria.
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Debido a que los sistemas de transporte de arabinosa son mas eficientes en E. coli

que en S. Typhi, se decidi6é inducir a las células con 400 y 800 uM de arabinosa.
Nuestros resultados no revelaron diferencias en induccion en presencia de estas
dos concentraciones de arabinosa (Figura 25b y d). Por tanto, dado que el
comportamiento de induccion fue el mismo en las dos concentraciones de inductor,
se opto por trabajar con la concentracién mas baja de arabinosa (400 uM), en medio
LB cuando la densidad Optica (a 595 nm) llegara a 0.2. Se usé el medio rico LB
porque en este medio no se observdO mucha variacidon en la expresion de las
fusiones pleuOP9 y pleuOP9P8 entre experimentos, comparados con los resultados
obtenidos en el medio MN (datos no mostrados).

Una vez caracterizado el sistema, se tomaron muestras de los cultivos de
ambas fusiones pleuOP9 y pleuOP9P8 de S. Typhi IMSS 1 al tiempo O (antes de la
induccion), y a los minutos 5, 10, 20, y 60 después de la induccion con arabinosa,
en las fusiones con los plasmidos pFC13 con y sin arabinosa; y los plasmidos control
pFC14. Ademas se siguio la curva de crecimiento y posteriormente, se midi6 la
cantidad de proteina y la actividad de B-galactosidasa.

En ausencia de (p)ppGpp (ArelA AspoT) se promueve la expresion mediada
por los promotores P8 y P9 de la fusion pleuOP9P8, lo cual sugiere que la alarmona
juega un papel negativo en la regulacién de esta region. Por el contrario, cuando se
analizo la expresion aislada del promotor P9 en la fusién pleuOP9, se observé que
la alarmona juega un papel positivo. Para analizar si estos efectos se mantenian e
incluso, eran mas significativos en condiciones en las que se aumentaran
artificialmente los niveles de (p)ppGpp, analizamos la expresién de las fusiones
pleuOP9P8 y pleuOP9 en presencia del plasmido pFC13.

Nuestros resultados revelaron que la induccién de la sobre-produccion de
(p)ppGpp no tiene efecto en la expresion de estas fusiones transcripcionales
(Figura 26ay b). Esto sugiere que la actividad de los promotores en estas fusiones
transcripcionales responde a niveles bajos de (p)ppGpp pero no a niveles altos de
la alarmona.

Para evaluar si habia alguna regulacion indirecta de pleuOP9P8 y pleuOP9

ocasionada por la sobreproduccion de (p)ppGpp a tiempos mas largos, se midio la
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actividad de B-galactosidasa a los 120 y 180 minutos después de la induccion
(Figura 26¢c y d). Los resultados obtenidos fueron similares a los reportados en
tiempos cortos. La expresion de las fusiones disminuy6 al menos a la mitad en los
tiempos largos (120 y 180 minutos), con respecto a la expresion inicial al tiempo 0
en los tiempos. Esto podria deberse a un efecto del crecimiento o la densidad
celular.

Dado que la fusion pleuOP9 que contiene a P9 es modestamente reprimida
por Lrp; y ademas las dos fusiones se encuentran en una region que esta sometida
a una mayor represion por H-NS y Lrp (Sanchez-Popoca, 2019), podria ser
necesario un paso previo de desrepresion para que (p)ppGpp ejerciera su efecto.
Por ello se utilizaron las fusiones de S. Typhi pleuOP9 y pleuOP9P8 en el fondo
mutante Ahns Alrp con los pldsmidos pFC13 y pFC14, sin embargo, tampoco se
encontré una diferencia significativa en las actividades antes y después de la

induccion (so6lo se muestra la fusion pleuOP9) (Figura 26e).
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Figura 26. Actividad de B-galactosidasa de las fusiones pleuOP9P8-lacZ y pleuOP9-lacZ en Salmonella
Typhi IMSS 1 WT con los plasmidos pFC13 y pFC14 en el ensayo de induccién de la respuesta estricta
(sistema RelA’). a) Actividad de la fusién pleuOP9P8-lacZ en Salmonella Typhi IMSS 1 WT bajo la induccién de
la respuesta estricta al tiempo 0 y a los 5, 10, 20 y 60 minutos después de la induccién con arabinosa en los
plasmidos pFC13 y pFC14. b) Actividad de la fusién pleuOP9-lacZ en Salmonella Typhi IMSS 1 WT bajo la
induccion de la respuesta estricta al tiempo Oy a los 5, 10, 20 y 60 minutos después de la induccién con arabinosa
en los plasmidos pFC13 y pFC14. c) Actividad de la fusidn pleuOP9P8-lacZ en Salmonella Typhi IMSS 1 WT bajo
la induccion de la respuesta estricta al tiempo 0 y a los 60, 120 y 180 minutos después de la inducciéon con
arabinosa en los plasmidos pFC13 y pFC14. d) Actividad de la fusion pleuOP9-lacZ en Salmonella Typhi IMSS 1
WT bajo la induccion de la respuesta estricta al tiempo 0 y a los 60, 120 y 180 minutos después de la induccion
con arabinosa en los plasmidos pFC13 y pFC14. e) Actividad de la fusion pleuOP9-lacZ en Salmonella Typhi IMSS

1 Ahns Alrp bajo la induccion de la respuesta estricta al tiempo 0y a los 5, 10, 20 y 60 minutos despygs de la

induccién con arabinosa en los plasmidos pFC13 y pFC14. Actividad media de tres experimentos independientes
(*Dato sianificativamente diferente a la cepa sin inducir T=0).



Una explicacion del por qué no ocurrié un cambio en la actividad de B-galactosidasa
de las fusiones pleuOP9 y pleuOP9P8, con los plasmidos inducidos con arabinosa
que contenian la enzima RelA activa, podria ser la falta de sintesis de (p)ppGpp. No
obstante, observamos la disminucion del crecimiento en las cepas inducidas con
esos plasmidos.

Para corroborar que hubiera produccion de la alarmona, se transformaron las
cepas mutantes ArelA AspoT con los plasmidos pFC13 y pFC14, y se indujo la
expresion de relA en la cepa doble mutante con el plasmido pFC13 con diferentes
concentraciones de arabinosa (Figura 27). Pudo observarse que la induccion de la
expresion de relA en la cepa mutante ArelA AspoT, promueve una disminucion en
el crecimiento a partir de una concentracion de 25 yM de arabinosa; esta
disminucién es mayor a concentraciones de inductor de 100 y 400 uM (cantidad
utilizada en este trabajo). Esto sugiere fuertemente que la induccion del gen relA
codificado en el plasmido pFC13 promueve la produccién de (p)ppGpp, Yy que los
niveles de alarmona que se obtienen después de la induccion con al menos 100 uM
de arabinosa, son suficientes para detener por completo el crecimiento de la cepa
ArelA AspoT, que no posee un sistema de degradacion (SpoT); fenotipo que ya ha

sido anteriormente documentado en una cepa relA* (Xiao et al., 1991).

D. Osgs

Tiempo (h)
& 0uM —®-25um —®-50puM €100 pM —®—400 pM

Figura 27. Curva de crecimiento de S. Typhi ArelA AspoT con el sistema RelA’. Induccion
con el plasmido pFC13 en medio LB a D.O= 0.2 con 0, 25, 50, 100 y 400 yM de arabinosa. La
fecha indica el T=0 (momento de la induccion).
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Teniendo conocimiento de que posiblemente P8 y P9 no responden a un pulso de
(p)ppGpp, sino a niveles basales de la alarmona, se procedié a evaluar el
restablecimiento del perfil silvestre de expresion de las fusiones pleuOP9 y
pleuOP9P8 en la cepa ArelA AspoT en respuesta a la sobre-produccion (p)ppGpp.
Es decir, se esperaba una complementacion en trans por la sobre-expresion del gen
relA. Sin embargo, no observamos complementacion en la expresion de ninguna de
las dos fusiones, a ninguno de los tiempos después de la induccion (5, 30, 60 min).
Ademas, las cepas con el plasmido control pFC14 (RelA inactiva) mostraron un
decremento drastico en la expresion de las fusiones tanto en presencia como en
ausencia del inductor arabinosa (Anexo 13.1). Después de transformar las cepas
ArelA AspoT/pleuOP9 y ArelA AspoT/pleuOP9P8 con los plasmidos pFC13y pFC14,
las colonias mostraban un fenotipo de coloracion azul en presencia del sustrato de
la B-Galactosidasa (X-gal). Sin embargo, la coloracién se perdia en incubaciones
prolongadas y al resembrar los cultivos se observaron fenotipos heterogéneos, lo
cual indicaba que parte de la poblacion habia perdido la capacidad de degradar X-
gal. Ademas, las curvas de crecimiento no se comportaron como en la cepa ArelA
AspoT sin plasmidos, descrita anteriormente a la concentracién de 400 uM (Anexo
13.1). Esto sugiere que hay una alta frecuencia de aparicion de mutaciones
supresoras en las dobles mutantes ArelA AspoT, y/o que la carga metabdlica de

mantener dos plasmidos es una fuerte seleccién negativa en la cepa ArelA AspoT.

9. DISCUSION

9.1 Efecto de H-NS y Lrp en los promotores P8y P9 del gen leuO.

El gen leuO posee un mecanismo de regulacién complejo, hasta el momento se han
caracterizado cinco promotores en sentido del gen y dos inicios de la transcripcion
en la cadena complementaria. Recientemente, por la técnica de “primer extension”,
se identificaron dos nuevos inicios de la transcripcion para P8 y P9, los cuales se
encuentran en las fusiones transcripcionales al gen reportero lacZ pleuOP9P8 y
pleuOP9 (Figura 15). Ambas fusiones muestran una actividad de 3-galactosidasa
en el fondo WT, y esta varia en los diferentes fondos genéticos, lo que indica la
presencia de inicios de transcripcion (Figura 14 y Anexo 13.1). La actividad de B-
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galactosidasa de ambas fusiones es muy similar, lo que probablemente indica que
sélo este activo uno de los promotores, y que este sea el que esté proporcionando
la mayor expresion del gen leuO, debido a que en el “primer extension”, en la fusion
pleuOP9P8 sblo se observa P8 y no ambos inicios.

En medio M9, la actividad de 3-galactosidasa fue dos veces mayor comparada
con el medio MN (Figuras 15y 17), lo que denota que LeuO se expresa mejor en
condiciones donde la bacteria se encuentra sometida a estrés, y en este caso el
medio minimo puede simular esta condicion (Fang, 2000).

De manera interesante, a las 24 horas (fase estacionaria tardia), hubo una
disminucién considerable en la actividad en ambos medios y en todos los fondos
con respecto a las otras dos fases de crecimiento (Figuras 14-17). Estos resultados
sugieren, en el caso de P8 y P9, que leuO se expresa a mayores niveles en la fases
exponencial y estacionaria temprana, y por alguna razén durante la fase
estacionaria tardia, donde existe una mayor condicién de estrés y de escases de
nutrientes, leuO se requiere en menor cantidad o que quiza, pudiera existir un factor
gue reprime aun mas su expresion, independientemente de las proteinas H-NS y
Lrp, observacion que soélo habiamos reportado en medio M9 en otras fusiones
transcripcionales.

En la region reguladora completa de leuO de S. Typhi, denominada pleuO684,
se ha determinado que H-NS y Lrp reprimen la expresion del gen leuO (Sanchez-
Popoca, 2015), y a través de fusiones mas cortas, se ha demostrado el importante
papel que juegan estos dos reguladores globales para reprimir su expresion.

En nuestro estudio, se analizd el efecto de estos dos reguladores en las
fusiones transcripcionales pleuOP9P8 y pleuOP9. Anteriormente, se habia
observado que estas fusiones tienen una zona rica en AT, la cual es un sitio de alta
afinidad para H-NS. Asimismo, la fusion pleuOP9P8 tiene 35 pares de bases del
sitio de nucleacién de 72 pb de esta proteina, reportado anteriormente en S.
Typhimurium (Chen et al., 2005); ademas de regiones de union de H-NS y Lrp,
reportadas in silico (Figura 26). Los datos obtenidos sugieren que en la fusion
pleuOP9P8, tanto H-NS como Lrp actian conjuntamente para reprimir a P8 y P9

(Figura 15), y que ademas, su actuacion conjunta en este caso es indispensable,
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tal y como se ha mostrado en la represion de la transcripcion del promotor ribosomal
rrnBP1 de E. coli, en donde la interaccion de H-NS con el ADN, altera su estructura
y favorece la afinidad de Lrp hacia este (Pul et al., 2007). Por otro lado, los
experimentos de interaccion ADN-proteina (EMSA) por Sanchez-Popoca en 2015,
demostraron que Lrp se une a un fragmento de 150 pb, que se encuentra dentro de
la fusion pleuOP9 (promotor 9), la cual muestra una fuerte represion por la proteina
Lrp. La diferencia en la preferente regulacion de la fusion pleuOP9P8 por H-NS y
Lrp, y la fusion pleuOP9 solamente por Lrp, nos hace pensar que posiblemente al
estar tanto P8 como P9 en la fusion pleuOP9P8, debe ejercerse una mayor
represion, y por lo tanto seria necesaria la participacion de las dos proteinas para

regular esta region.

9.2 Efecto del (p)ppGpp en los promotores P8 y P9 del gen leuO.

Se ha demostrado que los promotores del gen leuO tienen una regulacién diferencial
por (p)ppGpp (Sanchez-Popoca, 2015). Nuestros resultados sugieren que en la
fusion pleuOP9P8, P8 y P9 son reprimidos por (p)ppGpp pero no por via Lrp (Figura
20). En la fusion pleuOP9, sucede lo opuesto, P9 es activado por (p)ppGpp (Figura
22). Cabe sefialar que en esta fusion existe represion por Lrp, y aunque se observo
por la mutante en Alrp ArelA que el efecto de (p)ppGpp no podria ser via Lrp, habria
que descartar si en una mutante ArelA AspoT Alrp, el nivel de Lrp aportado por SpoT
seria importante en la regulacién de P9. Esto podria ser posible, debido a que
mientras la mutacion sencilla en ArelA parece no afectar suficiente la expresion de
los promotores, quitar SpoT mostraria el efecto real de la alarmona, como se
muestra en la mutante ArelA AspoT en nuestros experimentos.

Este hecho ya ha sido demostrado por Pizarro-Cerda y Tedin en 2004, en
donde observaron que los efectos de una mutante sencilla en ArelA y la mutante
ArelA AspoT eran distintos, siendo SpoT importante para determinar el mecanismo
de invasion y proliferacion celular.

Por otro lado, parece interesante que el (p)ppGpp regule positivamente a P9,
sin embargo, cuando se encuentra junto a P8, la regulacion es negativa. Una

posibilidad es que la presencia de P8 esté redireccionando la regulacion del
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(P)ppGpp en ese estado basal, ya que esta alarmona es la responsable de
desestabilizar el complejo abierto de la RNAP de todos los promotores censados
(Barker et al., 2001a). De este manera, el tiempo de vida media del complejo abierto
de P9, seria tan alto como los promotores de biosintesis de aminoacidos que son
activados en la respuesta estricta, impidiendo al (p)ppGpp desestabilizar la
transcripcion, y por otro lado el tiempo de vida de P8 podria ser tan corto como los
promotores ribosomales inhibidos por (p)ppGpp, el cual ejerce un fuerte efecto
represor de su transcripcion (Barker et al., 2001a; Barker et al., 2001b). De esta
forma, al estar juntos y como se ha postulado en el modelo pasivo (Zhou & Jin,
1998; Barker & Gourse, 2001), ambos promotores podrian competir por las
polimerasas reguladas por la alarmona, y esto podria impedir la activacion de P9 a
pesar de ser insensible a la disminucién del tiempo de vida media de su complejo
abierto, inactivando a ambos promotores a bajos niveles de (p)ppGpp.

Como ya se ha observado, los niveles de SpoT aportan el (p)ppGpp suficiente
para observar su efecto completo en la doble mutante ArelA AspoT en la regulacion
de P8y P9, lo cual nos da el indicio de que, en un mecanismo directo de regulacién,
éste activa a P9 al estar solo y reprime a P8 y P9 cuando estan juntos. Sin embargo,
no se descarta la posibilidad de que (p)ppGpp pueda actuar de forma indirecta, ya
que se ha visto que este es un regulador global el cual ocasiona un impacto
pleiotrépico, y podria asi tener efecto en otras proteinas que a su vez regulen a los
promotores de leuO (Durfee et al., 2008; Traxler et al., 2008; Dalebroux et al., 2010).
Por otro lado, estas fusiones transcripcionales son largas, y no podemos descartar
que el efecto de (p)ppGpp sea a través de otros reguladores que pudieran unirse al
ADN, y no solamente por la union de la alarmona a la RNAP. Si fuera asi, para
activar a P9, (p)ppGpp podria activar a un activador o reprimir a un represor, y por
otra parte, para reprimir a P8 y P9 al estar juntos, (p)ppGpp podria reprimir a un
activador o activar a un represor (Figura 28).
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Figura 28. Dos modelos de regulacién de los promotores P8 y P9 a través de (p)ppGpp.
(P)ppGpp podria tener un efecto directo en la transcripcion, donde interacciona con la polimerasa
y favorece o desfavorece la expresion en estos promotores. a) De manera indirecta (p)ppGpp
podria estar activando a un activador del promotor 9 o podria reprimir la expresion de un represor.
b) Para el promotor 8(9), (p)ppGpp podria estar modulando positivamente a un represor o
controlando negativamente la expresion de un activador.

Estos resultados sugieren que la regulacién por (p)ppGpp puede ser diferencial,
dependiendo si los promotores se encuentran juntos o separados uno de otro; sin
embargo, esto s6lo podriamos descartarlo al mutar las cajas de algunos de los
promotores, y asi discriminar si la actividad de uno pueda estar dada por influencia
del otro. Ademas, se podrian hacer fusiones mas cortas para descartar efectos

indirectos de la alarmona

9.3 Efecto del (p)ppGpp en un pulso por la sobre-induccién de la proteina
RelA.

Al simular un pulso del (p)ppGpp, es decir, un estado semejante al ocasionado en
la respuesta estricta (Schreiber et al.,, 1991), mediante la sobre-induccion de la
enzima RelA, nos planteamos la hipotesis de que esta estrategia permitiria potenciar
el efecto de regulacion positiva sobre P9 y negativa en P8 y P9. Sin embargo, el
pulso no afectd la expresion de las dos fusiones a tiempos cortos, ni a tiempos largos

(Figura 26a, b, c y d). Por otro lado, al dar el pulso en cepas mutantes en H-NS y
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Lrp con las fusiones que, como se ha visto, son proteinas represoras que pudieran
posicionarse en el ADN, y obstruir el efecto de la alarmona sobre la RNAP, tampoco
se observdé una diferencia (Figura 26e). En nuestros resultados, pudimos
comprobar que este efecto no se debe a la falta de sintesis de la alarmona dado
que si se produjo el suficiente (p)ppGpp para inducir la respuesta estricta. Sin
embargo, no descartamos la posibilidad de cuantificar directamente el (p)ppGpp
mediante cromatografia en capa fina, para evidenciar su presencia al inducirlo, o
mediante controles que sean regulados por esta alarmona; como es el promotor de
iraP en E. coli, responsable de la sintesis de un anti adaptador, proteina necesaria
para la estabilizacion del factor sigma (Bougdor & Gottesman, 2007; Ross et al.,
2016), y asi evaluar su respuesta a un pulso en nuestro sistema.

Nuestros resultados demuestran que P8 y P9 no responden a un pulso de
(p)ppGpp, pero se requiere una produccion limitada de la alarmona para ver su
efecto en regulacién (estado estable).

Este hecho ya se ha visto al inducir la respuesta estricta, en un estudio en
donde se utilizaron RNAPs mutadas en los dos sitios de union del (p)ppGpp a la
RNAP, lo cual permitiria distinguir los efectos directos de la alarmona en la
polimerasa de los indirectos, mediante su unién a otros blancos (Sanchez-Vazquez
et al., 2019). En este estudio para diversos genes, la mutacion de estos sitios en un
estado estable (tiempo 0, antes de la sobre-induccion de RelA), mostré un nivel de
expresion diferente y opuesto, a los 5y a los 10 minutos de inducirse la respuesta
estricta (después del pulso), lo cual habla de que existen genes que se expresan de
manera distinta en un estado estable y en un pulso de (p)ppGpp. Tal es el caso de
genes como ompF y IrhA, que muestran disminucion en la expresion durante el
estado estable, mientras que en un pulso no hay un cambio significativo en su
expresion (Sanchez-Vazquez, 2019).

Este fendmeno, posiblemente es debido a que hay dos sitios de interaccion del
(p)pPGpp con la RNAP; el primero entre las subunidades B’ y w, el cual no requiere
de la participacion del factor DksA, y el segundo en la interface entre ' y DksA
(Mechold et al., 2013; Ross et al., 2013; Ross et al., 2016). Mientras que se ha

postulado que el primer sitio es el de mayor afinidad para el (p)ppGpp, el segundo
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sitio es el de menor afinidad, ya que se requiere el doble de cantidad de moléculas
de (p)ppGpp, para causar efectos en la inhibicién del promotor ribosomal rrnBP1,
gue se sabe responde a la respuesta estricta. Asimismo, se le ha atribuido ser el
sitio en el que mayores efectos aporta la alarmona (Ross et al., 2016).

Esta caracteristica podria ser importante, ya que al haber dos sitios para
(p)ppGpp con diferentes afinidades, se ampliaria el rango dinamico para la
respuesta estricta en diferentes condiciones de crecimiento. Nuestros datos
predicen que el sitio 1 seria responsable de los efectos al inicio de la transcripcion,
ya sea desestabilizando el complejo abierto e inactivando la transcripciéon de un
promotor o promoviendo su transcripcién, cuando las concentraciones de (p)ppGpp
son bajas, es decir, durante el crecimiento en medio rico o temprano en una
respuesta estricta basal.

Sin embargo, cuando las concentraciones de (p)ppGpp son lo suficientemente
altas, como para llenar ambos sitios, (respuesta estricta, simulacién de un pulso) la
presencia de la proteina DksA favoreceria cambios conformacionales de la RNAP,
afectando las interacciones RNAP-promotor (Ross et al., 2016), inhibiendo el efecto
de la alarmona sobre sus blancos (Ross et al., 2013; Ross et al., 2016).

Aunque la mayoria de los promotores que estan regulados por (p)ppGpp
también responden a DksA, un estudio ya ha demostrado que DksA y (p)ppGpp,
incluso, pueden regular genes de manera diferencial (Aberg et al., 2009). En este
estudio se ha encontrado, mediante prote6mica, que mientras algunos genes son
regulados negativamente por (p)ppGpp y DksA, otros son regulados positivamente
soOlo por DksA, sin ser necesaria la participacion de (p)ppGpp.

Esto ya ha sido visualizado en estudios in vivo con los genes argX y fimB (Aberg et
al., 2009; Lyzen et al., 2016), donde se ha propuesto un mecanismo alterno de
regulacién por la alarmona, en el cual DksA puede unirse primero al canal
secundario de la RNAP, en condiciones de bajo (p)ppGpp (Paul et al., 2004,
Pederina et al., 2004), dandole una conformacion a la RNAP para activar o reprimir
la transcripcion. Posteriormente, al generarse la repuesta estricta, se uniria el
(p)ppGpp, alterando el estado conformacional de la molécula y modulando

nuevamente la actividad de la enzima por el promotor (Ross et al., 2016).
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Dado que (p)ppGpp Yy DksA no son factores que se unen directamente al ADN sino
que se unen a las subunidades de la RNAP, ha sido dificil determinar bajo qué
criterios llevan a cabo la regulacién de sus genes blanco (Sanchez-Vazquez, 2019).
Se ha propuesto que se unen a todos los complejos promotores del mismo modo,
pero las secuencias de ADN del promotor podrian ser determinantes para el
resultado de la transcripcion (Gourse et al., 2018).

Andlisis de secuencias de genes ribosomales y de biosintesis de aminoacidos
gue se sabe, son sensibles a la modulacion por (p)ppGpp, han descrito regiones
importantes en el ADN. Una de ellas es la region discriminadora, la cual se
encuentra entre el elemento -10 y el sitio de inicio de la transcripcion, la cual se ha
observado aumenta la cantidad de GC, en los genes que son regulados
negativamente, y un mayor contenido de AT para los genes que son regulados de
manera positiva (Travers, 1984; Travers 1980; Riggs et al., 1986). Sin embargo,
analisis de todo el genoma de los promotores de E. coli que respondieron a
(P)ppGpp, sugieren que no hay una sola secuencia consenso, ya sea positiva o
negativa, que correlacione con la regulacion ppGpp/DksA (Gourse et al., 2018).

En nuestro trabajo, se compararon los consensos de las secuencias
promotoras de los inicios de trascripcién P8 y P9, con los consensos analizados que
provienen de un estudio transcriptémico en E. coli. Este estudio demostrd, que 1200
genes respondieron tanto de manera positiva 0 negativa a (p)ppGpp después de
diez minutos de haber sobre-expresado la alarmona; y dentro de estos genes se
detectd que leuO aumento 2.5 veces su expresion (Sanchez-Vazquez et al., 2019).
Sin embargo, el andlisis no revel6 un patron similar, que pudiera indicar que la
regulacion de (p)ppGpp depende de alguna secuencia especifica en los promotores
8y 9 (Tabla 2).

Promotor Secuencia Estado
rrnBP1 TTCCTCTTCTCAGGCCGGAATAACTCCCTATAATGCGCCACCA Inhibido
iraP AANTATTTCCGCAAAGTATTTCCTTTGTCATAAAAATAATACTTC Activado
P8 CCTTCTITCCTTAATGGATAAGGATAAAGTTATTGATAAATTA Inhibido
P9 TTTGTTTCAAATATTTAGGCATTTTTGTTTGCAAATTGGTTA Activado

-35 -10 +1

Tabla 2. Andlisis de las secuencias consenso de los genes regulados por (p)ppGpp y de los promotores P8
y P9 del gen leuO. Se muestran las secuencias promotoras de P8 y P9 el gen leuO con sus secuencias consenso
(-10y -35), su inicio de transcripcion (rojo) y el tipo de regulacién por (p)ppGpp que se obtuvo de las construcciones
transcripcionales fusionadas a lacZ, asi como los promotores control rrnB (inhibido por (p)ppGpp) y el promotor de
iraP (activado por (p)ppGpp).



En este trabajo, se caracterizd parte de la regulacion de los promotores 8 y 9, en
donde se intentd esclarecer su regulacion con las proteinas H-NS, Lrp y la alarmona
(p)pPGpp, esta ultima fue analizada en un estado estable es decir, sin condiciones
de estrés o sin cambios nutricionales, y en un pulso de (p)ppGpp, el cual simula la
respuesta estricta y hasta ahora se propone un modelo general la regulacion por H-
NS, Lrp y (p)ppGpp y un modelo alterno de regulacién por (p)ppGpp, en los
promotores 8 y 9 del gen leuO.

P8 y P9 se encuentran normalmente reprimidos por H-NS y Lrp, habiendo un
efecto represor mayor hacia P9 por parte de Lrp y, en ambos promotores tanto de
H-NS como de Lrp. Posteriormente, y como ha sido previamente descrito (Sanchez-
Popoca, 2019), es necesario un primer paso de desrepresion, en donde un factor
sea capaz de reacomodar o desplazar los represores, de tal manera que la
polimerasa tenga acceso a la transcripcion, y potencialmente su actividad sea
modulada con (p)ppGpp en funcion de su concentracion. Durante el estado estable
se ocuparia el sitio 1 el cual se llenaria respondiendo a bajos niveles de la alarmona.
Al estar ambos promotores juntos, estos podrian competir por la RNAP vy
posiblemente el (p)ppGpp, no podria ejercer su efecto, es decir, disminuiria la tasa
de transcripcion y la regulacion seria negativa. Sin embargo, cuando se aisla sélo
al promotor 9 en el mismo estado estable la regulacion cambia, siendo (p)ppGpp un
activador. Posteriormente, al aumentar los niveles de la alarmona durante la
respuesta estricta, se llenarian tanto el sitio 1 como el sitio 2, y al estar saturados,
la presencia del factor DksA podria alterar el estado conformacional de la RNAP,
inhibiendo los efectos del (p)ppGpp sobre los promotores del gen leuO (Figura 29).

Un modelo alterno de regulacién durante el estado estable, seria sobre P9
regulado positivamente, en el cual DksA (al mantener su concentracion constante)
(Paul et al., 2004) se uniria al sitio 2, sin ser necesaria la presencia de (p)ppGpp, el
cual se encontraria en bajos niveles, favoreciendo la transcripcion. Sin embargo, al
aumentar los niveles de (p)ppGpp, este se uniria y se llenarian ambos sitios
ejerciendo el efecto opuesto en la transcripcion junto con DksA, ya que se ha
observado que los efectos de (p)ppGpp in vivo, requieren del factor DksA (Lyzen et
al., 2016) (Figura 30).
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Futuros estudios de mutantes en DksA, asi como mutantes en los sitios de union
de (p)ppGpp a la RNAP, ayudarian a detallar el mecanismo de regulacion para cada
promotor de leuO, asi como para observar si el efecto sobre estos promotores es

directo, o se lleva a cabo a través de otro factor.

ar» 0
{plepGpp - @

N o
a) —-a&.. - - l‘T JEg)  Represion

P9 * = & P

b) M- Desrepresion
i E Z E
<) pleuOP9P8 :m: 1 4 172 - ‘

G P9 P Estado estable (p)ppGpp
pleuopg L__-

d) ) \ Ry P9 oa P8 'p) o
D m Sin efecto { p 'k Sin efecto a
R - i RN - Pulso (p)ppGpp

Figura 29. Modelo de regulacion de los promotores P8y P9 por H-NS, Lrp y (p)ppGpp. &) En condiciones
estandar de laboratorio, los promotores P8 y P9 del gen leuO estan reprimidos por H-NS y Lrp. b)
Posteriormente una sefial desconocida desencadena la desrepresion por H-NS y Lrp, permitiendo la
transcripcion por la RNAP a través de (p)ppGpp. ¢) Durante el estado estable sin estrés, la alarmona (p)ppGpp
puede aprovechar la desrepresion de esta zona y asi modular a ambos promotores: de manera positiva al
promotor 9, y negativa a los promotores 8 y 9, uniéndose al sitio 1 de menor afinidad. d) Durante la respuesta
estricta, la cantidad de la alarmona aumentaria, llenando los dos sitios de interaccion con la RNAP. Estos
promotores por si solos no responden a un pulso de (p)ppGpp, Yy por lo tanto aunque esta zona ya esté
desreprimida por reguladores negativos, los efectos de la alarmona no son visibles a altas concentraciones.
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Figura 30. Modelo alterno de regulacion de (p)ppGpp sobre el promotor 9. Después de la desrepresion
por H-NS y Lrp durante el estado estable y bajo concentraciones bajas de (p)ppGpp, el factor DksSA se une
al promotor 9 en el sitio 2 de la RNAP y activa su transcripcion. Sin embargo, durante la respuesta estricta,
la cantidad del (p)ppGpp aumenta, llenado los dos sitios de interaccion con la RNAP, alterando la interaccion
RNAP-promotor, e inactivando su transcripcion.



9.4 Los contrastes y las sutilezas de LeuO

LeuO es un regulador positivo y negativo de diversos procesos biolégicos con un
papel fundamental en la vida libre, asi como en la patogénesis de diversos
microorganismos. Una de las preguntas mas importantes que ha surgido del estudio
de LeuO es ¢como el mismo regulador permite la adaptacion en respuesta a una
variedad de estimulos en diferentes bacterias?

En S. Typhi hemos encontrado nueve inicios de la transcripcion en la region
reguladora de LeuO, lo cual nos ha llevado a proponer hipétesis que expliquen su
sentido biologico. ¢Por qué se ha seleccionado conservar nueve inicios de la
transcripcion para leuO en la historia evolutiva de S. Typhi? Iniciar la transcripcion
de un gen desde multiples promotores, puede proveer flexibilidad adicional en el
control de la expresion. En E. coli, se ha estimado que el 25% de las unidades de
transcripcion tienen mas de un promotor, y se ha propuesto que multiples
promotores también pueden servir como una reserva. Esto aseguraria que las
mutaciones potencialmente nocivas que eliminan la funcién de un promotor, no
conduzcan a la pérdida de la expresion del gen (Huerta et al., 2006; Jia et al., 2017).
Asimismo, se ha visto que promotores multiples ayudan a adaptar la expresion de
un gen en particular a un entorno nutricional. En estos casos, un promotor es a
menudo constitutivo, mientras que el otro es inducible. Otros ejemplos demuestran
qgue cada promotor podria aportar transcritos con diferente estabilidad, dada la
diferencia en sus secuencias lider (Schibler & Sierra, 1987).

Por otro lado, diversos estudios nos dejan claro que los niveles de LeuO
determinan el contenido del regulén; hecho que le permitiria a la bacteria controlar
las concentraciones intracelulares de LeuO, y asi regular a diferentes subgrupos de
genes blanco dependiendo de su concentracion (Dillon et al., 2012). Tal es el caso
de las porinas OmpS1y OmpS2, que al igual que leuO son quiescentes, las cuales
se ha propuesto, necesitan dosis opuestas de este regulador para activar su
expresion (De la Cruz et al., 2007).

Otras interrogantes son: ¢Cudl es la contribucién de los nueve inicios de

transcripcion para controlar la dosis de LeuO en respuesta a diferentes sefales?
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¢, Como se regula o coordina, 0 ambos el inicio de transcripcion desde cada promotor
para modular la dosis de LeuO?

Hasta el momento nuestros datos sugieren que los promotores P1 y P3 de
LeuO, podrian aportar mayor cantidad de transcrito que los otros promotores; y que
estos ultimos podrian hacerlo en menor cantidad y a diferentes niveles.

La presencia de promotores con diferente fuerza, asemeja un sistema de
modulacion fina. Esto podria lograrse con un sistema binario de encendido-
apagado, combinado con un sistema de interruptores que le ayudarian a la bacteria
a adaptarse a diferentes nichos dentro del hospedero, y asi modular los niveles de
leuO convenientemente. Probablemente, esto también le permitiria al gen ser
regulado de manera alternativa por diferentes reguladores. En Listeria
monocitogenes, un mecanismo similar ocurre con el regulador PrfA, siendo sus tres
promotores el interruptor que desencadena la transicion de un estilo de vida
saproéfito ambiental a patégeno (De las Heras et al., 2011; Gaballa et al., 2019; Kreft
et al., 2001; Scortti et al., 2007).

El entendimiento de la regulacién de LeuO, podria ser ain mas complejo si
tomamos en cuenta la posible interaccion en sus promotores ¢Podria la
transcripcion de uno de sus promotores afectar la transcripcién de los otros? Se ha
demostrado que el superenrollamiento favorece la transcripcion en relevo, entre dos
promotores adyacentes en el gen capsular kps en E. coli (Jia et al., 2017). Ademas,
hallazgos recientes concluyeron que un exceso de promotores en ciertos genes,
puede tener un efecto silenciador en la transcripcion, al proporcionar una plataforma
para la interferencia entre varias moléculas de RNAP (Bykov et al., 2020). Estudios
proximos por mutagenesis en cada promotor de leuO, nos permitirdn contestar esta
interrogante.

Otra de las interrogantes es ¢,como se regula y coordina la transcripcién de
cada promotor de LeuO? El uso de diferentes factores seria una posible estrategia.
Algunos genes de enterobacterias, utilizan un factor sigma alternativo que ayuda a
la transcripcion de un promotor diferente en la entrada de la fase estacionaria,

precisamente para regular el aporte de transcrito durante la respuesta a estrés.
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CsrA, una proteina de union a ARN, la cual controla amplia una variedad de
procesos y comportamientos celulares, y que autores remarcan de regulacion
compleja; con cinco promotores, nos muestra un mecanismo similar de regulacion
(Davalos-Garcia et al., 2001; Yakhnin et al., 2011). Curiosamente, dos de sus
promotores se encuentran tan cercanos como los promotores P5y P4 de leuO, y se
ha demostrado que compiten por la RNAP in vivo, mas no in vitro (Yakhnin et al.,
2011). La presencia de un regulador, parece ser la clave. Multiples promotores
pueden ser regulados independientemente, por diferentes activadores o represores
y, por lo tanto, pueden permitir la integracion de diferentes estimulos ambientales
¢En LeuO, qué favoreceria esa diferencia?

Nuestro grupo ha intentado explicarse, ¢por qué cada promotor de leuO es
regulado diferencialmente por la alarmona (p)ppGpp durante un estado basal?, y
¢ por qué no en respuesta a un pulso de la alarmona? como lo hemos demostrado
en este trabajo con P8 y P9. Para responder esta pregunta, seria interesante
cuantificar la concentracion intracelular de la alarmona, durante un estado estable y
durante la respuesta estricta; hipotetizando que en cada promotor el aporte de la
alarmona sea distinto. Al parecer, quiza s6lo hemos abierto una pequefia ventana
de un complejo mundo de regulacion entre LeuO y (p)ppGpp.

Lo que sabemos hasta ahora, es que los reguladores globales H-NS vy Lrp,
tienen un papel importante en la represion de leuO, y que su actuacién conjunta
parece ser indispensable para una mayor represion. Hecho que hemos observado
al hacer recortes de distintas fusiones transcripcionales, observando que cuanto
mAas corta es la region reguladora, se puede liberar ain mas la expresion en los
fondos mutantes en esas proteinas.

Esto nos hace pensar en un paso previo de desrepresion, dando pie a una
pregunta mas importante: ¢qué desencadenaria esa desrepresion? Algunas
evidencias en otras bacterias como S. Typhimurium y V. cholerae, han demostrado
que la expresion de leuO se requiere in vivo para favorecer el desarrollo de la
enfermedad en ratones (Rodriguez et al., 2006; Lawley, et al., 2006), indicando que
es probable que la sefial de desrepresion de leuO se halla dentro del intestino (Bina
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et al., 2013), o es producida por el sistema inmune del hospedero (Tenor et al.,
2004).

Estudios recientes en S. Typhimurium, demostraron que la cantidad de H-NS
disminuye 16 veces cuando estd dentro del macrofago (Choi et al., 2019). Este
mecanismo descubierto, permite que un patdogeno exprese genes de virulencia
extrafios, para adquirir la capacidad de sobrevivir dentro del macrofago durante la
infeccion. Seria interesante que leuO fuera un gen de este tipo y que, su adquisicion
fuera importante para favorecer la invasion y colonizacién, asi como contender
mejor la respuesta inmune del huésped. Ademas, el papel antagonista de LeuO
sobre H-NS como se ha postulado por varios autores, podria potenciar mejor su
expresion en estas condiciones (Chen & Wu, 2005; De la Cruz et al., 2007; Shimada
et al., 2011).

Por otro lado, al tener los mismos sitios de union que H-NS, LeuO podria estar
actuando como un regulador de respaldo para esta proteina, y por lo tanto, el papel
como activador o como represor podria darse en el contexto de la abundancia de
H-NS (Dillon et al., 2012; Espinosa & Casadesus, 2014).

Ensayos que nos permitan seguir la expresion de leuO in vivo mediante
flourescencia, ayudarian a entender el papel que desempefian LeuO y cada uno de
sus promotores durante la infeccion. No es de sorprender la complejidad de este
regulador, dada su capacidad para regular a un conjunto ecléctico de genes,
incluidos algunos importantes inmunégenos como es el caso de las porinas OmpS1
y OmpS2 (Hernandez-Lucas et al., 2008; Guadarrama et al., 2014). Esto ha abierto
la posibilidad de desarrollar vacunas para tratar la fiebre tifoidea, y quizads como
adyuvantes para otras mas (Moreno Eutimio et al., 2013).
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10. CONCLUSIONES

Los segmentos de la region 5’ reguladora del gen leuO, contenidos en las
fusiones pleuOP9P8 y pleuOP9 muestran actividad de [(-galactosidasa de
promotor en un fondo silvestre y esta varia en los diferentes fondos
genéticos.

P9 es regulado de manera negativa por Lrp cuando este se encuentra
aislado.

P8y P9 cuando se encuentran juntos, son regulados de manera negativa por
H-NS'y Lrp.

La alarmona (p)ppGpp regula positivamente a P9 y negativamente a
promotores P8 y P9.

P8 y P9 responden a niveles basales y no a un pulso de (p)ppGpp.

11. PERSPECTIVAS

Utilizar un control positivo que se ha documentado responde a un pulso de
(P)ppGpp, como es el promotor de iraP en E. coli para evaluar el sistema de
induccion de la proteina RelA.

Mutar a uno de los promotores para determinar si la actividad de uno es
influenciada por la actividad de otro.

Hacer fusiones mas cortas para observar si existe un cambio en la regulacion
en cada promotor.

Cuantificar la cantidad de (p)ppGpp mediante cromatografia en capa fina,
para medir los niveles de alarmona aportados durante el estado estable y al
simular la respuesta estricta.

Hacer mutantes en los sitios de unién del (p)ppGpp a la RNAP, y evaluar si
los efectos de cada sitio (in vivo), corresponden con los efectos observados

in vitro en este trabajo.
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RelA’).

a) Actividad de la fusion pleuOP9P8-lacZ en Salmonella Typhi IMSS 1 ArelA AspoT, bajo la induccién de

la respuesta estricta al tiempo 0 y a los 5, 20 y 60 minutos después de la induccién con arabinosa en los plasmidos
pFC13ypFC14. b) Actividad de la fusion pleuOP9-lacZ en Salmonella Typhi IMSS 1 ArelA AspoT, bajo lainduccion
de la respuesta estricta al tiempo 0 y a los 5, 20 y 60 minutos después de la inducciéon con arabinosa en los
plasmidos pFC13 y pFC14. Actividad media de tres experimentos independientes (*Dato significativamente
diferente a la cepa sin inducir T=0).
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13.2 Medios de cultivo

MN (Medio nutritivo) para 1L de medio.
Bacto caldo nutritivo (NB)

Extracto de levadura (YE)

Glicerol

K,HPO,

KH,PO,

Ensayo de “primer extension” de la
fusion lacZ transcripcional pleuOP9P8
en medio M9 D.Osgs= 0.6. Se muestra
con una flecha y en color rojo (+1) el
inicio de trascripcién sélo en el fondo
WT.

9

19

2 ml
3.75¢
1349

M9 (Medio minimo) Stock 10X para 1L de medio.

Na,HPO,
KH,PO,
NaCl
NH4CI

60 g
309

59
1049
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AjustarpH a 7.4

Componentes del medio M9 (100ml)

MgSo0, (1M)
CaCl ,(1M)

Trp (0.3mM)
Cys (0.3mM)
Glucosa (0.4%)

Medio LB (Luria Bertani) Para 1L de medio.

Triptona
NaCl

Extracto de levadura

Medio SOB Para 1L de medio.

Bacto triptona

Extracto de levadura (YE)
NaCl (5M)

KCI (1M)

MgSo0, (1M)

MgCl , (1M)

Glucosa

TSGB Para 1L de medio.
Bacto soyton

Bacto triptona

NacCl

Fosfato de potasio dibasico
Glucosa

Bacto agar

100 pl
10 pl
500 ul
500 pl
2 ml

10g
10g

9

1g

2 mi
3.79
1349
1ml
0.36 g

179

39

59

259

259
3.75(250ml)
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13.3 Amortiguadores

Tris Boratos (TBE) 10X
Trisma base (89 mM)
Acido borico ( 24.98 mM)
EDTA (0.5 mM)

Tris Acetatos (TAE) 10X
Trisma base (89 mM)
Acido bérico ( 24.98 mM)
Acido acético (24.98)
EDTA (0.5 mM)

Buffer Z 5X

Fosfato de sodio dibasico( 0.06 M)
Fosfato de sodio monobasico ( 0.04 M)
Cloruro de potasio (0.01M)

Sulfato de magnesio (0.001 M)

13.4 Antibioticos
Antibiotico
Ampicilina  (Amp)
Cloranfenicol (Cm)
Kanamicina (Km)

Tetraciclina (Tc)

13.5 Otros reactivos

108 g
55¢
40 ml

242 g
136.1 g
73 ml
40 ml

40.21¢
138 ¢
1.90r
0.61g

Concentracion
200 mg/ml

34 mg/mli

30 mg/ml

12 mg/ml

ONPG (orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosodico ) (1 mg/ml)
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X-gal (rna (50 mg/ml)
Reactivo de Lowry Na,C0; 15.4g y NaOH 3.38 g para 500ml|

SOLUCION A

Agua DEPC 36.9 ml

SDS 10% 2 ml (5%)
Acetato de sodio 3M pH 4.2 267 ul (20mM)
EDTA 0.5M pH 8 800 ul (10 mMm)

Total 40.067 ml
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