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2. RESUMEN

Un evento evolutivo durante la divergencia de Salmonella y Escherichia coli fue la adquisicion
por transferencia horizontal de la isla de patogenicidad de Salmonella 1 (SPI-1), necesaria para la
invasion de las células huésped por parte de Salmonella. HilD es un regulador transcripcional en SPI-
1, que induce la expresion de SPI-1y muchos otros genes ubicados en otras regiones del cromosoma
de Salmonella, incluyendo algunos genes ancestrales (también presentes en E. coli y otras bacterias),
como phoH y fdnG; y yobH a través de SprB, otro regulador codificado en SPI-1. En este estudio,
mostramos que tanto la ganancia de HilD como la evolucion cis-reguladora llevaron a la integracion
de los genes phoH y fdnG en el regulon de HilD. Nuestros resultados indican que se generd una
secuencia de union a HilD en la region reguladora del gen phoH de S. enterica serovar Typhimurium,
que media la activacion del promotor 1 de este gen en condiciones inductoras de SPI-1; mientras que
el gen fdnG de S. Typhimurium, pero no el gen fdnG de E. coli, se expresa y regula por HilD en las
mismas condiciones. Ademas, encontramos que la represion por H-NS también se adapté en los genes
phoH y fdnG de S. Typhimurium y que HilD activa la expresion de estos genes al antagonizar a H-NS.
Ademas, nuestros resultados revelaron que la expresion del gen phoH de S. Typhimurium también se
activa en condiciones limitantes de fosfato, pero independientemente del sistema de dos componentes
PhoR/B, conocido por regular el gen phoH de E. coli en respuesta a niveles bajos de fosfato. Por otro
lado, determinamos que los genes yobH de S. Typhimurium y E. coli conservan los elementos en cis
que median la regulacion por SprB, por lo que la regulacion de yobH en S. Typhimurium se adaptd
con la adquisicion de SPI-1, y no por cambios cis-regulatorios durante la divergencia de ambas
bacterias. Igualmente, mostramos que la regulacion de yobH por SprB se requiere para la funcion de
la proteina YobH en la invasion de S. Typhimurium a células epiteliales, actividad que también
conserva la proteina YobH de E. coli. En general, nuestros resultados ilustran el fendmeno de la
regulacion diferencial de genes ortdlogos en bacterias e indican que la evolucion cis-reguladora ha

desempefiado un papel en la expansion del regulon de HilD.
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3. ABSTRACT

An evolutionary event during the divergence of Salmonella and Escherichia coli was the
acquisition by horizontal transfer of Salmonella pathogenicity island 1 (SPI-1), required for Salmonella
invasion of host cells. HilD is a transcriptional regulator in SP1-1, inducing the expression of SPI-1
and many other genes located in other regions of the Salmonella chromosome, including some
ancestral genes (also present in E. coli and other bacteria), such as phoH and fdnG; and yobH via SprB,
another SPI-1-encoded regulator. In this study, we show that both HilD gain, and cis-regulatory
evolution led to the integration of the phoH and fdnG genes into the HilD regulon. Our results indicate
that a HilD binding sequence was generated in the regulatory region of the phoH gene of S. enterica
serovar Typhimurium, which mediates the activation of promoter 1 of this gene under SPI-1-inducing
conditions; while the S. Typhimurium fdnG gene, but not E. coli fdnG gene, is expressed and regulated
by HilD under the same conditions. Furthermore, we found that repression by H-NS was also adapted
in the phoH and fdnG genes of S. Typhimurium and that HilD activates the expression of these genes
by antagonizing H-NS. In addition, our results revealed that S. Typhimurium phoH gene expression is
also activated under phosphate-limiting conditions, but independently of the two-component PhoR/B
system, known to regulate the E. coli phoH gene in response to low levels of phosphate. On the other
hand, we determined that the yobH genes of S. Typhimurium and E. coli conserve the cis-elements
that mediate regulation by SprB, so that the regulation of yobH in S. Typhimurium was adapted with
the acquisition of SPI-1, and not by cis-regulatory mutations during the divergence of both bacteria.
Likewise, we show that regulation of yobH by SprB is required for the function of YobH protein in
the invasion of S. Typhimurium to epithelial cells, an activity that is also conserved by the YobH
protein of E. coli. Overall, our results illustrate the phenomenon of differential regulation of
orthologous genes in bacteria and indicate that cis-regulatory evolution has played a role in the

expansion of the HilD regulon.
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4. INTRODUCCION

4.1.El género Salmonella

El género Salmonella perteneciente a la familia Enterobacteriaceae agrupa a bacterias Gram
negativas en forma de bacilos, anaerobias facultativas, no formadoras de esporas y con flagelacion
peritrica (Coburn et al., 2007; Fabrega and Vila, 2013). Este género comprende dos especies, S.
bongori y S. enterica y esta Ultima estd formada por seis subespecies: enterica (1), salamae (lII),
arizonae (ll1a), diarizonae (I11b), houtenae (IV) e indica (VI1). Estas subespecies son clasificadas en
mas de 2600 serovariantes con base en los antigenos O (lipopolisacarido), H (flagelar) y K (capsular)

(Brenner et al., 2000; Issenhuth-Jeanjean et al., 2014; Jajere, 2019).

Salmonella es una de las principales causas de enfermedades transmitidas por alimentos en
todo el mundo, por lo que representa un problema para la salud publica. La infeccién por Salmonella
puede causar desde una enfermedad intestinal local que provoca diarrea (salmonelosis), hasta una
infeccion sistémica severa (fiebre entérica) (Haraga et al., 2008). Aunque se han reportado
aislamientos de S. bongori en humanos, esta especie se asocia predominantemente a animales de
sangre fria como reptiles, anfibios y peces y a muestras ambientales (Brenner et al., 2000; Giammanco
et al., 2002; Nastasi et al., 1988). Las serovariantes que causan enfermedades en los seres humanos y
otros animales de sangre caliente pertenecen en su mayoria (mas del 99%) a S. enterica subespecie
enterica (Eng et al., 2015). Algunas de las serovariantes de esta subespecie tienen un rango de
hospedero muy restringido como es el caso de S. Typhiy S. Paratyphi, las cuales causan fiebre entérica
solamente en humanos. Sin embargo, otras serovariantes son capaces de infectar a humanos y una
amplia variedad de animales, como S. Enteritidis y S. Typhimurium, principales agentes causantes de

salmonelosis a nivel mundial (Raffatellu et al., 2006; Santos et al., 2001).
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Se estima que se producen anualmente entre 16 y 22 millones de casos de fiebre tifoidea y entre
200,000 y 600,000 muertes. La salmonelosis por su parte es la infeccién por Salmonella mas comin
en todo el mundo, con 93,8 millones de casos que provocan 155.000 muertes por afio
aproximadamente. Sin embargo, la informacion de vigilancia epidemioldgica suele ser escasa debido
a informes deficientes y la inexactitud del diagndéstico, por lo que estas cifras pudieran ser ain mayores

(Majowicz et al., 2010; Mayer and Neilson, 2010).

4.2.Mecanismo de patogeénesis de Salmonella

La infeccion por Salmonella se produce principalmente por el consumo de alimentos y agua
contaminados, aunque el contacto con animales domeésticos y silvestres como aves de corral, ganado,
reptiles y anfibios que pueden ser portadores de la bacteria, también constituye un riesgo de infeccion
en humanos (Foley et al., 2008; Horton et al., 2013; Tauxe, 1991). El primer obstaculo por superar
dentro del huésped es el pH acido del estomago. Para protegerse contra el choque &cido severo,
Salmonella activa una respuesta de tolerancia al acido que le permite mantener el pH intracelular en
valores superiores a los del entorno extracelular (Foster and Hall, 1991). Después de entrar en el
intestino delgado, las bacterias atraviesan la mucosa intestinal y evitan ser destruidas por enzimas
digestivas, sales biliares, IgA secretora, péptidos antimicrobianos y otras defensas del sistema inmune

innato para acceder al epitelio subyacente (Haraga et al., 2008).

Una vez en la porcion distal del intestino delgado, Salmonella tiene la capacidad de invadir a
las células epiteliales aprovechando principalmente las capacidades fagociticas de las células M vy las
células dendriticas cuyas proyecciones se extienden hasta el lumen intestinal. Ademas, la bacteria
también fuerza su propia endocitosis en células epiteliales no fagociticas como los enterocitos, para lo
cual se sirve de adhesinas y fimbrias que le permiten la adhesién al epitelio intestinal (Hume et al.,

2017; Santos and Baumler, 2004; Tahoun et al., 2012). Poco después de la adhesion, el proceso de
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invasion aparece como consecuencia de la activacion de las vias de sefializacion de la célula huésped
que conducen a profundos reordenamientos citoesqueléticos. Estas modificaciones internas
interrumpen el borde en cepillo del epitelio normal e inducen la formacion subsiguiente de
invaginaciones de la membrana que envuelven a las bacterias en vesiculas llamadas vacuolas
contenedoras de Salmonella (SCV, del inglés Salmonella-containing vacuole) (Fig. 1) (Finlay et al.,
1991; Francis et al., 1993). Simultdneamente, la induccidn de una respuesta secretora en el epitelio
intestinal inicia el reclutamiento y la transmigracién de fagocitos desde el espacio submucoso hacia el
lumen intestinal. Este proceso esta asociado con la produccion de varias citocinas proinflamatorias

como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina-8 (IL-8) (Fabrega and Vila, 2013).

Salmonella spp.

L

Macrofago

Célula T C élula B
Gastroentem:ls
influjo PMN ‘

Fiebre entérica: diseminacion a
nodos linfaticos, higado y bazo

i e el A

Fig. 1. Progreso de la infeccidén causada por Salmonella. Al ser ingerida oralmente, Salmonella resiste el pH
acido del estomago y alcanza el lumen intestinal. Las bacterias invaden las células epiteliales, provocando la
infeccion intestinal. Simultdneamente se induce una respuesta inflamatoria intestinal. Una vez que Salmonella
atraviesa el epitelio, es internalizada por células fagociticas del sistema inmune y diseminada a otros 6rganos,
provocando una infeccién sistémica. PMN se refiere a leucocitos polimorfonucleares (Adaptado de Haraga et
al., 2008).
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Generalmente las serovariantes no tifoideas como S. Typhimurium permanecen localizadas en
los tejidos intestinales, donde la respuesta inflamatoria del huésped ante algunas proteinas de superficie
como la flagelina, la capa LPS y otros efectores secretados es responsable de los sintomas de la
gastroenteritis (Fabrega and Vila, 2013; Zhang et al., 2003). Sin embargo, en los casos de
gastroenteritis por Salmonella, solo una pequefia proporcion de las bacterias ingeridas invaden el
epitelio intestinal. La mayor parte de la poblacion permanece en el lumen intestinal, donde obtiene una
ventaja selectiva sobre la microbiota residente debido a la respuesta inflamatoria del huésped en
respuesta a la pequefia subpoblacién invasora (Hume et al., 2017). Adicionalmente, en pacientes
inmunocomprometidos y en ratones de laboratorio modificados genéticamente, S. Typhimurium puede
llegar a sobrevivir y replicarse en células fagociticas como los macrofagos y posteriormente en PMN
y células mononucleares, lo que le permite la diseminacion sistémica colonizando 6rganos como el
bazo y el higado, induciendo asi los sintomas de la fiebre enterica (Fabrega and Vila, 2013; Gordon et
al., 2002). Esta capacidad que tiene S. Typhimurium de provocar una infeccidn intestinal localizada o
una infeccion sistémica dependiendo del hospedero en el que se encuentre, la han convertido en el
modelo de estudio por excelencia de los mecanismos moleculares que emplea S. enterica en su
interaccion con el hospedero; ya sea a través de un modelo de infeccion en ratones, bovino o de cultivos

celulares (Haraga et al., 2008).

4.3.Factores de virulencia de Salmonella

Para lograr con éxito el establecimiento de la infeccion, S. enterica posee muchas estrategias
de virulencia para interactuar con los mecanismos de defensa del huésped. La mayoria de los genes
que codifican los factores de virulencia mas importantes se encuentran dentro de las islas de
patogenicidad de Salmonella (SPIs, del inglés Salmonella Pathogenicity Islands), mientras que otros

se encuentran en un plasmido de virulencia (pSLT) o en el cromosoma. Estos factores incluyen
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sistemas de adhesion, al flagelo, los sistemas de secrecion de tipo 3 (SST3) codificados en algunas
SPlIs, la capsula y los componentes esenciales para la formacion de la biopelicula (Fabrega and Vila,

2013; Jajere, 2019).

4.3.1. Flagelo y quimiotaxis

Los flagelos son un largo filamento helicoidal acoplado a motores giratorios dentro de la
membrana externa y la pared celular, lo que permite que Salmonella se movilice a través de la barrera
epitelial despues de la ingestion (de Jong et al., 2012). Los flagelos se requieren no solo para la
motilidad y la quimiotaxis, sino también para otros procesos en la patogénesis. La sintesis y funcion
del sistema flagelar y de quimiotaxis requiere la expresion de mas de 50 genes que se dividen en al
menos 17 operones, cuyo regulador maestro es la proteina FInD4Co. In vitro, la expresion de los genes
flagelares ocurre en la fase temprana de crecimiento exponencial; mientras que en in vivo juegan un
papel primordial en las etapas iniciales de la patogénesis, permitiendo que Salmonella alcance el

epitelio intestinal para una adecuada adhesion e invasion (Fabrega and Vila, 2013; Saini et al., 2010).

4.3.2. Adhesinas

La mayoria de los patégenos muestran un arsenal complejo de estructuras adhesivas que va
desde moléculas individuales hasta nanomaquinas macromoleculares altamente elaboradas que son
indispensables para la colonizacién y el establecimiento de la infeccion (Kline et al., 2009). Los dos
grupos principales de estructuras adhesivas son las adhesinas fimbriales y no fimbriales, las cuales

difieren segun sus vias de ensamblaje (Soto and Hultgren, 1999).

S. enterica codifica hasta 13 adhesinas fimbriales y al menos 7 no fimbriales, segun el serotipo.

Entre los operones fimbriales se encuentran aquellos que codifican para las fimbrias tipo I, las curli,
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las Pef y las Std.(Hansmeier et al., 2017; Wagner and Hensel, 2011). Varios estudios han mostrado
que las fimbrias estan involucradas en varios procesos patogénicos como la formacién de biopeliculas,
la colonizacion y el ataque inicial de la bacteria al huésped (de Jong et al., 2012). Sin embargo, la
inactivacion individual de estas adhesinas solo afecta moderadamente la virulencia en ratones,
mientras que una combinacion de tales mutaciones disminuye significativamente la capacidad
infecciosa, lo que sugiere que su contribucion puede estar enmascarada por la pluralidad y los efectos
de compensacion funcional de estos determinantes (Fabrega and Vila, 2013; Van Der Velden et al.,

1998).

A diferencia de las adhesinas fimbriales, las adhesinas no fimbriales son un grupo heterogéneo
de adhesinas. Este grupo comprende adhesinas mono y oligoméricas que se secretan a través de un
sistema de secrecion de tipo | (SiiE y BapA), autotransportadas a traves de las membranas bacterianas
(MisL, ShdA y SadA) o proteinas de la membrana externa (PagN y RcK) (Hansmeier et al., 2017).
Particularmente la adhesina gigante SiiE, codificada en SPI-4, constituye un factor de colonizacion
especifico del huésped en el ganado bovino y para la infeccion intestinal en ratones (Morgan et al.,

2004).

4.3.3. Sistema de secrecion tipo 111

La secrecion de proteinas tiene un papel fundamental en la interaccion entre las bacterias y
otros organismos. Para lograr esto, las bacterias han desarrollado siete sistemas de secrecién (tipo | al
tipo VII) (Costa et al., 2015). De estos, el sistema de secrecion tipo 111 (SST3) es uno de los sistemas
mas sofisticados y mejor estudiados (Portaliou et al., 2016). Los SST3 estan ampliamente distribuidos
entre las bacterias Gram-negativas y abarcan tres membranas celulares, las membranas bacterianas
interna y externa y la membrana de la célula huésped eucariota, lo que permite que las bacterias

secreten proteinas efectoras en las células huésped, en las que afectan las funciones celulares que
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contribuyen a la supervivencia y colonizacion bacteriana. Los SST3 estan relacionados evolutivamente
con los flagelos y muchas subestructuras y componentes que estan involucrados en su ensamblaje estan
altamente conservados. El ensamblaje y la funcion de estas complejas estructuras requieren mas de 20
proteinas. Los SST3 comprenden varias subestructuras, incluido un complejo de ATPasa citosolica,
un anillo citoplasmatico, un aparato de exportacion de membrana interna, un cuerpo basal, y un poro
de translocacion que se encuentra en la membrana de la célula huésped (Abby and Rocha, 2012; Deng

etal., 2017).

Salmonella tienen dos SST3 distintos: uno codificado en la Isla de patogenicidad de Salmonella
1 (SPI-1), que utiliza para invadir las celulas huésped, establecer las SCVs e inhibir la apoptosis de la
célula huesped; y otro en SPI-2, que emplea para manipular el trafico y la maduracion de las SCVs 'y

para promover la supervivencia y replicacion intracelular (Fabrega and Vila, 2013).

4.4. Islas de patogenicidad de Salmonella

Las islas de patogenicidad son grandes grupos de genes (10-100 kb) presentes en el genoma
de bacterias patogenas y ausentes en el genoma de cepas no patdgenas de la misma especie o
estrechamente relacionadas. Por lo general, el contenido de G + C y el uso de codones difieren del
resto del genoma y tienen secuencias en los extremos que presentan homologia con elementos de
insercion, transposones y profagos; caracteristicas que respalda la nocion de ser adquiridas a través de
transferencia horizontal de genes. La presencia de genes asociados a la virulencia, cuyos productos
facilitan el proceso de infeccidn, favorece el proceso infectivo de las bacterias patdgenas (Gal-Mor
and Finlay, 2006; Nieto et al., 2016). La mayoria de los genes de virulencia de Salmonella se
encuentran agrupados en las mas de 20 SPIs descritas en este genero (Desai et al., 2013). Estos genes
desempefian un papel crucial en la patogénesis de Salmonella, especificamente en la colonizacién

intestinal, invasidn, replicacion y sobrevivencia intracelular (Hensel, 2004; Sana et al., 2016).
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441 SPI-1

SPI-1 consta de una region de 40 kb, que incluye 39 genes que codifican un sistema de
secrecion tipo 3 (SST3-1) y sus chaperonas y proteinas efectoras, asi como algunos reguladores
transcripcionales (SprB, HilC, HilD, HilA e InvF) que controlan la expresién de muchos genes de
virulencia ubicados dentro y fuera de SPI-1 (Fig. 2) (Lou et al., 2019). SPI-1 es la isla mejor
caracterizada dentro de Salmonella y los genes codificados en esta region son esenciales en la etapa
de invasion a través del epitelio intestinal (dos Santos et al., 2019; Fabrega and Vila, 2013). Los
operones prg/org e inv/spa codifican para el complejo-aguja del SST3-1, mientras que en el operon
sic/sip se encuentran codificadas las proteinas efectoras AvrA, SipA y SptP, asi como las
translocadoras SipBCD (Fig. 2). Estos efectores se internalizan a la célula huésped por medio del
SST3-1, desencadenando el reordenamiento del citoesqueleto de actina y por lo tanto, la

internalizacion de las bacterias (Fabrega and Vila, 2013).

avrA sprB hilC org prg hilD hilA jagB sptP sicP jacP sip sicA spa invH

@@«m»ﬁ@Q,«mﬂ | RQPO|JIC\B|AEG. [>

I:> Aparato de secrecidn |:> Chaperonas E:> Funcion desconocida
E:> Proteinas efectoras C> Enzima citoplasmatica

- Reguladores transcripcionales |:> Captacion de hierro

Fig. 2. Representacion esquematica de los genes codificados en la isla de patogenicidad 1 de Salmonella
(SPI-1) y sus funciones putativas (Adaptado de Fabrega and Vila, 2013).

Salmonella ha adaptado mecanismos complejos que controlan la expresion de sus genes de

virulencia en el tiempo y nicho apropiado. In vivo, los genes de SPI-1 se expresan cuando las bacterias
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se encuentran en el lumen intestinal o en el citosol de células epiteliales (Laughlin et al., 2014), donde
existen varias condiciones ambientales, como un bajo nivel de oxigeno, alta osmolaridad, pH
ligeramente alcalino y la presencia de ciertos acidos grasos, que favorecen su expresion (Altier, 2005;
Golubeva et al., 2016; Lawhon et al., 2002). In vitro, los genes de SPI-1 se expresan durante el
crecimiento en la fase estacionaria temprana en medios de cultivo ricos en nutrientes como el medio
LB, condiciones que asemejan a algunas de las encontradas en el ambiente intestinal (Altier, 2005;

Lundberg et al., 1999; Martinez et al., 2014).

La expresion de los genes de SPI-1 estéa finamente controlada por reguladores que se encuentran
tanto dentro como fuera de esta isla (Fabrega and Vila, 2013). Los reguladores transcripcionales HilD
y HilC, codificados en SPI-1, y RtsA, codificado en otra region del cromosoma, forman un circuito de
retroalimentacion positiva que induce la expresion de SPI-1 (Ellermeier et al., 2005) (Fig. 3). Estos
tres reguladores pertenecientes a la familia AraC/XyIS contrarrestan la represion que ejerce H-NS
sobre sus propios promotores y sobre el promotor de hilA, permitiendo sus expresiones (Olekhnovich
and Kadner, 2007; Schechter and Lee, 2001). En este circuito HilD es el regulador principal, mientras
que HilC y RtsA amplifican la sefial (Ellermeier et al., 2005). A su vez, HilA (familia OmpR/ToxR)
activa la expresion de los operones prg/org e inv/spa, incluyendo a invF. Entonces InvF (familia
AraC/XyIS) induce la expresidn del operon sic/sip, lo que conlleva a la expresion del resto de los genes
de SPI-1 (Fabrega and Vila, 2013) (Fig. 3). Ademas, el circuito formado por HilD, HilC y RtsA
también puede activar la expresion de invF y algunas proteinas efectoras de manera independiente a
HilA; lo que posibilita la expresion de SPI-1 mediante diferentes rutas (Colgan et al., 2016; Fabrega

and Vila, 2013; Thijs et al., 2007).
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FimWYZ

PhoR/PhoB

SsrA/SsrB — CsrB <—|
(SPI-2)
HilE CsrA BarA/SirA

PhoQ/PhoP | CsrC I

EnvZ/OmpR

—— FliZ

Fur

— Activacion \
\—) Efectores Efectores

Autoinduccion . .
Q inv/spa sic/sip

— Represion prg/org

Fig. 3. Red reguladora de SPI-1. Las flechas verdes indican activacién o autoactivacion, mientras que las
flechas rojas de punta roma indican represion. Los reguladores en azul son aquellos codificados dentro de SPI-
1. El morado se usa para los sistemas de dos componentes, mientras que las letras azules cursivas se emplean
para los RNAs pequefios. La represién que ejerce H-NS sobre todos los reguladores del circuito de
retroalimentacion positiva que regula a SPI-1 (triangulo amarillo) se representa con una flecha roma roja de
mayor tamafio.

La proteina asociada a nucleoide H-NS juega un papel muy importante en la represion
transcripcional de genes adquiridos por transferencia horizontal, como los de SPI-1. Diferentes
estudios han demostrado la represion que ejerce H-NS sobre hilA, hilD, hilC y rtsA en condiciones no
inductoras de SPI-1 (Olekhnovich and Kadner, 2007, 2006) (Fig. 3). HilE es otro regulador negativo
de SPI-1, el cual inactiva a HilD mediante una interaccion proteina-proteina que interfiere la
dimerizacion de HilD e impide su interaccion con el DNA (Grenz et al., 2018; Paredes-Amaya et al.,

2018). Por su parte, el regulador global CsrA se une al RNA mensajero de hilD impidiendo su
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traduccion. Sin embargo, en condiciones inductoras de SPI-1 el sistema de dos componentes
BarA/SirA activa la expresion de los RNAs pequefios CsrB y CsrC, que secuestran a CsrA, lo que

permite la activacion de hilD y de SPI-1 (Martinez et al., 2011) (Fig. 3).

Otro sistema de dos componentes que induce la expresion de los genes de SPI-1 es
EnvZ/OmpR. Se plantea que este sistema actua sobre HilD de manera postranscripcional (Fabrega and
Vila, 2013) y recientemente se ha determinado que su efecto positivo se debe en parte a la represion
transcripcional que ejerce sobre el RNA pequefio MicC, el cual bloquea la traduccion de hilD (Cakar
et al., 2022). El sistema PhoQ/PhoP se activa cuando Salmonella se encuentra dentro de las SCVs y
SPI-1 no es requerido (Ibarra et al., 2010; Laughlin et al., 2014). En estas condiciones PhoP regula
negativamente a hilA a traves de multiples mecanismos: represion transcripcional directa del promotor
de hilA, represion transcripcional indirecta de los promotores de hilD y rtsA, y activacion del RNA
pequefio PinT, que reprime la traduccién de varios reguladores positivos de SPI-1 (Kim et al., 2019;
Palmer et al., 2019) (Fig. 3). El sistema PhoR/PhoB se activa en condiciones de bajo fésforo inorganico
extracelular e induce la expresion de los genes fimYZ, que a su vez activan la expresion de HilE y por
tanto se inactiva a HilD (Jones, 2005; Lucas et al., 2000) (Fig. 3). En condiciones inductoras de SPI-
2, en las cuales no es necesaria la expresion de SPI-1, se ha demostrado que el sistema de dos
componentes SsrA/SsrB, principal activador de SPI-2, reprime la expresion de hilD e hilA por union
directa de SsrB al promotor de ambos genes (Pérez-Morales et al., 2017). Otros reguladores como FliZ
y Fur regulan positivamente la expresion de los genes de SPI-1, el primero regula
postranscripcionalmente la expresion de hilD y el segundo se une directamente y activa el promotor
de hilD (Altier, 2005; Fabrega and Vila, 2013; Teixidé et al., 2011). Por otra parte, la proteasa Lon

regula negativamente a SPI-1 al degradar a HilD y HilC (Takaya et al., 2005) (Fig. 3).
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4.4.1.1. HIlD

Como se mencion¢ anteriormente, HilD pertenece a la familia de reguladores transcripcionales
AraC/XylS. Consta de 309 aminoécidos, su tamafio es de 34.3 kDa y tiene dos dominios HTH de unién
a DNA en su extremo C-terminal. Ademas, HilD es capaz de dimerizar y de esta forma inducir la
expresion de sus genes blanco (Grenz et al., 2018; Paredes-Amaya et al., 2018; Schechter and Lee,

2001).

HilD es el principal regulador de los genes de SPI-1 y actla como un interruptor para integrar
diversas sefiales ambientales e iniciar la activacion de la expresion de los genes de esta isla (Ellermeier
et al., 2005; Golubeva et al., 2012; Lawhon et al., 2002). HilD también regula, directa o indirectamente,
la expresion de varios genes que Se encuentran en otras islas gendmicas, interconectando sus
expresiones a la de los genes de SPI-1, como son los casos de sinR, gtgE, sigD vy siiA (Colgan et al.,
2016; Martinez-Flores et al., 2016; Petrone et al., 2014). Asimismo, HilD induce la expresion de los
genes de SPI-2, favoreciendo la transicion del fenotipo de invasion al intracelular (Bustamante et al.,
2008); o incluso ha reclutado la movilidad para la virulencia de Salmonella, a través de la regulacién
que ejerce sobre el gen ancestral flhDC, regulador maestro de los genes del flagelo y quimiotaxis

(Singer et al., 2014).

4.4.1.2.SprB

El regulador transcripcional SprB esta codificado en SPI-1, pertenece a la familia de
reguladores LuxR/UhpA y contiene un dominio HTH de unién a DNA en el extremo C-terminal. Sin
embargo, SprB no regula la expresion de los genes de SPI-1, por lo que se ha planteado que su funcién
es conectar la expresion de SPI-1 con la de otros genes fuera de esta isla (Eichelberg et al., 1999; Saini
and Rao, 2010). La expresion de sprB es activada por HilA (Saini and Rao, 2010) y recientemente se

ha determinado que HilD es capaz de antagonizar la represion que ejerce H-NS sobre su promotor
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(Banda et al., 2019a). Recientes esfuerzos por dilucidar el regulon de SprB han mostrado que este
regulador activa la expresion de varios genes hipotéticos y de algunos relacionados a la virulencia de

Salmonella (Banda et al., 2019a; Smith et al., 2016).

4.5. Respiracion del nitrato

La respuesta inflamatoria intestinal provocada por Salmonella proporciona, ademas de la
alteracion de la composicion de la microbiota, una fuente localizada de nutrientes de alta energia. La
motilidad y la quimiotaxis permiten que Salmonella acceda de manera eficiente a estos nutrientes y se
acumulen en areas proximales, lo que resulta en una replicacion mas rapida y un beneficio competitivo
sobre la microbiota del intestino (Rivera-Chavez et al., 2013; Stecher et al., 2007). Las células del
hospedero, sobre todo los macréfagos, liberan nitrato (NO3-) al lumen intestinal durante el proceso
inflamatorio provocado por Salmonella. Este nitrato es preferentemente utilizado como aceptor final
de electrones por la bacteria, presumiblemente debido a su alto potencial redox estandar (Fabrega and
Vila, 2013; Lopez et al., 2012). Diversos estudios destacan la importancia del nitrato como un aceptor
de electrones energéticamente valioso que favorece la colonizacion del lumen intestinal inflamado de

ratones (Lopez et al., 2015, 2012; Rivera-Chavez et al., 2013).

Por su parte, el formiato producido por las bacterias a partir del piruvato durante la anaerobiosis
sirve como un eficiente donador de electrones para la reduccion final del nitrato a nitrito. La oxidacion
del formiato durante la respiracion por nitrato es catalizada por el complejo enzimatico formiato
deshidrogenasa-N (Fdh-N) (Berg and Stewart, 1990; Wang and Gunsalus, 2003). La enzima Fdh-N es
codificada por el operon fdnGHI y su expresion esta acoplada a la expresién de la nitrato reductasa

NarGHJI, a concentraciones medias Yy altas de nitrato en E. coli K-12 (Wang and Gunsalus, 2003).
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5. ANTECEDENTES

En estudios recientes de nuestro grupo de investigacion, asi como en recientes anélisis de
transcriptoma, se identificaron nuevos genes regulados por HilD en S. Typhimurium, incluyendo
varios genes ancestrales, como phoH, yobH y fdnG (Banda et al., 2019a; Colgan et al., 2016; Martinez-
Flores et al., 2016; Smith et al., 2016). Estos genes se encuentran en muchas otras bacterias que no
tienen a HilD, como E. coli K-12 y otras bacterias no patégenas; donde sus funciones no deben estar
relacionada a virulencia: phoH codifica para una proteina con actividad ATPasa, yobH codifica para

un polipéptido de funcion desconocida y fdnG codifica para la enzima formiato deshidrogenasa.

Nuestros resultados previos indican que el gen phoH de S. Typhimurium, pero no phoH de E.
coli K-12, se expresa en medios de cultivo ricos en nutrientes, como LB, condiciones que favorecen la
expresion de los genes de SPI-1 en Salmonella (Valdespino-Diaz M.A., Tesis de Maestria). Por otro
lado, nuestros analisis indican que tanto la secuencia de nucleotidos del gen estructural phoH, como la
respectiva secuencia de aminoacidos, presentan una identidad mayor al 82% entre S. Typhimurium y
E. coli K-12. En contraste, la region reguladora corriente arriba de phoH presenta baja identidad entre
S. Typhimuriumy E. coli K-12, sugiriendo que cambios en la region reguladora pueden haber generado

nuevos mecanismos de control en Salmonella, como el mediado por HilD.

Estudios de nuestro grupo demuestran que el gen yobH de S. Typhimurium es regulado
indirectamente por HilD a través del regulador transcripcional SprB, el cual también se codifica en
SPI-1 (Banda et al., 2019a). Ademas, una cepa de S. Typhimurium mutante en yobH presenta afectada

la capacidad de invadir células HeLa y macréfagos RAW264.7 (Banda et al., 2019a).

Por su parte, FAnG forma parte de la enzima formiato deshidrogenasa la cual participa en la
cadena respiratoria del formiato-nitrato en E. coli. La enzima oxida el formiato a CO, pasando

electrones a la reserva de quinonas u otras proteinas para la posterior reduccion del nitrato a nitrito
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(Wang and Gunsalus, 2003). Coincidentemente S. Typhimurium se beneficia de la inflamacién
intestinal aguda, en parte mediante el uso del nitrato derivado del huésped para respirar
anaerobicamente y competir con éxito contra la microbiota durante el crecimiento en el lumen

intestinal (Lopez et al., 2015).

Estos antecedentes sugieren que la evolucién de la patogenicidad de Salmonella ha involucrado
el reclutamiento de actividades celulares ancestrales, como la de phoH, yobH y fdnG, mediante la

adaptacion de mecanismos de regulacion transcripcional mediados por HilD.
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6. HIPOTESIS

La evolucién de la patogenicidad de Salmonella involucra el reclutamiento para la virulencia

de las actividades celulares codificadas en los genes ancestrales phoH, yobH y fdnG, a través de la

regulacién transcripcional mediada por HilD.

7. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar los mecanismos moleculares involucrados en la regulacion de los genes ancestrales phoH,

yobH y fdnG por HilD y su relevancia para la virulencia de Salmonella enterica.

1)

2)

3)

Obijetivos Especificos

Determinar el mecanismo por el cual HilD regula positivamente la expresion de los genes
phoH, yobH y fdnG.

Determinar si la regulacion de phoH y fdnG por HilD y de yobH por HilD-SprB se adaptd
mediante cambios en sus regiones reguladoras durante la divergencia de S. Typhimuriumy E.
coli K-12.

Determinar si los genes phoH y fdnG estan involucrados en la virulencia de S. Typhimurium.
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8. MATERIALES Y METODOS

Las cepas, plasmidos y oligonucleétidos empleados en este trabajo se enlistan en las Tablas 1,

2y 3, respectivamente.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas

Cepas

Descripcion*

Referencia

S. Typhimurium

SL1344

DTM142

JPTM25

DTM143

DTM144

DTM145

DTM146

DTM150

DTM151

DTM122

Cepa silvestre; xyl, hisG, rpsL; Stp®

Derivada de SL1344; phoH::3XFLAG-km,
StpR, KmR
Derivada de AhilD::km; AhilD, StpR

Derivada de AhilD; AhilD
phoH::3XFLAG, Stp®

Derivada de SL1344; AphoB::km, StpR,
KmR

Derivada de AphoB::km; AphoB, Stp®

Derivada de AphoB; AphoB
phoH::3XFLAG-km, StpR, KmR®
Derivada de SL1344; AphoH::km, StpR,
KmR

Derivada de SL1344; AsiiE::km, StpR,
KmR

Derivada de AsprB::km; AsprB, Stp®

(Hoiseth and Stocker, 1981)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Martinez et al., 2011)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Banda et al., 2019a)
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DTM125

DTM126

DTM128

DTM132

DTM152

DTM153

DTM154

DTM155

DTM156

DTM157

DTM158

DTM159

fdnG::3XFLAG-km

E. coli

MG1655

Derivada de AyobH::km; AyobH, StpR

Derivada de AyobH; AyobH +
yobH::3XFLAG-km, StpR, KmR
Derivada de yobH::3XFLAG-km;
yobH::3XFLAG, StpR

Derivada de AsprB yobH::3XFLAG-km;
AsprB yobH::3XFLAG, Stp~

Derivada de AyobH; AyobH +
yobHec::3XFLAG-km, StpR, KmR
Derivada de AyobH; AyobH +
yobHstm mut::3XFLAG-km, StpR, KmR
Derivada de SL1344; AinvC::km, StpR,
KmR

Derivada de AinvC::km; AinvC, Stp®

Derivada de AinvC; AinvC AyobH::km,
StpR, KmR

Derivada de AyobH + yobH::3XFLAG-km;
AInvC::km AyobH + yobH::3XFLAG,
StpR, KmR

Derivada de AyobH + yobHec::3XFLAG-
km; AinvC::km AyobH +
yobHec::3XFLAG, StpR, KmR

Derivada de AyobH + yobHstm-
_mut::3XFLAG-km; AinvC::km AyobH +
yobHstm_mut::3XFLAG, StpR, KmR
Derivada de SL1344; fdnG::3XFLAG-km,
StpR, KmR

Cepa silvestre; prototréfica E. coli K-12

(Banda et al., 2019a)

(Banda et al., 2019a)

(Banda et al., 2019a)

(Banda et al., 2019a)

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)
Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)
Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)
Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)
Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)
Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)

Este trabajo

Michael Cashel
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DH10B

MC4100

BL21/DE3

JPMC34

JW0389

DTM147

DTM148

DTM149

DTM160

DTM161

Cepa de laboratorio, StpR

F - (araD139) A(argF-lac)169) - el14-
flInD5301 A(fruK-yeiR) 725(fruA25) relAl
rpsL150(SmR) rbsR22 A(fimB-
fimE)632(::151)deoC1, StpR

Cepa para la expresion de proteinas
recombinantes

Derivada de MC4100 Ahns::km; MC4100
Ahns, StpR

Derivada de BW25113; BW25113
AphoB::km, KmR

Derivada de MG1655; phoH::3XFLAG-km,
KmR

Derivada de BW25113 AphoB::km;
BW25113 AphoB

Derivada de BW25113 AphoB; BW25113
AphoB phoH::3XFLAG-km, KmR
Derivada de MG1655; yobH::3XFLAG-
km, KmR

Derivada de yobH::3XFLAG-km;
yobH::3XFLAG

Invitrogen

(Ferenci et al., 2009)

Invitrogen

(Bustamante et al., 2011)

(Baba et al., 2006)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

Valdespino-Diaz et al., 2022

(no publicado)

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)

*AmpR, resistencia a ampicilina; Km®, resistencia a la kanamicina; StpF, resistencia a la estreptomicina

Tabla 2. Plasmidos utilizados

Plasmido

Descripcion™

Referencia

pKK232-8

pphoHsTtm-cat

Derivado del pBR322, contiene el
gen cloranfenicol acetiltransferasa
(cat) sin promotor, AmpR

Derivado del pKK232-8, contiene

una fusion transcripcional de phoH-

(Brosius, 1984)

(Martinez-Flores et al., 2016)
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pphoHEe.-cat

pP1phoHstm-cat

pP2phoHstm-cat

pP1phoHstm-248+12-cat

pP1phoHstm-67+3-cat

pphoHHipmut-cat

pphoHpimyt-cat

ppstSstm-cat

pBADMycHisC

cat de S. Typhimurium del
nucledtido -653 al +416, AmpR
Derivado del pKK232-8, contiene
una fusidn transcripcional de phoH-
cat de E. coli del nucleotido -406 al
+406, AmpR

Derivado del pKK232-8, contiene
una fusidn transcripcional de phoH-
cat de S. Typhimurium del
nucleétido -653 al +12, AmpR
Derivado del pKK232-8, contiene
una fusion transcripcional de phoH-
cat de S. Typhimurium del
nucleétido -5 al +416, AmpR
Derivado del pKK232-8, contiene
una fusion transcripcional de phoH-
cat de S. Typhimurium del
nucledtido -248 al +12, AmpR
Derivado del pKK232-8, contiene
una fusion transcripcional de phoH-
cat de S. Typhimurium del
nucleétido -67 al +3, AmpR
Derivada de pphoHstm-cat, contiene
mutaciones en el sitio de union
predicho de HilD, AmpR

Derivada de pphoHstm-cat, contiene
mutaciones en el promotor P1, AmpR
Derivado del pKK232-8, contiene
una fusion transcripcional de pstS-
cat de S. Typhimurium del
nucledtido -232 al +352

Vector de expresidn para construir

fusiones MycHis en el extremo C-

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

(Valdespino-Diaz et al., 2022)

Invitrogen
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pBAD-HiID1

PMPM-K6Q

pK6-HilD

PMAL-HilD1

pBAD-H-NS-FH

pKD46

pKD4

pSUB11

pFLP3

terminal, bajo un promotor inducible
por arabinosa, AmpR

Derivado de pPBADMycHis, expresa
a HilD-MycHis bajo un promotor
inducible por arabinosa, AmpR
Vector de clonacion derivado del
pl5A, contiene un promotor
inducible por arabinosa, Km®
Derivado del pMPM-K6QQ, expresa a
HilD bajo un promotor inducible por
arabinosa, KmR

Derivado del pMAL-c2X, expresa a
MBP-HilD a partir del promotor lac,
AmpR

Derivado del pPBADMycHisC,
expresa a H-NS-FH a partir de un
promotor inducible por arabinosa,
AmpR

Derivado del pINT-ts, expresa la
recombinasa del fago A Rojo a partir
de un promotor inducible por
arabinosa, AmpR

Plasmido templado derivado del
pANTSy, contiene un casete de
kanamicina para la recombinacion
mediante el sistema del fago A Rojo,
AmpR

Plasmido templado derivado del
pGP704 para etiquetar con el epitopo
3XFLAG

Derivado del pFLP2, expresa la
recombinasa de levadura Flp, AmpR,
TetR

(Martinez et al., 2011)

(Mayer, 1995)

(Martinez-Flores et al., 2016)

(Bustamante et al., 2008)

(Banda et al., 2018)

(Datsenko and Wanner, 2000)

(Datsenko and Wanner, 2000)

(Uzzau et al., 2001)

(Choi et al., 2005)
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pyobHstm-cat

PYObHsTm-mut-cat

pyobHsTtm-193+10-cat

pyobHstm-61+10-cat

pyobHstm-61+10myt-cat

pyobHstm-33+10-cat

pyobHec-cat

pYobHEc-mut-cat

pyobHe-61+10-cat

Derivado del pKK232-8, contiene
una fusidn transcripcional de yobH-
cat de S. Typhimurium del
nucleotido -193 al +113, AmpR
Derivada de yobHsTm-cat, contiene
mutaciones en el sitio de union de
SprB, AmpR

Derivado del pKK232-8, contiene
una fusidn transcripcional de yobH-
cat de S. Typhimurium del
nucledtido -193 al +10, AmpR
Derivado del pKK232-8, contiene
una fusion transcripcional de yobH-
cat de S. Typhimurium del
nucleétido -61 al +10, AmpR
Derivada de yobHstm-cat-61+10,
contiene mutaciones en el sitio de
unién de SprB, Amp®

Derivado del pKK232-8, contiene
una fusion transcripcional de yobH-
cat de S. Typhimurium del
nucledtido -33 al +10, AmpR
Derivado del pKK232-8, contiene
una fusion transcripcional de yobH-
cat de E. coli K-12 del nucleétido -
195 al +116, Amp®R

Derivada de yobHEgc-catmut, contiene
mutaciones en el sitio de unién de
SprB, AmpR

Derivado del pKK232-8, contiene
una fusion transcripcional de yobH-
cat de E. coli K-12 del nucleétido -
61 al +10, Amp®

(Banda et al., 2019a)

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)
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pyobHEec-61+10my-cat

pK6-SprB

p2795

p2795-YobHstm-FLAG

p2795-YobHe-FLAG

p2795-Y0bHSTm_mut'

FLAG

PGEN-luxCDABE

pyobH-lux

PWSK129

pPsprB-sprB

pfdnGstm-cat

Derivada de yobHec-cat-61+10
contiene mutaciones en el sitio de
union de SprB, AmpR

Derivado del pMPM-K6QQ, expresa a
SprB bajo un promotor inducible por
arabinosa, KmR®

Derivado del pBluescript SK+,
contiene aph FRT, AmpR, KmR
Derivado de p2795, contiene los
genes yobHstm::3XFLAG y aph
flanqueados por FRT’s, Amp~®, KmR
Derivado de p2795, contiene los
genes yobHec::3XFLAG y aph
flanqueados por FRT’s, Amp~®, KmR
Derivado de p2795, contiene los
genes yobHstm mut::3XFLAG y aph
flanqueados por FRT’s, AmpR, KmR
Derivado de p15A, contiene el
operon luxCDABE corriente abajo
del promotor sintético constitutivo
em7, AmpR

Derivado de pGEN-luxCDABE,
contiene una fusion transcripcional
yobH-lux de S. Typhimurium del
nucledtido -193 al +113, AmpR
Vector de clonacién, ori pSC101,
KmR

Derivado de pWSK129, expresa a
SprB a partir del promotor nativo de
sprB, KmR

Derivado de pKK232-8, contiene la

fusion transcripcional fdnG-cat de S.

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)

(Banda et al., 2019a)

(Husseiny and Hensel, 2005)

(Banda et al., 2019a)

Valdespino-Diaz et al., 2022

(no publicado)

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)

(Lane et al., 2007)

Valdespino-Diaz et al., 2022

(no publicado)

(Wang and Kushner, 1991)

Valdespino-Diaz et al., 2022
(no publicado)

Deyanira Pérez
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Typhimurium del nucle6tido -419 al
+198, AmpR

pfdnGec-cat Derivado de pKK232-8, contiene la
fusién transcripcional fdnG-cat de E.
coli del nucledtido -423 al +149,
AmpR

Este trabajo

*Las coordenadas de las fusiones transcripcionales de phoH al gen cat se indican con respecto al sitio de inicio
transcripcional del promotor P1 del gen. AmpR, resistencia a ampicilina; Km®, resistencia a la kanamicina; Stp~,

resistencia a la estreptomicina; Tet®, resistencia a tetraciclina.

Tabla 3. Oligonucleotidos utilizados

Nombre Secuencia (5’ - 3°)* Gen blanco  Modificacién

Construccion de fusiones transcripcionales a cat

phoH-Fw CGAGGATCCAATATGGCTGGCTGGATC phoHstm BamHI
TG

phoH-Rv14 CGAAAGCTTGTCAGTCTCTTACAGAAA phoHstm HindlIll
GATTAC

phoH-Fw15 CGAGGATCCTGTAAGAGACTGACAAT phoHstm BamHI
GACGC

phoH-Rv CGAAAGCTTCCATGGATAGCACCTTGA phoHstm HindlIll
GT

phoH-Fw27 CGAGGATCCTGACGCAATAGAGTAAT phoHstm BamHI
GACAAAA

phoH-Fw37 GATCCCCCGCAGTAGCTAATGATTATC phoHstm
TTTTTTAGTCTCCTGCCGATGAAATAA
TCGTGTAATCTTTCTGTAAGAA

phoH-Rv38 AGCTTTCTTACAGAAAGATTACACGAT phoHstm
TATTTCATCGGCAGGAGACTAAAAAA
GATAATCATTAGCTACTGCGGGG

phoH-Fw79 CAGCATTAATACCCGCAGTAGAAAGC phoHstm
ACACAGCTTTTTTAGTCTCCTGCCGAT
G
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phoH-Rv80

phoH-Fw83

phoH-Rv84

SL1770-FW22

SL1770-RV11

grhD2-FW45

grhD2-RV46

SL1770-FW25

SL1770-RV26

SL1770-FW33

SL1770-RV34

SL1770-FW29

SL1770-RV30

SL1770Ec-FW93

CATCGGCAGGAGACTAAAAAAGCTGT
GTGCTTTCTACTGCGGGTATTAATGCT
G
CTGCCGATGAAATAATCGTGCGGCTCT
TCTGTAAGAGACTGACAATG
CATTGTCAGTCTCTTACAGAAGAGCCG
CACGATTATTTCATCGGCAG
CCTGGATCCACAGCAACAGGCATACTA
C
GTTAAGCTTACTTCCCACCAGGATGCC
CTGTAGCGGCATTATATGTTTTTAAAG
GCAGTTCACTTGTTTCAATCAATGTAC
AC
GTGTACATTGATTGAAACAAGTGAACT
GCCTTTAAAAACATATAATGCCGCTAC
AG
CGAGGATCCCATTATATGTTTTTAGGA
ATGATTCA
CGAAAGCTTTTTTTAGTTAGAATAAGA
GTAGCGT
GATCCCATTATATGTTTTTAAAGGCAG
TTCACTTGTTTCAATCAATGTACACGC
TACTCTTATTCTAACTAAAAAA
AGCTTTTTTTAGTTAGAATAAGAGTAG
CGTGTACATTGATTGAAACAAGTGAAC
TGCCTTTAAAAACATATAATGG
GATCCTGTTTCAATCAATGTACACGCT
ACTCTTATTCTAACTAAAAAA
AGCTTTTTTTAGTTAGAATAAGAGTAG
CGTGTACATTGATTGAAACAG
CGAGGATCCCAAAGCAGCAAGCAAGC
CAAC

phoHstm

phoHstm

phoHsTm

yObHSTm

yobHstm

yobHstm

yObHSTm

yobHstm

yobHstm

yobHstm

yobHstm

yobHstm

yobHstm

yobHE.

BamHI

HindllI

BamHl|

Hindlll

BamHl|
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SL1770Ec-RV94

yobH-FW47

yobH-RV48

yobH-FW49

yobH-RV50

yobH-FW53

yobH-RV54

fdnG-Fw

fdnG-Rv

fdnGEc-Fw63

fdnGEc-Rv64

CGAAAGCTTCTTTGCTTCCAATCAAAA
CGCC
CTATGTCGATATTCGTGCTTTTTCAAG
GCAGGTCGCTTGCTTCAGCGCATAT
ATATGCGCTGAAGCAAGCGACCTGCCT
TGAAAAAGCACGAATATCGACATAG
GATCCTATTCGTGCTTTTTCGGAATGA
GTCGCTTGCTTCAGCGCATATTGCCGC
TACGATTAAGCGAACATAAAAA
AGCTTTTTTATGTTCGCTTAATCGTAGC
GGCAATATGCGCTGAAGCAAGCGACT
CATTCCGAAAAAGCACGAATAG
GATCCTATTCGTGCTTTTTCAAGGCAG
GTCGCTTCTTCAGCGCATATTGCCGCT
ACGATTAAGCGAACATAAAAA
AGCTTTTTTATGTTCGCTTAATCGTAGC
GGCAATATGCGCTGAAGCAAGCGACC
TGCCTTGAAAAAGCACGAATAG
CGAGGATCCTGACAAACAGTACGCTG
CCT
CGAAAGCTTAGCTTATAGTTTCGCGCC
TG
CAGGGATCCTGACGAATAACAGACTC
CCGG
CGAAAGCTTAATTTGTAGTTTCGCGCC
TGAG

Construccion de fusiones transcripcionales a lux

yobH-luxF

yobH-luxR
Clonaje de genes
SL1770-FW22

CCTGGATCCACAGCAACAGGCATACTA
C
GTTTACGTAACTTCCCACCAGGATGCC

CCTGGATCCACAGCAACAGGCATACTA
C

yobHEc

yObHEc

yobHe.

yObHEc

yObHEc

yObHEc

yobHEc

fdnGSTm

fdnGSTm

fdnGEc

fdnGEc

yobHstm

yobHstm

yobHsmm

HindllI

BamHl|

Hindlll

BamHl|

Hindlll

BamHl|

SnaBI

BamHl|
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1770-SallRv

yobH-FBamHI

yobH-R2Sall

srpB-sprB-F

sprB-sprB-R

GGAGTCGACCGTAAAAGTAGATAATA
TCTGTCG
CTGGGATCCTGTACATCCTGATCGCAC
ATC
GAGGTCGACAACCTGTCGGAATATCA
AACAG
CTGGTCGACTTTCACAAGTCGCGACGA
TGTG
CAGTCTAGAGCTCAACACATGGTCATA
AAT

Insercion de genes en el cromosoma

SL1770-FW22

1770FLAG-
H2P2-C

yobH-H1P1-
RREc

Delecidn de genes
EyobHH1P1

EyobHH2P2

CCTGGATCCACAGCAACAGGCATACTA
C
TTATGAACAACAGCCAATATAGGGGA
ATTATTGGTGATAGTTTAATACGACTC
ACTATAGGGCG
TACCACCACGATGCCGAGAACGACCC
ATCGAAATTTTTTCACTCCAATCTCCGT
TTCACCTAC

GCGAACATAAAAAGAGAAGAGGTTGT
AATGCGATTCATCATTTGTAGGCTGGA
GCTGCTTCG
GGTTATTTATTGCCCTTAACCATTATCG
ACCACGATATTGCTCATATGAATATCCT
CCTTAG

Etiquetado de genes con FLAG

EyobHFLAG-F

EyobHFLAG-R

TGCCCGCTGTTACGCAAAAGCAATATC
GTGGTCGATAATGGTGACTACAAAGACC
ATGACGG
GAGTATTTTACTCAGGAGTGAGAATCT
GGTTATTTATTGCCCCATATGAATATCCT
CCTTAG

yobHstm

yObHEc

yobHe.

sprB

sprB

yObHSTm

yObHSTm

yobHEc

yobHEc

yobHEc

yobHE.

yobHE.

Sall

BamHI

Sall

Sall

Xbal
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fdnGSFg-FW GCCGGAATACAAAGCGTTTTTAGTTAA fdnGstm
CATCGAGAAGGCGGACTACAAAGACCA

TGACGGT

fdnGSFg-RV AATAATGTCCTGCGTTTCCATAGACAT fdnGstm
ATGTTCGCCTCCCCATATGAATATCCTCC
TTAGTTC

Caracterizacion de cepas mutantes y genes etiquetados con FLAG

K1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT

K2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC

Caracterizacion de fusiones transcripcionales a cat
PKKSEQ1-VB CAACGGTGGTATATCCAGTG
PKKSEQ2-VB GAGGCCCTTTCGTCTTCAAG

Ensayos de retardo en gel

phoH-Fw CGAGGATCCAATATGGCTGGCTGGATC phoHsTm
TG

phoH-Rv CGAAAGCTTCCATGGATAGCACCTTGA phoHstm
GT

phoH-Rv14 CGAAAGCTTGTCAGTCTCTTACAGAAA phoHstm
GATTAC

phoH-Fw15 CGAGGATCCTGTAAGAGACTGACAAT phoHstm
GACGC

phoH-Fw17 CGAGGATCCAGCGATGGGAGAGAGGA phoHstm
CAC

phoH-Rv84 CATTGTCAGTCTCTTACAGAAGAGCCG phoHstm
CACGATTATTTCATCGGCAG

phoH-Fwa41 CGAGGATCCTGGATATGGGGTTGCTGT phoHec
TTG

phoH-Rv42 CGAAAGCTTCATGGAGAGCACCTTGA phoHec
GTTG

BamHI

Hindlll

Hindlll

BamHl|

BamHl|

BamHl|

Hindlll

*Las letras subrayadas indican el respectivo sitio de la enzima de restriccion en el oligonucleétido. Las

secuencias correspondientes a los plasmidos templado pKD4 o pSUB11 (Tabla 2) estan en cursiva.
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8.1.Medios de cultivo

Los cultivos bacterianos se crecieron en medio LB, que contiene 0.1% triptona, 0.5 % extracto
de levadura y 0.1% NacCl, ajustado a pH 7.5; y en MM-N (medio minimo N), que contiene 5 mM KClI,
7.5 mM (NH4)2S04, 0.5 mM K2SO4, 100 mM Tris-HCl (pH 7.5), 10 pM MgCI2, 0.1%
casaminoécidos y KH2PO4 a 640 uM o 64 uM para recrear condiciones de alto o bajo fosforo
inorganico respectivamente. Cuando fue necesario, los medio fueron suplementados con los siguientes
antibiéticos: ampicilina (200 pug/ml), estreptomicina (100 ug/ml), kanamicina (20 pg/ml) o tetraciclina

(12 pg/ml).

8.2.Construccion de plasmidos

En las Tablas 2 y 3 se indican los plasmidos utilizados y construidos, asi como los
oligonucledtidos utilizados. Para construir los plasmidos pPlphoHstm-cat, pP2phoHstm-cat y
pphoHstm-248+12-cat, la secuencia corriente arriba correspondiente de phoHstm (-653 a +12; -5 a
+416 y -248 a +12, respectivamente, con respecto al promotor P1) se amplificé por PCR con los pares
de oligonucledtidos phoH-Fw/phoH-Rv14, phoH-Fw15/phoH-Rv y phoH-Fw27/phoH-Rv14
respectivamente, utilizando el DNA cromosomico de la cepa WT S. Typhimurium SL1344 como
templado. Los plasmidos pyobHstm-cat-193+10 y pyobHstm-cat-61+10 se construyeron mediante
amplificacion por PCR de las secuencias de nucleétidos determinadas del gen yobHstm con los pares
de oligonucle6tidos SL1770-FW22/SL1770-RV26 y SL1770-FW25/SL1770-RV26 respectivamente;
usando DNA cromosémico de la cepa WT S. Typhimurium como templado. El plasmido pyobHec-cat
se construyd mediante amplificacion por PCR de la secuencia de nucleétidos -195/+116 del gen yobHec
con el par de oligonucleétidos SL1770Ec-FW93/SL1770Ec-RV94 utilizando DNA cromosomico de

la cepa WT E. coli K-12 MG1655 como templado. Todos los productos de PCR anteriores se
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purificaron y digirieron con las enzimas BamHI y Hindlll y se clonaron en los mismos sitios de

restriccion del vector pKK232-8.

Los plasmidos pphoHHipmut-cat y pphoHpimut-cat, que contienen mutaciones en el sitio de unién
a HilD predicho y el promotor P1 respectivamente, se construyeron mediante PCRs solapados
utilizando el DNA cromosdmico de la cepa WT S. Typhimurium SL1344 como templado. En primer
lugar, se obtuvieron dos productos de PCR para cada plasmido, con los pares de oligonucleotidos
phoH-Fw/phoH-Rv80 y phoH-Fw79/phoH-Rv para pphoHniomut-cat, y con los pares de
oligonucleétidos phoH-Fw/phoH-Rv84 y phoH-Fw83/phoH-Rv para pphoHpimu-cat. Los productos
de PCR se purificaron y los correspondientes a cada plasmido se mezclaron y utilizaron como templado
para un segundo PCR con los oligonucledtidos externos phoH-Fw y phoH-Rv. Los productos de PCR
resultantes se purificaron y digirieron con las enzimas BamHI y Hindlll y se clonaron en los mismos
sitios de restriccion del vector pKK232-8. Los plasmidos pyobHstm_mut-cat y pyobHg._mut-cat que
contienen mutaciones en el sitio de union de SprB se construyeron mediante PCRs solapados
utilizando DNA cromosémico de las cepas DTM128 (yobHstm::3XFLAG) de S. Typhimurium y
DTM160 (yobHec::3XFLAG) de E. coli K-12 como templado, respectivamente. Primero, los productos
individuales se amplificaron por PCR con los pares de oligonucleétidos SL1770-FW22/grhD2-RV46
y grhD2-FW45/1770-SallRv para pyobHsrm_mut-cat; y SL1770Ec-FW93/yobH-RV48 y yobH-
FW47/yobHR2-Sall para pyobHe._mut-cat. Los productos de PCR se purificaron, mezclaron y usaron
como templado para un segundo PCR con los oligonucleétidos externos SL1770-FW22/1770-SallRv
para pyobHstm _mut-cat y SL1770Ec-FW93/yobHR2-Sall para pyobHgc_mut-cat. Luego, los
fragmentos resultantes se purificaron y usaron como templado en una nueva PCR con los pares de
oligonucledtidos  SL1770-FW22/SL1770-RV11 y  SL177Ec-FW93/SL177Ec-RV94  para
pyobHstm_mut-cat y pyobHec_mut-cat respectivamente. Estos productos de PCR se purificaron y
digirieron con las enzimas BamHI y HindlI1 y se clonaron en los mismos sitios de restriccion del vector

pKK232-8.
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El plasmido pphoHstm-67+3-cat se construy6 con los oligonucle6tidos autocomplementarios
phoH-Fw37 y phoH-Rv38. Estos oligonucleodtidos se mezclaron en una proporcion 1:1, se calentaron
a 95 °C durante 10 min y luego se enfriaron a temperatura ambiente durante 1 h. El producto de doble
cadena obtenido contiene extremos cohesivos para su clonacion en los sitios de restriccion BamHI y
Hindlll del vector pKK232-8. Los plasmidos pyobHstm-cat-33+10, pyobHsrtm-cat-61+10mut,
pyobHe-cat-61+10 y pyobHec-cat-61+10mut se construyeron mediante los pares de oligonucle6tidos
autocomplementarios SL1770-FW29/SL1770-RVv30, SL1770- FW33/SL1770-RV34, yobH-
FW49/yobH-RV50 y yobH-FW53/yobH-RV54 respectivamente, utilizando la misma metodologia
descrita anteriormente. Los pares de oligonucleotidos utilizados para generar pyobHSTm-cat-

61+10mut y pyobHEc-cat-61+10mut contienen mutaciones en el sitio de unién de SprB.

El plasmido p2795-YobHec-FLAG se construyd mediante amplificacion por PCR del gen
yobHec::3XFLAG con el par de oligonucledtidos yobH-FBamHI/yobH-R2Sall y DNA cromosémico
de la cepa DTM160 (yobHec::3XFLAG) de E. coli K-12 como templado . El producto PCR purificado
se digirio con las enzimas Sall y BamHI y se clon6 en los mismos sitios de restriccion del vector
p2795. El plasmido p2795-YobHstm_mut-FLAG, que contiene mutaciones en el sitio de union de
SprB, se construyé mediante PCR solapado usando DNA cromosomico de la cepa DTM128
(yobHstm::3XFLAG) de S. Typhimurium como templado. Primero, los productos individuales se
amplificaron por PCR con los pares de oligonucleétidos SL1770-FW22/grhD2-RV46 y grhD2-
FW45/1770-SallRv. Los productos de PCR se purificaron, mezclaron y usaron como templado para
una segunda PCR con los oligonucledtidos externos SL1770-FW22 y 1770-SallRv. Luego, el
fragmento resultante se purifico, se digirié con las enzimas BamHI y Sall y se clon6 en los mismos

sitios de restriccidn del vector p2795.

Para construir el plasmido pyobH-lux (Tabla 2), se reemplaz6 el promotor em7 del plasmido
PGEN-IluxCDABE (plasmido Addgene # 44918) con la respectiva regién reguladora de yobHstm. La
region reguladora de yobHstm se amplificd por PCR con el par de oligonucle6tidos yobH-luxF/yobH-
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luxR. Los productos de PCR se digirieron con las enzimas BamHI y SnaBl y luego se clonaron en los
mismos sitios de restriccion del pGEN-luxCDABE. Para construir el plasmido psprB-sprB se
amplifico por PCR la secuencia que abarca el gen estructural sprB junto a su region reguladora, con el
par de oligonucledtidos sprB-sprB-F/sprB-sprB-R, utilizando el DNA cromosémico de la cepa WT S.
Typhimurium SL1344 como templado. El producto de PCR fue digerido con las enzimas Sall y Xbal

y clonado en los mismos sitios de restriccion del vector de bajo nimero de copias pWSK129.

En todos los casos descritos anteriormente, para las reacciones de ligacion se cuantifico la
concentracion de DNA de los fragmentos a insertar y vector mediante un “NanoDrop 2000/2000c
Spectrophotometer” (Thermo scientific). EI producto de PCR y el vector se ligaron poniendolos en la
reaccion de ligacion en una proporcion aproximada de 5:1 molar. Esta reaccion se incubo a 22°C
durante 1 h y se utilizaron de 2 a 3 pl para transformar la cepa E. coli DH10p. Para confirmar que la
clonacion del fragmento de DNA en el vector se llevo a cabo, se purificaron plasmidos de varias
transformantes de E. coli DH10p con el kit Zyppy Plasmid Miniprep (ZYMO RESEARCH), mismos
que fueron visualizados en un gel de agarosa al 1%. Aquellos plasmidos que contenian un inserto,
fueron utilizados para amplificar por PCR el inserto que contenian y asi corroborar su tamafio. Se
seleccionaron los plasmidos que tuvieran el inserto correcto se enviaron a la Unidad de Sintesis y
Secuenciacién del Instituto de Biotecnologia de la UNAM para obtener y verificar la secuencia de

nucleotidos.

8.3.Preparacion de células electrocompetentes

Las diferentes cepas de interés se cultivaron en 5 ml de LB adicionado con los antibioticos
correspondientes y se incubaron a 37°C en agitacion a 200 rpm durante toda la noche. Al otro dia, se
emplearon 1 ml de estos cultivos para inocular un matraz de 250 ml con 100 ml de medio de cultivo

SOB adicionado con los mismos antibi6ticos. Estos cultivos se incubaron durante 2a 3 ha 37°C a 200
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rpm, hasta que alcanzaron una D.0.600nm de 0.6 a 0.8. Posteriormente, los cultivos se centrifugaron
por 8 min a 8,000 rpm a 4°C en tubos Nalgene, se desechd el sobrenadante, la pastilla se lavé con 30
ml de agua MQ fria estéril y se centrifugd en las mismas condiciones. Después, el sobrenadante se
desecho, se resuspendio la pastilla en 30 ml de glicerol al 10% estéril frio y se procedi6 a centrifugar
en las mismas condiciones. Finalmente, se desecho el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 500

ul de glicerol al 10% estéril frio.

8.4.Electroporacion

Se mezclaron 50 pl de células electrocompetentes con 5 ul de DNA plasmidico. Esta mezcla
se colocd en una celda de electroporacion fria (BIORAD) y se le dio un pulso eléctrico de 2.5 kV
durante 5.5 ms usando un electroporador “E. coli pulser” (BIORAD). Posteriormente, se agrego a la
celda 1 ml de medio de cultivo SOC y se mezcld, después se transfirio el contenido a un tubo de ensayo
y se incubo durante 1 h a 37°C con agitacion a 200 rpm. Finalmente, se sembraron entre 100-200 pl
del cultivo en cajas Petri con medio LB solidificado conteniendo agar al 1.5% con los antibidticos

correspondientes e incubandose a 37°C durante 16 h aproximadamente.

8.5.Construccion de cepas mutantes

La mutagénesis se realizo de acuerdo con la técnica descrita por Datsenko y Warner (Datsenko
and Wanner, 2000). La estrategia general se baso en reemplazar a los genes a deletar en la cepa S.
Typhimurium SL1344 (Tabla 1), con un gen seleccionable de resistencia a kanamicina que es generado
por PCR utilizando oligonucleétidos que tienen 42 nucleétidos homologos al gen que se desea remover
(H1 y H2) més la secuencia correspondiente a P1 y P2 del plasmido pKD4 (20 nucle6tidos) (Tabla 3).

En este procedimiento, la recombinacion requiere la recombinasa del fago A Rojo, la cual es sintetizada
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bajo el control de un promotor inducible por arabinosa en un plasmido de bajo nimero de copias

(pKD46) (Tabla 2).

Inicialmente, se amplific6 mediante PCR el gen cuyo producto confiere resistencia a
kanamicina a partir del plasmido pKD4, empleando los oligonucle6tidos H1P1 y H2P2
correspondientes al gen a eliminar (Tabla 3). Se prepararon 5 mezclas de reaccion de PCR vy los
productos se concentraron en uno solo. Para esto, se agregaron 100 pul de acetato de amonio pH 7.8,
300 pl de fenol y 300 pl de cloroformo alcohol isoamilico, se mezcld y se centrifugé durante 5 min a
14,000 rpm. Después se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo y se agregé 1 ml de etanol absoluto,
se agito y se dejo precipitar durante 1 h a -70°C. Transcurrido ese tiempo, se centrifugd durante 30
min a 14,000 rpm, se desecho el sobrenadante y se agrego 1 ml de etanol al 70%. Después se centrifugd
durante 10 min a 14,000 rpm, se desecho el sobrenadante y las pastillas se resuspendieron en 7 pl de
agua. Se utilizo 1 pl de este producto para una electroforesis en gel de agarosa al 1% con la finalidad

de revisar el producto concentrado.

Por otra parte, se puso un preinoculo de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene el
plasmido pKD46 en una caja de LB adicionada con ampicilina y se incubo durante toda la noche a
30°C. Al otro dia se inocularon 40 colonias en 25 ml de SOB suplementado con 2.5 ml de L-arabinosa
1M y ampicilina, y se incubaron a 30°C con agitacion hasta una D.0.600nm de 0.6. Estas células
fueron preparadas para una transformacion, para lo cual se centrifugaron durante 10 min a 8,000 rpm
a 4°C, se desechd el sobrenadante y se resuspendié la pastilla en 1 ml de agua fria estéril.
Posteriormente se centrifugd durante 5 min a 8,000 rpm a 4°C, se desechd el sobrenadante y se
resuspendié en 1 ml de agua fria estéril, se repitio este paso de lavado 2 veces para finalmente
resuspender la pastilla en 100 pl de agua fria estéril. 50 pl de estas células electrocompetentes fueron
transformadas por electroporacion con 3 pl del producto de PCR concentrado y se incubaron en 1 ml
de medio SOC durante 3 h a 30 °C. Posteriormente se sembraron 200 pl en agar LB adicionado con
kanamicina y se incubaron a 42°C durante toda la noche. Las transformantes que se obtuvieron se
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resembraron en agar LB adicionado con kanamicina a 42°C con el fin de separar colonias. Finalmente
se sembraron en medio LB adicionado con estreptomicina, kanamicina o ampicilina, con el fin de
analizar resistencia o sensibilidad a los antibiéticos. Para la caracterizacion de las mutantes con
aquellas colonias que fueron resistentes a kanamicina y sensibles a ampicilina se realizaron distintos
PCR con varios juegos de oligonucleétidos (Tabla 3) que permiten amplificar regiones del gen de
resistencia a kanamicina y/o las regiones que los flanquean. Todas las cepas mutantes fueron

verificadas mediante secuenciacion de los productos de PCR.

Para la construccion de las cepas mutantes complementadas en el cromosoma, se siguid la

metodologia descrita anteriormente, pero con los siguientes cambios:

En el paso de la amplificacion mediante PCR del gen de resistencia a kanamicina, éste se
amplifico junto con el gen que se quiso insertar, utilizando como molde el plasmido p2795 que
contiene al gen a insertar. Por otro parte, la cepa de S. Typhimurium que se utilizo para preparar células

competentes y transformarlas, fue la cepa mutante a complementar conteniendo el plasmido pKD46.

8.6.Construccion de cepas que expresan genes etiquetados con el epitopo FLAG

Para etiquetar al gen cromosomal deseado con el epitopo FLAG (3XFLAG), se empled una
modificacion del sistema del fago A Rojo para la mutagénesis, descrito previamente (Datsenko and
Wanner, 2000). Esta modificacion consiste en agregar en fase el epitopo FLAG al final del gen
cromosomal gue se requiere etiquetar, sustituyendo de esta manera el codén de término (Uzzau et al.,
2001). Para esto se utilizaron oligonucledtidos con homologia a las regiones que flanquean el codon
de término del gen, y que a su vez también tienen homologia con regiones del plasmido pSUB11, que
se usé como molde para amplificar el epitopo 3XFLAG junto con el gen de resistencia a kanamicina
(3XFLAG-km). Una vez obtenidos los productos de PCR, se procedié de la misma manera que en el

apartado “Construccion de cepas mutantes”. Cuando el gen a etiquetar era de E. coli, se utilizo la cepa
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de E. coli MG1655 que contiene el plasmido pKD46. Al final se seleccionaron aquellas cepas cuyos
productos de PCR correspondian al tamafio del epitopo 3XFLAG-km. Todas las cepas etiquetadas

fueron verificadas mediante secuenciacion de los productos de PCR.

8.7.Cultivos bacterianos para cuantificar la expresion de los genes

e Medio LB

Las cepas que contienen genes etiquetados con el epitope de 3XFLAG o plasmidos que llevan
las fusiones transcripcionales al gen reportero cat se cultivaron en 5 ml de medio LB adicionado con
los antibioticos correspondientes y se incubaron a 37°C con agitacion a 200 rpm durante toda la noche.
Al dia siguiente, se tomaron 500 ul de cada cultivo y se inocularon por cada cepa a evaluar 2 matraces
de 250 ml con 50 ml de LB adicionado con los mismos antibioticos. Estos cultivos se incubaron a
37°C en agitacion a 200 rpm durante 6 0 9 h segun correspondiera. Se tomaron muestras de 1.5 ml de
cultivo una vez transcurrido el tiempo de incubacion para analizar la expresion de las diferentes
fusiones transcripcionales o para la deteccion de proteinas por medio de Western blot. Posteriormente
se procedio a centrifugar todas las muestras durante 2 min a 13,000 rpm, se desechd el sobrenadante y
las pastillas obtenidas se procesaron como se indica en el apartado “Inmunodeteccion de proteinas
mediante Western blot”. En cambio, cuando las pastillas se utilizaron para la cuantificacion de la
actividad de especifica de CAT, éstas se lavaron con 800 pl de solucion de lavado TDTT (Tris-HCI,
pH 7.8 50 mM, y DL-ditiotreitol 30 uM), y después de centrifugar en las mismas condiciones que
anteriormente, se desecho el sobrenadante. En caso de no utilizar las pastillas inmediatamente, se

almacenaron a -20°C, de lo contrario, se resuspendieron en 500 pl de TDTT.

e Medio minimo N (MM-N)

De igual forma que para la cuantificacion de la expresion de los genes en medio LB, las cepas

que contienen los plasmidos que llevan las fusiones transcripcionales al gen reportero cat se cultivaron
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en 5 ml de medio LB adicionado con los antibidticos para los que tienen resistencia y se incubaron a
37°C en agitacién a 200 rpm durante toda la noche. Al dia siguiente se hicieron dos pastillas
centrifugando 1.5 ml de los cultivos y se lavaron con 1 ml de medio MM-N. Posteriormente las
pastillas se resuspendieron en 500 pul de MM-N y con cada una de ellas se inocularon dos matraces con
50 ml de MM-N. Los cultivos se incubaron durante 16 h a 37°C en agitacién a 200 rpm, hora a la cual
se tomd una muestra de 3 ml, también midiéndose la densidad Optica de los cultivos a 600 nm. Las
muestras se centrifugaron durante 2 min y se desechd el sobrenadante. Las pastillas obtenidas se
procesaron como se indica en el apartado “Inmunodeteccion de proteinas mediante Western blot” 0 se
lavaron con 800 pl de solucion de lavado TDTT para la deteccion de la actividad especifica CAT. En
caso de no utilizar las pastillas inmediatamente, se almacenaron a -20°C, de lo contrario, se

resuspendieron en 500 pl de TDTT.

8.8.Cuantificacion de la actividad enzimatica especifica CAT (Cloranfenicol Acetil

Transferasa)

La actividad de la enzima Cloranfenicol Acetil Transferasa fue medida usando una
modificacion de un método espectrofotométrico. Primero, las pastillas resuspendidas en TDTT fueron
sonicadas durante 3 min en un sonicador “Vibra Cell”, con pulsos de 10 s y periodos de reposo de 10
entre cada pulso, obteniéndose un tiempo total de sonicacion de 6 min. Posteriormente las muestras
sonicadas fueron centrifugadas durante 15 min a 14,000 rpm y se transfirié el sobrenadante obtenido

a tubos nuevos.

Para la cuantificacion de las proteinas totales en los sobrenadantes obtenidos se utilizaron
placas de cultivo celular de 96 pozos (Costar), donde se agregaron por duplicado 10 pul de cada muestra
por pozo, utilizando como blanco 10 ul de TDTT. Después, se afiadié a cada pozo 200 pl de una mezcla

(50:1) de los reactivos A y B del estuche BCA “Protein Assay Reagent” (Pierce) y se incubo la placa
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durante 30 min a 37°C. Posteriormente, se calcul6 la concentracion de proteinas totales mediante la
lectura de la absorbancia a 562 nm en un lector automatizado de microplacas tipo CERES 900 C (Bio-
Tek Instruments Inc.), utilizando el programa KC3. Los valores obtenidos se interpolaron en una curva
estandar de concentraciones de la proteina ASB (de 0 a 1.5 mg/ml) previamente almacenada en dicho

programa.

Para calcular la actividad enzimatica de CAT, 5 puL de cada muestra fueron agregadas por
duplicado en otra placa de cultivo celular de 96 pozos, seguido de 200 pl de una mezcla de reaccion
de Tris-HCI pH 7.8 0.1 M, DTNB ( &cido 5, 5'-ditio-bis (2-nitrobenzoico) Research Organics) 1 mM ,
acetil-CoA 0.1 mM (Pharmacia Biotech) y cloranfenicol 0.1 mM (Sigma). La actividad de CAT se
determino, inmediatamente después de agregarse la mezcla de reaccion, utilizando el mismo lector de
microplacas posicionado en el modo de cinética, tomandose lecturas de absorbancia a 405 nm cada 5

s durante 5 min de reaccion.

8.9.Inmunodeteccion de proteinas mediante Western blot

Muestras de aproximadamente 1 ml de cultivos, crecidos de acuerdo con lo descrito
previamente en el apartado de “Cultivos bacterianos para cuantificar la expresion de genes”, se
centrifugaron durante 2 min a 13,000 rpm, se desecho el sobrenadante y las pastillas de bacterias
obtenidas fueron resuspendidas en 250 pl de amortiguador de carga SDS-PAGE 1X. Estas muestras
se calentaron a 96 °C durante 5 min y se corrieron en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15%,
usando amortiguador de corrida Tris-Glicina-SDS (Tris-HCI 25 nM, Glicina 250 mM, SDS 0.1%).
Este gel se utilizd para la transferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa de poro de
0.45 um (Millipore), en una cdmara de transferencia semi-seca (Bio-Rad), usando amortiguador de
transferencia (Tris 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20%, SDS 0.04%) durante 50 min a 15 V. Las

membranas que contenian las proteina transferidas fueron bloqueadas con leche desgrasada al 5% en
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PBST (PBS 1X, Tween 20 0.03%) durante toda la noche. Posteriormente la membrana se incub6 en
agitacion durante 2 h con el anticuerpo monoclonal anti-FLAG M2 (SIGMA) o el anticuerpo policlonal
anti-GroEL (StressGen), diluidos en PBST 1:10,000 o 1:100,000, respectivamente. Transcurrido este
tiempo, la membrana se lavd 3 veces durante 10 min con PBST en agitacion. Posteriormente se
adiciond el anticuerpo secundario anti-raton (1:10,000) o anti-conejo (1:10,000) (PIERCE) para
detectar al anticuerpo anti-FLAG o anti-GroEL, respectivamente. Las membranas se mantuvieron en
agitacion durante 1 h. Se realizaron de nuevo 3 lavados de 10 min cada uno con PBST en agitacion. A
continuacion, se agregd una mezcla 1:1 de los reactivos para revelado “enhanced luminol reagent” y
“oxidizing reagent” del estuche comercial para revelado “Western Lightening Chemiluminiscense
Reagent Plus” (Perkin Elmer Life Sciences) y se mantuvieron en agitacion durante 1 min. Finalmente,

las membranas se expusieron en peliculas radiograficas (KODAK-Omat-LS-film).

8.10. Ensayos de retardo en gel (EMSA'’s, Electrophoretic Mobility Shift Assays)

Para los EMSAs con MBP-HilD o H-NS-FH, las regiones reguladoras de los genes a evaluar
fueron amplificadas mediante PCR usando DNA cromosomal de S. Typhimurium SL1344 o E. coli
MG1655 (Tabla 1) y los respectivos oligonucleotidos especificos (Tabla 3). Los productos de PCR
fueron purificados usando el estuche comercial DNA Clean & Concentrator kit (ZYMO RESARCH).
Para los EMSASs no competitivos, aproximadamente 100 ng de cada uno de los diferentes fragmentos
de DNA se incubaron con concentraciones crecientes de la proteina purificada previamente MBP-HilD
0 H-NS-FH (Bustamante et al., 2008), en un volumen total de 20 pl. Las interacciones se realizaron a
temperatura ambiente durante 20 min. Para los EMSAs competitivos entre HilD y H-NS, primero se
incubaron los 100 ng del fragmento de DNA con una concentracidn constante de la proteina H-NS—
FH durante 15 min y transcurrido ese tiempo, se afladieron concentraciones crecientes de la proteina

MBP-HIID, y las reacciones se incubaron durante otros 20 min. Las reacciones de retardo fueron
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realizadas en el buffer de union que contiene 10 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM KCI, 1 mM DTT, 0.5
mM EDTA, 5% glicerol y 10 pg/ml ASB. Los complejos proteina-DNA se separaron en un gel de
poliacrilamida al 6% en condiciones no desnaturalizantes en amortiguador de corrida Tris-boratos-
EDTA 0.5X. Para la visualizacion de los complejos DNA-proteina, los geles se tifieron con una
solucion de bromuro de etidio 0.5 pg/ml y se visualizaron en un transiluminador con luz UV de onda

corta (Alpha-Imager UV transiluminator Innotech Corp.).

8.11. Ensayo de invasion a células HelLa

La invasion en células HelLa (células epiteliales cervicales humanas, ATCC) se realizd por
medio de un ensayo de proteccion a gentamicina como se ha descrito previamente (Ibarra et al., 2010;
Pérez-Morales et al., 2017). Para esto, las células HeLa se crecieron en medio DMEM (“Dulbecco’s
Modified Eagle Medium”, GIBCO 12100-046), suplementado con una solucién de piruvato de sodio
10 mM (SIGMA S8636), L-glutamina 20 mM (GIBCO 25030-081) y 10% de suero fetal bovino
inactivado por calor (ByProductos 13001), a 37°C, 5% CO,. Para los ensayos, se sembraron 1 x 10°
células/pozo (1 ml/pozo) en placas de 24 pozos (Costar 3524, Corning Incorporated ®) de 20 a 24 h
antes de la infeccion para permitir su adhesion. Se colocaron las placas en una incubadora humidificada
a 37°C, 5% de CO.. Para la preparacion de las bacterias, se estriaron las cepas a evaluar en cajas de
LB con los antibidticos adecuados para obtener colonias aisladas. Se prepararon preindculos a partir
de una sola colonia de cada cepa crecidas en 3 ml de LB con los antibiéticos adecuados y se incubaron
durante 16-18 h a 37°C en agitacion a 200 rpm. Transcurrido ese tiempo, se subcultivaron 600 pl de
los preindculos en 20 ml de LB sin antibi6ticos y se incubaron a 37°C con agitacion de 200 rpm hasta
alcanzar una D.0.600nm de 0.6-0.7 (dilucién 1:5). Una vez que las bacterias alcanzaron la D.O.
deseada, se centrifugd 1 ml de cada cultivo durante 2 min a 8,000 x g. Enseguida se removieron

cuidadosamente 900 pl del sobrenadante sin deshacer la pastilla de bacterias. Después se
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resuspendieron las pastillas en 900 ul de PBS 1X estéril y se realizé una dilucion 1:10 en DMEM para
infectar las células HelLa. Posteriormente cada pozo conteniendo las mononocapas de células HelLa se
infectaron con 10 pl de la dilucion anterior y se movié la placa para mezclar (este fue el tiempo 0).
Enseguida se incubo la placa a 37°C, 5% CO> durante 15 min. Transcurrido ese tiempo, se retird el
DMEM de cada uno de los pozos y se lavaron las monocapas de células 2 veces adicionando 1 ml de
PBS 1X estéril a cada pozo, agitando cuidadosamente la placa y retirando el PBS. Una vez removido
el PBS, se adicion6 a cada pozo 1 ml de DMEM precalentado a 37°C y se incubd la placa a 37°C, 5%
COz2 durante 20 min. Posteriormente, se removié el DMEM de cada pozo y se agreg6é 1 ml de DMEM
suplementado con gentamicina (50 ug/ml) para eliminar a las bacterias que no invadieron. Enseguida
se incubo la placa a 37°C, 5% CO> durante 1 h. Despues de ese tiempo, se lavaron las monocapas de
células 1 vez adicionando a cada pozo 1 ml de PBS 1X estéril, agitando cuidadosamente la placa y
removiendo el PBS. Enseguida se solubilizaron las monocapas de células adicionando 1 ml de solucién
de solubilizacion (deoxicolato de sodio al 0.2% en PBS 1X estéril) recién preparada y pipeteando la
solucion sobre las capas de celulas 3 veces. Inmediatamente se transfirio el contenido a tubos
eppendorf estériles a partir de los cuales se realizaron diluciones seriales (1:10, 1:100 y 1:1,000) en
PBS 1X estéril. Se plaquearon 10 pl de cada dilucion y de la solucion directa sobre cajas Petri con LB
conteniendo 100 pg/ml de estreptomicina (5 repeticiones para obtener un promedio). Los indculos
iniciales también fueron diluidos de manera serial y se sembraron como se describié anteriormente.
Las cajas se incubaron a 37°C y al siguiente dia se contaron las colonias obtenidas. Los calculos de las

UFCs/ml se hicieron tomando en cuenta los factores de dilucion.

8.12. Ensayo de adherencia a células HelLa

Se prepararon las monocapas de células HeLa en las placas de 24 pozos y los cultivos

bacterianos de la misma manera que para el ensayo de invasién a células HeLa. Una vez que las
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bacterias alcanzaron la D.O. deseada, se centrifugd 1 ml de cultivo durante 2 min a 8,000 x g.
Enseguida se removieron cuidadosamente 900 ul del sobrenadante sin deshacer la pastilla de bacterias.
Después se resuspendieron las pastillas en 900 ul de PBS 1X estéril. Posteriormente, cada pozo
conteniendo las mononocapas de células HeLa en cultivo se infectaron con 10 pl de la solucion de
bacterias anterior y se movio la placa para mezclar (este fue el tiempo 0). Enseguida se incubd la placa
a37°C, 5% CO; durante 30 min. Transcurrido ese tiempo, se retir6 el DMEM de cada uno de los pozos
y se lavaron las monocapas de células 4 veces adicionando 1 ml de PBS 1X estéril a cada pozo,
agitando cuidadosamente la placa y retirando el PBS. Una vez removido el PBS se solubilizaron las
monocapas de células, se realizaron diluciones seriales, se plaqueo y al siguiente dia se contaron las

UFCs/ml de igual manera que para el ensayo de invasion.

8.13. Experimentos de infeccion en ratones

La manipulacion de los animales en este trabajo se llevé a cabo de acuerdo a los protocolos
estandarizados aprobados por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de
CICUAL-UNAM, por la Norma Oficial Mexica NOM-062Z00-1999 (experimentos realizados con el
gen phoH); y por el Consejo Canadiense de Cuidado de Animales, utilizando protocolos aprobados
por el Consejo de Etica de Revision de Animales de la Universidad McMaster bajo el Protocolo de
Uso de Animales # 20-12-41 (ensayos realizados con yobH). Ratones BALB/c libres de patdgenos (6
a 8 semanas de nacidos) fueron obtenidos de la Unidad de Investigacion en Medicina Experimental de
la Facultad de Medicina de la UNAM o de los Laboratorios Charles River, para los ensayos realizados
con los genes phoH y yobH, respectivamente. Se les retir6 el agua y alimento 4 h antes del tratamiento
de los ratones con 50 mg de estreptomicina por administracion orogastrica; luego se les proporciono a
los animales agua y comida ad libitum. Para la infeccion, cultivos de toda la noche de las cepas de

Salmonella se diluyeron 1:100 en 5 ml de LB fresco y se incubaron a 37°C con agitacién durante 3 h.
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Después de 24 h del tratamiento con estreptomicina, nuevamente se les retir0 el agua y alimentos 4 h
antes de la infeccion de los ratones con 50 pl de una suspension de bacterias de 1 x 108 UFCs/ml en
PBS 1X, o de la administracion de 50 pl de PBS 1X estéril (control). Un total de 12 ratones fueron
inoculados por cada cepa bacteriana. Posteriormente, se les proporciono a los animales agua y comida

ad libitum.

Los ratones se sacrificaron con una sobredosis de los anestésicos Ketamina y Xilacina
administrados via intraperitoneal, en una campana de trabajo (Thermo-Scientific) y el ileon, el ciego,
el colon y el bazo se homogeneizaron en PBS frio (los tejidos intestinales se enjuagaron primero con
PBS para eliminar el contenido luminal), se diluyeron en serie y se sembraron en medio LB que
contenia estreptomicina (100 pg/ml) o estreptomicina y kanamicina (100 pg/mL y 50 pg/mL,

respectivamente) para la determinacion de CFU totales.

e RT-qPCR para la deteccion de marcadores proinflamatorios inducidos por yobH

Se uso el reactivo Trizol (Ambien) para extraer RNA de los tejidos animales despues de la
infeccidn. Brevemente, las muestras de tejido se homogeneizaron en 1 ml de Trizol (Invitrogen) para
la lisis celular. EI RNA se extrajo mediante separacion con cloroformo (BioShop) siguiendo el
protocolo del fabricante, se precipitd con isopropanol al 100 % (BioShop) y se lavo con etanol al 75
% (Sigma) antes del tratamiento con DNAasa | (kit Turbo DNA-free). La DNAasa | se inactivo con
EDTA 2,5 mM y el RNA se resuspendio en agua DEPC. Para los experimentos de RT-qPCR, el cDNA
se sintetiz6 a partir de RNA purificado utilizando gScript cDNA Supermix (Quantabio) y se diluyd
1:10 antes de su uso. El gen “housekeeping” rplp0 se utilizo para la normalizacion; la RT-gPCR se
realizé en un LightCycler 480 (Roche) con PerfeCTa SYBR Green Supermix (Quantabio). Las

proporciones, normalizadas en peso, se calcularon en relacion con los niveles de transcripcion de rplp0.
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e Experimento iVIS para la deteccion in vivo de la expresion de yobH en el intestino de ratones

Se adquirieron ratones hembra C57BL/6 de seis a diez semanas de edad de los Laboratorios
Charles River. Los ratones se almacenaron en una instalacién de barrera SPF de nivel de bioseguridad
2 en McMaster Central Animal Facility. Los ratones pretratados con estreptomicina fueron infectados
con 1 x 10° CFU de Salmonella como se describi6é anteriormente. Posteriormente, los ratones se
anestesiaron con isofluorano al 3,5% transportado en oxigeno al 1% y se tomaron iméagenes
dorsalmente en un espectro iVIS (PerkinElmer). Se capturaron imagenes luminiscentes cada hora
durante 6 h y se cuantifico la luminiscencia abdominal total en cada punto de tiempo. Se utilizaron 2
ratones por cada cepa bacteriana y el experimento se repitio una vez para un total de 4 ratones por

cepa.

8.14. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism 9.2.0 (GraphPad Inc.,
San Diego, CA), utilizando analisis de varianza (ANOVA) de una o dos vias, o la prueba t de Student

(no apareada). Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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9. RESULTADOS

9.1.Adaptacion de la regulacion transcripcional de phoH mediada por HilD

9.1.1. El gen phoH de S. Typhimurium, pero no el de E. coli K-12, es activado por HilD

en condiciones inductoras de SPI-1

El gen phoH codifica para una proteina (PhoH) con actividad ATPasa, de la cual se pueden
encontrar ortélogos en una amplia gama de bacterias patdgenas y no patogenas, incluyendo a
Salmonella y E. coli K-12 (Kazakov et al., 2003; Martinez-Flores et al., 2016). De hecho, el gen
estructural phoH y su proteina codificada, PhoH, comparten identidades del 82% y 95%,
respectivamente, entre S. Typhimurium SL1344 y E. coli MG1655. Por el contrario, las secuencias
intergénicas corriente arriba de phoH muestran una menor identidad (54%) y el contexto genémico no
estd conservado entre estas dos bacterias (Fig. 4A). Por lo tanto, nos preguntamos si, ademas de la
ganancia de HilD por S. Typhimurium, también fue necesaria una diferenciacion de la secuencia
reguladora de phoH en S. Typhimurium para que se adaptara su regulacion por HilD. Para abordar esta
pregunta, analizamos la expresion del gen phoH de S. Typhimurium SL1344 (phoHstm) y de E. coli
MG1655 (phoHec) en cepas de S. Typhimurium y E. coli que expresan o no a HilD y se cultivaron en
condiciones inductoras de SPI-1 (LB a 37°C). En primer lugar, construimos la fusién transcripcional
phoHec-cat (que lleva la secuencia intergénica completa corriente arriba de phoHec), que es equivalente
a la fusion transcripcional phoHstm-cat que usamos anteriormente para mostrar la regulacion del gen
phoHstm por HilD (Martinez-Flores et al., 2016) (Fig. 4B) (Tabla 2). A continuacion, se cuantifico la
expresion de ambas fusiones en la cepa silvestre (WT) S. Typhimurium SL1344 y su mutante derivada

AhilD, asi como en la cepa WT E. coli MC4100, en presencia del plasmido pK6-HilD que expresa
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HilD o el vector pMPM-KG6. De acuerdo con nuestro estudio anterior (Martinez-Flores et al., 2016), la

expresion de la fusion phoHstm-cat disminuyo significativamente en el mutante AhilD+vector y en la

S. Typhimurium
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Fig. 4. Contexto genémico de los genes phoHstm Y phoHec y representacion esquematica de las fusiones
phoHstm-cat y phoHec-cat. (A) Contexto gendmico del gen phoH de las cepas S. Typhimurium SL1344 y E.
coli K-12 MG1655. (B) Representacidn esquematica de las fusiones transcripcionales phoHstm-cat y phoHec-
cat que contienen completa la regidn intergénica corriente arriba de phoH de las cepas S. Typhimurium SL1344
o0 E. coli K-12 MG1655, respectivamente. Los sitios de inicio de la transcripcion se muestran mediante flechas
dobladas. Las posiciones indicadas son relativas al sitio de inicio transcripcional del promotor 1.

cepa WT E. coli+vector con respecto a la cepa WT S. Typimurium+vector; ademas, fue inducida por
el plasmido pK6-HilD tanto en el mutante AhilD como en la cepa WT E. coli, 4 y 8 veces,
respectivamente (Fig. 5A). Por el contrario, la fusion phoHec-cat mostro un bajo nivel de expresion en
todas las cepas probadas (Fig. 5B), lo que indica que la expresion del gen phoHgc no es activada por
HilD en las condiciones de crecimiento probadas. Para confirmar estos resultados, realizamos un
andlisis de Western blot para monitorear la expresion cromosémica de la proteina PhoH-FLAG (PhoH

etiquetada con un epitopo 3XFLAG) en el mutante S. Typhimurium AhilD y la cepa WT E. coli que
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lleva el plasmido pBAD-HilD1, que expresa a HilD a partir de un promotor inducible por arabinosa.
De acuerdo con nuestros resultados obtenidos con las fusiones transcripcionales, en las condiciones
evaluadas se detectd la proteina PhoH-FLAG de S. Typhimurium (PhoHstm-FLAG), pero no PhoH-
FLAG de E. coli (PhoHe.-FLAG); ademas, la expresion de HilD del plasmido pBAD-HilD1 aumento
la cantidad de PhoHstm-FLAG en la mutante AhilD de forma dependiente de la dosis (Fig. 5C). Estos
resultados muestran que el gen phoHstm, pero no el gen phoHec, es expresado y regulado por HilD en
condiciones inductoras de SPI-1, lo que respalda que tanto la ganancia de HilD como la diferenciacion
de la secuencia reguladora llevaron al gen phoHstm a expresarse en condiciones relevantes para la

virulencia de Salmonella.
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Fig. 5. El gen phoHstm, pero no phoHe, se expresay regula por HilD en condiciones inductoras de SPI-1.
La actividad especifica CAT de las fusiones transcripcionales phoHstm-cat (A) y phoHec-cat (B), contenidas en
los plasmidos pphoHstm-cat y pphoHec-cat, respectivamente, se determind en la cepa WT S. Typhimurium
(STm) SL1344, su mutante AhilD derivado, y la cepa MC4100 de E. coli (Ec) WT, en presencia del vector
pPMPM-K®6 o el pldésmido pK6-HilD que expresa HilD a partir de un promotor inducible por arabinosa. La
expresion de HilD a partir del plasmido pK6-HilD se indujo con L-arabinosa al 0,001 % afiadida al medio al
comienzo de los cultivos. Los datos representan el promedio con la desviacion estandar de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. Se indican valores estadisticamente diferentes (*, P = 0,0148; ****
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P < 0,0001). (C) La expresion de la proteina PhoH-FLAG en la mutante STm AhilD y la cepa WT E. coli (Ec)
MG1655 que lleva el vector pBADMycHisC (-) o el plasmido pBAD-HilD1, que expresa HilD a partir de un
promotor inducible por arabinosa, se analizé mediante Western blot utilizando anticuerpos monoclonales anti-
FLAG. Como control, también se detectd la expresion de GroEL utilizando anticuerpos policlonales anti-
GroEL. La expresion de HilD del plasmido pBAD-HiID1 se indujo con las cantidades indicadas de L-arabinosa
afiadidas al medio 2 h después de la inoculacién de los cultivos. La actividad CAT y la deteccidn de las proteinas
PhoH-FLAG y GroEL se determinaron a partir de muestras de cultivos bacterianos cultivados en LB a 37 °C
durante 9 y 4 h, respectivamente.

9.1.2. HilD induce especificamente la expresion del promotor P1 de phoHstm

Estudios previos de transcriptomica revelaron dos sitios de inicio de transcripcion (IT) para el
gen phoHstm (Kroger et al., 2013; Ramachandran et al., 2014). Para determinar si estos IT son
realmente generados por dos promotores diferentes (P1y P2) y si HilD regula a ambos o solo a uno de
ellos, construimos y analizamos la expresion de fusiones transcripcionales al gen reportero cat que
solo contienen el promotor putativo P1 (P1phoHstm-cat) 0 P2 (P2phoHsrm-cat) (Fig. 6A). La expresion
de estas fusiones se cuantificd en la cepa WT S. Typhimurium y su mutante derivada AhilD que lleva
el vector pMPM-KG6 o el plasmido pK6-HilD que expresa a HilD, en condiciones inductoras de SPI-1.
Las dos fusiones mostraron expresion en la cepa WT STm+vector, indicando que tanto el promotor P1
como el P2 estan activos en las condiciones ensayadas, siendo el promotor P1 2 veces mas activo que
el promotor P2 (Fig. 6B). Sin embargo, solo la expresion de la fusién P1phoHstm-cat disminuy6 en la
mutante AhilD+vector y fue inducida por la presencia del plasmido pK6-HilD (Fig. 6B). De acuerdo
con estos resultados, en los ensayos de retardo en gel (EMSA), la proteina purificada MBP-HilD se
unio6 al fragmento phoHstm contenido en la fusién P1phoHsTtm-cat, pero no al contenido en la fusion
P2phoHstm-cat (Fig. 6C). Juntos, estos resultados indican que HilD regula solo el promotor P1 del gen

phoHSTm.
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Fig. 6. HilD regula directamente el promotor P1 de phoHstm. (A) Representacion esquematica de las
fusiones transcripcionales P1phoHsrtm-cat y P2phoHstm-cat que contienen el promotor 1 o 2 de phoHgstm,
respectivamente. Se muestran los sitios de inicio de la transcripcion (flechas dobladas) y los promotores (azul
y rojo). Las posiciones indicadas son relativas al sitio de inicio transcripcional del promotor 1. (B) La actividad
especifica CAT de las fusiones transcripcionales P1phoHstm-cat y P2phoHstm-cat, contenidas en los plasmidos
P1phoHstm-cat y P2phoHsti-cat, respectivamente, se determiné en la cepa WT S. Typhimurium (STm) SL1344
y su mutante derivada AhilD que porta el vector pMPM-KG6 o el plasmido pK6-HilD que expresa a HilD a partir
de un promotor inducible por arabinosa. La expresion de HilD a partir del plasmido pK6-HilD se indujo con L-
arabinosa al 0,001 % afiadida al medio al comienzo de los cultivos. La actividad CAT se cuantifico a partir de
muestras de cultivos bacterianos cultivados en LB a 37 °C durante 9 h. Los datos representan el promedio con
la desviacién estandar de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Se indican valores
estadisticamente diferentes (****, P < 0,0001). (C) La union de MBP-HilID a los fragmentos de phoHstm
contenidos en las fusiones P1phoHsrm-cat (P1) y P2phoHstm-cat (P2) se analiz6 mediante EMSA competitivos
no radiactivos. Los complejos DNA-proteina se indican con un asterisco. Los productos de PCR no especificos
se indican con una flecha.

9.1.3. Cambios en la regién reguladora del promotor P1 condujeron a la regulacién de

phoHstm por HilD

Para delimitar la secuencia requerida para el control del promotor P1 de phoHstm por parte de
HilD, construimos y analizamos la expresion de dos fusiones a cat adicionales, con diferentes
deleciones en los extremos 5' y 3' con respecto a la fusion PlphoHstm-cat-653+12 utilizada
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inicialmente (Tabla 2). La expresion de estas dos nuevas fusiones, P1lphoHstm-cat-248+12 y
P1phoHsTm-cat-67+3, disminuy6 de manera similar en la mutante AhilD+vector con respecto a la cepa
WT STm+vector y fue inducida en la mutante AhilD por la presencia del plasmido pK6-HilD (Fig.
7A). Estos resultados revelan que HilD actta sobre la secuencia entre las posiciones -67 y +3 del
promotor P1 de phoHstm (P1phoHstm), secuencia contenida en la fusién P1phoHstm-cat-67+3. De
acuerdo con esta conclusion, se predijo un sitio de unién a HilD entre las posiciones -59 y -25 de
P1phoHstm, que muestra un contenido de A+T del 62% (Fig. 7B). Estudios previos indican que los

sitios de union de HilD tienen un alto contenido de A+T (Olekhnovich and Kadner, 2007; Singer et

al., 2014).
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Fig. 7. HilD induce la expresién de phoHsm, actuando sobre una secuencia reguladora diferenciada entre
Salmonellay E. coli. (A) La actividad especifica CAT de las fusiones transcripcionales P1phoHsrm-cat-248+12
y PlphoHsmm-cat-67+3, contenidas en los plasmidos pPlphoHsrm-248+12-cat y pP1lphoHsmm-67+3-cat,
respectivamente, fue determinada en la cepa WT S. Typhimurium (STm) SL1344 y su mutante derivada AhilD
transformada con el vector pMPM-K®6 o el plasmido pK6-HilD que expresa a HilD a partir de un promotor
inducible por arabinosa. La expresion de HilD a partir del plasmido pK6-HilD se indujo con L-arabinosa al
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0,001 % afiadida al medio al comienzo de los cultivos. La actividad CAT se cuantifico a partir de muestras de
cultivos bacterianos cultivados en LB a 37 °C durante 9 h. Los datos representan el promedio con la desviacion
estandar de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Se indican valores estadisticamente
diferentes (****, P < 0,0001). (B) Alineamiento de las secuencias P1phoH-67/+3 de S. Typhimurium (STm)
SL1344 y E. coli (Ec) MG1655. Se muestran el sitio de unién a HilD predicho en la secuencia STm y el sitio
de unién a PhoB (pho-box) en la secuencia Ec. Se muestran las mutaciones generadas en el sitio de unién a
HilD predicho y en la region -10 del promotor P1phoHstm (HilDmut y P1mut respectivamente). Las flechas
dobladas indican el sitio de inicio de la transcripcion del respectivo promotor P1. Los asteriscos indican
nucledtidos conservados. (C) Arbol filogenético basado en la secuencia P1phoH-67/+3 de E. coli 0104:H4
(EAEC), E. coli 0157:H7 (EHEC), E. coli K-12 MG1655, E. coli 078:H11 (ETEC), E. coli 0127:H6 (EPEC),
E. coli STEC_7v (STEC), E. coli K-12 ATCC 1175, E. coli 26-1 (UPEC), S. bongori, S. Choleraesuis SC- B67,
S. Gallinarum 9184, S. Enteritidis 22510-1, S. Paratyphi A ATCC 11511, S. Typhi Ty2, S. Typhimurium SL1344
y S. Heidelberg 41563. Se muestra la identidad con respecto a la secuencia de S. Typhimurium SL1344 con un
mapa de calor.

Para confirmar que HilD activa la expresion de phoHstm actuando sobre el promotor P1 de este
gen, se mutaron el sitio de union de HilD predicho o la regién -10 del promotor P1, como se indica en
la figura 7B, en phoHsTtm-cat-653+416 que lleva la region reguladora completa de phoHstm (contiene
los promotores P1 y P2), generando asi las fusiones phoHwiipmut-cat y phoHpimut-cat, respectivamente.
La expresion de la fusidn transcripcional silvestre y sus mutadas derivadas se cuantifico en la cepa WT
S. Typhimuriumy la mutante AhilD que lleva el vector pMPM-KG6 o el plasmido pK6-HilD que expresa
HilD, en condiciones inductoras de SPI-1. Como se observo previamente (Fig. 5A), la fusion silvestre
phoHstm-cat mostrd regulacion por HilD, es decir, su expresion disminuyd y aumentd en las cepas
AhilD+vector y AhilD+pK6-HilD, respectivamente (Fig. 8A). Por el contrario, tanto las fusiones
phoHHipmut-cat como phoHpimut-cat mostraron un nivel de expresion bajo que fue similar en las tres
cepas probadas (Fig. 8A), lo que indica que la regulacién de la expresion de phoHstm por HilD se abate
cuando el sitio de union de HilD predicho o el promotor P1 estdn mutados. Luego, se realizaron EMSA
que confirmaron que HilD se une al sitio predicho corriente arriba del promotor P1 (Fig. 8B-D). La
proteina MBP-HilID utilizada en los EMSA aparentemente forma complejos demasiado grandes que
guedan cerca de los pocillos del gel, con o sin los fragmentos de DNA analizados. No obstante, el

fragmento WT P1lphoH-157/+12 y el que lleva el promotor P1 mutado, pero no el que lleva la

62



secuencia de unién a HilD mutada, se unieron a MBP-HilD (Fig. 8B-D). En conjunto, estos resultados
muestran que HilD regula positiva y especificamente el promotor P1 de phoHstm al unirse a un sitio

que se superpone a la regién -35 de este promotor.
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Fig. 8. HilD regula positivamente phoHstm al unirse a un sitio que se superpone al promotor P1 de este
gen. (A) La actividad especifica CAT de las fusiones transcripcionales phoHsrm-cat, phoHuipme-cat y
phoHpimu-cat, contenidas en los plasmidos pphoHstm-cat, pphoHuipmu-cat y pphoHeimu-Cat, respectivamente,
se determino en la cepa WT S. Typhimurium (STm) SL1344 y su mutante derivada AhilD transformadas con el
vector pMPM-K®6 o el plasmido pK6-HilD que expresa a HilD a partir de un promotor inducible por arabinosa.
La expresion de HilD a partir del plasmido pK6-HilD se indujo con L-arabinosa al 0,001 % afiadida al medio
al comienzo de los cultivos. La actividad CAT se cuantificé a partir de muestras de cultivos bacterianos
cultivados en LB a 37 °C durante 9 h. Los datos representan el promedio con la desviacién estandar de tres
experimentos independientes realizados por duplicado. Se indican valores estadisticamente significativos (*, P
= 0,0148; **** P < 0,0001). La unién de MBP-HilD al fragmento WT P1phoH-157/+12 (B), el fragmento
P1phoHuiomu-157/+12 mutado en el sitio de union de HilD predicho (C) y el fragmento P1phoHpimu-157/+14
mutado en el promotor P1 (D) se analiz6 mediante EMSA no radiactivos. Los paneles superiores muestran el
DNA libre y los complejos DNA-proteina tefiidos con bromuro de etidio, y los paneles inferiores muestran la
inmunodeteccion de MBP-HilD en la parte superior de los geles utilizando anticuerpos monoclonales anti-MBP.
Los complejos DNA-proteina se indican con un asterisco.
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Para el gen phoHg. también se han reportado dos promotores (Kim et al., 1993), que se
encuentran en posiciones similares a las del gen phoHstm (Fig. 4B). Como se muestra en la figura 5,
el gen phoHec no esta regulado por HilD, lo que podria indicar que carece del sitio de accion de HilD
ubicado corriente arriba de P1phoHstm. Para investigar esta idea, realizamos un alineamiento de la
secuencia -67/+3 de los correspondientes promotores P1 de phoHstm Y phoHe. (secuencias P1 -67/+3).
Curiosamente, estas secuencias comparten solo un 45 % de identidad; ademas, los nucle6tidos del
supuesto sitio de unién de HilD ubicado en la secuencia de S. Typhimurium estan pobremente
conservados en la secuencia de E. coli (Fig. 7B). De manera consistente, no se predijo un sitio de union
a HilD en la secuencia P1 -67/+3 de E. coli. Para explorar si las diferencias mostradas por la secuencia
P1-67/+3 de phoHstm y phoHec son producto de una divergencia evolutiva entre Salmonella y E. coli,
0 son especificas de las cepas bacterianas analizadas, ampliamos el analisis de la secuencia P1 -67 /+3
de phoH a otras serovariantes de S. enterica, a la especie S. bongori y a otras cepas K12 y patotipos de
E. coli. Como se muestra en la figura 7C, un andlisis filogenético basado en la secuencia P1 -67/+3 de
phoH agrupo las cepas analizadas de Salmonella y E. coli en dos clados diferentes. De acuerdo con
estos resultados, la secuencia P1 -67/+3 de S. Typhimurium estd mejor conservada en las serovariantes
de S. enterica (94-100% de identidad), y en menor medida en S. bongori (73% de identidad), que en
las cepas de E. coli evaluadas (54-56% de identidad) (Fig. 7C). Estos resultados sugieren que durante
la divergencia evolutiva entre Salmonella y E. coli ocurrié una diferenciacion de la secuencia P1 -

67/+3 de phoH.

En conjunto, nuestros resultados indican que durante la evolucion de Salmonella se generaron
cambios en la region reguladora de phoHstm, que propiciaron la regulacion de este gen por el regulador

adquirido HilD, en condiciones inductoras de SPI-1.
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9.1.4. Los genes phoHstm Y phoHec son diferencialmente regulados por el represor H-NS

HilD induce la expresién de sus genes blanco al contrarrestar la represion mediada por H-NS
y en ausencia de la actividad de H-NS, estos genes se expresan independientemente de HilD (Banda
et al., 2019b, 2019a; Bustamante et al., 2008; Fabrega and Vila, 2013; Martinez et al., 2014;
Olekhnovich and Kadner, 2007; Romero-Gonzalez et al., 2020). Entonces, intentamos determinar si
HilD utiliza un mecanismo similar para inducir la expresion del gen phoHstm. Las mutantes hns de
Salmonella muestran graves defectos de crecimiento debido a la sobreexpresién de SPI-1y otros genes
relacionados, y se generan mutaciones supresoras (Ali et al., 2014; Navarre et al., 2006). Asi, para
analizar el efecto de H-NS sobre el gen phoHstm se utilizé la cepa WT E. coli MC4100 y su derivada
mutante Ahns, que no presenta defectos de crecimiento. Los fondos genéticos de E. coli han sido utiles
para estudiar la regulacion de otros genes de Salmonella por H-NS (H-NS de S. Typhimurium SL1344
y E. coli MC4100 comparten un 95 % de identidad) (Banda et al., 2019a; Romero-Gonzélez et al.,
2020). Por otro lado, HilD induce la expresion de phoHstm en E. coli K-12 (Fig. 5A), lo que indica
que no se requiere ningun otro regulador especifico de Salmonella para la expresion de este gen
mediada por HilD. Cuantificamos la expresion de la fusion phoHstm-cat en la cepa WT E. coli MC4100
y su mutante derivada Ahns que lleva el vector pMPM-KG6 o el plasmido pK6-HilD que expresa a HilD,
cultivado en condiciones inductoras de SPI-1. Como control, la expresion de esta fusion también se
probd en la cepa WT S. Typhimurium que porta el vector pMPM-K6. De acuerdo con los resultados
descritos anteriormente (Fig. 5A), la expresion de la fusion phoHstm-cat se indujo en la cepa WT
STm+vector asi como en la cepa WT E. coli+pK6-HilD, pero no en la cepaWT E. coli+vector (Fig.
9A). Particularmente, en la cepa E. coli Ahns+vector, la expresion de la fusién phoHstm-cat alcanzo
niveles similares a los de la cepa WT S. Typhimurium (Fig. 9A). Estos resultados muestran que H-NS
reprime la expresion de phoHstm y que, en ausencia de H-NS, este gen se expresa independientemente
de HilD, lo que respalda que HilD induce la expresion de phoHstm al contrarrestar la represion mediada

por H-NS. Sin embargo, la presencia del plasmido pK6-HilD aumenté ain mas (dos veces) la
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expresion de la fusién phoHstm-cat en la mutante Ahns de E. coli (Fig. 9A), lo que indica que HilD

también induce la expresion parcial del gen phoHstm por un mecanismo independiente de H-NS.
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Fig. 9. HilD antagoniza la represion mediada por H-NS en phoHstm. (A) La actividad especifica CAT de la
fusion transcripcional phoHstm-cat, contenida en el plasmido pphoHsrm-cat, se evalu6 en la cepa WT S.
Typhimurium (STm) SL1344, asi como en la cepa WT E. coli (Ec) MC4100 y su mutante derivada Ahns en
presencia del vector pMPM-KG6 o el plasmido pK6-HilD que expresa a HilD a partir de un promotor inducible
por arabinosa. La actividad especifica CAT de la fusion transcripcional phoHec-cat, contenida en el plasmido
pphoHec-cat, se evalud en la cepa WT E. coli (Ec) MC4100 y su mutante derivada Ahns. La expresion de HilD
a partir del plasmido pK6-HilD se indujo con L-arabinosa al 0,001 % afiadida al medio al comienzo de los
cultivos. La actividad CAT se cuantifico a partir de muestras de cultivos bacterianos cultivados en LB a 37 °C
durante 9 h. Los datos representan el promedio con desviaciones estandar de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. Se indican valores estadisticamente significativos (****, P < 0,0001). (B) La unién
de H-NS-FH a los fragmentos phoH contenidos en las fusiones phoHsrm-cat y phoHec-cat, que llevan la region
reguladora completa de phoHstm y phoHegc, respectivamente, se analiz6 mediante EMSA competitivos no
radiactivos. Los complejos DNA-proteina se indican con un asterisco. Los productos de PCR no especificos se
indican con una flecha. (C) EMSA no radiactivos competitivos entre HilD-MBP y H-NS-FH en el fragmento
P1phoH-157/+12 de phoHstm. Se afiadio la proteina H-NS-FH purificada a 4 mM (carriles 3 a 6), y se afiadié
proteina MBP-HIID purificada a 0.4, 0.8 y 1.2 mM (carriles 4 a 6, respectivamente). No se afiadio proteina en
el carril 1y se afiadi6 MBP-HiID a 1.2 mM en el carril 2. En los EMSA, los paneles superiores muestran el
DNA libre y los complejos ADN-proteina tefiidos con bromuro de etidio, mientras que los paneles inferiores
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muestran la inmunodeteccion de H-NS-FH en los complejos DNA-proteina en la parte superior (B) o dentro de
los carriles de los geles (C), utilizando anticuerpos monoclonales anti-FLAG.

A continuacion, evaluamos si H-NS también reprime la expresion del gen phoHec. Para ello,
se cuantificd la expresion de la fusion phoHec-cat en las cepas WT E. coli y Ahns cultivadas en
condiciones inductoras de SPI-1. La fusion phoHgc-cat mostré niveles de expresion muy bajos en
ambas cepas de E. coli (Fig. 9A), demostrando que, a diferencia de lo observado para phoHstm, la

expresion de phoHec no es reprimida por H-NS en las condiciones probadas.

Ademas, se realizaron EMSA para determinar si H-NS regula directamente a phoHstm. Como
era de esperar, la proteina H-NS-FH (H-NS-Flag-His6) purificada se unio al fragmento de DNA que
abarcaba toda la region reguladora de phoHstm, pero no la de phoHec, en las concentraciones analizadas
(Fig. 9B). Los complejos DNA-H-NS-FH formados con toda la region reguladora de phoHstm parecen
ser muy grandes ya que se retuvieron cerca de los pozos del gel (Fig. 9B); con un fragmento més corto
de la region reguladora de phoHstm se detectaron los complejos DNA-H-NS-FH dentro del gel (Fig.
9C). Se conoce que H-NS se une a secuencias ricas en A+T (Fang and Rimsky, 2008); curiosamente,
tanto la region reguladora de phoHstm como la de phoHgc muestran un alto contenido de A+T, 57% y
55%, respectivamente. A continuacién, analizamos mediante EMSA competitivos si MBP-HilD puede
desplazar H-NS-FH de phoHstm. Las reacciones de union que contenian el fragmento P1phoH-
157/+12 de phoHstm Se incubaron primero con una concentracion constante de H-NS-FH y luego se
afiadieron concentraciones crecientes de MBP-HilD. También se probaron las reacciones de union que
contenian solo H-NS-FH o MBP-HilD. El complejo DNA-H-NS-FH fue desplazado por MBP-HiID a
un complejo de migracion mas lenta que permanecié cerca de los pozos del gel, de manera similar al
complejo formado solo por MBP-HilD; ademéas, MBP-HilD disminuyd la cantidad de H-NS-FH unida
al fragmento PlphoH-157/+12 (Fig. 9C). Estos resultados indican que HilD desplaza H-NS de

phoHsTm.
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En conjunto, estos resultados apoyan que la evolucién del circuito regulatorio de phoHstm
condujo a la represion de este gen por parte de H-NS, que a su vez esté implicada en la regulacion de

phoHstm mediada por HilD.

9.1.5. Los genes phoHstm y phoHec: se regulan diferencialmente en respuesta a fosforo

inorganico

El gen phoHe. pertenece al regulén del fosfato; su expresion es inducida por el sistema de dos
componentes PhoR/B en respuesta a bajas concentraciones intracelulares de fosforo inorganico (Pi)
(Kazakov et al., 2003; Kim et al., 1993). Por lo tanto, fue de interés probar si el gen phoHstm que fue
reclutado en el reguldén HilD conserva la regulacion ancestral por el sistema PhoR/B en respuesta a
bajo Pi. Para investigar esta nocion, cuantificamos la expresion de la fusién phoHstm-cat en la cepa
WT S. Typhimurium y su mutante isogénica AphoB cultivadas en medio minimo-N (MM-N) con una
concentracion alta o baja de Pi. Sorprendentemente, la expresion de la fusion phoHstm-cat fue inducida
en bajo Pi tanto en la cepa WT como en la mutante AphoB (Fig. 10A). Se obtuvieron resultados
similares al analizar la expresion de la proteina PhoHstm-FLAG (Fig. 10B). Por el contrario, la
expresion de la proteina PhoHec-FLAG o la fusion phoHec-cat fue inducida por bajo Pien la cepa WT
E. coli, pero no, o solo levemente, en su mutante derivada AphoB (Fig. 10C y D). De acuerdo con estos
resultados, un andlisis in silico identificd una secuencia pho-box (sitio de union a PhoB) reportada
previamente en la secuencia reguladora de phoHec, pero no predijo una pho-box en la secuencia
correspondiente de phoHstm (Fig. 7B) (Kim et al., 1993). La secuencia de S. Typhimurium conserva
solo 10 de los 18 nucledtidos que forman la pho-box de E. coli (Fig. 7B). Estos resultados indican que
tanto phoHec como phoHstm estan regulados de manera similar por Pi pero a través de diferentes

mecanismos, el de phoHeg. involucra a PhoB y el de phoHstm no.
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Fig. 10. La expresion de phoHstm se activa en bajo Pi independientemente de PhoB o HilD. La
actividad especifica CAT de las fusiones transcripcionales phoHstm-cat (A) y pstSstm-cat (E),
contenidas en los plasmidos pphoHstm-cat y ppstSstm-cat, respectivamente, se determiné en la cepa
WT S. Typhimurium (STm) SL1344 y sus mutantes derivadas AphoB y AhilD. Es conocido que pstS
es regulado por PhoB; por lo tanto, se probé como un control positivo. (C) La actividad especifica
CAT de la fusion transcripcional phoHec-cat, contenida en el plasmido pphoHec-cat, se determino en
la cepa WT E. coli (Ec) BW25113 y su mutante derivada AphoB. Los datos representan el promedio
con la desviacion estandar de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Se indican
valores estadisticamente significativos (*, P = 0,0108; **** P < 0,0001). La expresion de la proteina
PhoHstm-FLAG en la cepa WT S. Typhimurium (STm) SL1344 y sus mutantes derivadas AphoB y
AhilD (B), asi como la expresion de la proteina PhoHe.-FLAG en la cepa WT E. coli (Ec) MG1655 y
su mutante derivada AphoB (D) se analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos
monoclonales anti-FLAG. Como control, también se detectd la expresion de GroEL utilizando
anticuerpos policlonales anti-GroEL. La actividad CAT y la deteccion de las proteinas PhoH-FLAG y
GroEL se determinaron a partir de muestras de cultivos bacterianos cultivados durante 16 h a 37 °C
en MM-N que contenia bajo (B) o alto (A) Pi.

A continuacion, nos preguntamos si en S. Typhimurium la regulacion por Pi independiente de
PhoB también actua sobre el gen pstS, que se ha demostrado que pertenece al reguldn del fosfato y que
esta regulado por PhoB en diferentes bacterias. Este gen codifica un componente de un transportador

de Pi de alta eficiencia (Santos-Beneit, 2015). Entonces construimos y evaluamos una fusion
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transcripcional a cat del gen pstS de S. Typhimurium SL1344 (pstSstm) en las mismas cepas bacterianas
y condiciones de crecimiento que en el experimento anterior. La expresion de la fusion pstSstm-cat fue
inducida por bajo Pi en la cepa WT S. Typhimurium, pero no en su mutante derivada AphoB (Fig.
10E), lo que indica que el gen pstSstm esté regulado por el Pi a través de PhoB. Consistentemente, un
analisis computacional identificé en pstSstm (datos no mostrados) la pho-box reportada previamente

para el gen de E. coli (Yang et al., 2012).

Como era de esperar, segun diferentes estudios que indican que HilD no afecta la expresion de
sus genes blanco cuando S. Typhimurium se cultiva en medios minimos (Bustamante et al., 2008;
Kroger et al., 2013), la regulacion por Pi de phoHstm Yy pstSstm fue similar en la cepa WT y su mutante

derivada AhiID (Fig. 10A, B y E).

En conjunto, estos resultados respaldan que el gen phoHstm evoluciono para ser regulado por

Pi a través de un mecanismo independiente de PhoB.

9.1.6. Elgen phoHstm interviene en la colonizacion intestinal en ratones

La proteina PhoH tiene actividad ATPasa; sin embargo, su funcion permanece desconocida en
todas las bacterias en las que se encuentra (Kazakov et al., 2003; Kim et al., 1993). Nuestros resultados
y otros, muestran que el gen ancestral phoH pertenece al regulon de HilD (Colgan et al., 2016;
Martinez-Flores et al., 2016), principal regulador de los genes necesarios para la invasion de S.
Typhimurium al epitelio intestinal y el establecimiento de la colitis (Fabrega and Vila, 2013). Para
determinar si PhoH es necesaria para el establecimiento de la infeccion intestinal, se analiz6 la
infeccidén causada por la cepa WT de S. Typhimurium y su mutante derivada AphoH, en ratones
pretratados con estreptomicina, el cual es utilizado como un modelo de colitis provocada por S.
Typhimurium (Barthel et al., 2003). Como control, se incluyé a la mutante ASIiE, que presenta un

fenotipo de adherencia disminuido (Gerlach et al., 2007). Nuestros resultados preliminares mostraron
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que se recuperaron menos UFCs de la mutante AphoH en la heces de los ratones en comparacion con
la cepa WT, a las 24 y 48 h pos-infeccion. Como se esperaba, de la mutante AsiiE también se recuperd
un namero menor de UFCs respecto a la cepa WT a las 24 y 48 h (Fig. 11A). Estos resultados apoyan
la idea de que PhoH est4 involucrado en la infeccion intestinal en ratones. Sin embargo, cantidades
similares de las tres cepas probadas fueron recuperadas del bazo de los ratones, lo que sugiere que
PhoH no se requiere para el establecimiento de la infeccién sistémica (Fig. 11B). No obstante, mas
estudios deben ser realizados para determinar el papel de PhoH en la colonizacidn intestinal e infeccién

sistémica en este y otros modelos de infeccion.
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Fig. 11. Efecto de phoHstm en la colonizacion intestinal e infeccion sistémica de ratones por S.
Typhimurium. Se inocularon grupos de 12 ratones pretratados con estreptomicina por via oral con la cepa WT
S. Typhimurium o sus mutantes derivadas AphoH o AsiiE. (A). Se determinaron los nimeros de CFU/g de las
heces a los 1, 2 y 3 dias pos-infeccion (dpi). (B) Los nimeros de CFU/g del bazo se determinaron 1 dia pos-
infeccion. Las barras denotan los errores estandar de los promedios para cada grupo experimental. Se indican
valores estadisticamente significativos (*, P < 0,05; **, P < 0,01; ***, P < 0,001).
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9.2.Adaptacion de la regulacion transcripcional de yobH mediada por HilD-SprB

9.2.1. Laexpresion de yobHstm se favorece en condiciones inductoras de SPI-1

El gen ancestral yobH se encuentra en ambas especies del género Salmonella y codifica para
un polipéptido (YobH) de 79 aminoécidos sin caracterizar funcionalmente, pero que participa en la
invasion de S. Typhimurium a células epiteliales (Banda et al., 2019a). Producto de un analisis
filogenético que realizamos con YobH encontramos que ademas de Salmonella, este polipéptido esta
conservado en la familia Enterobacteriaceae y en otras familias también pertenecientes al orden de las
Enterobacterales, como Erwiniaceae y Yersiniaceae (Fig. 12A y B). Este amplio y heterogéneo grupo
de bacterias habitan diferentes nichos ecoldgicos y se han encontrado en el suelo, el agua y en
asociacion con organismos vivos, incluidas plantas, animales y humanos (Adeolu et al., 2016). Dentro
de este grupo encontramos varios patdgenos como S. enterica y Yersinia pestis entre otros, pero
también cepas no patdgenas como E. coli K-12 (Adeolu et al., 2016; Brady et al., 2010; Parkhill et al.,

2001).

Precisamente encontramos que el contexto gendémico de yobH se encuentra altamente
conservado en S. Typhimurium y E. coli K-12 (Fig. 13A). De hecho, los genes estructurales yobH y
sus proteinas YobH codificadas presentan altos porcentajes de identidad de nucleétidos y aminoacidos,
con un 68% y 78%, respectivamente; mientras que las regiones intergénicas corriente arriba de ambos
genes cuentan con un 65 % de identidad (Fig. 13A). Esto nos indica que la region del DNA donde se
encuentra yobH se ha conservado en ambas bacterias. Sin embargo, estudios previos muestran que
yobH es regulado transcripcionalmente por HilD a través de SprB, dos reguladores exclusivos de
Salmonella (Banda et al., 2019a); regulacion que parece haberse adaptado especificamente sobre yobH,
ya que no hay indicios de que algun otro gen del contexto genémico de yobH que sea regulado por

SprB (Fig. 13B). Por tales motivos, resulta interesante estudiar el reclutamiento de la regulacion de
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Fig. 12. YobH esta conservada en las familias Enterobacteriaceae, Erwiniaceae y Yersiniaceae. (A) Arbol
filogenético de YobH. Las secuencias de YobH se recuperaron mediante bdsquedas en BLASTp
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) de la base de datos de secuencias de proteinas GenBank nr y se descargaron del
mismo sitio Los valores de confianza de Bootstrap se calcularon a partir de 100 repeticiones. (B) Alineamiento
de la proteina YobH de diferentes bacterias representativas de las familias Enterobacteriaceae, Erwiniaceae y
Yersiniaceae, utilizando el programa Clustal Omega. La intensidad del color azul representa el grado de
conservacion de las secuencias de aminoacidos.

yobH por HilD-SprB para la virulencia de S. Typhimurium. Para ello, comenzamos por evaluar la
expresion cromosomica de la proteina YobH-FLAG (YobH etiquetada con 3XFLAG) en las cepas
silvestres de S. Typhimurium y E. coli K-12, en medio LB mediante Western blot. Como se observa

en la figura 14A, la expresion de la proteina YobH de S. Typhimiurium (YobHstm) fue notablemente
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mayor que la expresion de la proteina YobH de E. coli K-12 (YobHec) (Fig. 14A). Luego, construimos
una fusion transcripcional a cat del gen yobH de E. coli (yobHec-cat) y medimos su expresion en la
cepa WT E. coli en las mismas condiciones, al igual que la expresion de la fusién yobHstm-cat en la
cepa WT S. Typhimurium, misma que fue utilizada para analizar la regulacién de yobH de S.
Typhimurium (yobHstm) por HilD-SprB (Banda et al., 2019a). Coincidente con la expresion de las
proteinas, la expresion de la fusién yobHstm-cat fue considerablemente mayor (6 veces) que yobHec-
cat (Fig. 14B). Estos resultados indican que la expresion de yobHstm se favorece sobre la de yobHe,

en condiciones inductoras de SPI-1.
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Fig. 13. El contexto gendmico de yobH estd conservado en S. Typhimurium y E. coli K-12. (A)
Representacion esquematica del contexto genémico de los genes yobH de S. Typhimurium SL1344 y E. coli K-
12 MG1655. (B) Representacion de la expresion génica del contexto genémico de yobHstm de la mutante
isogénica S. Typhimurium AsprB (AsprB) respecto a WT S. Typhimurium. Los datos de expresion génica
proceden de estudios combinados de Chip-seq y RNA-seq (Smith et al., 2016).

Para determinar si yobHstm se expresa durante la infecciones en ratones, construimos una

fusion transcripcional yobH-lux y analizamos su expresion en las cepas WT S. Typhimurium y en su
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mutante isogénica AsprB, transformadas con el vector pWSK129 o el plasmido pPsprB-sprB que
expresa a SprB a partir de su propio promotor. Los ratones C57BL/6 se alimentaron por via oral con
estas cepas y la luminiscencia se cuantificé mediante imagenes in vivo cada hora durante 6 h después
de la infeccién. La expresion de la fusion yobH-lux se indujo en la cepa WT (WT + vector) en los
diferentes tiempos probados, mientras que en la mutante AsprB + vector la expresion se abati6 casi
por completo (Fig 14C). Ademas, la luminiscencia abdominal total, producto de la expresion de yobH-
lux, se pudo restaurar en la cepa AsprB + sprB a niveles incluso superiores a los alcanzados en la cepa
silvestre (Fig. 14C), lo que muestra que yobHstm Se expresa y regula por SprB, durante el curso de la

infeccion intestinal de S. Typhimurium en un modelo de raton.
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Fig. 14. yobHstm Se expresa en condiciones relevantes para la virulencia de S. Typhimurium. (A) La
expresion cromosémica de YobHsrm-FLAG y YobHe-FLAG en S. Typhimurium y E. coli MC4100
respectivamente, se analiz6 mediante Western blot en LB a 37 °C utilizando anticuerpos monoclonales anti-
FLAG. Como control de carga, la expresion de GroEL se determiné utilizando anticuerpos policlonales anti-
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GroEL. (B) La expresion de las fusiones transcripcionales yobHsrm-cat y yobHec-cat, contenidas en los
plasmidos pyobHsrm-cat y pyobHec-cat respectivamente, se analizo en las cepas WT S. Typhimuriumy E. coli
MC4100, respectivamente, en LB a 37 °C. La actividad especifica CAT se determiné en muestras recolectadas
de cultivos bacterianos cultivados durante 9 h. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. Se muestran diferencias estadisticamente significativas (****, P < 0,0001). (C) La
actividad luciferasa expresada a partir de la fusion yobH-lux se midié mediante imagenes de animales vivos.
Los ratones C57BL/6 fueron alimentados por via oral con las cepas indicadas. Las imagenes son representativas
de dos experimentos independientes y los datos se muestran como la media con el error estandar en cada punto
de tiempo de cuatro animales separados.

En conjunto, estos resultados muestran que yobHstm Se expresa en condiciones relevantes para
la virulencia de S. Typhimurium, tanto in vitro como in vivo; y que la regulacion mediada por SprB

juega un papel importante en la expresion de yobHstm durante la infeccion intestinal.

9.2.2. Los genes yobHstm Y yobHec conservan los elementos cis-regulatorios que median

la regulacion por SprB

Para tratar de dilucidar los mecanismos moleculares involucrados en la adaptacion de la
regulacion de yobHstm por SprB, analizamos més en detalle las regiones intergénicas corriente arriba
de los genes yobHstm y yobHec, en busca de posibles secuencias promotoras y de las secuencias que
determinan la regulacion de yobHstm por SprB (Fig. 15A). Después de analizar dichas regiones,
decidimos evaluar la expresion de tres fusiones transcripcionales con mismo extremo 3’ pero diferente
extremo 5’ de yobHstm (yobHstm-193+10-cat, yobHstm-61+10-cat y yobHstm-33+10-cat), en la cepa
WT de S. Typhimurium (WT STm) y en la mutante AsprB conteniendo el vector pMPM-K6
(AsprB+vector) o el plasmido pK6-SprB (AsprB+pK6-SprB); que expresa a SprB bajo un promotor
inducible con arabinosa. Interesantemente, las fusiones que abarcan de -193 a +10 y -61 a +10
mantuvieron una expresion similar a la fusion completa yobHsrtm-cat (-193 a +113) en la cepa WT,
igualmente disminuyeron su expresion alrededor de 4 veces en la mutante AsprB+vector y sus

expresiones se restauraron en la cepa complementada AsprB+pK6-SprB (Fig. 15B). En contraste, la
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fusidn que abarca de -33 a +10 no se expresé en ninguna de las cepas probadas, lo cual podria indicar
que la regidn contenida en esta fusién no lleva completo el promotor de yobHstm (Fig. 15B). Estos
resultados indican que en la region localizada entre las posiciones -61 y +10 de yobHstm se encuentra

la secuencia necesaria para la expresion y regulacion mediada por SprB.
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Fig. 15. yobHstm Y YobHec son regulados por SprB. (A) Esquema de la regién reguladora del gen yobH de S.
Typhimurium SL1344 y E. coli K-12 MG1655. Las secuencias promotoras predichas estdn marcadas; asi como
el sitio regulador de SprB (rojo) y la secuencia por la que fue mutada (arriba). (B) La expresion de las fusiones
yobHstm-cat (-193+113), yobHstm-mut-cat (-193+113Mut), yobHstm-193+10-cat, yobHstm-61+10-cat, yobHstm-
61+10mut-cat y yobHstm-33 +10-cat se evalu6 en las cepas WT de S. Typhimurium (WT STm) y en su mutante
isogénica AsprB conteniendo el vector pMPM-K6 (AsprB+vector) o el plasmido pK6-SprB (AsprB+pK6-SprB),
en medio LB después de 9 h de crecimiento. La expresion de SprB a partir del plasmido pK6-SprB se indujo
con L-arabinosa al 0,001 % afiadida al medio al comienzo de los cultivos. Los datos son el promedio de tres
experimentos independientes realizados por duplicado. Se muestran diferencias estadisticamente significativas
(**** P < 0,0001). (C) La expresion cromosdmica de la proteina YobH-FLAG de S. Typhimurium se analiz6
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mediante Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal anti-FLAG, en la cepa WT de S. Typhimurium, en
la mutante AsprB y en la cepa S. Typhimurium- yobHmut (contiene mutado el sitio de regulacion de SprB) en
medio LB a 37 °C. Como control de carga, se detectd la expresion de la proteina GroEL con un anticuerpo
policlonal anti-GroEL. (D) La expresion de las fusiones yobHec-cat (-195+116), yobHec.mu-cat (-195+116 Mut),
yobHe-61+10-cat y yobHe-61+10mut-cat se evalud en las cepas WT de S. Typhimurium y en la mutante AsprB
que contiene el vector pMPM-K6 (AsprB+vector) o el plasmido pK6-SprB (AsprB+pK6-SprB); asi como en la
cepa WT de E. coli MC4100 que contiene el vector pMPM-K6 (WT Ec+vector) o el plasmido pK6-SprB (WT
Ec+pK6-SprB) en medio LB después de 9 h de crecimiento. Los datos son el promedio de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. Se muestran diferencias estadisticamente significativas (**, P =
0,0054; **** P < 0,0001). (E) La expresién cromosomica de la proteina YobH-FLAG de E. coli se analiz6
mediante Western blot con un anticuerpo monoclonal anti-FLAG, en las cepas WT Ec+vector (0MPM-K6) y
WT Ec+pK6-SprB en medio LB a 37°C. Como control de carga se detect6 la expresion de la proteina GroEL
con un anticuerpo policlonal anti-GroEL.

Sorpresivamente, al analizar la fusion yobHec-cat (-195 a +116) en las mismas cepas de S.
Typhimurium, notamos que también disminuyd su expresion (2 veces) en la cepa AsprB+vector
respecto a la cepa WT, la cual se restaurd en la cepa AsprB+pK6-SprB (Fig. 15D). De igual manera,
la expresion de esta fusion se indujo mas de 3 veces en una cepa de E. coli complementada con el
plasmido pK6-SprB (WT Ec+pK6-SprB) respecto a la cepa WT Ec+vector (Fig. 15D).
Coincidentemente, la proteina YobHe.-FLAG aumento su expresion en la cepa WT Ec+pK6-SprB en
comparacion a la cepa WT Ec+vector (Fig. 15E). Estos resultados indican que los elementos en cis
necesarios para la regulacion por SprB estan conservados en yobHec. De igual manera que para el gen
yobHsTm, en la secuencia entre las posiciones -61 a +10 se encontraron todos los elementos necesarios

para la maxima expresion y regulacién de yobHec por SprB (Fig. 15D).

Posteriormente, analizamos la region -61/+10 de los genes yobH de ambas bacterias y notamos
que hay una secuencia de 7 nucle6tidos idénticos (GGAATGA) en las posiciones -46 a -40 (Fig. 15A).
Decidimos entonces cambiar esta secuencia en las fusiones yobHstm-193+113-cat y yobHstm-61+10-
cat. Las dos fusiones resultantes (yobHstm-193+113mut-cat y yobHstm-61+10mut-cat,
respectivamente) mostraron niveles de expresion menores que los de las fusiones silvestres en WT
STm (Fig. 15B). Asimismo, los niveles de expresion de las fusiones mutadas fueron similares en las

cepas WT STm, AsprB+vector y AsprB+pK6-SprB (Fig. 15B). Sin embargo, los niveles de expresién
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de las fusiones mutadas fueron ligeramente menores a los de las fusiones silvestres en la mutante
AsprB+vector, por lo que estas mutaciones, ademas de interrumpir la regulacién por SprB, pudieran
estar afectando en parte el promotor de yobHstm (Fig. 15B). De igual manera, la expresion de la
proteina YobHstm-FLAG disminuyé en una cepa que contiene los 7 nucle6tidos mutados en el
cromosoma (S. Typhimurium-yobHmut) respecto a la cepa WT; la expresion de YobHstm-FLAG
disminuyd de manera similar en las mutantes S. Typhimurium-yobHmst y AsprB (Fig. 15C).
Mutaciones de los 7 nucleétidos conservados en S. Typhimurium y E. coli, afectaron también la
expresion de las fusiones de E. coli yobHgc-cat (yobHgc-mut-cat) y yobHec-61+10-cat (yobHec-

61+10mut-cat) (Fig. 15D).

En conjunto, estos resultados demuestran que la adaptacion de la regulacion de yobHstm por
HilD-SprB ocurrio con la adquisicion por transferencia horizontal de SPI-1, que codifica para HilD y

SprB, y no por cambios en la region reguladora del gen yobHstm respecto a yobHee.

9.2.3. Laregulacion de yobH por SprB se requiere para la funcion de YobH en la adhesion

e invasion de S. Typhimurium a células HeLa

Con el objetivo de comprobar si la adaptacion de la regulacion de yobH por SprB es importante
para la funcion de YobH en la invasion de S. Typhimurium; realizamos ensayos de invasion a células
HeLa. Nuestros resultados mostraron que en la cepa S. Typhimurium-yobHmyu (contiene mutado el
sitio de regulacion de SprB en el cromosoma) disminuy6 aproximadamente 2 veces la capacidad de
invadir, respecto a la cepa WT, disminucién similar a la que se produjo en la cepa AyobH; mientras
que en la cepa AyobH +yobH, complementada en el cromosoma con el gen yobH silvestre, se pudieron

recuperar los porcentajes de invasion (Fig. 16A).

La adhesion a las células huésped es un paso previo e indispensable para la invasion de S.

Typhimurium (Fabrega and Vila, 2013; Zierler and Galan, 1995). Por ello realizamos ensayos de
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adhesion a células HelLa utilizando como control una cepa no invasiva de S. Typhimurium AinvC
(AinvC) (Klein et al., 2017). Interesantemente, una doble mutante AinvC AyobH disminuyo
aproximadamente a la mitad su adhesién a células HeLa, mismo efecto que se observd en la doble
mutante complementada con el gen yobH mutado en el sitio de regulacion de SprB (AinvC
AyobH+yobHmut) (Fig. 16B). Cuando la cepa AinvC AyobH se complementd con el gen yobH silvestre

se pudo reestablecer la adhesion a niveles similares a los de AinvC (Fig. 16B).
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Fig. 16. La regulacidn de yobH mediada por SprB interviene en la adhesién e invasion de S. Typhimurium
acélulas HeL a. (A) Células HeLa fueron infectadas con las cepas WT de S. Typhimurium (WT) y sus mutantes
AyobH, AyobH+yobH-FLAG-kan (AyobH+yobHstm), AyobH+yobHm«-FLAG-kan (AyobH+yobHstm mu) Y
AyobH+yobHe-FLAG-kan (AyobH-+yobHe.). La invasion se cuantifico por el conteo de UFCs intracelulares
después de 1h pos-infeccion mediante el ensayo de proteccién a gentamicina. (B) Células HeLa fueron
infectadas con las cepas no invasivas de S. Typhimurium: AinvC, AinvC AyobH, AinvC AyobH+yobH-FLAG-
kan (AinvC AyobH+yobHsrm), AinvC AyobH+yobHmu-FLAG-kan (AinvC AyobH+yobHstm mu), and AinvC
AyobH+yobHe-FLAG-kan (AinvC AyobH+yobHec). La adhesion se cuantificd por el conteo de UFCs 30min
pos-infeccidn. Los porcientos de invasién y adhesién se calcularon en relacion con el total de bacterias de cada
cepa (indculo). Los datos son el promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Se
muestran diferencias estadisticamente significativas (***, P = 0,0006; **** P < 0,0001).
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Estos resultados demuestran que yobH actiia como un factor de adhesién de S. Typhimurium
durante la invasion a células epiteliales HeLa y que la regulacion mediada por SprB es requerida para

llevar a cabo dicha funcion.

Por otra parte, como el gen yobH de E. coli también puede ser regulado por SprB, decidimos
realizar los ensayos de invasion y adhesion complementando las cepas AyobH y AinvC AyobH con el
gen yobHgc (AyobH+yobHec y AinvC AyobH+yobHe:, respectivamente). Interesantemente, los
porcentajes de invasion y adhesion pudieron restaurarse de igual manera que cuando se complement6
con el gen yobH silvestre de S. Typhimurium (Fig. 16A y B), demostrando que la proteina YobH de
E. coli conserva la actividad requerida para la adhesion e invasion de S. Typhimurium a células

hospederas.

9.2.4. La actividad de YobH no se requiere durante la infeccion de S. Typhimurium en

ratones

Nuestros resultados muestran que la regulacion de yobHstm por SprB es necesaria para la
funcion de YobH en la adherencia e invasion de S. Typhimurium a sus células hospederas. Esto nos
llevé a analizar si el reclutamiento de la regulacion de yobH por SprB es igualmente importante en el
establecimiento de la infeccidn en ratones. Para ello, se analiz6 la infeccion causada por las cepas WT
de S. Typhimurium, la mutante AyobH y las mutantes complementadas AyobH+yobHstm-FLAG-kan
(AyobH+yobH) y AyobH+yobHstm-mut-FLAG-kan (AyobH+yobHwmut), en un modelo de colitis en
raton. Contrario a lo esperado, ni la ausencia de YobHstm, ni la pérdida de su regulacion por SprB
causaron una atenuacion de la infeccion intestinal o sistémica de S. Typhimurium en los ratones; ya
que las cantidades de UFCs recuperadas de las cepas AyobH y AyobH+yobHwmut fueron similares a las

de las cepas WT y AyobH+yobH en el ileon, ciego, colon y el bazo (Fig. 17A). De igual manera, la
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expresion de la interleucina proinflamatoria 6 (il6) y la proteina de defensa antibacteriana LCN2 (lcn2)
fue similar en los ratones infectados con la cepa WT y con las cepas AyobH complementadas (Fig.
17B). Estos resultados sugieren que la actividad de YobH no interviene en el establecimiento de la
infeccion de S. Typhimurium en el modelo de raton. Sin embargo, estudios similares deben realizarse

en otros modelos animales empleados en el estudio de la infeccion causada por Salmonella.
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Fig. 17. YobH y su regulacion por SprB no intervienen en la infeccién de S. Typhimurium en un modelo
de colitis en raton. (A) Ratones pretratados con estreptomicina fueron infectados con las cepas WT de S.
Typhimurium (wt), AyobH, AyobH+yobH, o AyobH+yobHwmur. Los ratones fueron sacrificados cuatro dias
después de ser infectados y el nimero de UFCs recuperadas por gramo de tejido fue calculado en cada raton.
Cada punto representa un animal individual, las lineas indican la geometria de cada grupo. Dentro de cada tejido,
las cepas se compararon mediante un ANOVA de dos vias respecto a la cepa wt y se corrigieron para
comparaciones multiples con la prueba de Bonferroni. *, P < 0,05. (B) La expresion de los genes il6 y Icn2 de
las muestras de tejido de cada ratén se midié mediante RT-gPCR, después de la infeccién. La expresién del gen
rplp0 se midid para la normalizacién. Las proporciones, normalizadas a la cepa wt, se calcularon en relacion
con los niveles de transcripcion de rplp0. Cada punto representa un animal individual, las barras y el error
indican la media y la desviacion estandar de cada grupo. Los grupos se compararon contra un valor de 1 a través
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de un ANOVA de dos vias y se corrigieron para comparaciones multiples con la prueba de Bonferroni *, P <
0,05; **, P < 0,01.

9.3.Adaptacion de la regulacion transcripcional de fdnG mediada por HilD

9.3.1. El gen fdnG de S. Typhimurium, pero no el gen de E. coli K-12, es regulado por

HilD en condiciones inductoras de SPI-1

fdnGHI es un operdn ancestral con ortélogos en una gran variedad de bacterias mayormente
pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria, que codifica a la enzima formiato deshidrogenasa-N
(Fdn-N), involucrada en la oxidacion y transporte electronico del formiato al nitrato durante la
respiracion anaerobia (Martinez-Guerrero et al., 2008; Wang and Gunsalus, 2003). Sin embargo,
estudios previos de transcriptémica global sugieren que en S. Typhimurium se adapté especificamente
la regulacion de fdnGHI por HilD, un regulador adquirido y exclusivo de Salmonella (Colgan et al.,
2016) (Fig. 18B). EIl contexto genomico de fdnGHI esta conservado en dos bacterias relacionadas
evolutivamente, como lo son S. Typhimuriumy E. coli K-12, a excepcion de algunos genes especificos
de cada bacteria que se encuentran en la region entre los genes narU y yddG (Fig. 18A).
Particularmente, el primer gen del este operon, fdnG, y su proteina codificada FAnG, presentan una
identidad en secuencia del 86% y 93%, respectivamente, entre S. Typhimurium y E. coli K-12;
mientras que las regiones intergénicas corriente arriba de ambos genes solo guardan un 56% de

identidad (Fig. 18A).
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Fig. 18. El contexto genomico de fdnG estd conservado en S. Typhimurium y E. coli K-12. (A)
Representacion esquematica del contexto gendémico de los genes fdnG de S. Typhimurium SL1344 y E. coli K-
12 MG1655. Los genes ortologos se representan con el mismo color. Se muestran la identidad de secuencia de
los genes fdnG vy las proteinas FAnG de ambas bacterias, y de las regiones intergénicas corriente arriba. (B)
Representacion de la expresion génica del contexto gendmico de fdnGstm de la mutante isogénica S.
Typhimurium AhilD (AhilD) respecto a WT S. Typhimurium (WT STm). Los datos de expresion génica
proceden de estudios de RNA-seq (Colgan et al., 2016).

Tomando en cuenta que HilD es un regulador adquirido por Salmonella y ausente en E. coli, y
que el contexto gendmico de fdnG en ambas bacterias esta conservado, nos preguntamos si ademas de
la ganancia de HilD, fueron necesarios cambios cis-regulatorios que fijaran la regulacion de fdnG por
HilD en S. Typhimurium. Para determinar esto se construyeron dos fusiones transcripcionales al gen
reportero cat, que abarcan las regiones intergénicas corriente arriba de los genes fdnG de S.
Typhimurium (fdnGstm-cat) y E. coli (fdnGec-cat), respectivamente, y se analizaron sus expresiones
en condiciones inductoras de SPI-1. La expresion de la fusion fdnGsrm-cat se evalu6 en la cepa silvestre
de S. Typhimurium (WT STm) y en una cepa silvestre de E. coli transformada con el vector pMPM-

K6 (WT Ec+vector) o el plasmido pK6-HilD (WT Ec+pK6-HilD), que expresa HilD a partir de un
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promotor inducible por arabinosa. La expresion de la fusion fdnGsrtm-cat se indujo en la cepa WT STm,
mientras que en la cepa WT Ec+vector se redujo su expresion alrededor de 4 veces, consistente con
estudios anteriores que refieren la regulacion positiva de HilD sobre fdnGstm (Colgan et al., 2016)
(Fig. 19A). La expresion de HilD a través del plasmido pK6-HilD incremento la expresion de la fusion
fdnGsrm-cat a niveles similares a los de la cepa WT de S. Typhimurium (Fig. 19A), lo que sugiere que
la expresion de fdnGstm mediada por HilD no requiere otro regulador especifico de Salmonella. Por
otra parte, la expresion de la fusion fdnGec-cat se analizd de igual manera en las cepas WT Ec+vector
y WT Ec+pK6-HilD. Sin embargo, los niveles de expresién resultaron muy bajos en comparacién a
los de la fusion fdnGstm-cat, incluso en presencia del plasmido pK6-HilD, lo que indica que el gen
fdnG de E. coli no es regulado por HilD en las condiciones evaluadas (Fig. 19A). Luego de observar
la pobre expresion de la fusion fdnGec-cat en LB, quisimos descartar la posibilidad de que faltaran
secuencias reguladoras en la fusién transcripcional que habiamos construido. Por esto, evaluamos
ambas fusiones en condiciones gque han sido reportadas como inductoras de fdnGec, esto es crecimiento
en anaerobiosis en medio minimo N (MM-N) y en presencia de nitrato (NaNO3) (Wang and Gunsalus,
2003). En dichas condiciones, las fusiones fdnGstm-cat y fdnGec-cat aumentaron significativamente
sus expresiones en comparacion a cuando no se afiadid6 NaNOs al medio de cultivo (Fig. 19B). Lo
anterior indica que ambas fusiones cuentan con las regiones reguladoras necesarias para su expresion

y regulacion ancestral por nitrato y anaerobiosis.
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Fig. 19. fdnGsmm, pero no fdnGec, se expresay regula por HilD en condiciones inductoras de SPI-1. (A) )
La actividad CAT de la fusion fdnGstm-cat se determind en la cepa WT S. Typhimurium (STm) y en las cepas
WT E. coli (Ec) MC4100 en presencia del vector pMPM-K®6 o el plasmido pK6-HilD que expresa a HilD a
través de un promotor inducible por arabinosa. La actividad de la fusion transcripcional fdnGec-cat se determind
en las cepas WT E. coli (Ec) MC4100 en presencia del vector pMPM-K®6 o el plasmido pK6-HilD. La actividad
CAT se determinaron a partir de muestras de cultivos bacterianos crecidos en LB a 37 °C durante 6 h en
agitacién. La expresion de HilD a partir del plasmido pK6-HilD se indujo con L-arabinosa al 0,01 % afadida al
medio al comienzo de los cultivos. Se muestran diferencias estadisticamente significativas (****, P < 0,0001).
(B) La actividad CAT de las fusiones fdnGstm-cat y fdnGec-cat se determiné en la cepa WT STmy WT Ec,
respectivamente, a partir de muestras de cultivos bacterianos crecidos en medio minimo N (MM-N) en presencia
(7 mM) o ausencia (0 mM) de NaNOs en anaerobiosis durante 16 h. Se muestran diferencias estadisticamente
significativas (****, P < 0,0001). (C) La expresion cromosOmica de la proteina FAnG-FLAG de S.
Typhimurium se analiz6 mediante Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal anti-FLAG, en la cepa
WT de S. Typhimurium (STm) y en la mutante STm AhilD transformada con el vector pPBADMycHisC (-) o el
plasmido pBAD-HilD1, que expresa HilD a partir de un promotor inducible por arabinosa. Como control,
también se detectd la expresién de GroEL utilizando anticuerpos policlonales anti-GroEL. Los cultivos
bacterianos se crecieron en LB a 37 °C durante 6 h en agitacion, y la expresion de HilD del plasmido pBAD-
HilD1 se indujo con las cantidades indicadas de L-arabinosa afiadidas al medio 3 h después de la inoculacion
de los cultivos.

Para confirmar la regulacion de fdnGstm por HilD, realizamos un analisis de Western blot para

evaluar la expresion cromosémica de la proteina FAnG-FLAG (FdnG etiquetada con un epitopo
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3XFLAG), en la cepa WT S. Typhimurium y en su mutante isogénica AhilD (STm AhilD),
transformada con el vector pBADMycHisC (-) o el plasmido pBAD-HilD1, que expresa HilD a partir
de un promotor inducible por arabinosa. La proteina FAnG-FLAG de S. Typhimurium (FAnGstm-
FLAG) se detectd en menor medida en la cepa STm AhilD respecto a la cepa WT STm; mientras que
la expresion de HilD a partir del plasmido pBAD-HilD1 restaurd la deteccién de FAnGstm-FLAG en

la mutante AhilD (Fig. 19C).

En conjunto, estos resultados muestran que el gen fdnGstm, pero no el gen fdnGe, es activado
por HilD en condiciones inductoras de SPI-1; lo que sugiere que tanto la ganancia de HilD, como la
diferenciacion de la secuencia reguladora, llevaron al gen fdnGstm a expresarse distintivamente en

condiciones relevantes para la virulencia de Salmonella.

9.3.2. Los genes fdnGstm y fdnGgc son diferencialmente regulados por el represor H-NS

Como mencionamos anteriormente, HilD induce la expresion de sus genes blanco
contrarrestando la represion mediada por H-NS y en ausencia de la actividad de H-NS estos genes se
expresan independientemente de HilD (Banda et al., 2019a; Bustamante et al., 2008; Olekhnovich and
Kadner, 2007). Quisimos determinar entonces si HilD sigue un mecanismo similar para inducir la
expresion de fdnGstm. En esta ocasion inactivamos a H-NS en S. Typhimurium sobreexpresando la
mutante H-NSC13P para generar una dominancia negativa. Esta mutante tiene afectada la union al
DNA pero aun forma heterodimeros con los mondémeros H-NS WT (Ueguchi et al., 1996). Entonces,
se cuantifico la actividad de la fusion fdnGstm-cat en la cepa WT S. Typhimurium y en su mutante
derivada AhilD que contiene los plasmidos pT6-HNS-G113D o pT6-HNS-WT, que expresan H-
NSC30 y H-NS WT, respectivamente, o transformada con el vector pMPM-T6. La expresion de H-
NSC3P pero no de H-NS WT, aumenté la expresion de fdnGstm-cat en la mutante AhilD, a niveles

incluso mayores a los alcanzados en la cepa WT STm (Fig. 20A). De manera similar, la proteina

87



FAnGstm-FLAG increment6 su expresion en la cepa AhilD+pT6-HNS-G113D, respecto a la misma
cepa transformada con el plasmido pT6-HNS-WT o con el vector pMPM-T6 (Fig. 20B). Estos
resultados muestran que H-NS reprime la expresion de fdnGstm-cat y que en ausencia de la actividad
de H-NS este gen se expresa independientemente de HilD, lo que apoya la idea que HilD induce la
expresion de fdnGstm contrarrestando la represién mediada por H-NS. Por el contrario, la fusion
fdnGec-cat mostro niveles de expresion muy bajos tanto en la cepa WT Ec, como en la cepa Ahns Ec
(Fig.20A), mostrando que, a diferencia de lo observado para fdnGstm, la expresion de fdnGec no se

induce en ausencia de H-NS en las condiciones probadas.

En total, estos resultados apoyan que durante la diferenciacion evolutiva de Salmonella y E.
coli K-12 ocurrieron cambios en la region reguladora de fdnGstm, que establecieron la represion de
este gen por H-NS y la accion de HilD como un factor anti-H-NS; haciendo que fdnGstm Se exprese

en condiciones relevantes para la virulencia de Salmonella.
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Fig. 20. HilD antagoniza la represién de H-NS sobre fdnGstm. (A) La actividad especifica CAT de la fusion
fdnGstm-cat se evalud en la cepa WT S. Typhimurium (STm) y en su mutante derivada AhilD transformada con
el vector pMPM-T6 (AhilD+vector), el plasmido pT6-HNS-WT o con el plasmido pT6-HNS-G113D, que
expresan las proteinas H-NS WT y H-NS®*®°  respectivamente, a partir de un promotor inducible por arabinosa.
La expresion de H-NS WT y H-NS®3P se indujo con L-arabinosa al 0,1 % afadida al medio al comienzo de
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los cultivos. La actividad de la fusion fdnGec-cat se evalu en las cepas WT E. coli (Ec) MC4100 y en su
derivada mutante Ahns. Se muestran diferencias estadisticamente significativas (****, P < 0,0001). (B) La
expresion cromosomal de la proteina FAnG-3XFLAG (FAnG-FLAG) de S. Typhimurium SL1344 se analiz6
mediante Western blot en la cepa WT STm y en su derivada mutante AhilD transformada con el vector pMPM-
T6, el plasmido pT6-HNS-WT o con el plasmido pT6-HNS-G113D. Como control de carga se analizé la
expresion de la proteina GroEL. La actividad CAT y la expresion de FdnG-FLAG se determinaron a partir de
muestras de cultivos bacterianos crecidos en LB a 37 °C durante 6 h en agitacion.

89



10. DISCUSION

La regulacion diferencial de genes ortdlogos es un mecanismo importante para la variabilidad
fenotipica entre bacterias estrechamente relacionadas (Choi and Groisman, 2020; llyas et al., 2018;
Osborne et al., 2009; Perez and Groisman, 2009; Winfield and Groisman, 2004). En este estudio,
definimos el mecanismo por el cual HilD induce la expresion de phoHstm y fdnGstm, y mostramos
que, tanto la ganancia de HilD como cambios cis-regulatorios, propiciaron la regulacion
transcripcional de estos genes mediada por HilD en S. Typhimurium; lo que llevo a una expresion
diferencial de phoH y fdnG entre S. Typhimurium y E. coli K-12. La regulacion de phoH y fdnG

mediada por HilD en S. Typhimurium es resumida en las figuras 21 y 22, respectivamente.
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Fig. 21. Representacion de la adaptacion reguladora de phoH por HilD en S. Typhimurium. Se indica
como la adquisicion de HilD y mutaciones cis-reguladoras llevaron a una expresion y regulacion diferencial de
phoHstm respecto a phoHec.

Nuestros datos indican que en ausencia del represor H-NS, los genes phoHstm y fdnGstm
alcanzan niveles de expresion similares a los de la cepa WT S. Typhimurium, independientemente de
HilD. Encontramos que H-NS reprime directamente la expresién del gen phoHstm, pero no del gen
phoHec. Ademas, determinamos que HilD desplaza a H-NS del gen phoHstm. Igualmente, fdnGstm,
pero no fdnGee, es reprimido por H-NS en condiciones inductoras de SPI-1. Estos resultados respaldan
que HilD induce la expresion de phoHstm y fdnGstm al antagonizar el efecto negativo de H-NS, al
igual que en varios otros genes blanco (Banda et al., 2019b, 2019a; Bustamante et al., 2008; Martinez
et al., 2014; Olekhnovich and Kadner, 2007, 2006; Schechter and Lee, 2001). Curiosamente,
observamos que la sobreexpresion de HilD aumento6 aun mas la expresion del gen phoHstm en ausencia
de H-NS, lo que sugiere que HilD, ademas de actuar como un factor anti-H-NS, podria antagonizar la
accion de un represor adicional o mejorar la unién de la RNA polimerasa sobre el promotor de este
gen. De acuerdo con esta nocion, un informe anterior indica que HilD contrarresta la represion ejercida
por la proteina asociada a nucleoide Hha sobre el gen rtsA (Olekhnovich and Kadner, 2007). Ademas,
la evidencia de otro estudio sugiere que HilD recluta la RNA polimerasa en el promotor de hilA

(Boddicker et al., 2003).
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Fig. 22. Representacion de la adaptacién reguladora de fdnG por HilD en S. Typhimurium. Se indica
como la adquisicion de HilD y la evolucién cis-reguladora llevaron a una expresion y regulacion diferencial de
fdnGstm respecto a fdnGec, en condiciones relevantes para la virulencia de Salmonella.

Un analisis previo de RNA-seq reveld dos sitios de inicio de la transcripcion para el gen
phoHstm (Kroger et al., 2013; Ramachandran et al., 2014). En consecuencia, nuestros resultados
muestran que dos promotores (P1 y P2) transcriben este gen en condiciones inductoras de SPI-1.
Encontramos que HilD regula positivamente el promotor P1, pero no el promotor P2, al unirse a un
sitio que se superpone a la regién -35 del promotor P1. Hasta donde conocemos, no se ha definido
ningun otro mecanismo regulador que no sea el mediado por el sistema PhoB/R para el gen phoH en

ninguna otra bacteria.

En nuestro estudio detectamos solo niveles basales de expresion para los genes phoHec y fdnGec
en condiciones inductoras de SPI-1, incluso en presencia de HilD. De acuerdo con este hallazgo,
andlisis computacionales revelaron que la secuencia reguladora requerida para la expresion del gen
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phoHstm mediada por HilD (secuencia P1 -67/+3) est& poco conservada en el gen phoHec, incluida la
secuencia de union a HilD en phoHstm. Ademas, un analisis filogenético basado en la secuencia P1 -
67/+3 de phoH agrupo las cepas de Salmonella y E. coli en dos clados diferentes. Por lo tanto, nuestros
resultados respaldan que tanto la adquisicién de HilD como la diferenciacion evolutiva de la secuencia
P1-67 a +3 adaptaron la regulacién positiva de phoH por HilD en S. Typhimurium, lo que llevé a que
este gen se expresara en condiciones de crecimiento relevantes para la virulencia de Salmonella. Un
analisis computacional similar predijo un sitio de regulacién de HilD en fdnGstm, pero no en fdnGec
(datos no mostrados); sin embargo, mas estudios deben realizarse para determinar si dicha secuencia

es responsable de la expresion diferencial entre fdnGstm y fdnGec.

Curiosamente, la diferenciacion de la region reguladora de phoHstm y fdnGstm también adapto
la represion de estos genes por H-NS, que a su vez esta involucrada en sus expresion mediada por
HilD. Esto nos lleva a especular que la regulacion por parte de HilD de otros genes ancestrales, como
fIhDC, también fue adaptada mediante una evolucion cis-reguladora. Por otro lado, cambios cis-
reguladores en S. Typhimurium con respecto a S. bongori llevaron a que los genes srfN, ugtL y fIhDC
fueran regulados por el regulador transcripcional de SPI-2, SsrB, y por lo tanto, tuvieran un papel en
la virulencia de S. Typhimurium (Choi and Groisman, 2020; llyas et al., 2018; Osborne et al., 2009).
Asi, estos estudios indican que los cambios cis-regulatorios han jugado un papel importante en la
evolucién de la patogenicidad de Salmonella. Es razonable pensar que la integracion de los genes
phoHstm y fdnGstm en el regulon de HilD fue favorable para la virulencia de S. Typhimurium. Nuestros
resultados indican que la eliminacion de phoHstm disminuye ligeramente la colonizacion intestinal
temprana, pero no afecta la infeccion sistémica de ratones por S. Typhimurium. Un fenotipo similar
observamos con la delecion del gen siiE, que codifica una adhesina gigante no fimbrial que se ha
demostrado que es necesaria para la colonizacidn intestinal (Gerlach et al., 2007; Morgan et al., 2004).
Por el contrario, la eliminacion de phoHstm no afecto la invasion de S. Typhimurium a células HeLa o

macrofagos murinos RAW264.7 (Valdespino-Diaz, 2018). Entonces, se requieren mas estudios sobre
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el posible papel de phoH en la patogenicidad de S. Typhimurium; sobre todo, teniendo en cuenta que
incluso cuando phoH se conserva en muchas bacterias, su funcién biolégica permanece desconocida
en todas ellas. Por otra parte, nuestros resultados preliminares no muestran que fdnG se requiera para
la invasion de S. Typhimurium a células HeLa (datos no mostrados). Sabiendo la funcion de la enzima
formiato deshidrogenasa-N en la oxidacién y transporte de electrones del formiato al nitrato, y la
ventaja adaptativa que la respiracion del nitrato le genera a S. Typhimurium en el intestino inflamado
de ratones (Lopez et al., 2015, 2012; Rivera-Chavez et al., 2016, 2013); resulta fundamental entonces
analizar el papel de fdnG durante la colonizacion intestinal de S. Typhimurium en ratones u otros

modelos animales, para determinar si su funcion ancestral ha sido reclutada para la virulencia.

Adicional a la adaptacion de la regulacion por HilD y H-NS, encontramos otro rasgo en
phoHstm que también fue generado por la evolucién cis-reguladora; la expresion de este gen fue
inducida por bajo Pi independientemente del sistema de dos componentes PhoR/B. Un trabajo anterior
indica que solo una pequefa parte de los genes de S. Typhimurium que son inducidos por bajo Pi
pertenecen al regulon del sistema PhoR/B (Jiang et al., 2018). Por lo tanto, S. Typhimurium parece
tener un sistema regulador alternativo a PhoR/B para activar phoHstm Yy muchos otros genes en
respuesta a la limitacion de Pi. Nuestros resultados indican que HilD, asi como PhoP y SsrB, dos
reguladores transcripcionales que inducen la expresion de genes de virulencia de Salmonella en MM-
N con bajo Pi, no estan involucrados en la activacion de phoHstm en esas condiciones (Valdespino-
Diaz, 2018). Estudios transcriptomicos han demostrado que la expresion de phoHstm es inducida por
varios tipos de estrés que S. Typhimurium enfrenta dentro de los huéspedes, tales como alta
concentracion de NaCl, bajo Fe2+, anaerobiosis, exposicion a peroxido u 6xido nitrico, entre otros
(Kroger et al., 2013). Asi, varios reguladores podrian coordinarse para activar la expresiéon de phoHstm

en respuesta a diferentes sefiales, lo cual queda por determinar.

Un estudios previo de nuestro grupo demostré que HilD regula indirectamente la expresién de
yobHstm a través del regulador transcripcional SprB (Banda et al., 2019a). En el actual trabajo
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mostramos que la actividad ancestral de YobH fue reclutada para la virulencia de S. Typhimurium a

través de la regulacidn positiva que ejerce SprB sobre yobHstm (Fig. 23).

Ganancia de regulador transcripcional

Condiciones relevantes

S _!_7_7_,_,_7 . o _ para la virulencia

( ™
;I SprB «——  Hilp ]
{ S. Typhimurium yobHg, ‘,

- Reclutamiento de

Funcion celular .
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Fig. 23. Reclutamiento de la actividad de YobH para la virulencia de S. Typhimurium. Se indica como la
actividad de YobH fue reclutada para la virulencia de S. Typhimurium, a través de la regulacién mediada por el
circuito HilD-SprB.

Nuestros resultados muestran que la expresion de yobHstm es mayor a la de yobHgc en
condiciones inductoras de SPI-1. Interesantemente, observamos que el regulador SprB también es
capaz de inducir la expresion del gen yobHec, sin la necesidad de ningun otro regulador especifico de
Salmonella. Ademas, encontramos una secuencia de siete nucleotidos idénticos cercanos a la region -
35 de ambos promotores (de -46 a -40), necesaria para la regulacion de yobHstm y yobHec por SprB.
Estos resultados respaldan la idea de que la adaptacién de la regulacion de yobHstm por HilD-SprB
ocurrié con el reconocimiento, por SprB, de una secuencia reguladora en yobHstm, la cual se conserva
en yobHec, y no por cambios cis-regulatorios originados durante la divergencia de Salmonellay E. coli

K-12. En un estudio anterior se encontrd que SprB se requiere para la expresion de yobHstm incluso
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en ausencia de H-NS, por lo que no actia como factor anti-H-NS (Banda et al., 2019a). Entonces, se
necesitan realizar estudios ulteriores para determinar si SprB actia como un activador transcripcional

clasico o como antagonista de un represor diferente a H-NS.

YobH es un factor de virulencia que se requiere para la invasion de S. Typhimurium a células
hospederas (Banda et al., 2019a). Nosotros mostramos que mutaciones en el sitio de regulacion de
SprB -46/-40 de yobHstm disminuyeron la capacidad de S. Typhimurium de adherirse e invadir células
Hela, lo cual indica que la actividad de YobHstm ha sido reclutada para la virulencia de la bacteria, a
través de la regulacién positiva mediada por el circuito regulatorio HilD-SprB. Diferentes estudios
refieren que en S. Typhimurium existen otros genes de virulencia, ademas de yobH, que son regulados
por el circuito HilD-SprB, como ugtL y slrP (Banda et al., 2019a; Smith et al., 2016), los cuales estan
involucrados en la colonizacion intestinal de S. Typhimurium en ratones, pollos, cerdos y vacas
(Chaudhuri et al., 2013; Choi and Groisman, 2017; Goto et al., 2017; Tsolis et al., 1999). Nuestros
datos también indican que los fenotipos de adhesion e invasion a células HelL a, atenuados en una cepa
de S. Typhimurium carente de yobH, pueden ser restaurados insertando una copia del gen yobHegc en
el cromosoma de la mutante. Esto nos sugiere que la funcién de YobH relacionada a la virulencia de
S. Typhimurium esta conservada entre S. Typhimurium y E. coli K-12. A pesar de que nuestros
resultados ilustran que yobHstm Se expresa en el intestino de ratones de manera dependiente de la
activacion por SprB, no encontramos que YobH esté implicado en la respuesta inflamatoria intestinal,
ni en la infeccion intestinal o sistémica de S. Typhimurium en un modelo de colitis en ratén. Sin
embargo, los resultados obtenidos en la invasion a células HeL a, y el hecho de que YobH sea secretada
(datos no mostrados), sugieren que YobH puede funcionar como un factor de adhesion en S.
Typhimurium. Esto nos hace pensar que probablemente la simple eliminacion de yobH no sea
suficiente para notar una atenuacién de la infeccidn en ratones, teniendo en cuenta que la contribucién
de las adhesinas puede quedar enmascarada por la presencia de otras adhesinas y los efectos de

compensacion funcional de estos determinantes (Van Der Velden et al., 1998). Ademas, S. enterica
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cuenta con varias adhesinas con funciones altamente especificas que le confieren a la bacteria tropismo
por un determinado huésped (Boyen et al., 2006). Ejemplo de esto es la variante de la adhesina fimbrial
FimH de S. Gallinarum y S. Pullorum, incapaz de unirse a lineas celulares murinas ni humanas, pero
si a leucocitos de pollo, lo que en parte explica la especificidad de estas serovariantes por huéspedes
aviares (Guo et al., 2009; Kisiela et al., 2006). Por su parte, existen reportes de que la adhesina ShdA
participa en la colonizacién y persistencia de S. Typhimurium en el intestino de ratones, pero no en el
intestino de cerdos (Boyen et al., 2006; Kingsley et al., 2003). Consistente con esta nocion, un analisis
previo mediante secuenciacion de sitio de insercidn dirigida por transposones (TraDIS), mostrd que
una cepa de S. Typhimurium mutante en yobH tenia un fenotipo de colonizacion intestinal disminuido
en pollos y vacas, pero no en la infeccion sistémica en el modelo de raton (Chaudhuri et al., 2013).
Todo esto refuerza la idea de emplear otras lineas celulares y modelos animales, que permitan ampliar

nuestros resultados sobre la funcion de YobH en la patogenicidad de S. Typhimurium.

En resumen, nuestro trabajo muestra que la regulacion diferencial de genes ortdlogos es una
fuente importante de variabilidad fenotipica entre bacterias estrechamente relacionadas, que
contribuye a la evolucién de la virulencia de bacterias patogenas como S. Typhimurium. Ademas,
aportamos evidencias de como la diferenciacion evolutiva de regiones reguladoras puede conducir al
rearreglo de circuitos de regulacion transcripcional, que permiten el reclutamiento de actividades

ancestrales para la virulencia de las bacterias (Fig. 24).
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11. CONCLUSIONES

La regulacion positiva del gen phoH de S. Typhimurium mediada por HilD, involucré la
adquisicion de HilD, asi como cambios en la region reguladora de phoHstm que condujeron a
su activacion y represion por HilD y H-NS, respectivamente, en condiciones relevantes para la
virulencia de la bacteria.

La adaptacion de la regulacion del gen phoHstm mediada por HilD, permitié una expresion
diferencial de phoH en condiciones inductoras de SPI-1 entre S. Typhimuriumy E. coli.

La evolucion cis-reguladora condujo a la regulacion del promotor P1 de phoHstm por HilD.
La evolucion cis-reguladora condujo a la regulacion de phoHstm por el represor H-NS, mientras
que el gen phoHec no es regulado por H-NS.

HilD funciona como un antirepresor de H-NS para inducir la expresion de phoHstm.

La evolucion cis-reguladora condujo a que phoHstm se exprese en condiciones limitantes de
Pi, independientemente de PhoR/B, mientras que el gen phoHe. si es regulado por PhoR/B.
La actividad ancestral de phoHstm ha sido reclutada para intervenir en las etapas tempranas de
la colonizacion intestinal de S. Typhimurium, en un modelo de colitis en raton.

La regulacion positiva de yobHstm, mediada por el circuito HilD-SprB, se establecio con la
adquisicion de los reguladores transcripcionales mediante transferencia horizontal en
Salmonella, y no por cambios en la region reguladora de yobHstm durante la diferenciacion
evolutiva de Salmonella y E. coli.

Los genes yobHstm y YobHec conservan los elementos en cis que median la regulacion por
SprB, pero la expresion de yobHstm se favorece en condiciones inductoras de SPI-1, debido a

la adquisicion de SprB por Salmonella.
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La regulacién de yobH por SprB es requerida para la funcion de YobH en la adhesion e invasion
de S. Typhimurium a células HelLa.

La actividad de YobHstm en la adhesion e invasion de S. Typhimurium a células Hela esta
conservada en la proteina YobHEec.

yobHstm se expresa y regula por SprB en el intestino de ratones, pero no se requiere en la
infeccion intestinal ni sistémica de S. Typhimurium en un modelo de colitis en raton.

El gen fdnG de S. Typhimurium, pero no el gen fdnG de E. coli K-12, es regulado por HilD en
condiciones inductoras de SPI-1.

El gen fdnGstm, pero no el gen fdnGec, es reprimido por H-NS en condiciones inductoras de
SPI-1.

La regulacion positiva de fdnGstm mediada por HilD involucré la adquisicion de HilD, asi
como cambios en la region reguladora de fdnGstm que condujeron a su activacion y represion

por HilD y H-NS, respectivamente, en condiciones relevantes para la virulencia de Salmonella.
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Rearreglo de circuitos regulatorios en S. enterica

Regulador -
adquirido 1D
Regulador
Sp'rB adquirido
s s
. -
o phoH S fdnG yobH
—- — . _—
cambios cambios
cis-regulatorios cis-regulatorios

Reclutamiento de actividad ancestral para la virulencia

Fig. 24. Rearreglo de circuitos regulatorios de genes ancestrales en S. enterica mediados por HilD. La
regulacion transcripcional de los genes ancestrales phoH y fdnG mediada por HiD, se adapt6 con la adquisicion
del regulador HilD por Salmonella y con la generacion de mutaciones en la region reguladora de phoH y fdnG,
que propiciaron la represion por H-NS y la accién de HilD como un antirepresor de H-NS. La adaptacion de la
regulacion transcripcional del gen ancestral yobH, mediada por el circuito regulatorio HilD-SprB, se establecio
gracias a la adquisicion de ambos reguladores por Salmonella y al reconocimiento por SprB de secuencias de
regulacion presentes en la region reguladora de yobH. Este rearreglo de circuitos regulatorios ha reclutado las
actividades ancestrales de PhoH y YobH para la virulencia de S. enterica.
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12. PERSPECTIVAS

Determinar la funcion fisioldgica de phoH en E. coli.

Determinar el mecanismo adicional mediante el cual HilD induce la expresion de phoHstm.
Determinar el mecanismo que emplea SprB para regular la expresion de yobH.

Determinar si YobH actGa como un factor de adhesion en otros modelos animales.
Determinar si la regulacion del gen fdnG por HilD es importante para la virulencia de S.
Typhimurium (en cultivos de celulas o en ratones).

Determinar las secuencias involucradas en la regulacion del gen fdnG de S. Typhimurum por

HilD y H-NS.
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ABSTRACT One impor@ant event for the divengencs of Salmoneally from Esoheniclia
ol was the acquisition by horizonial transfer of the Snimonelly pathodgenicity jdand
1 {5PH1), containing genes required for the invasion of host calls by Salmomalla. HilD
is an ArsCdike transcriptional regulator in 5P that induces the expression of the
AP and many othes soquired virulenos genes located in other genomic regions of
Salmanella Additional ly, HilD has been shown to positively control the expresion of
some ancesiral genss (alo present in E coll and other bacteria), incleding shoH. In
this stsdy, we determined that both the gain of HilD and di-regulstory evolution
led to the integ@tion of the phoH gene into the HilD regulon. Ow results indicate
it & HilD-binding sequence was genesbed in the mgultony region of the 5 anfeniar sem-
var Typhimuriom phoH gens, which medistes the activation of promater 1 of this gene
e SP-1-induding anditibng. Furtenmons, we (ownd that repreasion by HAE, & hisione
like protein, wias sko sdapied on the 5 Typhimwiom phoH gene and that HlD activates
e expresion of this gene in part by antagoniing HNS Additionally, our resuls mweakd
it the expression of the 5 Typhmuriem phoH gene i slio sdivated in eaponde bo bw
phosphate but independenty of the Phol/R two-mmponent sysiem, kown to regulate
the E amli phoH gene in response 1o b phosphaie. Ths, our results indicate that ciieg-
ulsbody evalution has played & rae in the apandgon of the HilD reguln and llustrae e
phemmenon o differential regulsion o onholos genes.

IMPORTANCE Two mechanisms mediating differentistion of bacteria are well lnownc
acryuis bion of genes by horimntal rander events and mutations in ading ONA seqeened
In this study, we fowund thet the phoH ancesial gene is differntislly regulsied between
Salmonelly Typhimurum and Estherichin dof, two closely mibted baderial spedes. Our
eduits indicate that this differential reguilstion was genemted by mutsbon in the mgulsion
sequence o the 5 Typhimufem phoH gene and by the amuisiion by 5 Typhimufom of
forsign DNA encoding the tanserptional egulsior HID Thus, or ssuis, iogether with
those from an increasing number of sedies, indicate that ci-regulstory evoluion @n
lead 1o the revwining and reprogramiming o tEnsaipbonsl eoqulstion, whidy slio pleys an
important rok in the divergence of bacteria fwosgh Gme.

HMEYWORDS Arsl-like, ci-negulatody, Escheniohia coll, HNS, Hil D, PhoB/R, regulstony
evawtion, SPH-1, Ssalmemells, shaH

acquisition of fonsgn DMA throwgh hodzntal transfer events is one of the main
gendic processs that infleences the dynamics of bacterial genomes (1] Likewise,
ithe sdapitation of reguls tory mechanisms 1o contra the expresion of soquired gemes,
or even i madify the expresson patiem of ancestral gened, has been pivatal for evolution of
Ibecteris, induding pathodgenic species (2-5)_ Dudng i divesgence from Ewcheddhia ooli, about
100 million years s, the Gam-negative pahogen Stinoaell enteda semvar Typhim urium
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Differenitial Regulation of the phoH Ancestral Gene

(5. Typhimurium) shaped approximately a quarter of its genome with acquired DNA (61 Most
of the genes for 5. Typhimurium virulence have been acquired by horzontal transfer events
and are located in discrete regions of the genome called Salmonello pathogenicity jslands
(SPI} which are not present in £ aoff (3, 6). 5PH1, a duster of 39 genes, is essential for the
5 Typhimurium invasion of intestinal epithelium calls, which leads to enteritis (7, 8).

HilD is a member of the AraC/XylS family of transcriptional regulators, located in
SPI-1, which directly or through distinct requlators positive ly controls the expression of
the 5PI-1 genes and several other related genes located outside this island (2, 3, 9-13).
Interestingly, HilD has been shown to induce not only the expression of numerous
acquired genes but also that of some ancestral genes (those present in E coli and other
phylogenetically distant bacteria). For instance, HilD positively regulates the expression
of the flhDC ancestral operon, which encodes the master complex regulator of flagellar
and chemotaxis genes, FIhD,C, (14, 15). Furthermore, HilD induces the expression of
the yobH ancestral gene that codes for the 7%-amino-acid polypeptide YobH (11, 12,
16). Importantly, both the flagellar/chemotaxis genes and the yobH gene are necessary
for the Salmonella invasion of host cells (16-20). Therefore, HID has played a major
role in the evolution of Salmonella pathogenicity by imtegrating the expression of tens
of acquired genes and some ancestral genes into a big virulence regulon.

Previously, we and others found that HilD also induces the expression of the phoH
ancestral gene under SPI-1-inducing conditions, such as the growth of bacteria in nutrient-
rich sogeny broth (LB) (10-12). Orthologs of the PhoH protein are present in £ colf and
many other bacteria as well as in some archaea; however, the function of PhoH remains
unknown in all microorganisms (21, 22). In E cof, it has been demonstrated that the expres-
sion of phoH is induced by the PhoB/R two-component system in minimal medium contain-
ing a low concentration of phosphate; additionally, it was found that PhoH shows ATPase
activity (23). The PhoB/R system positively requlates the expression of several other genes in
response to low phosphate, induding the psts gene; the response regulator PhoB binds to
a sequence denominated pho-box that is present on the regulatory regions of its target
genes (24).

Remarkably, to our knowledge, in addition to the PhoB/R system (or orthologs),
HIlD is the only other regulator that has been involved in the expression of phoH.
Hence, in this study we aimed to uncover the elements that led to the integration of
the phoH gene into the HID regulon.

By comparing the expression of the phoH gene from 5. Typhimurium and E. coli, we
show that the gain of HID and ds-regulatory evolution led to the regulation of phoH by
HIlD in 5. Typhimurium. Furthermore, our results support that HIlD activates the expression
of phoH under SPI-1-inducing conditions in part by acting as an antFH-MS factor.
Additionally, our results revealed differential regulation of the phoH gene in response to
low phosphate; in £ coli this regulation s mediated by the PhoB/R system, whereas in
5. Typhimurium it is independent of PhoB.

RESULTS

The 5. Typhimurium phoH gene, but not that of E. coli K-12, is expressed and
regulated by HilD under SPI1-inducing conditions. The phoH structural gene
and its encoded protein, PhoH, share identities of B2% and 95%, respectively,
between S Typhimurium 5L1344 and E. coli MG1655. In contrast, the intergenic
sequences upstream of phoH show a lower identity (54%), and the genomic context
is poorly conserved between these two bacteria (Fig. 1A). Therefore, we wondered
whether, in addition to the gain of HilD by 5. Typhimurium, differentiation of the
phoH regulatory sequence in 5. Typhimurium was also necessary for the adaptation
of the regulation of phoH by HIlD. To examine this idea, we analyzed the expression
of the phoH gene from 5. Typhimurium 501344 (phoHe,) and from E coli MG1655
[phoHe) in 5. Typhimurium and E. coli strains expressing HIlD or not and grown
under 5P-1-inducing conditions (LE at 37°C). First, we constructed the phoHe-cat
transcriptional fusion (carrying the full-length intergenic sequence upstream of
phoH:.), which is equivalent to the phoHg,-cat transcriptional fusion that we
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Differential Regulation of the phoH Ancestral Gene
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FIG 1 Genomic context of the phoH,_ and phoH,. genes and schematic representation of the phoH, _-cat and phoH, -cat fusions. [A)
Genomic context of the phoH gene from the 5 Typhimurium SL1344 and E. colf K-12 MG1655 strains. Genes are shown by amows. Homologous
genes are depicted with the same color. (Bl Schematic representation of the phoH,,-cot and phoH,.-cat transaiptional fusions containing the full-
length upstream region of phoH from 5. Typhimurium SL1344 or E coll K-12 MG1655 strains, respectively. Transaiptional start sites are shown by

bent amows Positions indicated are relative to the transaiptional start site of promaoter 1 of each gene.

previously used to show the regulation of the phoHs,, gene by HilD (10) (Fig. 1B,
Table 1). The expression of both fusions, phoH,, -cat and phoH . -cat, then was
quantified in the wild-type (WT) 5. Typhimurium SL1344 strain and its derivative
AhilD mutant, as well as in the WT E. coli MC4100 strain, in the presence of the pké&-
HilD plasmid expressing HilD or the pMPM-K& vector. Consistent with our previous
study (10), the expression of the phoHe,-cat fusion was significantly decreased in
the AhilD+wvector mutant and in the WT E. coli+wvector strain with respect to the
WT 5. Typimurium+ vector strain; furthermore, it was induced by the pKé-HilD plas-
mid in both the AhilD mutant and the WT E. coli strain, 4- and 8-fold, respectively
[Fig. 2A). In contrast, the phoHe -cat fusion showed a low expression level in all the
strains tested (Fig. 2B), indicating that the expression of the phoH;_gene is not acti-
vated by HilD under the growth conditions tested. To confirm these results, we per-
formed a Western blot analysis to monitor the chromosomal expression of the
PhoH-FLAG protein (PhoH tagged with a 3 <FLAG epitope) in the 5. Typhimurium
AhilD mutant and the WT E. coli strain carrying the pBAD-HIID1 plasmid, which
expresses HilD from an arabinose-inducible promoter. In agreement with our
results obtained with the transcriptional fusions, the 5. Typhimurium PhoH-FLAG
(PhoH,,, -FLAG), but not the E. coli PhoH-FLAG (PhoH,-FLAG), was detected under
the conditions assessed; furthermore, the expression of HilD from the pBAD-HiIlD1
plasmid increased the amount of PhoH,,, -FLAG in the AhilD mutant in a dose-de-
pendent fashion (Fig. 2C). These results show that the phoHs,, gene, but not the
phoHe, gene, is expressed and regulated by HilD under 5PI-1-inducing conditions,
which supports that both the gain of HilD and differentiation of the regulatory
sequence led the phoHs,, gene to be expressed under conditions relevant for
Salmonella virulence.

HilD' specifically induces the expression of the P1 promoter of phoH,,. Previous
franscriptomics studies revealed two transcription start sites (TSSs) for the phoH e, gene (25,
26). To determine whether these T55s are really generated by two different promoters (P1 and
P2) and whether HilD regulates both or only one of them, we constructed and anakzed the
expression of cat transcriptional fusions only containing the putative promaoter P1
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Differential Regulation of the phoH Ancestral Gene Joumal of Bacteriology
TABLE 1 Bacterial strains and plasmids used in this study?
Strain or plasmid Genotype or description Reference or source
Strains
5. Ty phimurium
SL1344 Wild type; s, hisG, rpsL; Sm® &0
DTM142 phoHz3 = FLAG-=kan This study
JPTM25 Ak 47
DTM143 AhilD phol:3 = FLAG This study
DTM144 Apho#izkan This study
DTM145 Aphoft This study
DTM146 AphoB phol::3 < FLAG-kan This study
DTM150 Apholzkan This study
DTMIS1 AgiE:kan This study
E coli
MG1655 Wild type; prototrophic £ colf K-12 Michael Cashel
DH108 Laboratory strain Invitrogen
MC4100 F~ [araD139) AlargF-lac) 1690~ el 4 ThD5301 Alfruk-yeR) 72 5(frud2 5) reld 1 rpsl 1 S{SmR) 61
rhsR22 AlfimB-AimEM32(:451)deol]
BL21/DE3Z Strain for expression of recombinant proteins Inwvitrogeen
IPMC34 MC4100 Ahns 62
JW03E9 BWZ5113 AphoBzkan 63
DTM147 phoHz3 «FLAG-kan This study
OTM148 BW2Z5113 AphoB This study
DTM149 BW25113 Apho# phol:3 = FLAG-kan This study
Plasmids
pkK232-8 pBR322 derivative containing a promoteress chloramphenicol acetyltransferase (cat) gene, A" 48
pphoH,_-cat pKK232-8 derivative containing a phoM-cat transaiptional fusion of 5. Typhimurium from 10
nucleotides —653 to +416
pphoH, -cat pKK232-8 derivative containing a phoM-=cat transaiptional fusion of £ colf from nucleotides This study
—406 to +406
pP1phoH,,_-cat pKK232-8 derivative containing a phoM-cat transaiptional fusion of 5. Typhimurium from This study
nucleotides —653 to +12
pP2phoH,,_-cat pKK232-8 derivative containing a phoM-cat transaiptional fusion of 5. Typhimurium from This study
nucleotides —5to +416
pPlphoHy.-248 + 12cat  pKK232-8 derivative containing a phoM-cat transaiptional fusion of 5. Typhimurium from This study
nucleotides — 248 to +12
pP phoHgy,—67 + 3-cat pKK232-8 derivative containing a phoH-cat transeriptional fusion of 5. Typhimurium from This study
nucleotides —&7 to +3
pphoH, e qtat pphoHy. -cat derivative containing mutations in the predicted HilD -binding site This study
pphoH, . ~cat pphoH,,_ -cat derivative containing mutations in the P1 promoter This study
P pst Sy cat pKK232-8 derivative containing a pstS-cat transcriptional fusion of 5. Typhimurium from This study
nucleotides — 232 to +352
pBADMycHisC Expression wector for constructing C-terminal MycHis fusions under an arabinose-inducible Invitrogen
promater, Ap*
pBAD-HIlD1 pBADMycHis derivative expressing HilD-MydHis under an arabinose-inducible promoter 47
pMPM-K&C p15A derivative cloning vector containing an arabinose-<inducible promoter, Kan' 64
pKs-HilD pMPM-K&C derivative expressing HilD under an arabinose-indudble promoter, Kan' 10
pMAL-HIlD1 pMAL-c2X derivative expressing MBP-HIlD from alac promoter, Ap’ 2
pBAD-H-NS-FH pBADMycHisC derivative expressing H-MS-FH from an arabinose-inducible promoter, Ap’ 57
pKD46 pINT-ts derivative exp ressing red recombinase under an arabinose-inducible promoter, Ap’ 49
pkD4 pANTsyderivative template plasmid containing the kanamycin cassette for ARed 49
recombination, Ap’
pSUBM pGP704 derivative template plasmid for FLAG epitope tagging 50
pFLP3 pFLP2 derivative template plasmid expressing yeast Flp recombinase, Ap’, Te 51

“The coordinates for the car fusions are indicated with respect to the transcriptlonal start site of psrs or that of the P1 promoter of phoH ., or phoH,. Ap’, ampicillin

resistance; Sm', streptomyd n reskstance; Kan®, kanamyd n resstance Tc, tetracydine resistance

(P1phoH e ,-cat) or P2 (P2phoHe,,-cat) (Fig. 3A). The expression of these fusions was
quarntified in the WT 5 Typhimurium strain and its derivative AhilD mutant camying the
pMPM-KS vector or the p&-HilD plasmid expressing HilD under SPI-1-inducing conditions.
The two fusions showed expression in the WT +vector strain, indicating that both P1 and P2
promoters are active under the conditions tested, with the P1 promoter 2-fold more active
than the P2 promoter (Fig. 3B). However, only the expression of the P1phoHq,-cat fusion

May 2022 Volume 204 lsue 5

1001 128/] b5 85-21

Downloaded from hitps://joumals asm orgfournal/jb an 17 May 2022 by 132 248 207 54,

121
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FiG 2 phoH.; ., but not phoH,, is expres=ed and regulated by HilD» under SPl-1-indudng conditions CAT-spedfic activity of
the phoH . _-cat (Al and phoH, -cat (B] transoiptional fusions, contained in the pphoH;,.<cat and pphoH, @t plasmids,
respectively, was determined in the WT 5. Typhimurium (5Tm) 5L1344 strain, its derivative ARID mutant, and the WT E. coll
[Ec) MC4100 strain, in the presence of the pMPM-KS vector or the pK&HIlD plasmid expressing HilD' from an arabinose-
inducible promoter. Expression of HIlD from the pHS-HID plasmid was induced with 0U001% v-arabinose added to the
medium at the beginning of cultures. Data represent the averages with standard deviations from three independent
experments performed in duplicate. Statistically different values are indicated [, P <= 005 ***°, P <= 00001). {C) Expression
of the PhoH-FLAG protein in the 5. Typhimurium ARID mutant and the WT E. coli [Ec) MG1655 strain @nmying the vector
pBADMycHisC (—] or the pBAD-HIID (+) plasmid, which exprezes HID from an ambinose-indudble promoter, was analyzed
by Westem blotting using monodonal anti-FLAG antibodies. As a control, the expression of GroEL was also detected using
polydonal anti-GroBL antibodies. Expression of HilD from the pBAD-HIlDM plasmid was induced with the indicated amounts
of L-arabinose added to the medium 2 h postinoculation of cultures CAT activity and detection of the PhoH-FLAG and GroEL
proteins were determined from samples of bacteral cultures grown in LB at 37°C for @ and 4 h, respectively.

decreased in the AhilD+ vector mutant and was induced by the presence of the pK&-HID
plasmid (Fig. 3B). In agreement with these results, in electrophoretic mobility shift assays
[EMSAs), purified MBP-HIlD protein bound the phoHe,, fragment contained in the
P1phoH o, -cat fusion but not that contained in the P2phoH., -aot fusion (Fig. 30. Together,
these results support that HilD regulates only the P1 promoter of the phoHz,, gene

Gs-regulatory evolution led to the regulation of the P1 phoH_,, promoter by HilD.
To delimit the sequence required for the control of P1phoHe,, by HilD, we constructed
and analyzed the expression of two additional car fusions carrying different 5 and 3
deletions regarding the P1phoH g, -at-653 + 12 fusion used initally (Table 1). The expres-
sion of these two new fusions, P1phoH, cat-248 + 12 and P1phoH,, -cat-67 + 3, was sim-
ilarty decreased in the AhiD+vector mutant with respect to the WT +vector strain and was
induced in the AhilD mutant by the presence of the pKe-HilD plasmid (Fig. 4A). These results
reveal that HilD acts on the sequence between positions —67 and +3 of the P1 phoHg,,
promoter (P1phoHg,), the sequence contained in the P1phoHo,-cat-67 + 3 fusion. In
agreement with this conclusion, a HilD-binding site was predicted between positions —59
and —25 of P1phoHz,, which shows 623 A+T content (Fig. 48). Previous studies indicate
that HIlD binding sites have a high A+ T content (14, 27).

To confirm that HIlD mediates expression of phoHz,, by acting on the P1 promoter of this
geng the predicted HilD-binding site or the — 10 region of the P1 promoter were muated, as
indicated in Fig. 4B, in the phoHe,wat653 + 416 fusion camying the fulklength regulatory
region of phoH,,, (contains the P1 and P2 promoters), genemting the phoH,,, . cat and
P OH et fusions, respectively. The expression of the WT and s dervative mutated tran-
scriptional fusions was quantified in the WT 5. Typhimurium strain and the Ahill mutant camy-
ing the pMPM-K6 vector or the pKe-HilD plasmid expressing HilD under SPH -inducing condi-
tions. As previousty observed (Fig. 2A), the WT phoH . ~cat fusion showed regulation by HilD,
that is, its expression was decreased and increased in the AhiD+ vector and AhiD+ pl&-HID
strains, respectively (Fig. SA) In ontrast, both the phoH oot and phoHa,-car fusions
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FIG 3 HilD directly regulates the P1 promoter of phoH,,_. (A} Schematic representation of the P1phoH,,_-cat and FiphoH,, -
gt transcriptional fusions containing promoter 1 (P1) or 2 (P2 of phoHy,,. respectively. Transaiptional start sites [bent
arrows) and promoters (blue and red boxes) are shown Positions indicated are relative to the transcriptional start site of
promoter 1. (B} CAT-specific activity of the PlphaoH, -car and P2phoH, -cat transaiptiona fusions, contained in the
pPiphoH.,<cat and pPiphoH., ~cat plasmids, respectively, was determined in the WT 5 Typhimurium (5Tm] SL1344 strain
and its dervative ARID mutant @mying the pMPM-K& wecor or the pK&-HIlD plasmid expressing HilD from an arabinose-
indudble promoter. Expression of HID from the pKS-HIlD plasmid was induced with 0.001% v-ambinose added to the medium
at the beginning of cultures. CAT adivity was quantified from samples of bacterial cultures grown in LB at 37°C for 9 h Data
represent averages with standard deviations from three independent experiments performed in dupliate. Statistically
different values are indicated ("™, P <= 0.0001). [T} MBP-HIID binding to the phoH_ _ fragments contained in the PiphoH, -
cat (P1) and P2phoH., -cat (P2} fusions was analyzed by competitive nonradioactive EM5As. The DNA-protein complexes are
indicated by an asterisk. Monspecific PCR products are indicated by an arrow.

showed a low expression level that was similarin the three strains tested (Fig. SA), which indi-
cates that the regulation of phoHe,, by HID s lost when the predicted HilD-binding site or
the P1 promoter are mutated. EM5As confirmed that HilD indeed binds the predicted site
upstream of the P1 promoter (Fig. 5B to D). The MBP-HID protein used in the EMSAs appa-
rerthy forms overy large complexes that remained near the wells of the gel, with or without
the tested DNA fragments; the WT P1phoH-157/+ 12 fragment and that carrying the muated
P1 promoter, but not that carrying the mutated HilD-binding sequence, were bound by MBP-
HIlD» (Fig. 5B to D). Together, these results show that HilD positively and specifically regulates
the P1 promoter of phoH_,, by binding a site that overlaps the —35 region of this promoter.
Two promoters have also been reported for the phoHe gene (23) that are located in
positions similar to those of the phoH,,, gene (Fig. 1B). As shown in Fig. 2, the phoH,, gene
is not regulated by HIlD, which indicates that it lacks the HilD-acting site located upstream
of P1phoH,, . To investigate this notion, we performed an alignment of the corresponding
67/+3 sequence of the phoHg,, and phoHs. P1 promoters (F1 —67/43 sequences)
Interestingly, these sequences share only 45% identity; moreover, the nucleotides of the pu-
@tive HilD-binding site located on the 5. Typhimurium sequence are poorly conserved in
the E. coli sequence (Fig. 4B). Consistent with this, a HlD-binding site was not predicted in
the E aili P1 —67/4 3 sequence. To explore whether the differences shown by the P1 —67/
+3 sequence of phoH ., and phoH,, are a product of an evolutionary divergence between
Salmanello and E coli or are specific to the bacterial strains tested, we extended the analysis
of the P1 —67/+3 sequence of phoH to other & enteniao serovars, the 5 bongori species,
and other K12 strains and pathotypes of £ i As shown in Fig. 4C, phylogenetic analysis
based on the P1 —67/43 sequence of phoH grouped the Salmonella and E. coli strains
tested in two different clades. In agreement with these results, the 5. Typhimurium P1 — 67/
43 sequence is better conserved in the S enterica serovars (94 to 100% identity), and to a
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FIG 4 HilD induces the expression of phoH,, _ by acting on a regulatory sequence differentiated between Salmonella and E. coli. (A) CAT-spedfic activity of the
PlphoH, _-caot-248 + 12 and PlphoH, -cat—&7 + 3 transcriptiona fusions, contained in the pPiphoH, _-248 + 1l<at and pPiphoH, _—67 + 3-@t
plasmids, respectively, was determined in the WT 5. Typhimurium (5Tm) SL1344 strain and its derivative ARTD mutant carrying the pMPM-KS vector or the
pH&-HIlD plasmid expresing HilD from an arabinose-indudble promoter. Bxpression of HilD from the pES-HIlD plasmid was induced with 0.001% 1-arabinose
added to the medium at the beginning of cultures. CAT activity was quantified from samples of bacterial cultures grown in LB at 37°C for 9 h. Data represent
averages with standard dewiations from three independent experiments performed in duplicate. Statistically different values are indicated (""", P <2 QLDOOT).
[B) Alignment of the F1 —&7/+3 sequences of 5. Typhimurium [5Tm) 5L1344 and E. coli (Ec] MG1655. The predicted HilD-binding site on the 5Tm sequence
and the PhoB-binding site (pho-box) on the E. coll sequence as well as the mutations generated in the predicted HilD-binding site and in the — 10 region of
the P1 phoH,;_ promoter (HilDmut and Pimut, respectively) are shown Bent amows indicate the transmiptional start site of the respective P1 promoter.
Asterisks indicate conserved nucleotides (C) Phylogenetic tree based on the P1 —67/+3 sequence of E. coll 0104:H4 [EAED), E coli O157:HT (EHEC), E col K-
12 MG 1655, E coli OT&H11 (ETEC), E. coll O127:H& [EPEC), E. coll STEC P (STEC), E. colf K-12 ATCC 1175, E colf 26-1 (UPEC), 5. bongon, 5. Choleraesuis SC-B67,
£ Gallinarum 9184, 5 Entertidis 22510-1, 5. Paratyphi A ATGC 11511, 5. Typhi Ty2, 5. Typhimurium 501344, and 5. Heidelberg 41563, |dentity with resped to
the sequence of 5 Typhimurium 5L1344 is shown with a heat map.

lower extent in & bongorn (73% identity), than in the E. coli strains assessed (54 to 56% iden-
tity) (Fig. 4C). These results suggest that evolution led to the differentiation of the P1 —67/
+3 sequence between Salmonefla and E. colf.

Together, our results support that the requlation of the phoH,, gene by HIlD was adapted
by the gain of HlD and the generation of a HilD-acting site through cs-regulatory evolution.

phoHzy,, and phoHg, are differentially affected by the H-NS repressor. HilD induces
the expression of target genes by counteracting H-MS-mediated repression; in the ab-
sence of H-NS activity, these genes are expressed independently of HilD (2, 3, 16, 27-30). We
sought w determine whether HilD follows a similar mechanism to induce the expression of
the phoH ., gene Salmonefla hns mutants show severe growth defects due o the overex-
pression of SPH1 and other related genes, and suppressor mutations are generated (31, 32).
Thus, to analyze the effect of H-NS on the phoHz,, gene, we used the WT E. coli MC4100
strain and its derivative Ahns mutant that does not show growth defects; the £ colf genetic
background has been useful o study the regulation of other Salmonellz genes by H-NS (H-
M5 of 5. Typhimurium 501344 and E. ooli MC4100 share 95% identity) (16, 30). On the other
hand, Hill induces the expression of phoHe,, in £ coli K-12 (Fig. 24), indicating that no other
Salmonella-specific regulator is required for the HilD-mediated expression of this gene. We
quantified the expression of the phoH_, ~cat fusion in the WT E coli MC4100 strmin and its
denvative Ahns mutant carrying the pMPM-KG vector or the pKE-HID plasmid expressing
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FiG 5 HilD paositively regulates phoH_ by binding a site that overaps the P1 promoter of this gene. (Al CAT-spedfic activity of the
phoH,,_-cat, phoH,, . _-cat and phoH,,  _-car transiptional fusions, contained in the pphoH,_-cat, pphoH . «<at, and pphoH,,_ -cat
plaamids, respectively, was determined in the WT 5 Typhimurium (5Tm) 5L1344 strain and its derative ARID mutant camydng the pMPMES
vector or the pKS-HIlD plasmid expresing Hill from an ambinose-indudble promoter. Bpresion of HIlD from the pKS-HID plasmid was
induced with Q001% r-arabinose added to the medium at the beginning of cultures CAT activity was quantified from samples of bacterial
cuttures grown in LB at 37°C for 9 h. Data represent the averages with standard deviations from three independent experiments performed
in duplicate. Statigtically different values are indicated [, P = Q0ME """, P < 00001} MBP-HIID binding to the WT PlphoH-157/+12
fragment (B} the PiphoH,  _ -157/+ 12 fragment mutated in the prediced HilD-binding ste IC} and the PiphoH__ _-157/+14 fragment
mutated in the P1 promoter (D) was analyred by nonradioactive EMSAs. The upper panels show the free DNA and the DMA-protein
complexes stained with ethidium bromide and the lower panels show the immunodatection of MBP-HIlD at the top of the lines using anti-

MEP monodonal artibodies. The DNA-protein complexes are indicated by an asterisk.

Hill, grown under SPH-inducing conditions. As a control, the expression of this fusion was
also tested in the WT 5 Typhimurium strain carrying the pMPM-K& vector. In line with the
results described above (Fig. 2A), the expression of the phoH ., -aat fusion was induced in
the WT 5. Typhimurium -+ vector strain as wdl as in the WT E coli+ pE&-HilD strain but not in
the E. coli +vector strain (Fig. 6A). No@bly, in the E. colf Ahns+ vector strain the expression of
the phoH ,-aat fusion reached levels similar to those in the WT 5. Typhimurium strain (Fig.
6A). These results show that H-NS represses the expression of phoHs,,, and that in the ab-
sence of H-NS this gene is expressed independently of HilD, which supports that HIlD indu-
ces expression of phoHe, by counteracting H-NS-mediated repression. Neverthdess, the
presence of the pks-HIlD plasmid further increased (2-fold) the expression of the phoH o,
agt fusion in the E colf Ahns mutant (Fig. 64), indicating that HIlD also induces partial expres-
sion of the phoH,,,, gene by a mechanism independent of H-NS.

We next assessed whether H-NS also represses the expression of the phoH;, gene.
For this, the expression of the phoHg-cat fusion was quantified in the WT E. coli and E. colf
Ahns strains grown under SPH -inducing conditions. The phoH,~cat fusion showed very low
expression levels in both E coli strains (Fig. 6A), showing that, in contrast to that observed
for phoHs,,, the expression of phoHg, is not induced by the absence of H-MNS under the con-
diions tested.

EMSAs were performed to determine whether H-NS regulates phoH,,, directly. As could
be expected, purified H-N5FH (H-MNS-Flag-Hisg protein bound the DNA fragment spanning
the entire regulatory region of phoH,,, but not that of phoH,, at the concentrations tested
{Fig. 6B). The DNA-H-NSFH complexes formed with the entire regulatory region of phoHz,,
seem o be very large, since they were retained near the welk of the gel (Fig. 6B); with a
shorter fragment of the regulatory region of phoHz,,, the DNA-H-NSFH complexes were
detected within the gel (Fig. 60. H-NS is known to bind A+ T-ich sequences (33); intriguingly,
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FIG & Hill» antagonizes H-N5-mediated repression on phoH.,.. (Al CAT-specific adtivity of the phoH,,_-car transoiptional
fusion, contained in the pphoH,,_-@t plasmid, was evaluated in the WT 5. Typhimurium [5Tm] S5L1344 strain as well as in
the WT E coll (Ec) MC4100 strain and its derivative Ahns mutant in the presence of the pMPM-KES vector or the pES-HilD
plasmid expressing HilD from an ambinose-indudble promoter. CAT-specific activity of the phoH, -cat transoiptional
fusion, contained in the pphoH, -cat plasmid, was evaluated in the WT E coll ¢} MC4100 strain and its derivative Ahns
mutant. Expression of HlD from the pES-HIID plasmid was induced with (L001% -arabinose added to the medium at the
beginning of cultures. CAT activity was quantifed from samples of bacterial cultures grown in LB at 37°C for 9 h. Data
represent the average with standard deviations from three independent experiments performed in duplicate. Statistically
different values are indicated [***°, P <2 0.0001). (B} H-N5-FH binding to the phoH fragments contained in the phoH,, -cat
and phoH, -cat fusions, camying the fulHlength regulatory region of phoH,,  and phoH,. respectively, was analyzed by
competitive nonradioactive EM5As. The DMA-protein complexes are indicated by an asterisk. Nonspecific PCR products are
indicated by an amow. (C}) Competitive nonradicactive EM5As between HilD-MBP and H-N5-FH on the PiphoH-157/+12
fragment of phoH,, . Purified H-M5-FH protein was added at 4 pM (lanes 3 to &), and purified MBP-HID protein was
added at 04, 08, and 1.2 uM (lanes 4 to &, respedtively). No protein was added in lane 1, and MBP-HIID was added at
1.2 pM in lane L In EMSAs, the upper panels show the free DMA and the DMA-protein complexes stained with ethidium
bromide, whereas the lower panels show the immunodetection of H-N5-FH in the DNA-protein complexes at the top (B
of within the lanes of the gels (0, using anti-FLAG monodonal antibodies.

both the regulatory region of phoH,;,, and that of phoH, show high A+T content, 57 and
55%, respectively. Mext, we analyzed by competitive EMSAs whether MBP-HIID can displace H-
NS-FH from phoH,. Binding reactions containing the P1phoH-157/4 12 fagment of phoH_, |
were first incubated with a constant concentration of H-M5-FH, and then increasing concentra-
tions of MBP-HID were added. Binding reactions confaining onby H-NSFH or MBP-HIID were
dlso tested. The DMA-H-MNS-FH complex was shifted by MBP-HIID to a sowermigrating com-
plex that remained near the wells of the gel, similar to the complex formed onfy by MBP-HIlD;
furthermore, MBP-HIlD decreased the amount of H-MNSFH bound to the P1phoH-157/412
fragment (Fig. 6C). These results indicate that HilD displaces H-MNS from phoHe,,.

In all, these results support that cisregulatory evolution led to the repression of
phoH,, by H-NS, which is involved in the regulation of this gene by HilD.

phoH g, and phoHg, are differentially regulated in response to inorganic phosphorus.
The phoH,, gene belongs to the phosphate regulon; its expression is induced by the PhoR/E
TWO-COMPONEnt system in response to inorganic phosphorus (P) smnaton (220 23). k was
therefore of interest to test whether the phoH,,,, gene that was recuited into the HilD regulon
conserves the ancestral regulation by the PhoR/B system in response to low P, To investigate
this notion, we quantified the expression of the phoH,, -aot fusion in the WT 5. Typhimurium
strain and its isogenic AphoB mutant grown in N-minimal medium (N-MM) containing low or
high concentrations of P, Surprisingly, the expression of the phoHg,-aat fusion was induced
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FIG 7 Expression of phoH,, _ is activated by low P, independently of either PhoB or HIlD. CAT-spedfic activity of the phoH, _-cat
() and pstS,.-cat (E] transoiptionad fusions, contained in the pphoHg.<at and ppstS;<at plasmids, respectively, was
determined in the WT 5. Typhimurium (5Tm) SL1344 strain and its derivative AphoB and ARID mutamts. pstS is known to be
regulated by PhoB; thus, it was tested as a positive control. [C) CAT-spedfic activity of the phoH, -cof transaiptional fusion,
contained in the pphoH, cat plasmid was determined in the WT E coll [Ec) BW25113 strain and its derivative mutant. Data
represent the average with standard deviation from three independent experiments performed in duplicate. Statistically different
values are indicated (°, P < Q0108 """, P < 0.0001). The expression of the PhoH,,.-FLAG protein in the WT 5 Typhimurium
(5Tm) SL1344 strain and its denvative AphoB and ARID' mutants (B), as well as the expression of the PhoH, -FLAG protein in the
WT E. coll (Ec) MG1655 strain and its derivative Aphof mutant (D), was analyzed by Western blotting using monodonal anti-FLAG
antibodies. Az a control, the expression of GroEL was also detected using polyclonal anti-GroEL antibodies. CAT activity and
detection of the PhoH-FLAG and GroEL proteins were determined from samples of bacterial cultures grown for 16 h at 37°Cin N-
MM containing low (L) or high (H P

by low P, in both the WT strain and the AphoB mutant (Fig. 7A) Similar results were obained
by analyding the expression of the PhoHa,FLAG protein (Fig. 7B). In contrast, the expression
of the PhoH -FLAG protein or the phoH:~cat fusion was induced by low P, in the WT E coli
strain but not, or only slighty, in its derivatie AphoB mutant (Fig. 7C and D). In agreement
with these results, an in silico analysis identified the previoushy reported pho-box (PhoB-bind-
ing site} on the regulatory sequence of phoH, but did not predict a pho-box on the corre-
sponding sequence of phoH | (Fig. 4B) (23). The 3. Typhimurium sequence conserves only
10 of the 18 nucleotides forming the E colf pho-box (Fig. 4B). These results indicate that
both phoHg. and phoHz, are similardy requlated by P, but through different mechanisms;
the one for phoH . involves PhoB and that for phoH=, does not

Mext, we asked whether the regulation by P, independent of PhoB also acts on the
pstS gene, which has been shown to belong to the phosphate regulon and to be regu-
lated by PhoB in different bacteria; this gene encodes a component of a high-effidency
P, transporter (24). To know this, a cat transcriptional fusion of the 5 Typhimurium
SL1344 psts (pstio, ) gene was constructed and assessed in the same bacterial strains
and growth conditions as in the previous experiment. The expression of the psts., -cat
fusion was induced by low P, in the WT 5. Typhimurium strain but not in its derivative
AphoB mutant (Fig. 7E), indicating that the pstS,, gene is regulated by P, starvation
through PhoB. Consistent with this, a computational analysis identified on pstio,
{data not shown) the pho-bax previously reported for the E coli gene (34).

As expected, according to different studies indicating that HID does not affect expression
of @mrget genes when 5. Typhimurium is grown in minimal medium (2, 25), the regulation of
phoH =, and pstSe,, by P;was similar in the WT strain and its dervative AhilD mutant (Fig. 78,
B, and E.
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Taken together, these results support that the phoH,, gene evolved to be regu-
lated by P, through a PhoB-independent mechanism.

DISCUSSION

Differential regulation of homologous genes is an important mechanism for phenotypic
variability among closdy related bacteria (4, 35-38). In this study, we further define the
mechanism by which HilD induces the expression of phoHz,,, and show that both the gain
of HID and cis-regulatory evolution adapted this regulation in 5 Typhimurium, leading to
differential expression of phoH between 3. Typhimurium and E. coli K-12.

Our data indicate that in the absence of the H-MS repressor, the phoH_,,, gene reached
WT expression levels independently of HIlD. We found that H-NS binds to and represses the
expression of the phoHo,, gene but not the phoH;, gene. Moreover, we determined that
HIlD displaces H-NS from the phoHe, gene These results support that HilD induces the
expression of phoH,,,, by antagonizing the negative effect of H-NS, a mechanism that
HIlD follows to induce the expression of several other target genes (2, 9, 16, 27-28, 39).
Interestingly, we observed that the overexpression of HilD further increased the expres-
sion of the phoH o, gene in the absence of H-NS, which suggests that HlD, besides acting
as an anti-H-N5 factor, could antagonize the action of an additional repressor or improve
the RMA polymerase binding on the promaoter of this gene. In agreement with this notion, a
previous report indicates that HilD counteracts repression exerted by the nudleoid-assock
ated protein Hha on the rtsA gene (27). Furthermore, evidence from another study suggests
that HIlD recruits the RNA polymemse on the hild promoter (40).

A previous transcriptome sequencing (RMA-seq) analysis revealed two transcrip-
tional start sites for the phoHe,, gene (25, 26). Accordingly, our results show that two
promaoters (P1 and P2) transcribe this gene under SPI-1-inducing conditions. We found
that HilD positively regulates the P1 promaoter, but not the P2 promaoter, by binding a
site that overlaps the — 35 region of the P1 promoter. To our knowledge, not one regu-
latory mechanism other than that mediated by the FhoB/R system (see below) had
been defined for the phoH gene in any other bacteria

We detected only background expression levels for the phoHe. gene under SPI-1-induc-
ing conditions, even in the presence of HIlD. In agreement with this finding, computational
analyses revealed that the regulatory sequence required for the HilD-mediated expression
of the phoH,;,,, gene (P1 —67/+ 3 sequence) is poorly conserved in the phoH,, gene incud-
ing the HilD-binding sequence on phoHe,,,. Moreover, a phylogenetic analysis based on the
P1 —6&7/4 3 sequence of phoH grouped Salmonefla and E. colf strains in two different clades.
Thus, our results support that both the acquisition of HlD and regulatory evolution of the
P1 —67 o +3 sequence adapted the regulation of phoH by HID in 5. Typhimurium, which
led to this gene being expressed under growth conditions relevant for Salmonefia virulence
Interestingly, cis-regulatory evolution also adapted repression of phoHe,, by H-NS, which is
invoheed in the HiD-mediated expression of this gene It is tempting to speculate that the
regulation by HilD of other ancestral genes, like fhOC and yobH, was also adapted by dsteg-
ulatory evolution. On the other hand, cs-regulatory changes in 5. Typhimurium with respect
o 5 bongori led the sifV, ugtl, and AhDC genes to be regulated by the SPF2 transcriptional
regulator SsrB and thus to have a role in 5. Typhimurium virulence (36-38). Thus, these
reports indicate that cisregulatory changes have played an imporant role in the evolution
of Salmonella pathogenicity. It is reasonable to think that the integration of the phoHa,,
gene into the HilD regulon was favorable for 5. Typhimurium virulence. Our results indicate
that the deletion of phoH ., slightly decreases the early intestinal colonization but does not
affect the systemic infection of mice by 5. Typhimurium (Fig. 84 and B). We observed similar
phenctypes with the deletion of the siE gene (Fig. 8, which encodes a giant nonfimbrial
adhesin shown to be necessary for intestinal colonization (41, 42). In confrast, the deletion of
phoH o, did not affect the 5 Typhimurium imeasion of Hela cells or RAW264.7 mouse macro-
phages (da@ not shown). Further studies into the possible role of phoH in 5. Typhimurium
pathogenicity are required. Even when phoH is conserved in many bactenia, its biological
function remains unknown in all of them
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FIG 8 Effect of phoH,,_ in the intestinal colonization and systemic infection of mice by 5. Typhimunum. Groups of 12 streptormycin-
pretreated mice were orally inoculated with the WT 5. Typhimurium strain or its derivative AphoH or AsiE mutant. (A} Mumbers of
FU/fg from feces were determined at 1, 2, and 3 days postinfection (dpi). (B} Numbers of CFL/g from the spleen were detemmined at
1 day postinfection. Bars denote the standard emors of the averages for each experimental group. Statistically different values are

indicated (%, P <2 Q.05 ™", P <2 001; ", P <2 0.001).

We found an additional trait for phoH,,, that was also generated by cis-regulatory
evolution: the expression of this gene was induced by low P, independently of the
PhoR/B two-component system. A previous report indicates that only a small number
of the 5. Typhimurium genes that are induced by low P, belong to the PhoB/R system
regulon (43). Thus, 5. Typhimurium seems to have a regulatory system alternative to
PhoB/R to active phoH,,,, and many other genes in response to P, starvation. Our
results indicate that HilD, as well as PhoP and SsrB, two transcriptional regulators that
induce expression of Salmonelia virulence genes in M-MM containing low P, are not
involved in the activation of phoH o, by low P, (data not shown). Transcriptomic stud-
ies have shown that the expression of phoHo, | is induced by various types of stress
that 5. Typhimurium faces inside hosts, such as high concentrations of NaCl, low Fe®*,
anaerobiosis, and exposure to peroxide or nitric oxide, among others (25). Varous regu-
lators could coordinate to activate the expression of phoH,, in response to different cues,
which remains to be determined.

Beyond examples for spedific genes, differential regulation of multiple genes medi-
ated by a transcriptional regulator has been described among closely related bacteria.
For instance, the SlyA and Ler regulons are different between 5. Typhimurium and E cof
(44 and between enteropathogenic and enterohemorhagic £ colf strains (45). Moreowver,
mechanisms underlying transcriptional control evolved from prokaryotes to eukaryotes (46).

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions. Bacterial strains used in this study are shown in Table 1.
Bacterial cultures for the determination of chloramphenicol acetyltransferase [(CAT) activity or for the
‘Westem blot assays were grown in 250-mL flasks containing 50 mL of LB or N-minimal mediurm (M-KM),
which were inoculated with a 100-fold dilution of an overnight culture, as desoibed previously (2, 47).
To evaluate the low and high F, conditions, KH,PO, in N-MM was used at concentrations of &4 puM and
&40 uM, respectively. The antibiotics ampicillin (300 wg'mlL), streptomydn (100 eg/ml), and kanamycin
(20 pg/mL) were added to growth media as needed.

Construction of plasmids. Plasmids and primers used in this study are listed in Tables 1 and 2,
respectively. To construct the pphoH,.cat plasmid, the intergenic sequence upstream phaoH,,. was amplified by
PR with the primer pair phoH-Fwd1/phoH-Rwi2, using chomosoma DNA from the WT E coll K-12 MG1655
srain as the template. To construct the pPiphoH.,-cat. pP2phoH., @t and pphoH., 248 + 12-cat plasmids,
the comesponding sequence upstream of phoH,,_ [—653t0 +12, —5to +414 and — 248 to + 13, respactivaly,
with respect to the P1 promaoter] was amplified by PCR with the primer pairs phoH-FwphoH-Rvl4, phoH-Fwi15
phoH-Rv, and phoH-Fw27fphoHRv4, respectively, using chromosomal DA from WT 5 Typhimurnium 501344
strain & the template. The pphoH,,, -t and pphoH_,_ -cat plasmids, camying mutations in the predicted
Hill*binding ste and the P1 promater, espectively, were constructed by overlapping PR using chromosomal
DA from the WT 5. Typhirmurium strain as the termplate. First, two PCR products were obtained for each plasmid,
with the primer pairs phoH-Fw/phoH-Rvi0 and phoH-Fwi9phoH-Ry for pphoHyn.~@t and with the primer
pairs phoH-FuphoH-Rvé4 and phoH-Fad3/phoH-Rv for pphoH,.,. -cat. The PCR products were purified, and
those for each plasmid were mixed and used as the template fora sscond PCR with the external primears phoH-
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TABLE 2 Primers used in this study
Primer Sequence® (5°-37) Target gene  RE*
For cat transcriptional fusion
phoH-Fed1 COAGGATCCTGGATATGOLGTTGCTGTTTG pholH;, BamHI
phoH-Rv42 CGAAAGCTTC ATGRAGAGCACCTTGAGTTG phoi,, Hindill
phoH -Fa CGAGGATCCAATATGGCTGGCTGGATCTG pholM g, BamHI
phoH-Rvi4 CGAAAGCTTGTCAGTCTCTTACAGAAAGATTAL phoi Hindill
phoH-Fw15 CGAGGATCCTGTAAGAGACT GACAATGACGL pholM g, BamHI
phoH-Rv CGAAAGCTTC CATGGATAGCACCTTGAGT phoi Hindill
phoH-Fw27 CGAGGATCCTGACGCAATAGAGTAATGACAAAA pholM g, BamHI
phoH-Fw37 GATCCCOCGUAGTAGCTAATGATTATCT TTTITAGT CTCCTGC CGATGAAATAATCGTGTAATCTTTC phoi
TGTAAGAA
phoH-Av3a AGCTTTCTTACAGAAAGATTACACGATTATT TCATCGGLAGGAGACTAAAAAAGATAATCATTAGTT  phoMiy.,
ACTGLGGGG
phoH-Fw79 CAGCATTAATACCCOCAGTAGAAAGCACAC AGCTTTTTTAGTCTCCT GUCGATG pholM g,
phoH-RvE0 CATCGGRLAGGAGACT AAAAAAGCTGTGTGCTTTCT ACTGOGGGTATTAATGCTG phol
phoH-FwB3 CTEOCGATGAAAT AATC GTGLGGCTCT TCTGTAAGAGACTGACAATG pholM g,
phoH-Rva4 CATTGTCAGT CTCT TACAGAAGAGCCGCACGATTATTTCATCGGLAG phol
phoH-Fe17 CGAGGATCCAGC GAT GLGAGAGAGGACAL pholM g, BamHI
psts-Fw71 COAGGATCCCTCTITGTCC TRGOGATCCC pstSen, BamHI
psts-Rv72 CGAAAGCTTGAACAGGLCTTCCTGATTCAG P55, Hindill
For gene deletion
phoH-H1P1 GOCTTACAAGGAAGCCAACCCTCAGAT GTGTGT GLGCATAATTGTAGGLTRRAGLTGCTTCG phoM g,
phoH-H2P2 CGGGLTCTGAAAGTCAATGCT ATATTAGCTGT AT GUGTGAAGCATATGAATATCCTCCTTAG phoM g,
silE=H1P1 ATGGGAAATAAAAGCATACAAAAGTTTTTTGCCGAT CAAAAT TGTAGGLT GGAGCTGLTTCG SHE
siiE-H2P2 TTATGCGTGTTCTTCTTGATT ATCT ACAGGTAGLGT AACT TCCATATGAATATCCTCCTTAG SHE
SphoBH1M CGACTAACAGGGUAAATTATGOCGAGAC GTATTCTGGTCGTATGTAGGL T GEAGLCTGLTTCG phoB,_
SphoB H2P2 CAACTGOLGGAAAAGGCATT AAAAGC GLGTCGAAAA AL GAT ACA TATGAATATCCTCCTTAG phol o
For gene FLAG tagging
phoH SFlagFw GUGCTOGGLGOTT TGTCAGCGAACGCT TCACGC AT ACAGC GACTACAAAGACCATGACGGT pholM g,
phoH SFlaghv ACAAAGCCCOGTTTOCCOLGCTC TGAAAGTC AATGC TATACATATGAATA TCCTCCTTAGTTC phofH g,
phoH EcFlagFw COTTOGGCACTITGCCAACGTACGC TGCATGLC TACAGTGACTACA AAGACCATGACGGT pholH;,
phoH EcFlagRv ACAAAGCCCOOTTOLOCC GRLOTC TGCACCGATAACACACCATATGAATATCCTCCTTAGITC phof;,

“Underined letters indicatethe respecthe restriction enzyme site in the primer. The sequences correspon ding to the template pkDa or pSUETT plasmids (Table 1) are in

italics
SRE, restriction enzyme for which a site was generated in the primer.

Fw and phoH-Rv. To construct the ppstS.;_-@at plasmid, the intergenic sequence upstream of pstS,_ was ampli-
fed by PR with the primer pair pstS-FwT1/pstSRv72, using chromosomal DNA from WT 5 Typhimurium
SL1344 strain as the termiplate. All the PCR products were purified and digested whit BamHI and Hindlll erzymes
and then doned into the same restriction sites of the pKE232-8 vector, which amiss a promoteres @t gene
HEL The pphoH.,.— 67 + 3t plasmid was consructed with the complementary primers phoH-Fw37 and
phoH-Rv3E Briefly, these primers were miked in a 1:1 ratio, heated to 95°C for ¥ min, and then cooled to room
emperature for 1 b The obtained double-strand product camies cohesive ends for its doning imto the BamHI
and Hindlll estriction stes of the pKK232-8 vector 48],

Construction of chromosomal deletion and 3= FLAG-tagged mutant strains. The phoB, phoH,
and siF genes ware replaced with a selectable kanamydn resistance casstte in the 5. Typhimurium 501344
strain by the ARed recom binase systemn, as reported previously (49), using the primers shown in Table 2, gener-
ating the DTM144, DTM150, and DTMIST strains, respectively. The chromosomal phoH gene was 3xFLAG-
tagged in the WT 5. Typhimurium SL1344 strain as well as in the JFTM25, DTM145, MG1655, and CTM148
strains, using a previousy reported method based on the ARed recombinase systemn (50), and the primers are
shown in Table 2, generating the DTM142, DTM142, DTM146, DTM147, and DTMI49 strains, respectively. The
DOTh145 and DTM 148 stmins wer generated by removing the kanamydn resstance ms=tte from the DTM144
and MO3ED strains, respectively, using the pFLP3 plasmid expressing the ALP recombinase as desoibed previ-
oushy (511 All modified strains were vearified by PR am plification and sequendng.

CATassays. The assays for CAT-specific activity were performed as desoibed previoushy [52).

Western blotting. Westemn blot assays were conducted as described previously (47), with minor
miodifcations. Brigfly, to detect PhoH-FLAG, sonicated cell extracts were prepared from smples of bacterial
cultures grown in LB or M-MM at the indicated time Proteins were separated on S05-15% pohaoyamide
gels. Immunoblots were performed with monoclonal anti-FLAG M2 [Sigmal or polydonal anti-GroEL
[Stre=Gen) antibodies at 1:5000 and 1:100,000 dilutions, respectively. To detect MBP-HIlD or H-NSFH in the
BviSAs monodonal ant-MBP (Sigmal or monodonal anti-FLAG M2 (Sigma) antibodies were used at a dilution
of 1:3000. Horsradish peroxidase-conjugated anti-mouse and anti-rabbit [Pierce] diluted at 1:10,000 were
used as secondary antibodies. Reaction bands on membranes were developed with the Westemn Lightning
chemiluminescence reagent plus [Perkin-Bmar} and exposition to Kodak X-Omat films.

May 2022 Volume 24 |sue 5

101128/Jb.00585-21

13

Downloaded from hitps;/fjoumals asm.orgfournal/jb on 17 May 2022 by 132 248 207 54,

130



Different lal Regulation of the phoH Ancestral Gene

Sequence analysis. BLASTP and Clustal Omega2 [EMBL-EBI) were used to compare amino acid and
nudeotide sequences, respectively. The phyogenstic tree based on the PiphoH—67 + 3 sequence was
generated with the I0-TREE (53] and interactive Tree of Life [v8] [54) software using default parameters.
Prediction of HilD-binding sites was performed with the previoudy reported position-spedfic scoring matrices,
representing Hill-binding consensus squences (10), using the matrix-scan program (55) with a P value of
1e— 3. Prediction of PhoB-binding site was accomplished with the BPROM tool of the Softherry software (561

Expression and purification of MBEP-HIlD and H-MS5-FH. The maltose binding protein (MBP)-HIlD
and the H-M5-FLAG-His, (H-N5-FH] protein were expressed in the E coli BL21/DE3 strain containing the
phAL-HIlID1 or pBAD-H-N5-FH plasmid and purnfied by using amylose-agarose or NP *-nitrilotriace tic-
agarose afinity columns, respectively, as desaibed previously (2).

EMS5As. The fragments P1 and P2, spanning the phoH,, _ sequences contained in the P1phoH,_-cat
and P2phoH,,_-car fusions, were obtained by PR amplification using the primer pairs phoH-Fw./phoH-
Rvi4 and phoH-Fwi5/phoH-Rv, respectively, and chromosomal DMA from the WT 5 Typhimurium
511344 strain as the template. The WT and mutated P1phoH-157/4 12 fragments were obtained by PR
using the primer pairs phoH-Fwi7/phoH-Rvi4 and phoH-Fwi7/phoH-RvB4 and the DMA from the
pphoH., -cat (WT), pphoH,ge.Cat (mutations in the predicted HilD-binding sitel, or pphoH,..<cat
imutations in the P1 promoter] plasmids as the template. The fragments spanning the phoH.,_ or
phoH,_fulldength regulatory region, contained in the phoH, _-cat or phoH, -cat fusions, were obtained
by PCR using the primer pairs phoH-Fw/phoH-Rv and phoH-Fw41/phoH-Rvd4l and chromosomal DNA
from WT 5 Typhimurium SL1344 and E. colf MG1655 strains as the template, respectively. The final PCR
products were purified with the Zymo Research DWA Clean & Concentrator kit [(ZYMO RESARCH)L
Protein-DNA binding reactions with purified MBP-HIID and’or H-N5-FH proteins were analyzed as
described previously (2, 57). For competitive EMSAs, the WT P1phoH-157/4 12 fragment was first incu-
bated with 4 pM H-N5-FH for 15 min and then incubated with inoreasing concentrations of MEP-HilD for
an additional 20 min. Binding mixtures were elecrophoretically separated in &% nondenaturing aa-
amide in 0.5:= Tris-borate-EDTA buffer at room temperature. DMA bands were visualized by staining
with ethidium bromide in an Alpha Imager UV transilluminator (Alpha Innotech Corp). MEP-HIlD and H-
N5-FLAG were detected on the DNA/protein complexes by Westem blotting.

Mouse infection assays. Mouse esperiments were conducted according to the standard operating
protocols approved by the Intemational Committee for Animal Care and Use from CHCUAL-UNAM and
by the Official Mexican Momm MOM-062-Z00-1993. Pathogen-free BALB/c female mice (6 to 7 weeks old)
were obtained from the Experimental Medidne Research Unit, School of Medicine, UNAM, Mesdco.
Maintenance, treatrnent with 50 mg of streptormycin, infection, and euthanasia of the mice, as well az
the counting of the number of CFJ per gram from feces or the spleen were performed as described pre-
viously (57, 58). Groups of 12 streptomydn-pretreated mice were infected by the orogastric route with
bacterial suspensions containing 1.0 = 10* CFU of the WT 5. Typhimurium strain or its derivative AphoH
and AsiE mutants, prepared in sterile 1 phosphate-buffered saline.

Cell infection assays. Irvasion of Hela cells or RAW2S4.T mouse maoophages was tested by genta-
miicin assays, as described previously (57, 59).

Statistical analysis. Statistical analyses were performed with the GraphPad Prism 6.0 or 920 soft-
ware [GraphPad Inc., San Diego, CA), using the one-way analysis of variance [ANOVA] or Student’s t test
unpaired). P values of <2005 were considered statistically significant.
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