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RESUMEN 

 

El gen ompS1 en S. Typhi codifica para una porina quiescente, homóloga a las 

porinas mayoritarias OmpC/OmpF. Los bajos niveles de expresión de esta porina se 

encuentran mediados por la proteína nucleoide H-NS, que se une directamente a su 

región reguladora. Además de H-NS, se encontró que StpA, otra proteína nucleoide y 

parálogo de H-NS, silenció directamente la expresión de ompS1 en un fondo 

STYhns99. LeuO, un regulador de la familia LysR, contrarrestó el efecto represor de 

H-NS y StpA, actuando como un antagonista de estas proteínas nucleoides. El 

mecanismo anti-represor mediado por  LeuO es a través de su competencia por una 

zona que se sobrepone con un sitio de nucleación de H-NS, desestabilizando el 

complejo nucleorrepresor y finalmente desplazándolo de la región reguladora, donde el 

regulador de respuesta OmpR actúa como un activador transcripcional, determinado el 

uso de los promotores de ompS1. Además del papel de proteínas reguladoras que 

controlan la expresión de ompS1, se describió que la curvatura intrínseca del DNA 

tiene un efecto represor sobre la expresión del gen, lo que favorece la formación de 

una estructura tipo horquilla represora mediado por H-NS. El papel de OmpR sobre la 

regulación de ompS1 había sido descrito como un regulador transcripcional, donde la 

presencia o ausencia activaba o reprimía los promotores. En este trabajo se encontró 

que su estado de fosforilación es el que determinaba el uso de los promotores: OmpR-

P activó y reprimió a P1 y P2, respectivamente. La fosforilación de OmpR aumentó 

dramáticamente su afinidad a la región promotora de ompS1. CpxR, un regulador de 

respuesta involucrado en estrés de la envoltura celular, se encontró que regula 

positivamente la expresión de ompS1 activando el promotor P2 en ausencia de OmpR-

P, uniéndose directamente a la región promotora de ompS1. CpxR funcionaría como 

un soporte molecular que actúa en ausencia de OmpR-P, manteniendo la expresión de 

OmpS1 en la bacteria. Estos datos indican un mecanismo complejo y fino en donde, 

bajo condiciones represoras, H-NS y StpA (dos represores) fuertemente silencian la 

expresión de ompS1; mientras que bajo condiciones de inducción (probablemente en 

el huésped) LeuO (un anti-represor) antagoniza este efecto represor, desplazando a 

H-NS y a StpA de la región reguladora, permitiendo que OmpR o CpxR (dos 

activadores) regulen positivamente la expresión de ompS1 controlando la actividad de 

los promotores.    

 

 

 



ABSTRACT 

 

The S. Typhi ompS1 gene encodes a quiescent porin which is a homologue of 

the OmpC/OmpF majority porins. The low expression levels of ompS1 are H-NS-

mediated, a nucleoid protein that directly binds to the regulatory region. In addition to 

H-NS, we found that StpA, another nucleoid protein and an H-NS paralogue, directly 

silenced ompS1 expression in an STYhns99 background. LeuO, a LysR-family 

regulator, counteracted the repressor effect of H-NS and StpA, acting as an antagonist 

of these nucleoid proteins. The LeuO-mediated anti-repressor mechanism was by 

competing for binding in the regulatory region, in a site that overlaps with an H-NS 

nucleation site, thus destabilizing the nucleorepressor complex and finally displacing H-

NS.  The OmpR response regulator then acts as a transcriptional activator determining 

the use of both ompS1 promoters. In addition to the role of regulatory proteins that 

control ompS1 expression, we described that the DNA intrinsic curvature has a 

repressive effect, favoring the formation of an H-NS mediated loop-type repressor 

structure. The role of OmpR on ompS1 regulation had been described as a 

transcriptional regulator, where its presence or the absence activated or repressed the 

promoters. In this work we found that the phosphorylation status of OmpR determines 

the use of both promoters: OmpR-P activates and represses P1 and P2, respectively. 

OmpR phosphorylation dramatically increased its affinity to the ompS1 promoter 

region. CpxR, a response regulator involved in cellular envelope stress, was found to 

positively regulate ompS1 expression, activating the P2 promoter in the absence of 

OmpR-P by directly binding to the ompS1 promoter region. CpxR would function as a 

molecular back-up, acting in the absence of OmpR-P thus allowing OmpS1 expression. 

These data indicate a complex and fine mechanism where, under repressive 

conditions, H-NS and StpA (two repressors) silence tightly ompS1expression; whereas 

under induction conditions (probably in the host) LeuO (an anti-repressor) antagonizes 

this repressor effect, displacing both H-NS and StpA from the regulatory region, 

allowing either OmpR or CpxR (two activators) to positively regulate ompS1 expression 

controlling promoter activity.  

 

 

 

 

 

 



1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Salmonella 

 

          Salmonella es una bacteria Gram-negativa perteneciente a la clase γ de las 

proteobacterias y forma parte de la familia Enterobacteriaceae. El género Salmonella 

está conformado por dos especies: bongori  y enterica (Penner et al., 1988;  Brenner et 

al., 2000). Salmonella enterica se ha dividido en seis subespecies: enterica, salamae, 

arizonae, diarizonae, houtenae e indica (Christensen et al., 1998). 

La subespecie más estudiada ha sido Salmonella enterica enterica de la cual 

se han identificado más de 2400 serovariedades que pueden infectar aves, reptiles y 

mamíferos, incluyendo al humano. Estas serovariedades se han clasificado de 

acuerdo al esquema básico de Kauffman-White, basado en los antígenos capsulares 

(Vi), flagelares (H) y el lipopolisacárido (O) (Scherer and Miller, 2001). 

 Dentro de las serovariedades más importantes, destaca Salmonella enterica 

serovar Typhimurium (S. Typhimurium), la cual provoca gastroenteritis, diarrea 

localizada, dolor abdominal y en algunas ocasiones fiebre (Scherer and Miller 2001). 

S. Typhimurium produce una enfermedad similar a la fiebre tifoidea en ratones Balb/c, 

por lo que se ha usado como un modelo de patogénesis (Zhang et al., 2003; Coburn et 

al., 2005; Bowe et al., 1998). Otra serovariedad de importancia médica es Salmonella 

enterica serovar Typhi (S. Typhi), que es el agente etiológico de la fiebre tifoidea, una 

enfermedad sistémica y febril, que afecta únicamente al ser humano (Pang et al., 

1998), y es el modelo bacteriano usado en este trabajo.  

 

1.2 Patogénesis de Salmonella enterica 

 

La ruta de infección natural para Salmonella enterica es la vía oral, a través de 

la ingestión de alimentos o aguas contaminadas (Calva et al., 1988). En el proceso de 

infección la bacteria penetra la mucosa del yeyuno y del íleon, a través de las células 

M. En este proceso se induce la ondulación de la membrana de la célula eucariota lo 

que facilita la internalización de la bacteria (Fig. 1). Después de un periodo de 

adaptación (3-4 horas) Salmonella enterica puede replicarse en las vacuolas de las 

células fagocíticas, células que se caracterizan por tener concentraciones limitadas de 

Mg2+, Fe2+ y un pH ácido (Fig. 1). Salmonella enterica sobrevive a estas condiciones e 

induce la apoptosis del macrófago. Posteriormente la bacteria pasa al torrente 

sanguíneo diseminándose al hígado, bazo, médula ósea, vesícula biliar  y placas de 



Peyer. La concentración de bacterias en el bazo e hígado aumenta durante 3 o 4 días, 

provocando bacteremia, choque endotóxico y finalmente la muerte del huésped 

(Beuzon and Holden, 2001; House et al., 2001; Scherer and Miller, 2001; Zhang et al., 

2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Para que lleve a cabo todos los procesos de patogénesis en el hospedero, 

Salmonella enterica contiene en su genoma, genes que se requieren para su 

virulencia. En este contexto, el genoma de S. Typhimurium está compuesto de 4,867 

genes y se ha calculado que alrededor del 4% de su genoma se encuentra involucrado 

en la virulencia (Bowe et al., 1998). Los genes localizados en las islas de 

patogenicidad contribuyen en la patogénesis de Salmonella enterica. Estas islas están 

constituidas por un grupo de genes que codifican  factores específicos de virulencia, 

donde su porcentaje de G+C es diferente del resto del genoma y frecuentemente se 

encuentran insertadas cerca de RNA de transferencia o secuencias de inserción 

(Ochman and Groisman, 1996; Marcus et al., 2000). Salmonella enterica tiene varias 

islas de patogenicidad (SPI), dentro de las cuales SPI-1 y SPI-2 son las más 

importantes y estudiadas. Estas islas codifican cada una  para un sistema de secreción 

tipo III, que son agujas moleculares que inyectan diversas moléculas efectoras del 

citoplasma bacteriano al citosol eucariótico, alterando diversas vías de señalización de 

la célula huésped (Fig. 1). SPI-1 está implicada en la invasión celular, principalmente 

Fig. 1. Representación esquemática de las interacciones pat ógeno -hospedero durante la patogénesis de 
Salmonella enterica. La función de SPI-1 es requerida para las etapas tempranas de la infección, como por ejemplo la 
entrada a células no fagocíticas, como son células epiteliales. SPI-1 es requerida para la formación de la diarrea 
localizada. La función de SPI-2 es requerida para las etapas tardías de la infección, por ejemplo, la diseminación y 
colonización de órganos del hospedero. Imagen tomada de Hansen-Wester and Hensel, 2001.  



en células no fagocíticas como son las células epiteliales, produciendo el llamado 

“ruffling” u ondulación en la membrana (Fig. 1; Zhou and Galán, 2001). Se ha  

reportado que los genes de SPI-2 están involucrados en la infección sistémica y en la 

sobrevivencia dentro del macrófago (Fig. 1; Hansen-Wester and Hensel, 2003; 

Waterman and Holden, 2003). La información codificada en las islas de patogenicidad 

es relevante en la infección y en la sobrevivencia del patógeno en el hospedante. 

Además de las islas de patogenicidad, existen otros genes que se requieren y 

participan en la virulencia de Salmonella enterica, como es el caso de genes que 

codifican para proteínas de la membrana externa (interacción con células 

eucarióticas), así como reguladores transcripcionales globales.  

 

1.3 Porinas: porteros de la célula 

 

La membrana externa es una característica distintiva de las bacterias Gram-

negativas. Las porinas son proteínas de la membrana externa (PME) que producen 

poros formando diferentes tipos de canales: sustratos-específicos (LamB), ion-

selectivos (PhoE) o no específicos (OmpF). Estos poros permiten el transporte de 

pequeñas moléculas hidrofílicas (~600 Da) y la expulsión de productos de desecho. 

Las porinas también expulsan muchos antibióticos e inhibidores como sales biliares 

(Fig. 2; Nikaido, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Las porinas de la familia de Porinas Bacterianas Generales (PBG, Número de 

Clasificación de Transportadores 1.B.1), incluyen a OmpC y OmpF de Escherichia coli 

(Saier et al., 2006; 2009) que forman trímeros estables con ligera preferencia hacia  

cationes. En E. coli OmpF parece tener un poro más grande que OmpC (Hancock et 

al., 1987). OmpC y OmpF son las porinas mayoritarias. La porina PhoE tiene una 

Fig. 2. Estructura de la porina OmpF de E. coli. A) Vista superior del trímero en dirección perpendicular al 
plano de la membrana. B) Vista lateral de la unidad monomérica aproximadamente en dirección de la flecha 
del panel A. C) Vista superior de la unidad monomérica, mostrando la abertura de la región estrecha del canal 
y los aminoácidos relevantes para su formación. Imagen tomada de Nikaido, 2003.  



preferencia general para aniones pero no es fosfato-específica, aunque su producción 

se induce bajo limitación de fosfato (Nikaido, 2003). Salmonella enterica tiene, además 

de OmpC y OmpF, dos porinas quiescentes de la familia PBG, nombradas OmpS1 y 

OmpS2. Los homólogos de los genes ompS1 y ompS2 en Escherichia coli son los 

genes yedS y ompN, respectivamente (Fernández-Mora et al., 1995; 2004). En este 

respecto, en E. coli y otras enterobacterias, OmpG es una porina quiescente 

involucrada en el importe y metabolismo de oligosacáridos (Fajardo et al., 1998). S. 

Typhimurium  posee una porina abundante característica, OmpD, otro miembro de la 

familia PBG. En adición, hay otras pequeñas porinas monoméricas como OmpA, 

OmpX y OmpW (Nikaido, 2003; ver TCDB www.tcdb.org).  

En términos de virulencia, la ausencia de ciertas porinas disminuye la 

patogénesis tanto en las etapas tempranas (interacción con enterocitos) como en las 

tardías de la infección (sobrevivencia intracelular). Los fenotipos asociados a la 

virulencia de algunas porinas son resumidos en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Fenotipos asociados a la virulencia de gen es de porinas 
 

Porina Bacteria Fenotipo en virulencia Referencias 
OmpC S. 

Typhimurium 
Una mutante en el gen ompC está disminuida en la 
invasión a macrófagos múridos. Una doble mutante 
ompC ompF está atenuada en la virulencia hacia 
ratones Balb/c.  

Negm and Pistole, 
1999; Chatfield et 
al., 1991 
 

 Shigella 
flexneri 

OmpC está involucrado en la sobrevivencia 
intracelular. 

Bernardini et al., 
1993 

OmpF S. 
Typhimurium 

Una doble mutante ompC ompF está atenuada en 
la virulencia hacia ratones Balb/c. 

Chatfield et al., 
1991 

OmpD S. 
Typhimurium 

Una mutante en el gen ompD está afectada en la 
invasión a macrófagos humanos y células 
epiteliales. 

Hara-Kaonga and 
Pistole, 2004 

OmpX Yersinia 
pestis 

Una mutante ompX muestra disminución tanto en la 
adherencia como en la internalización a monocapas 
de células Hep-2 y es más susceptible al efecto 
bactericida del suero humano. Además, la ausencia 
de OmpX reduce significativamente el fenotipo de 
autoagregación y pérdida de formación de películos 
in vitro 

Kolodjziejek et al., 
2007 

OmpS1 S. 
Typhimurium 

Una mutante ompS1 está atenuada en la virulencia 
hacia ratones Balb/c por vía oral. 

Rodríguez-Morales 
et al., 2006 

OmpS2 S. 
Typhimurium 

Una mutante ompS2 está atenuada en la virulencia 
hacia ratones Balb/c por vía oral. 

Rodríguez-Morales 
et al., 2006 

 

Con respecto a la respuesta a estrés, las mutantes deficientes en OmpR, el 

regulador maestro de las porinas, crecen más lento que la cepa silvestre a baja 

osmolaridad y a pH ácido. De manera similar, mutantes en los genes ompC y ompF 

son  también deficientes en el crecimiento a alta osmolaridad y a pH alcalino (Sato et 

al., 2000; Kaeriyama et al., 2006). Las porinas OmpD y OmpW en S. Typhimurium se 



han  involucrado en la destoxificación celular, por medio de la expulsión de 

compuestos tóxicos tales como el metil viológeno que causan estrés oxidativo 

(Santiviago et al., 2002; Gil et al., 2007). 

 

1.4 OmpR, regulador maestro de porinas 

 

OmpR es el regulador de respuesta citoplásmico de un sistema de dos 

componentes, que incluye a EnvZ, una histidín cinasa alojada en la membrana interna. 

OmpR es un regulador pleiotrópico que controla la expresión  de genes de porinas y 

de procesos celulares como la quimiotáxis y la virulencia (Slauch and Silhavy 1989; 

Chatfield et al., 1991; Shin and Park 1995; Lee et al., 2000; Garmendia et al., 2003; 

Park and Forst 2006; Brzosteck et al., 2007). La proteína OmpR contiene dos 

dominios: el amino terminal contiene el sitio de fosforilación (D55) y el carboxilo 

terminal la función de unión a DNA en un motivo hélice-vuelta-hélice tipo aleta (Fig. 3; 

Kato et al., 1989). El estado de fosforilación de OmpR es crucial para la regulación de 

sus genes blanco. EnvZ es la principal cinasa que fosforila OmpR. Las señales 

ambientales descritas que influyen en la actividad de EnvZ son la osmolaridad, el pH, 

la temperatura, los nutrientes y las toxinas (Forst and Inouye, 1988; Bang et al., 2000; 

Liu and Ferenci 2001). Sin embargo, bajos ciertas condiciones, el acetil fosfato puede 

funcionar como donador de fosfato para OmpR (Russo and Silhavy 1991; Hsing and 

Silhavy 1997; Bang et al., 2000). Además de su actividad cinasa, EnvZ también actúa 

como fosfatasa, controlando la concentración de OmpR-P en la célula (Qin et al., 

2001). OmpR-P es la forma activa de OmpR, donde la fosforilación incrementa su 

afinidad de unión a DNA para las regiones promotoras de los genes ompC y ompF 

(Forst et al., 1989; Huang et al., 1997; Head et al., 1998). Además de su papel 

activador, OmpR-P actúa también como represor transcripcional de ciertos genes 

(Shin and Park, 1995; Brzosteck et al., 2007). OmpR actúa como dímero, vía 

oligomerización de hojas β y la unión a DNA en una orientación cabeza a cabeza (Fig. 

3; Maris et al., 2005). El sitio de unión consenso para OmpR consiste de 20 pares de 

bases (pb), esto es, para un dímero de OmpR-P (Harlocker et al., 1995; Harrison-

McMonagle et al., 1999; Yoshida et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Modelo del complejo OmpR -DNA. El 
modelo cabeza a cabeza de la dimerización de 
OmpR  hacia el DNA es mostrado. La arginina 
190 que es crucial para la interacción con el 
surco mayor del DNA está indicada con una 
flecha. Imagen tomada de Maris et al., 2005. 



En E.coli K-12 a baja osmolaridad, la concentración de OmpR-P es baja, pero 

la suficiente para interactuar con sitios de alta afinidad (F1-F2-F3) en la región 

reguladora de ompF que son responsables para la activación de su transcripción. En 

alta osmolaridad, la concentración de OmpR-P es mucho mayor y permite que OmpR-

P ocupe los sitios en la región reguladora de ompC responsables de su activación 

transcripcional, y al sitio en ompF (F4) responsable para su represión  transcripcional 

(Pratt et al., 1996).  

Este modelo predice que la regulación de ompC y ompF es una consecuencia 

directa de los niveles de OmpR-P en la célula y es dependiente sobre el modo en que 

OmpR-P interactúa con los sitios en las regiones regulatorias de ompC y ompF. Un 

trabajo reciente describió un nuevo modo de unión de OmpR-P a las regiones 

regulatorias de ompC y ompF llamado “modelo galopeante” (Fig. 4). Este mecanismo 

implica una fina unión jerárquica de OmpR, permitiendo una regulación diferencial de 

la transcripción de ompC y ompF, que minimiza su expresión conjunta la cual 

responde a cambios en la osmolaridad del medio (Yoshida et al., 2006). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Este modelo de expresión recíproca no aplica a S. Typhi y a Shigella flexneri, 

donde la producción de OmpC es constitutiva (Puente et al., 1991; Bernardini et al., 

1993). La expresión constitutiva de ompC tanto de S. Typhi y E. coli en un fondo 

genético S. Typhi es dependiente de la presencia de EnvZ de S. Typhi. (Martínez-

Flores et al., 1999). La inducción por alta osmolaridad se ha observado para ompX en 

Enterobacter aerogenes, donde dos cajas de unión se han identificado in silico 

(Dupont et al., 2004). 

 Además de regular la síntesis de porinas en Salmonella, OmpR activa la 

expresión de SPI-2 a través del sistema de dos componentes SsrAB (Lee et al., 2000), 

por lo que una mutante ompR en S. Typhimurium está atenuada en la virulencia en el 

modelo del ratón (Chatfield et al., 1991). 

Fig. 4. Modelo galopeante regulatorio de OmpR -P sobre los genes de porinas. El modelo ilustra la unión 
cooperativa de OmpR-P a las regiones regulatorias de ompC y ompF. La forma oval enumerada representa una 
molécula de OmpR-P. La ocupación de OmpR-P sobre los sitios C1-C2-C3 son necesarios para la activación 
transcripcional de ompC.Los sitios F1-F2-F3 son necesarios para la activación transcripcional para ompF, donde el 
sitios F4 es crucial para su represión. Imagen tomada de Yoshida et  al., 2006.  



1.5 El sistema Cpx como respuesta al estrés en la e nvoltura celular 

 

El sistema Cpx forma un sistema de dos componentes, donde CpxA es una 

histidín cinasa transmembranal y CpxR es el regulador de respuesta (Danese et al., 

1995; Raivio and Silhavy 1997). CpxA fosforila a CpxR, donde CpxR-P activa o 

reprime transcripcionalmente un grupo de genes involucrados en la respuesta de la 

bacteria hacia los estrés causados en la envoltura celular como el pH alcalino, la 

sobreexpresión de proteínas de membrana y las alteraciones en el ambiente que 

perturben la membrana celular. El sistema Cpx también se ha involucrado en regular la 

formación de biopelículas, controlar factores de virulencia y mediar la adherencia de la 

bacteria a células eucarióticas a través del ensamblaje de estructuras sobre la 

superficie celular como pilis, adhesinas o sistemas de secreción (Fig. 5; Raivio 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Además de todas estas funciones, el sistema Cpx controla la expresión de las 

porinas mayoritarias OmpC y OmpF. En E. coli, una mutante cpxA incrementó la 

transcripción de ompC y reprimió fuertemente la transcripción de ompF bajo 

condiciones en que los niveles de acetil fosfato son altos. Datos genéticos mostraron 

que este fenotipo fue dependiente de la fosforilación del regulador de respuesta CpxR, 

esto es, en ausencia de CpxA y en condiciones de cultivo donde los niveles de acetil 

fosfato son altos, los niveles de CpxR-P aumentan y se acumulan debido a que CpxA 

es la principal fosfatasa que desfosforila a CpxR-P. Mediante ensayos de protección a 

DNasa I se mostró que CpxR-P se unió a secuencias cercanas al promotor 

sobrelapando con los sitios de unión a OmpR, y también se unió a secuencias lejanas 

a  los promotores (~350 pb) tanto de ompC y ompF (Batchelor et al., 2005). 

 Además de los genes de porinas clásicos, OmpR y CpxR co-regulan otros 

genes como: nanC que codifica para un canal de membrana externa que transporta 

Fig. 5. El siste ma Cpx  como respuesta 
de la bacteria hacia el estrés en la 
envoltura celular.  La respuesta 
mediada por CpxAR induce la expresión  
de una variedad de genes, incluyendo 
DsbA y otras proteínas que catalizan el 
plegamiento y degradación de proteínas 
de envoltura. La inducción de CpxAR 
tiene efectos sobre el ensamblaje y 
expresión de los pilis P y tipo IV, así 
como también en la regulación genética 
en numerosos patógenos. DsbA afecta 
los pilis, SST3 (sistema de secreción tipo 
III), SST2 (sistema de secreción tipo II) y 
adhesinas de membrana externa. 
Imagen tomada de Raivio, 2005. 



ácido N-acetilneuramínico en E. coli (Condemine et al., 2005), csgD que codifica para 

el regulador positivo de la síntesis del curli (adhesina) en E. coli (Jubelin et al., 2005) e 

inv que codifica para la invasina, una proteína de membrana externa que es un factor 

de virulencia en Yersinia (Carlsson et al., 2007; Brzosteck et al., 2007). 

 

1.6 H-NS, el centinela del genoma 

 

H-NS es una proteína de 137 aminoácidos (~15 kDa) de unión a DNA que es 

abundante (~20,000 copias por célula) y se asocia al nucleoide bacteriano (Atlung and 

Ingmer, 1997; Dorman, 2004). H-NS contiene un dominio de oligomerización en el 

amino terminal y un dominio de unión a DNA en el carboxilo terminal; ambos dominios 

se encuentran conectados por un enlazador flexible (Dorman 2004; Rimsky 2004). H-

NS en solución forma dímeros que tienen la capacidad de crear puentes DNA-H-NS-

DNA ya sea entre moléculas de DNA separadas o entre diferentes regiones de la 

misma molécula de DNA (Dorman 2007; Noom et al., 2007). H-NS es un regulador 

maestro que reprime la transcripción de una porción significante del genoma en 

enterobacterias (5-12%) (Hommais et al., 2001; Navarre et al., 2006; Lucchini et al., 

2006; Baños et al., 2008).  

La expresión de la proteína H-NS es relativamente constante en E. coli y en 

Salmonella (Hinton et al., 1992; Free and Dorman 1995). El gen hns se autorregula 

negativamente y también es reprimido por StpA (Hinton et al., 1992; Dersch et al., 

1993; Falconi et al., 1993; Free and Dorman, 1995). Fis (Factor for Inversion 

Stimulation) y la proteína de choque frio CspA (Cold shock protein) activan el promotor 

de hns (La Teana et al., 1991). DsrA, un pequeño RNA regula negativamente la 

expresión del RNA mensajero (mRNA) de hns en conjunto con la proteína Hfq, un 

regulador pleiotrópico que se une a mRNA (Lease and Belfort, 2000). 

H-NS debe ser visto como un determinante de la arquitectura cromosomal más 

que un componente estructural general, ya que análisis de nucleoides de E. coli 

tratados con urea sugieren que ni H-NS ni otras proteínas asociadas al nucleoide 

como Fis, Dps o StpA se requieren para una transición cooperativa entre formas 

compactadas o parcialmente expandidas del cromosoma (Zimmerman, 2006). 

Estudios iniciales sugerían que H-NS tenía solamente un papel estructural en la 

organización del cromosoma bacteriano, sin embargo, estudios recientes en S. 

Typhimurium han mostrado que H-NS funciona como un guardián del genoma. H-NS 

se une a regiones del genoma que tienen alto contenido de A+T. Esas regiones 

incluyen islas de patogenicidad, que codifican para los principales determinantes  de 

virulencia de Salmonella, y las cuales se ha postulado que se adquirieron por 



transferencia horizontal. La hipótesis es que H-NS actúa como un silenciador de los 

genes adquiridos por transferencia horizontal, permitiéndolos ser incorporados dentro 

del genoma en un estado quiescente, evitando su expresión descontrolada que 

comprometa la viabilidad celular (Fig. 6; Lucchini et al. 2006; Navarre et al., 2006; 

2007; Dorman, 2007). Mutantes nulas hns no son viables en Salmonella, donde las 

mutantes truncadas obtenidas (con un carboxilo terminal funcional de H-NS), están 

atenuadas en la virulencia en el modelo del ratón (Harrison et al., 1994). 

Observaciones similares se han hecho para Yersinia, donde no ha sido posible 

construir mutantes nulas hns (Heroven et al., 2004; Ellison and Miller, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Muchos esfuerzos se han dado para comprender la secuencia nucleotídica que 

reconoce H-NS sobre el DNA a pesar que se han descrito muchos genes regulados 

por esta proteína nucleoide. Un estudio reciente ha identificado una secuencia 

nucleotídica discreta 5-TCGATATATT-3’ (Fig. 7) al que H-NS se une con mayor 

afinidad que a otros elementos ricos en A+T (Lang et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. H-NS silencía el DNA extraño  
adquirido por transferencia 
horizontal. La unión de H-NS a DNA 
extraño rico en A+T silencía su 
expresión. Una proteína de unión a 
DNA específica de secuencia con 
mayor afinidad que H-NS puede 
competir con éste y contrarrestar su 
silenciamiento permitiendo la expresión 
genética bajo condiciones adecuadas. 
De esta forma, el silenciamiento 
xenogenético permite que la célula 
bacteriana huésped  pueda tolerar la 
presencia de secuencias extrañas y 
básicamente recluta y adapta la 
secuencia dentro de una red regulatoria 
pre-existente.  Imagen tomada de 
Navarre et al.,  2007. 

Fig. 7. Secuencia consenso para la unión de H -
NS. Representación Logo de los motivos de unión de 
H-NS determinados experimentalmente y de genes 
expresados diferencialmente  en un fondo hns bajo 
diferentes condiciones de crecimiento. Imagen 
tomada de Lang et al., 2007.  



Probablemente esa secuencia o secuencias relacionadas, pueden formar sitios 

de nucleación, que son sitios de unión de alta afinidad para la proteína H-NS, donde 

puede extenderse lateralmente en todo el DNA, formando filamentos que dan origen a 

estructuras tipo horquillas o puentes DNA-H-NS-DNA (Fig. 8; Rimsky et al., 2001; Lang 

et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Además de la secuencia nucleotídica, se ha reportado que la curvatura 

intrínseca del DNA puede facilitar la formación de horquillas, donde también la 

curvatura es sensible a condiciones ambientales como la temperatura y la 

osmolaridad. Para el promotor virF en Shigella flexneri se demostró que el incremento 

de la temperatura puede reducir el grado de curvatura y desplazar el centro de la 

curvatura en formas que disminuyan la capacidad de H-NS para mantener una 

estructura tipo puente (Prosseda et al., 2004). 

Respecto a la regulación de porinas, H-NS reprime la expresión de ompC 

directamente y regula positivamente la expresión de ompF, ya que en ausencia de H-

NS, se desreprime la expresión de micF que codifica para el RNA antisentido del 

mRNA de ompF (Suzuki et al., 1996). 

 

1.7 StpA como soporte molecular de H-NS 

 

La proteína StpA se identificó originalmente sobre la base de su capacidad 

para suprimir el fenotipo Td- de una mutante en el intrón Td (timidilato sintasa) del fago 

T4 deficiente en el “splicing” (Zang and Belfort, 1992), y consecuentemente aislado por 

su capacidad para complementar mutantes hns modulando la expresión del gen de 

arginina descarboxilasa (Shi and Bennet, 1994). Análisis bioquímicos mostraron que 

StpA estimula el “splicing” in vitro del intron td del grupo T4 actuando como chaperona 

de RNA que actúa sobre RNA mal estructurado y de esa manera promover la 

Fig. 8. Mecanismo propuesto para  el silenciamiento transcr ipcional mediado por H -NS. 
Los sitios de nucleación de alta afinidad de unión para H-NS promueven la extensión 
(polimerización) y condensación de H-NS sobre DNA superenrrollado para generar una fibra 
silenciada (formada por DNA vecinos). Imagen tomada de Lang et al., 2007.  



formación de la estructura catalíticamente activa del intrón autoprocesado (Zhang et 

al., 1995) 

En Escherichia coli y otras enterobacterias relacionadas, tales como S. 

Typhimurium, se encuentra StpA, un parálogo de H-NS (Shi and Bennett, 1994; 

Sondén and Uhlin, 1996; Zhang et al., 1996). StpA tiene 133 aminoácidos que muestra 

58% de identidad y 63% similitud con H-NS. Sin embargo, StpA es más básica que H-

NS con un pI predicho de 9.08 comparado con 5.25 para H-NS. StpA se une tanto a 

DNA como a RNA, y también muestra preferencias por secuencias de DNA 

intrínsicamente curvadas (Zhang et al., 1996; Sonnefield et al., 2001). Se ha mostrado 

que los genes hns y stpA exhiben autorregulación negativa cruzada, esto es, el 

producto de cada gen puede inhibir tanto su propio gen como el del otro (Zhang et al., 

1996). Sin embargo, el efecto más fuerte parece ser la represión de stpA por H-NS; 

esto causa que el nivel de expresión de este gen en una célula sea muy bajo y sugiere 

que StpA probablemente actúa como un “sustituyente molecular” de H-NS, que es 

expresado sólo cuando ésta última está ausente (Sondén and Uhlin, 1996; Zhang et 

al., 1996). 

Estudios genéticos y bioquímicos han mostrado que H-NS y StpA  pueden 

formar heterodímeros (Williams et al., 1996; Johansson and Uhlin 1999; Deighan et al., 

2000; Dorman 2004). La formación de heterodímeros H-NS-StpA protege a StpA de la 

degradación proteolítica mediada por Lon, donde una diferencia clave en la secuencia 

aminoacídica en la posición 21 de la proteína contribuye a la sensibilidad de StpA por 

Lon (StpA tiene una fenilalanina en esa posición mientras que H-NS tiene una cisteína) 

(Johansson and Uhlin, 1999).  

No hay evidencia que StpA interfiera o amplifique la capacidad de H-NS para 

reprimir la transcripción, entonces el papel biológico de los heterodímeros H-NS-StpA 

no es claro. En un estudio en E. coli uropatógena (UPEC) usando análisis de 

microarreglos observaron que una mutante stpA no muestra fenotipo, sin embargo, en 

una doble mutante hns stpA se desregulan un grupo de genes diferentes comparados 

al fondo mutante hns, sugiriendo que los fenotipos de StpA pueden ser vistos 

principalmente en ausencia de H-NS (Müller et al., 2006). StpA puede reprimir su 

propia expresión pero no puede reprimir al operón bgl, al menos que el dominio amino 

terminal  de H-NS esté presente para permitir la formación de heterodímeros, es decir, 

en este caso StpA actúa como adaptador molecular de H-NS (Free et al., 2001). StpA 

junto a H-NS inhiben la formación del complejo abierto de genes que codifican para un 

sistema de secreción tipo II requeridos para la secreción de una enterotoxina inestable 

a la temperatura (Yang et al., 2007). Además de su efecto represor sobre el inicio de la 

transcripción, se encontró que StpA regulaba positivamente la expresión del gen de 



porina ompF por medio de la estabilización de MicF, el RNA antisentido para le mRNA 

de ompF (Deighan et al., 2000) 

 

1.8 LeuO, un antagonista de H-NS 

 

El gen leuO se localiza entre los operones ilvIH y leuABCD, involucrados en la 

biosíntesis de isoleucina-valina, y leucina, respectivamente (Henikoff et al., 1988). 

LeuO es un regulador de la familia LysR de 314 aminoácidos que presenta un dominio 

de unión a DNA en el amino terminal y un dominio de dimerización/multimerización 

hacia el carboxilo terminal.  

 LeuO juega un papel durante la patogénesis, puesto que mutantes en el gen 

leuO causan atenuación para la virulencia de S. Typhimurium hacia ratones Balb/c 

(Rodríguez-Morales et al., 2006; Lawley et al., 2006; Chaudhuri et al., 2009). De 

manera similar, este efecto fue visto usando como modelo de infección a 

Caenorhabditis elegans (Tenor et al., 2004). En Vibrio cholerae una mutante leuO 

disminuye la capacidad de formar biopelículas (Moorthy and Watnick, 2005). 

Las condiciones reportadas que inducen la expresión del gen leuO son: la fase 

estacionaria de crecimiento, la limitación de nutrientes y la presencia de la alarmona 

ppGpp (Fang and Wu, 1998; Fang et al., 2000; Majumder et al., 2001). Estas 

condiciones han implicado a LeuO en la respuesta bacteriana al estrés donde 

probablemente sea importante para la sobrevivencia en ambientes naturales fuera del 

laboratorio.  

El modelo transcripcional de la regulación mediada por LeuO se ha estudiado 

principalmente en su autorregulación positiva (Fig. 9). Para ello se utilizó un promotor 

mutado en el gen leuABCD (pleuO-500), que es divergente a leuO confiriéndole 

auxotrofía hacia leucina. Bajo este sistema se propone que el locus leuO es parte de 

un mecanismo de relevo del promotor, donde Lrp (Leucine-responsive protein), una 

proteína involucrada en respuesta al ayuno, activa el promotor ilvIH provocando un 

cambio en el superenrollamiento local del DNA que amplifica la activación del promotor 

de leuO. H-NS silencia la expresión de leuO por medio de la formación de un 

núcleofilamento represor. Esta estructura nucleoproteínica es estabilizada por la región 

AT8, que es un sitio de alta afinidad para H-NS. LeuO se une a dos regiones con alta 

afinidad (AT7 ubicada entre el promotor y la región AT8, y AT3 localizada entre AT8 y 

pleu-500). Un tercer sitio de unión a LeuO con baja afinidad se detectó en secuencias 

abajo del gen estructural de leuO. LeuO actúa delimitando la represión transcripcional 

mediada por H-NS formando un puente uniéndose a AT7 y a la región secuencia 



debajo de la región codificante de leuO, evitando el progreso del nucleofilamento 

represor hacia el promotor de leuO (Fig. 9; Chen et al., 2001; 2003; Chen and Wu, 

2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La sobreexpresión de LeuO afecta la expresión de varios genes, donde la 

mayoría son regulados por H-NS. LeuO contrarresta el silenciamiento del operón bgl, 

operón involucrado en la utilización de ciertos β-glucósidos, donde H-NS lo reprime 

(Ueguchi et al., 1998); suprime el efecto de una mutación en hns en cadC, que codifica 

para el activador de la lisina descarboxilasa inducible por ácido (Shi and Bennet, 

1995). LeuO también tiene un efecto negativo sobre la expresión de DsrA, un RNA 

regulatorio pequeño involucrado en la traducción de RpoS (Klauck et al., 1997). 

En nuestro laboratorio, se identificó a LeuO como un regulador positivo de la 

expresión de ompS2, un gen que codifica para otra porina quiescente. Para ompS2, 

LeuO junto a OmpR son necesarios para activar su expresión en S. Typhi (Fernández-

Mora et al., 2004). En Yersinia enterocolitica se encontró que LeuO activaba la 

expresión de rovA, un gen que codifica a el regulador central de virulencia en esta 

bacteria (Lawrenz and Miller, 2007). Para ompS2 se ha visto que en E. coli y S. 

Typhimurium, H-NS reprime su expresión (Hommais et al., 2001; Navarre et al., 2006); 

para el caso de rovA en Yersinia, H-NS igualmente reprime la expresión de este gen 

de virulencia (Heroven et al., 2004). Debido a que LeuO activa genes que son 

reprimidos por H-NS, se ha propuesto que LeuO actúa como un antagonista de H-NS 

contrarrestando su efecto represor. 

 

Fig. 9. LeuO contrarresta la represión 
mediada por H-NS en el locus leuO, 
bloqueando físicamente  el progreso del 
nucleofilamento represor. A)  LeuO forma 
una horquilla uniéndose a la región proximal 
(AT7) y distante (LCRII) del promotor, evitando 
el progreso de H-NS se une con alta afinidad al 
sitio AT3.  B) Cuando LeuO forma la horquilla 
uniéndose a los sitios AT3 y LCRII no es capaz 
de bloquear el progreso del nucleofilamento, 
silenciando el promotor de leuO. C) Un 
mecanismo de desrepresión extrema sería 
cuando LeuO forma una horquilla uniéndose a  
AT3 y AT7. Imagen tomada de Chen and Wu, 
2005. 



2. ANTECEDENTES 

 

2.1 El gen ompS1 

 

El gen ompS1 codifica para una porina que se encuentra alojada en la 

membrana externa. La región codificante de ompS1 comprende 1185 pb (394 

aminoácidos), tiene un péptido líder de 21 aminoácidos que se procesa dando una 

forma madura de 373 aminoácidos (41kDa) (Fernández-Mora et al., 1995). En el 

contexto genético, hacia el 5’ se encuentra divergente un gen que codifica para una 

proteína de membrana putativa y hacia el 3’ un gen que codifica para proteína de 

choque frío. Este gen se aisló en el laboratorio usando el gen ompF de E. coli como 

prueba heteróloga en un ensayo tipo Southern blot hibridando el genoma de S. Typhi 

(Fernández-Mora et al., 1995). El homólogo de ompS1 (yedS) se encuentra truncado 

en E. coli (tiene un codón de termino UAG en la posición L162) (Oropeza et al., 1999). 

Por medio de preparaciones de proteínas de membrana externa se encontró que la 

porina OmpS1 no se detectó en un gel teñido con Coomassie, a comparación de las 

porinas mayoritarias OmpC y OmpF. Cuando el gen ompS1 se clonó a partir de un 

promotor inducible por IPTG, la porina OmpS1 se detectó abundantemente en la 

membrana externa, indicando que en las condiciones del laboratorio usadas, OmpS1 

es una porina quiescente (Fernández-Mora et al., 1995). 

 

2.2 OmpR activa la expresión de ompS1 

  

El análisis de remociones hacia el 5’ de la región reguladora de ompS1 

fusionadas al gen reportero lacZ, mostró que la remoción gradual de secuencias de -

310 a -88 corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción P1, resultó en un 

incremento en la expresión de ompS1, es decir,  las secuencias entre -310 y -88 

contenían elementos en cis involucrados en el control negativo del gen. La eliminación 

de secuencias corriente debajo de -88 disminuyó la expresión de ompS1 indicando 

que esos nucleótidos son relevantes para su regulación positiva (Fig. 10). La ausencia 

de OmpR disminuyó significativamente la expresión de las fusiones recortadas hacia el 

5’, indicando que OmpR, en adición a las porinas mayoritarias OmpC y OmpF, 

regulaba positivamente la expresión de ompS1 (Oropeza et al., 1999). 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se determinó que la expresión de ompS1 fue dependiente de dos promotores 

sobrepuestos: P1 y P2. El primero de ellos es dependiente del regulador de respuesta 

OmpR. Análisis por protección a DNasa I mostraron que ompS1 posee seis cajas de 

unión para OmpR, donde principalmente las cajas I-II-III que están cercanas al 

promotor, mostraron alta afinidad para el regulador. El promotor P2, a diferencia de 

P1, no requiere a OmpR para su activación, al contrario, solamente es activo en la 

ausencia de OmpR, ya que OmpR reprime este promotor uniéndose entre la caja -10 y 

-35 (Oropeza et al., 1999).  

 

2.3 H-NS silencia ompS1 

 

Usando un sistema de mutagénesis al azar por transposón, se aislaron 

mutaciones que desreprimieron la expresión de ompS1 tanto en S. Typhi como en S. 

Typhimurium. Estas mutantes mapearon en el gen hns, específicamente hacia el 3’ en 

la región que codifica para el carboxilo terminal de la proteína H-NS (dominio de unión 

a DNA). Una mutante hns en S. Typhi (STYhns99) desreprimió la expresión de ompS1 

aproximadamente 10 veces comparada a la cepa silvestre (IMSS-1) (Fig. 11; Flores-

Valdez et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11. H-NS negativamente regula la 
expresión de ompS1. La fusión pRO310, 
que es la más larga y contiene todos los 
elementos de regulación de ompS1, fue 
desreprimida en una mutante hns 
(STYhns99). Esta mutante complementada 
con un plásmido que contiene el gen hns, 
restableció la expresión de ompS1 similar a 
la cepa silvestre. Imagen tomada de Flores-
Valdez et al., 2003. 

Fig. 10. Elementos en cis positivos y 
negativos que controlan la expresión 
de ompS1. En S. Typhi, secuencias 
corriente arriba de 88 pb con respecto al 
inicio de transcripción de P1 son 
requeridos para el control negativo de 
ompS1. Asimismo, secuencias corriente 
abajo de 88 pb son necesarias para la 
activación transcripcional mediada por 
OmpR. En E. coli el perfil transcripcional 
es similar. Imagen tomada de Oropeza et 
al., 1999. 



Por medio de ensayos en cambio en la movilidad electroforética (EMSA, por 

sus siglas en inglés) se encontró que H-NS regula directamente la expresión de 

ompS1 uniéndose específicamente a su región reguladora (310 pb) (Fig. 12). En esta 

región se encontraron zonas con curvaturas intrínsecas significativas hacia el 5’ 

(Flores-Valdez et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para evaluar el efecto de la interrupción de hns sobre la expresión de ompS1 

en S. Typhi, se realizaron ensayos de “primer extensión” (PE). La expresión de ompS1 

cromosomalmente no se detectó ni el fondo silvestre ni en ausencia de OmpR, sin 

embargo, en la mutante hns99 su expresión si se detectó comparada a la cepa 

silvestre proviniendo del promotor P1 (Fig. 13). En la doble mutante hns99 ∆ompR, 

pudo detectarse la actividad del promotor P2, a comparación de la mutante sencilla 

∆ompR (Fig. 13). Estos resultados indicaron que la proteína H-NS reprimió ambos 

promotores de ompS1 (P1 y P2) (Flores-Valdez et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12. H-NS se une directamente a la 
región reguladora de ompS1. Ensayos 
tipo EMSA fueron realizados incubando 
diferentes concentraciones de la proteína 
H-NS con la región reguladora de ompS1 
(310 pb).  Como control positivo y 
negativos fueron usadas las regiones 
reguladoras y codificantes del gen ler de 
EPEC, respectivamente. Imagen tomada 
de Flores-Valdez et al., 2003. 

Fig. 13. Actividad de los promotores 
de ompS1 bajo la ausencia de H-NS 
y OmpR.  Ensayo tipo Primer 
Extension fueron realizados en baja 
(L) y alta (H) osmolaridad usando RNA 
cromosomal de varios fondos 
genéticos: wt, ∆ompR, hns99 y hns99 
∆ompR. El promotor P1 fue detectado 
en el fondo hns, mientras que el 
promotor P2 fue detectado en 
ausencia de H-NS y OmpR. Imagen 
tomada de Flores-Valdez et al., 2003. 



3. HIPÓTESIS 

 

Además de H-NS, existe otro elemento de regulación negativa que reprime la 

expresión de ompS1 en un fondo STYhns99. Existe un programa en la célula que 

contrarresta el silenciamiento ejercido sobre ompS1. Asimismo, el promotor P2 de 

ompS1 es activado por un regulador transcripcional diferente a OmpR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

4. OBJETIVOS 

 

General: 

 

• Analizar los mecanismos moleculares que regulan la expresión de ompS1 en 

Salmonella enterica serovar Typhi. 

 

Específicos: 

 

• Determinar elementos de regulación positiva (además de OmpR) involucrados 

en la activación de ompS1. 

 

• Identificar otros represores (además de H-NS) que silencian la expresión de 

ompS1. 

 

• Evaluar el mecanismo de regulación mediada por el concierto de reguladores 

para controlar el apagado y encendido del gen ompS1. 

 

 

 

 



5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Los materiales y métodos que se describirán en esta sección, son aquellos que 

no aparecen en los trabajos publicados. En la tabla 2 se presenta una lista de cepas y 

plásmidos usadas en este trabajo. También se describirán las metodologías no 

publicadas. 

 

Tabla 2. Lista de cepas y plásmidos  

 

 

 

 

 

Cepas o 
plásmidos 

Genotipo y/o marcadores relevantes Referencia 

S. Typhi    

IMSS-1  Salmonella enterica serovar Typhi, cepa silvestre de 
referencia clínica. 

Puente et al., 1987 

IMSS-40 IMSS-1 ∆ompR::Kmr Fernández-Mora et 
al., 2004 

IMSS-50 IMSS-1 ∆cpxR::Kmr Este trabajo 

IMSS-60 IMSS-1 ∆ompR ∆cpxR::Kmr Este trabajo 

IMSS-81 IMSS-1 ∆ompB::Kmr Martínez-Flores et 
al., 1999 

Plásmidos   

pRO310 pMC1871 conteniendo una fusión traduccional a lacZ de la 
región reguladora de ompS1 de -310 a +27 pb con respecto a 
P1. 

Oropeza et al., 
1999 

pRO88 pMC1871 conteniendo una fusión traduccional a lacZ de la 
región reguladora de ompS1 de -88 a +27 pb con respecto a 
P1. 

Oropeza et al., 
1999 

pSCZ10 pMC1871 conteniendo una fusión traduccional a lacZ de la 
región reguladora de ompC de -1450 al codón de inicio con 
respecto a P1. 

Martínez-Flores et 
al., 1999 

pCA-CpxR-GFP pCA24N llevando el gen estructural de cpxR fusionado a  
6XHis en el amino terminal y la proteína GFP en el carboxilo 
terminal; 

Kitagawa et al., 
2005 

pFM2000 pACYC184 llevando el gen ompR de S. Typhi; p15A1. Fernández-Mora et 
al., 2004 

pFVD55A pMPM-A3 llevando el gen ompR de S. Typhi con una 
mutación puntual en Asp-55 (D55A); p15A1. 

Este trabajo 

pFMTrcleuO-50 pFMTrc12 llevando el gen leuO de S. Typhi fusionado a 6XHis 
en el amino bajo el promoter trc; p15A1. 

De la Cruz et al., 
2007 



Generación de mutantes cpxR y ompR cpxR 

 

Las mutantes sencillas y dobles en los genes ompR y cpxR fueron generadas 

por la metodología reportada por Datsenko and Wanner 2000, usando la cepa silvestre 

IMSS-1. Los oligonucléotidos usados para amplificar la resistencia a Kanamicina y que 

llevaron secuencias homólogas al gen cpxR de S. Typhi fueron: 5’-GAT GAC CGA 

GAG CTG ACT TCC CTG TTA AAA GAG CTC CTC GAA TGT AGG CTG GAG CTG 

CTT CG-3’ (H1P1), y 5’-TGT TTT AAA CCA CGG GTG ACC GTC TTT GCG TTC 

CGG CAG TTT CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG-3’ (H2P2). La doble mutante ∆ompR 

∆cpxR se generó a partir de la mutante sencilla ∆ompR (Fernández-Mora et al., 2004) 

a la cual se le quitó la resistencia a kanamicina usando el plásmido pCP20 para poder 

seleccionar. Ambas mutantes fueron caracterizadas por perfil de proteínas de 

membrana externa y por PCR.  

 

Anisotropía de fluorescencia 

 

Las mediciones de unión en el equilibrio fueron hechas usando el protocolo 

reportado por Head et al., 1998. Se usaron oligonucleótidos complementarios que 

abarcan la región promotora de ompS1 (71 pb), específicamente las cajas I-II-III de 

unión a OmpR. Uno de los oligonucleótidos que forma la doble cadena fue marcado 

con fluoresceína. El cambio en la anisotropía, donde ∆F/Fo representa la diferencia en 

anisotropía en la presencia de la proteína menos la anisotropía en la ausencia de la 

proteína dividida por la anisotropía en la ausencia de la proteína, se grafica como una 

función de la concentración total de la proteína. Los resultados de las curvas de unión 

fueron ajustadas por una regresión cuadrada no lineal como fue descrita previamente 

(Head et al., 1998). La constante de disociación aparente reportada en el texto 

representa la media.  

 

ELISA 

 

Se usaron  oligonucléotidos complementarios para formar una doble cadena de 

DNA (66 pb). Estos oligonucleótidos abarcaron la región promotora de ompS1, 

conteniendo específicamente una secuencia consenso encontrada para CpxR. Uno de 

los oligonucleótidos fue acoplado a biotina en el 3’. Se usaron placas de 96 pozos 

acopladas a estreptavidina. La doble cadena se formó calentado los oligonucléotidos 

complementarios a 95oC por 3 minutos, dejando bajar la temperatura lentamente hasta 

llegar a la del ambiente. Esta doble cadena se incubó en los pozos acoplados a 



estreptavidina por 1 hora. Se hicieron lavados con PBS 1X (3 veces) y posteriormente 

se agregó leche descremada al 5 % y se incubó durante 1 hora. Se lavaron los pozos 

con PBS 1X y posteriormente se incubaron cantidades crecientes de la proteína CpxR-

GFP en los pozos por 1 hora. Se lavaron los pozos con PBS 1X y se agregó el 

anticuerpo primario anti-GFP (1:10,000) por 1 hora. Se lavaron los pozos con PBS 1X 

y se agregó el anticuerpo secundario acoplado a peroxidada (HRP) por 1 hora 

(1:10,000). Posteriormente se agregó el reactivo, cuya reacción fue medida por ELISA. 

Los datos fueron graficados en una curva que era una función de la absorbancia y la 

concentración de la proteína. 

 

 

 

 

 

 

 



 

6. RESULTADOS 

 

6.1 LeuO contrarresta la represión ejercida por H-N S y StpA sobre ompS1 

 

Además de H-NS, analizamos el efecto represor de StpA sobre la expresión de 

ompS1. En un fondo hns la expresión de ompS1 se desreprimió pero no alcanzó los 

máximos niveles comparados a la fusión pRO88. Una mutante sencilla stpA mostró los 

mismos niveles de represión comparados a la cepa silvestre. Interesantemente en un 

fondo hns stpA, los niveles de OmpS1 en la membrana externa fueron encontrados 

abundantes. La expresión de ompS1 fue positivamente regulada por LeuO, un 

regulador quiescente tipo LysR. Cuando se induce el gen leuO en la cepa silvestre, la 

expresión de ompS1 fue completamente desreprimida y la porina OmpS1 fue 

detectada abundantemente en la membrana externa. LeuO activó ambos promotores 

de ompS1 (P1 y P2) y se unió secuencias arriba (-135 a -100) que se sobreponen a  

un sitio de nucleación de H-NS (-110 a -104). Estos resultados son consistentes con 

un mecanismo donde LeuO actuó como una antagonista de H-NS, desplazándolo de 

la región reguladora de ompS1.  
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LeuO antagonizes H-NS and StpA-dependent 
repression in Salmonella enterica ompS1 
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Summary 

The ompSI gene encocles a quiescent porin in Sal­
monella en/er ica. We analysed the effects 01 H-NS and 
StpA. a paralogue 01 H-NS, on ompSI express ion. In 
an hns s ingle mutant express ion was derepressed 
but did not reach the maximum level. Expression 
in an stpA single mutant showed the same low 
repressed level as the wild type. In contrasto in an hns 
s tpA background. OmpSl became abundant in the 
outer membrane. The expression 01 ompSl was pos i­
tively regulated by LeuO, a LysR-type quiescent regu­
lator that has been involved in pathogenes is . Upon 
induct ion 01 the c loned leuO gene into the wild type. 
ompSI was completely derepressed and the OmpSl 
porin was detected in the outer membrane. LeuO 
act ivated the PI promoter in an OmpR-dependent 
manner and P2 in the absence 01 OmpR. LeuO bound 
upstream 01 the regulatory region 01 ompSI overlap­
ping with one nucleation s ite 01 H-NS and StpA. Our 
results are thus cons istent with a model where H-NS 
binds at a nucleation s ite and LeuO displaces H-NS 
and StpA. 

Introduction 

Salmene/la en/erica serovar Typhi (S. Typhi) is Ihe aebo­
Iogical agenl 01 typhoid lever in humans (Pang e/al .. 
1998). S. Typhi synlhesizes Ihroo major ouler membrane 
proleins (OMP5). OmpC, OmpF and OmpA. OmpC and 
OmpF in S Typhi are under Iheconlrol 01 Ihe EnvZ-OmpR 
two-componenl syslem as in Escnerichia coli (Puenle 
e/al. , 1991). In our laboralory we have idenlilied Ihe 
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S. er./erica ompSl and ompS2 genes that code lor Ihe 
OmpSl and OmpS2 quiescent porins that belong lo Ihe 
Omp::/OmpF superlamity (Fernández-Mora e/al .. 1995: 
2004; Or<lp(lza e/al.. 1999; Flores-Valdez e/al. , 2003). 
OmpSl appears to have a rote in swarming rnoti(ity, 
biofi(m lormation and virulence in mica (Toguchi e/al .. 
2000; Mirales e/al. , 2001 ; Rodriguez-Mora(es e/al .. 
2006). 

Expression 01 ompSl is dependenl on two overlapping 
prOJT'Dters, PI and P2. The PI promoter Js dependenl on 
the CmpR response regu(ator: the ompSl upstream regu­
(atar)' region possesses six OmpR bindin9 sites. The P2 
prOJT'Dter <loes not require OmpR lor aclivation and is on(y 
ac~ve in the absence 01 OmpR. The regu(atory ragion 
between positions -310 to +27 with respecl lo Ihe 
transcrip~onal start site 01 PI conlains bolh posi~ve 

and negativa ragulatory elernents. Sequences upstream 
01 pcsi~on --88 are required lor negative regu(ation and 
seqU:lnOOS downslream 01 - 88 are required lor posi~ve 
regulation (Oropeza e/al.. 1999: Flores-Valdez e/al .. 
2003). 

H-NS, a nudooid prolein 01 137 amino adds (-15 kDa). 
negativety ragulates ompSl expression by binding 
upslraam 01 posilion - 88 (F(ores-Valdez e/al. , 2003). 

In Salmone/la, H-NS has been propased to selectivaly 
silence horizonlally acquired genes by largeling 
sequ:lnOOS with GC contenl lower than the resident 
genome, regula~ng around 12% 01 its genes (Lucroini 
e/al" 2006: Navarre e/al .. 2006). E. coiiand olher related 
enteric bacteria such as S en/enea cantain SlpA. an 
H-NS para(ogue (Shi and 8ennett. 1994; Zhang e/al .. 
1996; Bertin e/al. , 2001 ; Tendeng and 8ertin. 2003: 
Madrid e/al. , 2007). SlpA binds bolh to RNA and DNA, 
and also shows prelerence lor curved DNA sequences 
(Zhang e/al. , 1996; Sonnenfield e/al .. 2001). Anafy5is 01 
slpA and hns expression has indicated lhat Ihe 111'0 gene 
products are capable 01 bolh nega~ve autogenous control 
and cross-regu(a~on: !hat is, StpA levals are signilicanHy 
increaSGd in an hns mulant background. Because 01 the 
high eval 01 amino acid sequence iden~ty betwoon H-NS 
and StpA (58%). it has been proposOO that StpA is a 
mo(ecular back-up lor H-NS (Shi and Bennett , 1994: 
Sondón and Uhlin, 1996: Zhang e/al .. 1996; Sonnenfield 
e/al" 2001). 

LeuO is a LysR-type quiescent regu(ator that is under 

nAgativ" """lrol by H_NS (KI .. """ 1>1111 . 111117; eh"" M 111 , 
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2005: Navarra 6/ al. , 20(6).11 has been implicated in \he 

bacterial response lo stress IVanBogelen el al .. 1996: 
Fang e/al .. 2000: Majumder 61 al .. 2001). in virulence 
(Tenor e/al .. 2004: Lawley 9181. , 2006; Rodriguez· 
Morales e/ al.. 2006) and in biolilm accumula~on 

(Moorthy ane! Watnick. 200S). Furlhermore. expression 
01 LevO has been lound lo alfecl lI1e expression 01 
several genes inlluenced by mutations in hns: LeuO 
relieved silencing 01 the bgl operon. lI1e operon involved 

in lI1e utilization 01 certain 1!-9lucosides (Ueguehi e/ al .. 
1998): suppressed lI1e elfecl 01 an hns mutation on 
cadC. which codes lo.- the aetrvator 01 tha acid-inducible 
Iysine dacarboxylasa (Shi and Bennet. 1 99S): and also 

suppressed lI1a negativa elfe=t 01 the AT4 region , the 
72 bp gene silencar region localed between the leuO 
gene and Ihe IeuABCD leuci~e biosynll1e~c operon, by 
delimiting lI1e transcriplional r~ression by H-NS through 

lI1e binding 01 LooO to the premolar region (Chan o/ al .. 
2001: 2003). Besides, LeuO has a negative etlect on Ihe 
expression 01 the small regulatory OsrA RNA Ihal 
increases sigma lactor RpoS transialion (Klauck o/ al .. 

1997). It has been reported more recently Ihal LeuO 
positively ¡¡¡gulales lI1e expression 01 rovA. which codes 
lor Ihe key regulator 01 viruk:nce in Y9/sÍflia (Lawrenz 
aOO Miller. 2007). 

Inlerestingly, we had shown previously tha! LeuO posi­
tively regulates ompS2 (FemáOOez-Mora o/ al .. 20(4). 

,~ 

• 
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We report hera Ihal LeuO aOO Ihe silencing proleins H-NS 
and StpA are tha main positive and negaljve regulalors 
01 ompSl expression in Salmon9lla. LeuO positively 
regulated lI1e ompSl expression by darepressing both 
promotars aOO antagonizing the negative elfect 01 H-NS 

and StpA. dispiacingll1em Irom lI1e S' regulalory region.ln 
this study, LevO was lound lo bind upslream and nol to 
inlerael with Ihe ompSl promoter region. 

Results 

LlJUO positive/y regula/od ompS 1 oxpression 
in Salmonella enlerica 

We have reported previously !hal LeuO posi~vely regu­
lates ompS2 expression in S. Typhi (Farnández-Mora 
o/ al. , 2004). To test whell1er LeuO regulaled the ompSl 

gene, LeuO was expressed in S. Typhi wild type Irom 
plasmid pFMTrcleuO-50 induced wilh a gradienl 01 IPTG 
concenlra~ons (O-IOOf.lM). and Ihe ellact was deter­
mined on the expression 01 S. Typhi ompSl -1acZ 

(pR0310) and ompS2...JacZ (pFM413) gene reporter 
fuGÍOns (Oropeza 6/a/ .. 1999: FernáOOez·Mora o/al .. 
2004) (Fig. lA). Interestingly. Ihe pR0310 ompSl...JacZ 
'uGÍOn was also positively regulated by LeuO. but al 

higher concentrations 01 IPTG !han previously reported 
lor ompS2. The highest level 01 ompSl expression 
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A. ¡\-Galaclosk!ase ""lMty olll>o cmpSHa.cZ¡pR0310) 11lS"" In S. TWI"''''''''' I\'P<I(M ), and In he Isogoolc cmpR, hns ..... hos ompR 
mulanls. In l!wI PI"""""" 0111>0 pFMTrct2 Vlldor plasmi<t 11>0 pFM 1l'CI8lJO.50 plasmld wrth 000 ,.;ttlOO! Indo.o:ron (1 00 ~M IPrGl _o 
.""Iu.atod. 
B. PrIme, oxtenoloo analys~ o/1M <>fTf)SI PI 800 P2 promoters!mm 11>0 cIlromosomalll'l"" In S. TWI"' wid lWO aro In lIl8 or1"f)R mutan!. 
In 11>0 presanc .. of pFMTrd6lJO.&O plasmld Irducod (+) Of oo! H al100 ~M IPTG. Too cmpA j"''''''npl wa. lnclwoo as a Ioading oomrol 
C. o.n", momlm .. ", JlI'~!IIn proliles 01 S. l\tl>!ll WlI:! ¡)pO ami cm(!R mutanl In !ha 1><""""''' e l !he pFMTrcleuQ.5Q plasmId 1nWc8d al 100 ~M 
IPTG 1+1 '" ~!!le pFM1loo12plasmld _ H. 

(-25000 U) was obtained when LeoQ was induced al 
100 11M IPTG. 11 is interesting!ha! al Ihe higlles! lev&ls 01 
LeuO induchon ompSl expression increased wtHl(mlS 
ompS2 expression decreased. In contrast, tha lavel 
obsarvad 1m ompSl expfessK>n was constant al Iha 
higher concentralions 01 IPTG up lo 1 mM (dala nol 
shown). 

ExpmssK>n 01 pR0310 and pFM413 ia also shown 
in Ihe original S. Typhi Tn-l0 insertion mutan! 
(IMSSTN1 03), where tha transposon insartion promolad 
louO expfessK>n and aUowe<! ua to identily LeuO as a 
pos~iva raguiator 01 ompS2 (Fernández-Mora el al .. 

2(04). As observad. ompSl expressK>n waa not induced 
as comparad w~h the wild type, and only ompS2 axpres­
sion could be readily detacte<! albeil al a relaHvely low 
leval. 

OmpSl could now be detecte<! as an OMP in Ihe 
S Typhi wild Iype, upon induclK>n wilh LeuO Irom 
pFMTrdeuO-50 al 50 and 100 J-lM IPTG (Fig. lB). Tha 
identity 01 Ihe OmpSl Ix>nd in the Aomp$2 (STY8.24 1) 
mulant slrain was verilied by masa spectrometry analysis. 
Hence, LeuO regulatad posilively Ihe ompSl gena. 

e 2007 Tha Auttlots 

LeuO derepressed bolh ompS 1 promolers 

To elucidale how LeuO, OmpR and H-NS regulala ompS l 
axpression. Iha alteet 01 LauO was avalualoo in Iha wild 
Iype (IMSS-l) , in loo ompR mulanl (IMSS-41), in Iha hns 
mulan! (STYhnslW' and in Ihe hns ompR doubie mutant 
(STY9941). The STYhns99 mutanl was obtainad upon 
random mutagenmis 01 Iha S Typhi genome. in Iha 
saarch lor ompS l-ragative effeclors (Flores-Valdez el al .. 
2003). 

The axpression v'llua lavels lar ompSl al 100 J-lM IPTG 
in Iha wild type wera _25 000 U (Fig. 2A). This maximum 

level 01 expression is as observed lor !ha pR088 fusion 
thallacka Iha cis-negative regulalory elamanls (Oropeza 
el al., 1999: FIores-Valdez el al., 20(3). In Ihe ompR 

mutan! !he expression was induced lo - 12 OC"O U 
(FIg. 2A), indicating the importance 01 OmpR in order lo 
reach Ihe maximum level 01 ompSl axpression. Further· 
more. exprassK>n in lile hns mulant deriva~ves increased 
in the preoence 01 LeuO. indicoting Ih<II il enn de'epr"3" 
ompSl expression lo Iha maximum level. In Ihe hns 
ompR double mutan!. Ihe levels 01 expression were hallol 

Joomal comp<latK>n e 2007 Bladwall PublishOng Ud, /,b19cu/ar M"crobiology, 66. 727- 743 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

730 M. Á. De la Cruz el al. 

those observed in the hns single mulant upJ!1 induction 01 
LeuO (Fig. 2A). 

Becauw 01 Ihe lact that ompSl has two promolers. 
primer extension experiments were performed in order 
to assess the effact 01 LeuO on earo premolar from Ihe 
chromosomal gene. When LeuO was induced in the wild 
type, e~ression was observad only Irom PI ; whereas 
in the ompR mulant the expression carne Irom P2 
(Fig. 2B). This lurther illuslrales how OmpR ditlerentialty 
regulates bo\h premolers (Oropeza el al. , 1999: Flores-

A 

1: 
1-
! --¡ -• 

.--
1 

.. -" .. . ,,-,,'" 
"'''-

'"-
_. 

~ ~ 

Valdez el al .. 2003). Figure 2C depicts the presence 01 B 
OmpSI in \he ouler membrane upon induction wilh 
LeuO, even in the ompR mutant (under P2). II is \hus 
evidenl that OmpR is requirad onty lor Ihe highest levels 
01 expression, and Ihal il delermines \he use 01 Ihe 
promolera Ihus acting as a modulator 01 the ompSl 
expression: and that LeuO is the main regulator by dere­
pressing bo\h PI and P2. 

S/pA repressed ompSl expression in a mulanl 
hns background 

H-NS negalivety regulates ompSl expression in bolh S. 
Typhi and S. Typhimurium (Flores-Valdez el al .. 2003). 
Moreover. the pattern 01 S. Typhi ompSl rl!9ulation is 
similar in S. enlerica and in E. coIi (Oropeza el al .. 1999: 
Flores-Valdez el al. , 2003). However, as Ihe expression 
01 the ompSl-1acZ pR0310 fusion was still partialty 
repressed in a $almene/la hns mulanl (Flores-Valdez 
el al. , 2003; Fig. 2A), \he possibility 01 StpAalso ac~ng as 
a represSOf was explored as SIpA is increased in a mulanl 
hns background (Sondén and Uhlin, 1996; Zhang el al .. 
1996: Sonnenlield el al. , 2001). Given that null mutations 
in hns are lethal in S. enlerica unless accompanied by 
compensalory mutations in rpoS or phoP (Navarre el al .. 
2006). and as we were unable lo generale a double hns 
slpA mutant in S. enlerica , the etlecl 01 H-NS and SIpA in 
S Typhi was assessed using a dominant negativa syslem 
that CoOOs lor an H-NS prolein wilh a mutation in the 
C-terminal domain (GI130) (Ueguchi el al. , 1996). This 
mutant is delec~ve in the ability to repress transCfip~on 
but not in Ihe abilrty to interact wrth other H-NS 
monomers. The negative dominant allele was cloned in a 
pMPM-TSQ vector that is inducible by arabinose (pTS­
HNS-GI130) (Bustamante el al. , unpubl. dala). 

We lested two ompSl fusions. pKFV310 and pKFV88. 
being equivalenl to pR088 and pR0310, respectivety. bul 
wi\h Ihe appropriate an~biotic resistance marker (pROs 
and pT6-HNS-GI130 are Te'). The ompSl expression 
was determinad under the inducbon 01 pTSH-NSGI13D 
in Ihroo S Typhi backgrounds: wild Iype (IMSS-l). 
hns mulanl (STYhns99) and slpA mulanl (STY AsIpA) 
(Fig. SA). In Ihe wild type, Ihe induction 01 pT6-HNS­
G 1130 resulled in Ihe derepression 01 ompSl expression. 

pT6.tt NS.GII30 

IMSS·' STYhnolXl STY .... tpA 

+ + + - OmpSl 

1;01_ OmpClF 

Flg.3. S.,A also IICI. as R .1kKlc ... lor orT"flSl oxp<ossIoo in 
lIÓ'Jlk)O 10 H·NS. 
A. CAT aclMly 01 !!le pKFV310 fusk>o In S. 1Wh1 "Id typ¡o. in 1lIl 
hrJ6 and 4>..4 ..... tanls In Iho prltSOIlC<I 01 pMPM.TGíl Y9clor 
~smId. Iho pTG-HNS-G 1130 (IlO hns-neoat",o "",,",naol aIoli!) 
... th and wItI>oollnductioo (O. I'Y. arabrlosi!) wo'" wÚlakKI. Too 
pKFV88 "",,SI-caI roport ... O; sIlown as conl,oI. 
B. 0010< mombr_ protoin proIios 01 S . Typhl wId typ¡o _ 
muta"'s Mrboorlng plasmld pnH-NSGII30 1nr:luc9d 1+) Of 001 H 
... th 0.1% "'_9. 

reaching \he levels 01 an hns mutanl (Fig. 3A). The induc­
lion 01 pTSH-NS-GI130 had no significanl eltect on 
ompSl expression in the hns background bul, inleresl­
ingly. in the slpA background Ihe levels 01 ompSl expres­
sion were maximum being similar lo the pKFV88 fusion 
that lacks \he negative regulatory elemenls (Fig. JA). 
These obwrvations were corToborated delermining Ihe 
presence 01 OmpSI in Ihe ouler membrane. coded by Ihe 
S. Typhi chromosomal gene, expressed upon induction 01 
Ihe nega~ve dominanl allele. OmpSl was detected in Ihe 
wild Iype and in Ihe hns background, and in Ihe slpA 
mulanl il was very abundanl as expecled (Fig. 3B). Our 
results indicale Ihal indeed H-NS and SlpA silence 
ompSl expression in S. Typhi , where SlpA repreases only 
in an hns background. 

H-NS. SIpA and LeuO bound around OmpR box IV 

H-NS was lound lo bind upslream 01 position ....ss 01 
ompSl PI (Flores-Valdez el al .. 2003). To delermine 
more pracisely Ihe sile lor H-NS binding. several Irag­
menls from \he S. Typhi ompS1 regulalory region were 
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" A 
,1"Iot .-Ai- ¡+< ;- i 

-><lO '" .,.. ~.. ., .,OJO '.bo ., ~ 

• • .. ~ 

+ t t t t 

B 
H-NS-Myc-6XHis 

• -• '" 260 190 S20 6 §O 

1«(.) - - - -
F, ¡+) -
" - - - - - -

Flg.4. H_NS . S"Aarnl LooO t>nd aroood OmpR box IV. 

~'" 

.,. 
.,' 

"' 
DNA·proteln 
e""'pl .... 

," a • - ." " " " .,,. 
" 
" ., " • " • " -""'" .... NS .. SI .... 

G1il ~ 

H-NS-Myc-6XHis 

• -• '" no 390 52~ 6SO 

,..(-) - --- -
Fl ¡+) 

" -" -

"' 
DHA-proteln 
comploxu 

A. ScI>omatl<: ffiIlfosootalk>n 01 tOO ompSl '~.lot'f rogioo sI>owlrog tOO +1 tfal>OCl'1bed roJCIootldo ru PI . OfrPl-<lap9oOem promolOf, lile P2 
promo!8f and lhe upstmam b¡> co-oo:jil\atos, N.o sI>own is lile posilloo """ 111<1 varIoos [)NA Ioogths in 11 coIl9ctioo 01 ""' .... lacZ reporl ... 
iusloos (arrows) and "" \tlQ bi>dlno 01 0mpA (Oropela fII a l. , 1999), .s w., as tOO binding 01 H.NS Of S" ..... aoo looO BC<:O<'I1fl!/ lo ItIIs 
6I00y (pan.ols B. e ROO O). TIliI PCR F·¡,agmoois ...oo!of I!le oloclrop!>orwic mobIil)r.sWI assays (EMSAs) a,. <Ieplctod. 
B. EMSA .xam~¡!yW>g 100 biOOlng 01 vaOous OOflCoolrailons 01 H_NS lo ti ~~V8 Fi 001'II,01 Iragmom and lo 11. ooga~vo l6r coolrollragmool 
as comparod 10 tOO biro<Iirog 10 F3, F4 ood F5 ¡'agmoots. 
C. EMSA sllowlog 1fl¡¡ blnding 01 vanou. concootralklll6 01 H_NS aoo S.,A lo mff .... nl F·¡,agmooIs, 
D. DNaseloclpmliog a .... lys~ _no tIw bindlr.g 01 """ ... a l 00I'IC9f11,alk>o. 01 H.NS \o 0mpR bol< IV. The YBIIk:aI dall< ba, In<Icat&S 11>0 
prolB<:t&d ,&~ioos ami t"" V9f1ica1 tQht ...... sI>ows!!le muta10d . 119 In bW-mt2 jFi!I. 5Al. 
E. EMSA _"1) 11>0 blrd"l) 01 """""" OOfICIIf\1rahoos o! L&o.() \o cII ff ..... rI F·!'agroonts. 
F. ONasa !oo.,ontiog ana!y&ls""'wIng lila blrKII>g 01 vanoos COOCIIO!ratlons o! LOoOO (0-1 ~M ) 10 Om¡lR box IV. Th9 vlKtlcal c!all< ba,s 
Indlca1. 1flII proIoc111d 'egIons, tlle foc1a"l)1II11>o commoo motl1 for leo.()-blMilg tloxes lInd tI>8 VllftJcal g/Wj bar 1r<llcatM tI>8 ONas<! 
hW<Irsons.". f&gioo. 

amplified by polymerase roaín reaction (PCR: Fig. 4A. 
Table 1) and subjectoo to an electrophoretic mobility shift 
assay (EMSA). Each Iragmeot was evaluatad using as 
negative control , the ler.coding region 01 enteropatho­
genic E coIi alld as positive control. Ihe ompSl regulatory 
region (Ft) : bolh controls previously had boen character­
ized by Flores·Valdez e/al. (2003). as exemplified in 

e ~OO7 The A"tt>o<~ 

Fig.48. Thus, H-NS bound lo lragmell! Fl lha! encom· 
passes!he \\'hole 310 bp regulalory region. as expecled 
(Fig. 4A-C): bul no! lo !he regk>n upslream 01 - 153 (F5). 
Moroover, H-NS bound lo F2 and F3 bul nol lo F4 
(Fig. 4C), indica!ing Ihal a binding sita mapped between 
- 164 and - 114. oval1apping OmpR-binding box IV_ More· 
over, Ihe removal 01 sequences upslream 01 box IV 
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732 M. Á. De la Cruz el al. 

e 

• •• • Q 15~ lO4 ' $6 50R Q .Z9 7~5 lIlS 1105 

" -
" -- --------

"" 
DNA"i'rDleln 
CompleXH 

" 
" .. 

SlpA·17-6XHlo 

• •• • 

-- ------ --------------
St¡>A· T7-6XHI. 

DMA.,..."oIn 
compl .... 

"" 

" " " .:==-= ;;;;.. -== = -'- -

Flg. 4. conl. 

causad a diminished affinily lo H-NS. showing tI1eir rel­
avance lor efficienl binding (Fig. 4C). as illustraled by F2 
as compared wilh F3. 

On tI1e olher hand. Ihe binding lo Iragmenls F6 and 

F7 and nol lo Fa indica.led a second binding sile al - 59 
lo - 25 (Fig. 4A and C). In lerms 01 StpA. it bound lo Ihe 
same ONA fragmeots. bul atlwolold lo Ihrooloid higher 
concentralions Ihan H·NS (Fig. 4A and C). As tI1e pres-

ence 01 both sites was nooded IOf H-NS and SlpA inler­
ac~on. i.e. Ihara was no binding lo lragmoots F4 I10r Fa 
Iha! lack one 01 the two siles. we postulate lhal bolh 01 
IlIem are requ ired lor proper ONA binding (Fig.4A and 

Cl, 
ONase lootplÍnting was performed lo determine the 

bindin9 01 H-NS lo tI1e ompSl regukltory ragion in lile 
vicinil yol OmpR-binding box IV (- 70 10 - 200 bp upstream 

Table 1. OIigorucklotlOe primo,. usOO 10f _ür>g vario<Js "",,SI ffagm9flls " "'" l he 5' f9\jYlatory ,.g;oo by PCA l o< EM SA. -
31ct>·' 
31ct>·2 
31ct>.J 
31ct>-4 
31Ob-S 
31ct>·7 
31ct>-l! 
31 (1..(+1) 
31C)..(P:¡) 
31().{BlI) 

S'· TAGCCTTTIATCATTTATITIATC·:r 
S··ATGAGTIATGTGTTTTGATTIGA-3· 
S·..cMAGCATCMATACATATAAAAA·3· 
5'· TGTTICTATTTGGTTTTTTATMTAC·3· 
S'-GM TATATAGTCTATIATIATCATTTI TIATGM TG.\GTIATGTG·Y 
S' ATICTTAGTCACTIATATATCCTGTAT TAT·3· 
S··M TATGTAGCCACTICAACAAAAC.J' 
S·-CTACAAATIGATACTATICTATG·3· 
5·.cATGGMTTTAAAAAATAACATG.J" 
S··TTTAAAATATTTCAAnTGnTC·3· 

- :¡ro F"MI 
-1 53 A.v 
- 226 F"MI 

- 76 A.v 
- 164 Fwd 
- 114 F"MI 

+27 Aev 
+1 A.v 

- 25 Aev 
- 5.9 Aev 

FloMs· \laklez el a l. (2003) 
FlooIs·\fa1OOz ot a l. (2003) 
FIooI.·Vllklez 61 al. (2003) 
FloMs·\faklilz o, al. (2003) 
Th/s slwy 
FloMs· \laklez el a l. (2003) 
FlooIs·\fa1OOz 01 a l. (2003) 
ThIs s tudy 
ThIs .Iudy 
Th/s sludy 
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01 Ihe PI Iranscriplional siart). As can be observoo. H·NS 
bound indood around OmpR·binding box IV al 0.2 and 
0.4 ¡.tM (Fig. 4D) corrobora~ng Ihe dala generaloo by 

EMSA (Fig. 4C). Upslream aOO downslream sequences 
01 OmpR-binding box IV wefO pro!ectod al h;gher H-NS 
concootrations (0.6-1.0 ¡.tM). 

LeuO also bound downslream 01 - 153 as shown by Ihe 
binding lo FI and nol lo F5 (Fig. 4A and EJ. Furlhermora. 
il bound lo F2. F3, bul nollO F4. indicating thal il also 

e 2007 Tha Aultlofs 

" " " 

LeuO anlagonizes H-NS ami S/pA in ompSI no 

F • -e lA G . , . , •• I , , " 0 to ...... ... , 

.,,, , 
• , 

• or 

I! L ~. ,... 
, 
• 

I , , , , 

"'~ ! I 

I ¡ , , 
• , 
• 

~" • , , 
• -• , 
• , , 

~. 

l4o...o.-6~~I. 

• ----• '" m ,. M' '" o" 
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bound betweon posilions - 164 and - 114 (Fig. 4A aOO Ej. 
No olher region lar LeuO binding was deteclad as lar 
H-NS and StpA (nol shown). The binding site for LevO 
was lurther delined by a DNase lootprinling analysis 
be!woon pooitions - 137 and - 96 (Fig. 4F). Spec~ically, 

LeuO bound at a region wilh two silas: one between - 134 
and -125. LeuO (1). aod anolher al - 113 lo - 99. LeuO (11). 
where Ihe lirsl site generatoo grealer proleclion by LeuO 
¡han Ihe setond (Fig.4F). As can be approciatoo, Ihe 
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734 M. Á. De la Cruz el al. 

contact points lor LeuO overlap OmpR-binding box IV and 
the - 164 to - 114 binding site lor H-NS and StpA (Fig. 4A. 
C and O). Interestingly. !he LeuO binding site shared Ihe 
ANTCA mom wilh the binding site al ompS2 (Femández­
Mora e/al .. 2004) and 19uO (01en e/al. , 2003): and wilh 
a srte required lor LeuO ac~vity on dsrA (Repoila and 
Gottesman, 2001). A ONase hypersensilive srte betwoon 
Ihe conlact poinls developed upon the binding 01 LeuO. 
indicaling a reslrucluring in Ihe ONA loId (Fig. 4F). 

Thase data showed that Ihe binding 01 H-NS and StpA 
was Iocaled at two srtes and Ihat LeuO bound upslream 
Irom the ompSl regulatory region. ove~apping with one 
binding sile 01 H-NS and SIpA, but not interacting wrth Ihe 
promoler region and promoling a chango in the local DNA 
archilecture. 

To demonslrale by genelic means the relevance 01 Ihe 
LeuO binding region in !he derepression 01 ompSl. we 
generated a series 01 point m~anls in the inleraclion sile 
01 the protein in agreemenl "";th the DNase loolpfin~ng 
assay. Thus. sile-directed mulagenesis was perlormed on 
the pR0310 reporler plasmid (Fig. SA). The pR0310 blV­
mtl mutant carried muta~ons on LeuO (1) (- 134 lo - 12S). 
Ihe site wi!h greater protec~o, lo.- LeuO (Fig.4F). The 
changes were A to T and T lo A. praserving Ihe G and C 
residues. The pR0310 blV-m12 mutant carried mutations 
on LeuO (11) (- 11310 - 102) modilyingA to T (Fig. SAl. The 
exp'C<:cOon 01 the mulanla was ovalualod undo. Iho 
absence or presence 01 LeuO induction. The pR0310 
blV-m11 lusion resulled in the 'ack 01 ac~vity under LeuO 

induc~on wilh respecl to !hewild type (Fig. S8). Moreover. 
the muta~ons did nol disrupl the negative regulation 01 
H-NS, because the activity le\'el wrthoul LeuO induc~on 
was similar to Ihe wild type. Ths shows that Ihe LeuO (1) 
srte is required lo.- LeuO defepression. However. Ihe 
mutations introduced on pR0310 blV-m12 derepressed 
partially the expression without LeuO induc~on: allhough 
Ihere was slill response lo LeuO activalion (Fig. S8). 
These observations are consislenl with the no~on Ihal 
Ihese LeuO (11) sile mutants rrap indeed al a site 01 high 
arrtnlty lor H-NS at box IV (Flg. 4A. C and D). resulllng In 
partial derepression. The posi~ve effecl 01 LeuO on 
pR0310 blV-mt2 is also corsislenl with an una~ered 
LeuO (1) binding sile. Moreover. Ihe mulaled 
TATATATCCT region al blV-ml2 corresponds lo a highly 
prolected ragion by H-NS (Fig 40). 

Eleclrophore~c mobilily shift assays were prelo.-med lo 
examine the effect 01 the mutations on LeuO and H-NS 
binding lo the -226 to + 27 F2ffagment, using as negative 
controlffagmenl FS (-310 to - lS3) (Fig. SC). As can be 
observed, F2 derived Irom pR0310 blV-mll did nol shill 
wi!h LeuO; however, it bound H-NS in agrooment to Ihe 

genetic data whe!9 !hase changas only aller the 
derepressing effeclol LeuO (Fig. S8). F2 ffom pR0310 
blV-m12 bound lo lauO and also to H-NS (Fig. SC). but 
at higher H-NS concentralions as compared with F2 
Irom the wild type and ffom pR0310 blV-mtl (Figs4C 
and SC). 

Oifferent ompSl..1oJcZ lusions carrying various lengths 
01 the S' regulatory region were transfo.-med ei!her wilh 

pFMTn:120r with pFMTrcleuO-50. pR0310, pR0266 and 
pROIS3 lusions responded lo the LeuO-positive effect: 
however.!he pROl1l lusion was nol posi~vely regulated 
by LeuO, being simiar to the pR031O-d4 (Fig. SD). This 
is also consislenl wrth !he nolion 01 !he relevance 01 the 
LeuO (1) binding sill' (at - 134 lo - 12S) (Fig. 4F). 

The lact Ihal a se! 01 mulalions (mIl) on the LeuO (1) 
binding sile drasticaly altected LeuO bul not H-NS acliv­
rty. and !hal a secor.d sel (mt2) on LeuO (11) binding site 
partially affected H-NS activity bul nol the l'ltect 01 LeuO 
(Fig. S8), indicales mI !he zone around OmpR-binding 
box IV is key in thl' posilive and negalive regula~on 01 
ompSl. 

L9UO ac/ed as a d9r9pfessor. displacing H-NS froro 
/he ompS 1 regula/o.y r9f}ÍOfl 

The highest level 01 ompSl expression was attained 
ei!her upon inductioo 01 LeuO in the wild Iype or else in an 
hns slpA background (Figs 1-3). In order to assess the 
eltecl 01 LeuO in an hns slpA background, an E. coIi 
doublo hns s/p/I mulanl wac usod as tho dominant 
negative hns system described aa~ier (Fig. 3) could not 
be used because 01 plasmid incompalibility betwl'en 
pFMTn:I9uO-SO and pT6-HNS-Gl130. We thus lesled 
twa ompSl lusions, pFV4 and pFVS. being equivalent to 
pR088 and pR0310. respectively. but with the appropri­
ate antibiolic resislance marker. The leval 01 ompSl 

expression in pFVS in such hns slpA background did not 
incrl18se in !he presence 01 LeuO (Fig. 6A). which is con­
sislenl wrth the notion thal il is acling as a derepressor 
antagonizing H-NS and StpA action, and where LeuO is 
not acling by recruiling RNA polymerase lo Ihe ompSl 
promoter. 

Competlnve EM:::As belWeen LeuO and H-NS lor 
binding to Ihe ompSl regulalory region were perfo.-med to 
examine Ihe effect 01 LeuO on H-NS bound to DNA. We 
examined the single binding 01 H-NS and LeuO to Ihe FI 
Iragment Irom Ihe S' regulalory region (Fig. 4A: Table 1). 
80lh proleins boun:! lo Fl-Iorming DNA-prolein com­
plexes (Fig. 68). FI was firsl incubaled wilh H-NS and 
then incraasing amoJnlsol LeuOwere added. The H-NS­
DNA complexes, !he displaced H-NS prolein and Ihe 
LeuO-DNAcomplexes were delecled by immunoblol wilh 
anti-Myc antibodies lor H-NS and wi!h a polyclonal anti­
body lo LeuO respec~vely (Fig. 68). As can be observed. 
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A LnO (1) LeuO(II) 

," 7GA;:AAITA7AGACTATA~A7T'CTrAGTCACITArIl1ArCCTGTA1rA "t IpM3101 

1GA7AAAAtAtGrcAtATTATr~rrAGrcACTTA7ATA,CCT~TATTA 

TGATAArTA1AGACTATATA7T'CTrAGrCACrrT ¡ !7t~CGTGTATrA b!V-"t2 

B 
1 - O 

• ,,~ 'ft" 

I ~U JJ 
. ..... " -¡ - "M'_ 1iI "· -• .. -I -

" ........ , . ... r_ _.--- _. -- -- - - - _. - -
e Lo .. O·6X His 

• • o no '" m "O -
------------

LeuO-6XHi, 

• • 

.M 

DNA1>ot>I.in 
comp!o. u 

f2~IV...,11 

" 

o 110 no 330 .wo 550 n'" 

Fi-bIV..m!l ---F' '-' ____ _ 

Flg.5. Ro4wallCll al thiI LooO 11I bRllog .110. 

DNA1>rot.ln 
comp ..... 

f2 ... 1V-m.2 

H·NS·My.:~JoIHis 

• • o no - ,~ ,~ .~ 

- -- - -- -
H.NS.Myc..$JoIHi& .-- • O 

,--------, 

--- - ---

.. 
D NA"'\H'O!eln 
comp'''" 

.M 

D NA"'\H'O!ein 
ComP'<OXH 

A. Mllta¡¡onools 01 ompS/ LooO blndl"ll .... I 800 11 : "",,!ooIklo soqoooc:e cA thiI wtd Iy¡>. (WI) a ro:! 01 U ... mt1 arx:l mt2 box IV m<l1al00 "'1 ... 
Tho UI\ÓOIlIood ~""e p'OSIII\ls ho!nok>gy le 1IliI H-NS nuc .... 1~ sl19 01100 fR)U Q!II>fI (AATATATCGA) (Boolfartlgu .. el /JI ., 2007); 1IliI 
~ seqOOl"rCll In ml2 lo al&> ur><I!Irliood 
B. ~"'ck>sk!a:S!! ""1M!)' '" lt\8 """SHacZ wid 1)'pO ,epon ... l.woo pROOlO and oIlt\8 pR03lO t>lV-rntl aro:! pR031 0 bIV-rn12 
d9r .... attv .. Irr!l>o prOOOIlCO 01 "HM' r'asrnkl Y8C1Cf pFMT"' /2 Of ol lho clolloo IfJUO gone in plasrnld pFMTro/!IUO-50 wItI>ool and wllll 
Inductiorl (I OO ¡¡M IPTa). 
C. EMSA sllowil>g lhiI bIoding 01 varlous OOIlCool,ations 01 L.UO ar>d H·NS 10 mutaloo ¡bIV-rntl, t>lV-<n(2) F2 Iragmanls ~ng F5 M OOQB!1v8 
~~ 

D. ~alaoIosklaso actMlY 01 olTlfJSI"'acZ reponer !usions earrylng o~hIIr 310. 26&. 15:1, 117 Df 8lI nucloolklos !CJSImam 01 th1I PI 
1ra=~1 s la.1 poC"ol; ar>d 0111>& 310 coostr»d _100 Ior box IV. 
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increasing amounts 01 LooO modilied the H-NS-ONA 
complexes causing a displacement 01 H-NS from the 
bound ONA. Moreover. this displaced H-NS migrated 
higher than the unbound H-NS. suggesti09 that the dis­
placed protein might be in an oligomeric state. Similar 
experiments showed that StpA was displaced by LooO 
(data not shown). 

Competitive EMSAs were perlarmed incubati09 first 
LeuO wi!h Fl and addi09 subsequenlly H-NS (Fig. OC). 
Interestingly. ONA-bound LeuO was nol displaced by Ihe 
subsequenladdition 01 H-NS (Fig. 6C). This indicated Ihat 
LeuO does effeclively displace H-NS Irom !he ompSl 
regulatory region and Ihat. oncG bound, it prevenls H-NS 
bindi09. 

Oiscussion 

LeuO, a regulatar 01 !he LysR lamily, was lound to be a 
posrtive effeclar 01 the ompSl gene in Salmonella. Prev~ 
ously, it was reported that LeuO positively regulates 
ompS2 (Fernández-Mora 01 al .. 2004). Furthermoro. Iha 
regulation ol!hesa two quioscent genes is dependent on 
the leval 01 induction 01 leuO (Fig. 1). Consequanlly, this 
could reflect a temporal expression in !ha call dependant 
on tha level 01 LeuO. where Iha expression 01 each ponn 
was mutually axclusiva. Tha lac! that ompS2 expression 
diminishes allha highesllevals 01 l/JUOinduclion (Fig. lA) 
could mean lhat LauO can acl as a reprassor aside rathar 
than as an activator, lar soma genes. The repression 01 
ompS:1 obcorvod :1t !ho highor lovol~ 01 induction 01 tho 
leuO gene could be due lo the competition 01 LooO lor Iha 
bindi09 site 01 the OmpR transcriptional activator as 
ompS2 expression is dependent 01 LeuO and OmpR 
(Fernández-Mora 01 al. , 2004). 

The maximum leval 01 ompSl axpression was reached 
either by Iha aclion 01 LooO or in an hns slpA background 
(Figs l. 2, 3 and 6A). StpA has been described as a 
molecular back-up Ihat acts in tha absence 01 H-NS. 
having both ovarlapping and dislinct lunctions (Sondén 
and Uhlin. 1996: Zha09 olal .. 1996). In uropathoganic 
E. colithe gene expression pattem 01 an hns slpA doubla 
mutant differed from that 01 Iha hns single mulant. sug­
gesl109 Ihe exlslence 01 a second regulan !halls depen­
dent on the presence 01 bolh regulators. prasumably in 
the lorm 01 a heteromeric complax (Maller 01 al .. 20(6). 
Thus. !ha regulatory modal lor ompSl presenled also 
involves StpA as a negativa regulator. The negativa affecl 
01 StpA on ompSl was only observed in the hns back­
ground: in !ha slpA background ompSl axpression was 
as in Ihe wild type (Fig. 3). Such dual conlrol would prob­
ably playa role in Iha silancing 01 genes acquired by 
horizontal \ranslar. which would be raquired in an envi­
ronmanl olhar than the standard laboratory conditions 
(Lucchini 01 al .. 2006; Navarra 01 al. , 2006). Interestingly. 

0 2007 Tho I'wlho«> 
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codi09 sequences lar bo!h H-NS and StpA ara presant 
in sevaral enterobaclanaceae induding E. coií and 
S. /J{1lerica. membersol!ha ShigIJIla genus and in Erwinia 
carolovera (Madrid 01 al. , 2007). Moroover, StpA as H-NS 
can interacl with other ragulatory proteins such as Ihe 
HhafYmoA lamily (Paytubi 01 al. , 2(04). StpA also can 
lunction as an RNA chaperona as in Iha case 01 the ompF 
porin gena, which positivaly ragulates at Iha post­
transcrip~onalleval by maans 01 stabilizing MicF, an anti­
sense RNA 01 the ompFlranscript (Deighan 01 al .. 2000). 

Tha PI and P2 ompSl promotars ara regulated in a 
hiararchical manner. That is, Iha OmpR response regula­
tor differentially determines Iranscription Irom PI hinder­
ing Iranscription Irom P2. which is aclive in thaabsenceol 
OmpR (Oropeza 01 al .. 1999; Flores-Valdez 01 al. , 2003). 
Such hierarchy was maintained upon derepression by 
LeuO (Fig. 2B). Thus. whereas the induction 01 ompS2 
expression by LeuO is from a sola OmpR-dependent pro­
moter (Femández-Mora 01 al .. 2(04), the induction 01 

ompS 1 can occur independent 01 OmpR. 
Tha data show Ihat in S. Typhi LauO causad derepres­

sion 01 Iha pR0310 fusiono reaching!ha maximum levals 
as observed Irom the pROSS lusion, bo!h in the wild Iype 
and in the hns background (Fig. 2A). As in the hns slpA 

background such maximum leval was also observed 
(Figs 3 and 6A). wa postulale !hat LauO acts as a dere­
pressor and not as an activator in ompSl regulation 
(Fig.6A). This highest lavel 01 expression allowed Ihe 
detec~on 01 OmpSI as a major OMP (Figs lB, 2e and 
39). Togo!hor wilh !hie gonobc ovidonco. il W:1C found Ih:11 
LeuO could displace H-NS lrom Ihe 5' regulatory region 
(Fig. 69 and e): and a binding site lor H-NS, StpA and 
LeuO was mapped around Iha previously delined OmpR­
binding box IV, - 124 to - 107 bp ups\ream 01 the Iranscrip­
tional starl lor promotar PI (Fig. 4). Tha concurrence in 
the binding 01 all lour regulators denotes a amtral kay 
regulatory site !hat reflects a complex regulatory circuit 
(Fig. 4). Furthermora. il has been observed praviously 
thal Iha delalion 01 OmpR box IV. in !ha pR031O-d4 
deriva~va. results in a considerable derepression 01 Ihe 
pR0310 templata bo!h in the wild Iype and in the hns 
background, and in Iha abolishment 01 negative regulation 
In ¡ha Ims mUlanl al hlgh osmolanly (Flg. 50, Oropaza 
01 al. , 1999: Flores-Valdez 01 al .. 2003). These aarlier 
observa~ons lully concur with Ihe modal propased hera. 

In terms 01 Iha ONA binding site lor LeuO, il has not 
been axtensivaly characterized. Nevarthaless, the LauO 
binding site (between - 137 and - 99) on ompSl shares 
the sequooca ANTeA (Fig. 4F) wi!h Ihe binding siles at 
the ompS2 and leuO genes. and wrth a sita lor LauO 
activily on dsrA (Rapoda and Goltesman, 2001: ehan 
01 al. , 2003: Fernández-Mora 01 al. , 2004). Binding 01 
LeuO resulted in what appaars to be a ONA lold, which 
is revaaled by Iha appearance 01 a ONase hypersensi-
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tive region as seen previousl( lor ompS2 (Femández­
Mora el al.. 20(4). The ¡'troduc~on 01 punctual 
mutalions (mil) in tlle LeuO bjnding region showed Iha! 

tIle LeuO (1) site at - 134 lo -125 was requirad 101" dere­
pression 01 ompSl expression by LeuO and that jt was 
independenlol H-NS action (Fig. 5A and 8). In addition. 
Illese mutations impedocl Le¡;O bjnding (Fig.5C). This 

idea was corroboraled when different leng\h gene 
reporter lusions lhat did not inducle the LeuO (1) sile 
were not positively regulated by LeuO (Fig.5E). aven 
IholIgh one ollhem (pROI17) still included tIle LeuO (11) 
binding site. Hence. Ihe mutated residues in mil appear 
to be determinan! lor LeuO binding as observed by 
EMSA (Fig. 5C). On \he olher hand. mutalion (ml2) 01 
Ihe LeuO (11) binding site had 1 diflerenl effecl (Fig. 58). 
In the absence 01 LeuO, ~1 activity was partially 
derepressed, indicaling \hat En H·NS binding site was 
aflecled as corroborated by EMSA and DNase lootprint­
ing (Fig. 5C and D). Mos! importan~y. in mt2. LeuO 
binding and activity were preservad (Fig. 58 and C). 
TIJerelore, LeuO (1) appeared lo be \he key site lar 
LeuO-medialed dereptession. However, \he LeuO (11) 
s~e could be required lar enhancing the LeuO derepres­
sor elfoct as il is protected by LeuO (Fig. 4F). Similarly. 
hn" ::> ni Ih" ni ;r:t;R O"" .. in .;hirJ;>llll fJ""fU>ri hM h<><ln 

¡m:¡¡ OmpR 

• H-NSlSl~ 

@ LeuO 

Flg.7. OJmIDl mOOoIlor loo Oxpf"'s.bn 01 
Iho S. 9IIIorIG.t cmpSl ¡¡lloo. The PI aro:! P2 
promo\efS am sI>oWJllCQO!OOf y¡11!l loo sil< 
OnpR-bIndog ooxes In tI>o ompSI 5' 
'o,¡ulalOfY 'egion. 
A. BIn<Ing of H·NS lo IWI> OOC ..... lk>o sil ... al 
OnpR-bIndog ooxes I and W. 
8 . H-NS poIymerIzalloo l!lalln"1¡>OOes RNA 
poymo",so acIMty. 
C. 81rdng el L.ooO 10 tI>o L8<IO (1) silo 
",.1ttIng In !!la d"placomenl el H-NS a nd 

''' ... prnssloo. 

shown lo be critica lar VirB-mediated derepression. in 
contrast lo box 1 (Turner and Dorman, 2007). 

H-NS and StpA bound at a downstream sequence 
!acatad at - 5910 - 25 (Fig. 4A-C). Hence. this binding site 
and \he one upstream at - 164 lo - 114 mighl be nucleation 
siles lar oligomerization 01 H-NS or StpA, asdesCfibed lor 
tlle proU geno (BoJffartiguos el al., 2007). This would 
lead lo !he formatior 01 a putative repressor complex lhat 
blocks RNA polymerase (Figs 4A and 7). TIle reo;¡ion 01 
- 113 to - l02. al \he LeuO (11) binding sile. lorms part 01 an 
H·NS nucloalion s~e as mutations in Ihis sito (mt2) 
resulted in the de-repression 01 ompSl exprassion 
(Fig. 5A and 8) and Ihe DNase lootprinling showed lhat 
tllis sile had highesi affinffy lar H-NS (Fig. 4D). Interest­
ingly. tho sequence al the LeuO (11) binding site 
(TATATATCCn prllWnts homology to \he H-NS nuclo­
ation site 01 tilo proUgene (AATATATCGA) (Bouffartigues 
el al.. 2007) and the ml2 mulan! at \his site 
(11 I I I I ICCT) showed less aflinity lor H-NS (Fig.5A 
and C). Anothor bincing sile lar H·NS was mapped down­
slream around OmpR box I (Fig. 4). Inlerestingly, il con­
tains Iha motil TAAATATCn al - 62 to -53 between 
OmpR-binding boxes 11 and 1. These observationssupport 
our modollhat involves two sites 01 interaction 01 H-NS 
n .. r ...... ""ry In, Ih .. '''P, .. ~,"nn IIR WIIR ~ .... n 1", Ih .. pmU 
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gene (Bouffarbgues el al .. 2007), probably lorming a 
nucleoprotein complex. However. Iragment F4 (- 114 lo 
+27) lhal carries bolh pula~ve nudealOO siles did nol shill 
wi!h H-NS (Fig. 4C). Neverlheless. fragmenls F3 (- 164 lo 
+27) and F6 (- 153 lo +1) Ihal conlain bolh proposed 
nuclea~on siles plus upslre-am and downslream 
sequences do shifl wilh H-NS (Fig. 4C), iOOica~ng a pos­
sible role 01 such adjacenl regions in Ihe enhancemenl 01 
DNA-H-NS complexes as was seen in Ihe DNase 1001-
prinling (Fig. 4D). In Ihis respecl, Ihe pR031O-d4 lusion. 
deleled lor - 135 lo - 105, did nol reach Ihe maximum 
expression level represenled by pR088 (Oropeza el al .. 
1999). an observalOO simitar lo lhal lor Ihe proU gene 
where Ihe mula~on 01 bolh nucle-a~on siles derepressOO 
Ihe elCpfessOO 01 Ihe gene bul nollo ils maximum level 
(Bouffarligues el al .. 2007). The fragmenl derivad Irom 
pR0310-d4 diminishoo ils affinity lo H-NS wilh respecllo 
Ihe wild type bul slill shifled (Flores-Valdez el al. , 2003). 
This lurlher indicates that probable existeoce 01 such 
other sites 01 H-NS interactOO upslre-am and downslream 
01 the deleted regOO. In accordaoce, il has been pro­
posed thal lo.- !he regulalOO 01 !he proU gene the H-NS 
binding region consisls 01 a serias 01 small biOOing siles 
Io.-ming modules thal are o.-ganized around two nucle­
alion sites (Bouffartigues el al. , 2007). 

Hence. our model lo.- ompSl regulalOO involves Ihe 
LeuO, OmpR. H-NS aOO SIpA regulalors (Fig.7). We 
propase Ihal LeuO biOOs at - 13410 - 125. al LeuO (1) box. 
displacing H-NS aOO SIpA and moddying Ihe DNA local 
architecture, while OmpR would bind in !he proximity 01 
the promoter region differen~ally regutating PI or P2 
(Fig. 7). The interactOO 01 H-NS and SIpA solely wrth a 
secoOO binding sile (- 59 to - 25) would 001 be enough lo 
Io.-m !he nudoorepressor complex, as its stability would 
be dependenl on the binding 01 H-NS aOO StpA lo bolh 
sites. Moreover, previous gene~c dala show that Ihe 
removal 01 upslream regions from - 310 to - 88 gradually 
caused the derepression 01 ompSl expression (Fig. 5C. 
Oropeza el al .. 1999; Flores-Valdez el al. , 2003) which. 
together wi!h!he H-NS DNase lootprinting dala (Fig. 4D). 
suggesllhal H-NS binds allhe two nucleation siles pro­
posed and poIymerizes !hroughoul!he enlire 5' upslream 
regOO. a type 01 inlerac~on lhal has been proposed lo.­
H-NS (Dorman, 2007). In addrtoo, no significant intrinsic 
curvature was louOO in si/ico betwoon !he two putative 
nucle-a~on siles. which is nol consistent wi!h the Io.-ma~on 
01 a repressive loop. 

For!he leuO Iocus, LeuU-moolated regulabon mvolves 
the binding 01 the protein to!he promoter region blocking 
the progress 01 the nudoorepressor lilamenl (Chen and 
Wu, 2005). Our model is different byvarious criteria. LeuO 
acts as a derepressor lor ompSl expression by binding 
upstream 01 !he promoter aOO not in Ihe proximal region. 
In addilOO. our modal conlemptates Ihat LeuO physically 
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dOGs not block the progress 01 H-NS bul rather causes a 
displacement 01 H-NS. hence prevenling its binding at Ihe 
nudealOO sites and ils polymerization, aOO causing a 
change in DNA structure as shown by the 1000malOO 01 a 
DNase hypersensitive site (Figs 6B and C and 4F). 
Changas in the DNAconlormation caused by a derepres­
sor were seen lo.- the regulation 01 icsB gene by VirB 
(Turner and Dorman, 2007) aOO lo.- Ihe gadA and gadBC 

genes by means 01 GadX aOO GadW in E. coii (Tramonli 
el al. , 2006). 

Thus. members 01 several lamilies 01 transcrip~onal 
regulators have boon described as anlagonists 01 H-NS: 
VirF (AraClXylS lamily) (Tobe el al.. 1993), RovA 
(SlyAlHor) (Heroven el al. , 2004) and Ler (H-NS/SIpA) 
(Buslamante el al. , 2001), among others. The studies 
reportad here invalve a regulalorol the LysR lamily. LeuO. 
as a derepressor by displacemenl 01 H-NS and SIpA. 

Allhough Ihere are only a lew known genes direcHy 
regulated by LeuO. Ihe new mechanism described here 
illustrates Ihe versalility in LeuO fuoclOO. In !his raspee\. 
lor inslaoce, Yersinia enlerocolilica RovA acts as a dere­
pressor 01 H-NS, differentially binds to two genes: invand 
rovA (Heroven el al. , 2(04). Simila~y. differential binding 
were observed lor the GadW and GadX regulalo.-s in Ihe 
regulatOO 01 gadA and gadBC in E. coii (Tramonti el al .. 
2006). 

The observatOO that bolh ompS 1 and ompS2 were 
regulated by LeuO al differenllevels 01 iOOuclOO apens 
the possibility lhal there is a regulon in S enlerica. 
where various genes are expressed at differenl levels 
according to !he concenlra~on 01 LeuO in the baclerial 
cell. 

Experimental procedures 

Baclerial slrains. plasmids and recombirlanl DNA 
lechniques 

BaclGrtaI slralns and plasmlds used In tIlls sludy are Ilsted 
In Table 2. DNA manlpulaUons _re pertormed accordlng lo 
standard prolocols (Sambrook and Russell. 20(1). Ollgo­
nucloolldes usad 101 amplmcatk>n by PCR _re provlded by 
lhe Olgonucloollde Syn!hesls Facltlty at our Inslltule and 
are lisIad In Table 1. PCRs were pertormed wntl Taq DNA 
polymerase (Invtlrogoo), accordlng lo !he Ioslructloos by 
lhe manufaclurer. The OOIl-step mulagenesls prooodure 
descrlOOd by Dalsenko and Wanner (2000) lo.- baclerlal 
chromosomal genes was usad lo generale gene dekltloos 
and replaceroonls 10r an1jblo~c reslstance markers. 

Generalion 01 poirll mulanls in Ihe LeuO binding sile 

The mulatloos n troducad were pertormed uslng!he stratagy 
01 Inverse PCA. We usad as lemplate !he pR0310 lusloo. 
deslgnlng compklmenlary prlroors lhat carry !he deslred 
changas. The pl1rners usad were: 5'-AAATGATAAAATA 
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Table 2. 8ac1B,laI sira ... and plasmlós. 

Sira ... o plasmld 

,~ 

Ml;41W 

= 
,~, 

CJD1S00 
CJD1S()1 
Bl21(DE.'l) 

S. f/(I19r1ca 
IMSS·l 
IMSS·41 
STYhn500 
STY9941 
STY l>5lp1i 
STYS11S3 
STYS241 
IMSSTN1()J 

-pAOO1() 

,,~ 

,~, 

,~, 

pKFV310 

pKFV88 

pFM413 

pn·HNS-G113D 

pFM1h:12 
pFM 1l"cI91.O-50 
pMDK5./ouO 
pMDH·NS 

Gooolypo ylo ,.lavanl marl< .... 

F 8/lJUI~ tl(ar¡¡HItC)U1W rpsL.l5U rIO"A 1 JJt6:J()1 aoor.:l (:l.f:t5 rtJ.H 
MC4100 h,..·200ooAp' 
MC4100Mn.,:Km' 
MC4100 l>5lp1i;:Tc' 
CJDl SOO l>5t;>A::TC'hns-200ooAp' 
F-cmpT f181 (<km) (Ion) hsdSo('. - ,,"",1 me1lOE3) 

Sa/mone/IB .ntorlc.t ... mva, "TWI"M 9.12, d . 1'1 ... mtypa; Maxlcan ,111"'"""9 clir>1caI 61raln 
IMSS·l ~:Cm' 
IMSS·l 1I"r599::K,mnalfrr ... 
STY 1I"rs99 ActTf'R: :Cm' 
IMSS·l l>5t;>A:: Cm' 
IMSS·l,.."".,sI::Km' 
IMSS·l ~:Km' 
IMSS·l OOrtvatlV9 conlalnlng a Tnl0: :Cm Insortloo 1 SO ~ upslmam 0111>0 IIrsl ATG aro:! SO bp 

aow",l,oam 01 1 .... promot., lo< 11>0 IIlUO _ 

pMC1871-OOr1v9d ~asmkl. coolalrOng a I,.,nslatlooal tuslDo 01 t .... <>fTf'SI 5' ,.gw!o<y mgloo. 
up lo 311J-ZT bp upsl,,,,,,,, 0111>0 transcrlpljooal 61a,1 JIOInl lo 11>0 IBcZ mportOf _ 

pMCI871-OOr1vod ~smkI. coolalrOng a I,.,nslallooal tuslDo 01 1 .... <>fTf'SI 5' ,.gWlo<y 
'.gk>o. up lo 1\8-27 bp upslJllam 011 .... tllJlsalptiooal sta,1 JIOInI. lo 1 .... IBcZ mporto< _ 

pACYC1!l4-OOr1vod plasmkl. carrylng 11>0 S>.lllfagmool 0111>0 pAOOI() lusloo 
pACYC1!l4-OOr1vod plasmkl. carrylng 11>0 S>.lllfagmool 0111>0 pA086lusloo 
pKK232·8.ooJt;1Id plasmld. conlalnlog a 1r1lJlSC~llusloo 0111>0 ctTf'SI 5' f9OIJlalory 

'.gk>o. up lo 310--27 bp UJl6lroam 01 ItMIlranscrlptb"la1 61a~ JIOInI. lo 11>0 cal mporto, _ 
pKK232·8.ooJt;9d plasmld. coolalnlog a 1r1lJlSC~l luokIrl 0111>0 ctTf'SI 5' mgulalory 

'.gk>o. up lo 1\8-27 bp upslJllam 011 .... t llJlsalptiooal sta,1 JIOInI. lo lila CBI ,oport ... \lO"" 
pMCI871-OOr1vod ~smkI conlalnlng Iraoslatlooal fuslDos 011tMl <>fTf'S2 5' ,.gWlo<y mgloo. 

up lo 41:h'l.4 bp upsl,,,,,,,, 01 11>0 transcrlpljooal 61a,1 JIOInl lo 11>0 IBcZ mportOf _ 
pMPM·TS{} _"11 an II"rs molIanl .... '" (Gil 3D) (""gaII;Q _nanl): pl5Al 

P Trdl9A modIfiOO ... t!l 'epIicalloo orIgIn pISA1: AfI 
pFMT~12 carr.,;ng ltMI S. l'¡p!lI /oUO 1/8"" lusIId lo Hi .. ..-.do, lile promoI ... 
pMPM Kó.ll dortvod P_. OOJf)'l"ll1!>o NooI BamHI """""",1 01 pFMT_UO SO 
pBAD-Myc-Hi .. C carrylng 11>0 S. ,.",..,1 hns Q808 lused lo Myc-H'" undo, l!wI a,ab)"""" ..... 
pET·28b(+) CIIf'yW>g 11>0 S. l'¡lp/ll .t;>A 1/8"" lusod lo T7·H'" ....00, T7 promol ... 
pBA325 carrylng 11>0 S. "TWI"M <>fTf'SI """"" . s own promolOf 
A9d ,oc:<>II"It> ....... sysl.m UOÓ8f l!wI ",_se promoI ... ; AfI 
T!IfllIIIaI. plasmld cootalnlog 11>0 Cm cassotIo Ior lambda AIId f9COIfItljJlalloo 
T¡¡mpIaI. plasmld cootalnlog 11>0 Km ca""'''' !or lamOda Roa ,ocombIoatloo 

OMP purifica/ion and electrophoresis 

Rot .... nc~ 

(;Bsaoaooo 91 al. 11 ijf~) 
Dorscl> rIf al (1993) 
Barba rIf al (2006) 
DoIghao 91 81. (2000) 
DoIghao 9181. (2000) _.-
Puoolo rIf al (1967) 
Fklros.valdol rIf al. (2000) 
FkIr ... .valdoz rIf al. (2000) 
Fklros.valdol rIf al. (2000) 
11"110 study 
ThIs study 
ThIs study 
F9mándoz·Mora 91 81. (200<1) 

Oropela rIf al (1999) 

Oropela rIf al (1999) 

ThIs study 
ThIs study 
ThIs study 

ThIs study 

&lslamanlo rIf al 
(l.OlJII.Ibl. dala) 

F9fflándol·Mora 91 81. (200<1) 
ThIs study 
Tillo otudy 
ThIs study 

ThIs study 
F9fflándol·Mora 91 81. (1995) 
Dal_ aro:! wa ...... (2000) 
Dalsenl<o aro:! wa ..... , (2000) 
Dal_ aro:! wa ...... (2000) 

TGTCATATTCTTAG-3' aOO S'·CTMGMTMTATGACATAT 
TTTATCATTT-3' (pR031D bIV-mll); 5'-CTTAGTCACTIT 
TTTTTCCTGTATTATAM-3' aOO S'·TTTATMTACAGGAAAA 
MMGTGACTMG-3' (pA0310 bIY-mt2). Tho PCR pro:!· 
ucts wem digesled wUh Dpol lo ellmhal9 lhe 19mplal9 and 
transto!TllOO In MC41 1JU. 1119 candlClatQS were seqooocoo 10 
veril)' IheII IdenUly. 

Oulal membrane prolalns were plepared as a Tr1I00 X'loo 
IosoILtlIe lractlon aOO scaled aown lo a mln~plap leve! as 
ooscrtbed pmvlously (FemáOOez·Mora 0181 .• 2004). TOOy 
wafe separaloo by S05·12% poIyactylamkle gel olocb·o-­
pholesls (PAGE) and vlsuallzed by slalnlog wlth Coomassie 
br1l1lanl bloo. 

Bacterial culture. P.galactosidase and CAT assays 

Baclarla were grOWfl lo ou1rleol brolh (Iow osmolartty) ·Jr 
null1enl broth plus 0.3 M NaCI (hlgh osmolartty) al 37"C and 
coliec1ed al mkl40garilhmlc phaoo. Too culture condllloOS 
and mlcroplale prolaln aOO ~galactosldaoo assays we'o 
as pmvlously descr1bed (Flolos·Yaldez 0/81 .. 20(3). CAT 
assays and prolelo quanllllcallon lo calculate Cloramphoolcol 
acetyllransle,ase (CAT)·specll\c ac1jvtlles were pa'lormed os 
descrlled prevlously (Martlnez·Laguna 0181. , 1009). 

Primerext9f15ÍOn aoa/ysis 

Tolal ANAs were Isolated lrom samples 01 cultu,es growo lo 
oulllenl brolh al 37'C aOO coIlec1ed al mld·logartlhmlc phaoo. 
Flve mlcrograms 01 tolal RNA (101 on:pA) or 25).19 01 tolal 
RNA (Ior on:pSI). Isolaled by uslog commelclal kK (Aneasy. 
018900) , was aenalured al 9O' C lor 3 m io aOO Ihoo slowly 
cooled lo 5D"C. Too ANA was anooaled \11th 1.,."PIATP· 
labelled on:pA·PE 5'·TTTGCGCCTCGTTATCATCCM-3' 
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(aooeallog /fom posjUoo +3 to - 24 wntl raspeet to too 
trat1sla~onat starl sjte) O( prlmIlf on:pSI·PE 5'·TTGCT 
GCGCCTGCCACTMTAAC-3' (anneallog from +57 10 +35 
wntl respec1 10 !he translatlonal slart slte). Pr1mers were 
extoodad wntl Molooey mur1na leukaemla virus reverse tran­
SCflplase al 37'C lor 2 h. an<! !he eldended produc1s wllfe 
coUec1OO wntl a Microcon-30 microconcootrator (Amicool and 
analysed by electrophoresls lo urea--8% poIyacrylamlde gels 
alongslda sequenclog IadOOrs. 

IsoIa/ion and purifica/ion 01 ¡.j.NS-Myc-6XHis. 

StpA-T7-6XHis and L9!JO.6XHis pro/eins 

Tha S. Typhl tris structurat gene \\'aS amplmed by PCR usjog 
wntl too 10lVlard primer 5'·ACTACCATGGGCGMGCAC 
TTMAATTC-3' and tha reverse prlmIlf 5'·GTACTCGA 
GTCCTTGATCAGGAMTCTTCC-3'. Theo dlgestlld wnh 
Ncot-Xhot an<! lloal!)' donad n l0 pBADJMyc-H1s C. The S. 
Typhl s .... A struclural gene was amplllled wllh !he laward 
primer 5'·ATTGCCATGGATTTGATGTTACAGMCTTAMT-
3' and tha reverse primer 5'-TTATCCGCATATGGATTM 
GAMTCATCCAGAGATT -3'. dlgested wKh Ncot·Ndet and 
clooed loto pET-28b(+). LeuO \\'aS prevlousfy clonad lo !he 
exprassloo vaclO( p7tc99A (Fllfoáodez·Mora e/III .. 2004). 
Purlllcatloo 01 H·NS-Myc-6XHIs, StpA·T7-6XHIs aod LeuO-
6XHIs protelns was perlormed wlth NI·o~lolrtacetlc acld 
rasn (QIAExpress, alageo) accordlog lo too nstruclloos 
01 too manufacturer and tha modiffcatloos eslabllshed by 
Barba e/III. (2006). Brial!)', E. coN BL21(DE3) carrylng !he 
pMDHNS, pMDSIpA or pFMTtdooo.50 plasmlds (Tabla 2) 
was growo lo mld40gartthmic phase. L (+)-arabloose (Sigma­
Aldrich) was added 10 a lloal conoontratloo 01 0. 1%, or tPTG 
to 1 mM, an<! tha bacter1a were locwaled 10200 r.p.m. 101 4 h 
al 37°C. Cells ware tooo petleled by cootrllugatloo. rasus­
pended In urea buffer (8 M urea, l OO mM NaH,PO .. 10 mM 
Trts-HCt (pH 8.0)) and dlsrupled by sooicaUon. Tha suspen­
sloo \\'aS cootrl1uged, aod tha supemalan1 was lilterOO 
Ihrough a N~onrllotrlacetlc acld agarose columo (aIAEx­
press. Oa9OO); tha cofumo was washed wllh urea buller at 
pH 8.0 and urea bufter at pH 6.0. aod lIoatly !he bouod 
prolelo was eluled wf!h urea bufter al pH 4.5. Fraclloos con­
talnlog purtlled H·NS-Myc-HIso. SlpA-Tl·HIso aod LeUO+l1so 
l"ul"'"s w~rll >;11111<;1110 ¡1I1111 SDS-PAGE. TI ...... 111<;1\1\.1 r,,,~· 

tloos were Ioaded 1010 a Slyde-A·Lyzllf 1 OK cassetta (Plarce) 
and grOOuatly dlafysed at 4'C lo a bufler conlalolog 50 mM 
Trts-HCt (pH 7.5) , lO mM MgCb, 20% glycerot, 0.5 M NaCI. 
0.1% Trtlon X· l oo, varlous amoools 01 uraa (4. 1 aod 0.2 M). 
whlch was changad every hour. Tha lioal dlalysls was done lo 
slorage bufler conIalnlog 30 mM Trts-HCt (pH 7.5). l O mM 
MgCb. 20% glycerol. 240 mM NaCt, 0.1% Trllon X· l oo and 
3 mM EDTA. and allquolsol!he purKIed prolelos were slorOO 
al - 70'C. Prolelo conceotraUons were detllfmloed by !he 
BrOOlord procedure. 

E/ectrophore/ic mobiIily shifl assays 

Pofymarase chalo reacUoos that generated varlous on:pSI 
produc1s encompasslog too 5' ragutatory regloo wllfe 
obtaloed. uslog plasmld pR0310 as Illfllllate aod serias 01 
oIlQ""')ClAnHoo pOr",,,,, (TahlA 1) Too Ir"9mool~ (_100 og In 
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20 ~I) ware mlxad wllh Iocreaslog concootra:1oos 01 H~S· 

Myc-6XHls or SlpA-Tl-6XHls. In !he preseroce 01 !he bjodlog 
bufler HIS IOx (400 mM HEPES. 80 mM MgC~, 500 mM KCI. 
l O mM DTT, 0.5% NP40 and 1 mg mt ' BS>.). They were 
Incubated lor 20 mio al room ta~ratura a'ld !heo sepa­
ratoo by elactrophorasls lo 6'% nativa polyacf)'lamldo gels In 
0.5:< Trls.oorale-EDTA buNer. For LaUO-6XHIs !he mlxlure 
was In !he presence 01 blndlog buffer L 10x (20 mM HEPES. 
l OO mM KCl. 2 mM MgCb. 0.1 mM EDTAaod 20% glycerof). 
LaUO was locubatlld wnh DNA lor 30 mio at room 
t~atura. The DNAbaods warevlsuallzad by slalolog wfth 
e!hldlum bromldo. Competitiva EMSAs wllfe IJ3r1O(med locu· 
ballog lirst wKh one protalo aod 1hoo Incuba:log \11th DNA: 
loflowad by too addltloo 01 tha olhar protejo a'ld Incubatloo. 

DNase I loolprin/ing assays 

Plasmld pR0310 was usad as a lemplale lor PCR amptHIca· 
too 01 lha on:pSI 5' rllgulalory ragloo. fI.. "'P·tabellad 
ollgooocloollde complGrnenlary 10 tha 5' <Odlrg soquaoce 01 
on:pSI (5'-TACTTTTCTTTTCATTTTTT·3') and an otlgo· 
oucleotlda complemaolary lo - 253 lo - 228 bp ratatlva lo !he 
traoscl1>UonaI slarl PI (5'·TCGCTCMGAAMTTMATT 
AAAAAA·3') wllfe used. The blndlog 01 LaUO lo too tabellad 
DNA Iragrrlflnl WIIS perlorm&d al room le"1"'rlllure: In a 
buffar!hal conl<Uoed 20 mM HEPES (pH 7.9), l OO mM KCI. 
2 mM MgCI:t, 0.1 mM EDTA, 0. 1 mM DTT, 20% glycerol and 
1 ~g 01 poly(dt-dC). Tha raacUon mlxlura WtS trealOO wfth 
dltlerenl concootratloos 01 DNase 1. The DNase loolprlntlog 
wllh H~S \\'aS perlO(med at 6"C. Tha DNA segments were 
separaled by alectrophoresls lo 8% potyacrylam1de-8 M uraa 
gals alongslde sequoodog ladders. 

Wes/em biolling 

Samplas sLtljec100 lo natlve·PAGE (6% polyacrylamldo). and 
traoslerrad 10 0.22ilfl'O-pore-slza oltrocellu~a membranes 
(Amersham, UK) In a semldry elactrophoreslsooK (BIo-ROO). 
Membraoas wllfe blockad wntl 5% oon.lal mllkand IncLtlatad 
wllh anll-Myc or anll- T7 monoclonal aotlbodi;ls (Sigma). or 
anll-LeUO polyclonal anllbodlas. Membraoas were washed 
wllh (PBS Ix).{).05% Tweoo 20, Irrmoooslalned wntl a 
1 :10 ()()() dllutloo 01 horserOOlsh peroxldaslH:ooJugatad ao~· 
mouse or aot~rabbll antllodles (Plerce). lor monoclonal or 
polyclonallirst aotlbodles respectlvaly. and devaloped wfth 
Chemlglow chemltumlnescenoo rea900ls accordlog 10 !he 
maoufacturer (Afpha trooolech). 
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6.2 La curvatura estática del DNA reprime la expres ión de ompS1 

 

La curvatura estática del DNA tiene un papel relevante como elemento de 

regulación genética en la transcripción bacteriana. Previamente, habíamos encontrado 

que la región reguladora de ompS1 presentaba zonas con curvaturas intrínsecas hacia 

el 5’ (Flores-Valdez et al., 1995). Usando el software MUTACURVE, se predijeron 

mutaciones que disminuían y restablecían la curvatura del DNA hacia el 5’. La 

curvatura fue disminuida por mutagénesis sitio dirigida de solamente dos nucleótidos y 

restablecida en los mismos dos nucleótidos pero con mutaciones diferentes. La 

disminución de la curvatura intrínseca incrementó la expresión de ompS1 y en la 

disminución de la afinidad de las proteínas silenciadoras H-NS y StpA hacia la región 

reguladora de ompS1. Estas mutaciones estuvieron en una región que no contenía el 

sitio de nucleación de H-NS y es consistente con que el efecto sobre la expresión fue 

debido a cambios en la topología del DNA.  
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The DNA stat ic cu rvatu re has a ro le in the 
regu lat ian a f the ampSI porin gene in Salmanella 
enlerica serovar Typhi 

Miguel Ángel De la Cruz, Enrique Merino, Ricardo Oropeza, Juan Téllez 
and Edmundo Calva 
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Too DNA stalic curvatu re has been deset ib<!d lo playa kIly ro le as a reg ulatmy ~emoot .. the 

transcliplion process 01 _ral bacteria l genes. Here , tOO role 01 DNA curvau .. e" m e e>;l<ession 

ol lhe .,mpSI porin gene in Salmon..!/a erilenca ""'OVal Typhi is described. Too '"""'lb _ve< 

MLnAUJR'\I!! wa. u""d lo predict mutations I~I d imini.ood '" ",slored !he ",Ienl of DNA curvaU .. e 
in !he 5 ' fegu lal<><y fegion 01 .,mpS 1, Using !hese predictions, c ....... al'-"e was d iminishOO by ,;Ie­

d ireclOO mutagenes is 01 only 1Wo ",.idues, and CUf\l atu", was reslmOO by I,-,,!he r mutagenes is 01 

the same 1Wo residues Lowering!he "'Ienl 01 DNA curvature 1esullOO in an incfflsse in ompSI 
"'press ion and .. the d iminution 01 me aff" ity 01 !he si le"".,. prole"", H-N$ and StpA 1m tOO 

.,mpSI 5 ' regllial<><y region. Too"" mutalK>ru¡ w.,.e in s region sho""" not lo comain me H·NS 

nudeation . ile , cons istenl w ilh Ihe nohon lhat !he effecl on exptess ion wa. due lO changes in 

DNA sHuctu rallOpology. 

INTRODUCTlON 

S"/",m,eU,, e,¡r,.rim SeTovar Typhi (S. 'I)'phi ) i, the 
aetiological agent of typooid b'er in humans (I-'ang ef ,,/. , 
1998). In our laboratory we have identified the S. Typhí 
"",pSi gene that encocle' the OmpSI quie=nt porin 
belonging to the OmpClOmpl' mperfamily (l' ..... ninde~­
Mora ef /l/., 1995). QmpSI ha, been r~port~d to ha,.., a role 
in swarming moti lity, biofilm formation and vimlence in 
mi", (Toguchi ef ,,/., 2000; Mirdes el/l/., 2001; I<odríguez­
Morale~ ef /l/., 2(06 ). 

Expression of o",pSl i. dependent on two ove rlapping 
promot.....,., 1'1 and 1-'2. The 1-'1 prolllOter is dependent on 
the OmpR response regulator. The 1-'2 promot ..... doe, not 
require Ompl< for act ivation, being active only in the 
absence ofOmpl< (Orop<:la ef .. /., 1999; Hore .. Valdez ef al., 
2003; De la Cr", ef al., 2007). Another kt'Y elelllent in the 
transcriptional regubtion of o",pSi is the global regulatory 
protein H-NS, a nucl~oid prot';n of 137 amino acid, 
( 15 kDa) that negativdy fe'gulates its cxpres,ion (Flore!" 
Valdez ef /l/., 2003; o., la Cruz ef /l/., 2007). In S/l/",(",elll~ 
H -NS has been propose<l to selectively silence horilOntally 
acquif~d gene~ b)" targding .sequences with a ce contmt 
lo,,,,r than the re,ident g<'Ilome, regulating around 12% of 
itl genes (I.uICChini ef ,,/., 2006; Navarre ef ,,/., 2(06). SlpA, 
an H-NS paralogue , ", .. found to rC'Press ompSI in an ¡,'" 
background; and LcuO. a LysR-type regulator, positive!y 
regulate' o",pSi expre:;;,ion by antagonizing H-NS and 

028597 © 2{X)9 SGM PmfiM ,., G""f Bnfatn 

SlpA (De la Cruz ef al., 2007). LcuQ ha, been implicated in 
several functions, meh as stress resiSlance, virulence and 
biofilm formation (Va nllogelen el "l., 1996; Fang ef ,,/., 
2000; Majullld ..... el /l/., 2001; Tenor ef /l/., 2004; Lawley 
el ,,1., 2006; I\,loorthy & Watnick, 2005; I<odrígue:z -Morale, 
ef ,,/., 2(06). Rec~'Iltly, Our group ha, described se""r.¡] 
gene, regulated by LroO in S, Typhi (Hernández-Luca, 
el a/., 1(08 ). 

In bacteria! grnolll~¡. th~ re~ognition of thdr binding 
target' by regulatory prot';ns is commonly considert-d to 
be sequence-dependent, altoough DNA curvature pla)"Ó a 
w...u -duracterizecl role in man)" transcriptional "'gulation 
m~ehani$m, in prokaryote, (Jáurt'gui ef /l/., 2003; Oli''are, ­
:?avaleta ef al., 2(06). For ex.ample, static DNA rurl'ature 
ha, been shown to activate transcription , tacilitating the 
binding of I<NA polymera,e to promoters , or fa,'ouring the 
interaetion of activator proteins (I-'érez -Martín ef /l/., 1994; 
Gour"" ef .. /., 2(00). Curvoo DNA region> have alm been 
found tO "'pr"", transuiption initiation, wh~'I"e ONA 
rurl'ature gen ..... ally play' an indirect role , being the ta'llc1 
for the hinding of specific silencc'l" proteins or b)" 'tahilizing 
or mhancing a preexi,ting DNA loop, thm L{f~divdy 
blocking transcription of downSlreJm region< (Olivare, -
7.avaleta ef al., 20(6). Jn particular, ,ueh would be the case 
for the o",pl' ponn gene (Mi",no, 1987), 

I'r""iou,ly (Jáuregui el ,,/., 20<13; Oli,·a",s -7.avalcta er /l/. , 
20(6), we pcrfomu-d comput ..... analyses to study the 
preval~ n"" of DNA ,tatic c",vatu", in the regulatory 
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regions of Escheric/¡ia coli and establishe<! that mmt of th~ 

global tran,cription factors (ArcA, CRP, FlS, FNR, Lrp 
IHF and H -NS), as well as ..,me spe<cific regulators, ha,'e a 
tmdmcy to regulate operons with curve<! DNA >equence, 
in their upstream regions, 

Here we p",,,,,,t a topological analy,is of the ompSI 5' 
up,t",am regulatory "'gion and the identification of a 
static rurvature that play' an important role in the bindin~ 
of H -NS and StpA, lhe silencer proteins of ompSJ. 

METHODS 
Computa ttona t des tgn 01 s K ... dt",clfld mutagenesJs, [n order to 
rnodify the al<nt of D~A "aic rurv:nur~ in the rq¡ulato'f rq¡ion o/ 
OttlpSI. w< usa! our ""b "'''''' Ml1rAClIRV. (httpJ"',,·wjbt.un:tm 
rnxJbiocomputo/d",,_clltv:nur<.htrnl), Thi. """'" flnt "",1",,1<, tI>< 
amp~tude o/ tI>< irltrinsic D~A curv.nur< of """'f noc!rotide in a 
givm s<~um,:< ",ing the algorimm of e<X><ls.u 11< Dickenon (t 994), 
wim tI>< corltriblltion m,nric .. Dr mutional and ,patial displace­
mellt> ",ponro by S,nchwdl "al (t986), Serondly, «rltred at tI>< 
m ... imum curV.nure value, the "'<Ve, evalU:JI'" the d(ect of ev<ry 
doubt~ point m",,,ion in • winJ"", o/ 31 nud~otiJ... (mr.u I><~. 
tum,) to ><lea thos< m..nge. m,n Wúuld proJoce a 'ignifican. 
rrooction in tI>< irltrinsic D~A rurv.nur< o/ tI>< fr'gmerlt . FinaUy, tI>< 
5<1'W' gen<"'", me Clltv:nur~ pmfd .. o/ me origi ..... 1 artd mut;ltro 
"Guro"", for th<i, comparati"" a ..... ly>i. 

S~ ... dt",clfld mu tagenesJl. Site·dir«ted muugen<."" w<r< ~,. 

formed using complemrnu'f oligonud<otide> th,n ronuined tI>< 
mlltaion, prediaro by M UTAruO\lll (Ta ble 2) . 11>< pla,mid pR03tO. 
WI wa. used a'l<mplal< to general< pR03tO. mt artd pR03tO. r< b~ 
inver>< I'CR (Ta ble 1). The e.pected muutions w<r~ verifoed b~ 

nocleotide "Guencing 

An otysls 01 stlltc curvo tu,e. We amp~firo ","eral D:-.iA fr.gmerlt' 
",ing a .<;eri", of o~gonoc!rotide. m,n rnrompaM the ompSl 
rq¡ulato'f region (Ta ble 2). TI>< PCR fr.gmellt> w<r< s<par .. ed b~ 
6% PAeE at 4 ' C (pol~"crybmide gd, in 05 ~ Tri'¡ooraI</EDT A al 
4"C. 70 Y, withollt buff~, r«ircul .. ion), a condition f:rvouri"i' 
.Jo"", migr .. ion o/ Clltved D~A .",~uenc~. (Falconi " aJ., 1991; 
Flore. Yakk, '" ~L, ~OOl, Ot;"are. z.""t"'a '" ..L, ~oo.; ) . Cd. wcr< 

.uinro wim emidium bmmide and pootog .. phed in "" A!ph:o [m.ger 
,y>t<m (A!Ph:o [nnol<m), 

Tab le 1. Bacteria l suain. aOO plasmids 

BaclfI,lI t c ulture ond I!-g otactos ldase asuy ... B<raeria w<r~ 
gmwn in nutri<rlt bmm (low osmolarity ) or nlltrimt bmm pi", 
0_3 M 1'.0 (high osmolarity) at 37 "C or 30 "C and coUected at the 
mid.e.ponerltial pha<;<, TI>< cultur< conditions and microp!.1< 
pmtcin and ¡'l.¡;alact""id.s< UUJ" Wffe u previomJy de5Crihed 
(Flor ... YalJcr "aL, 200l), 

Eteclto pho ,ettc mobttKy s hWt o ... ys (EMSAI). D~A fr.gmrnt> 
gener .. ed by PCR ( tOO ng) wer< incubated wim incr<uing conc<n· 
tratiom of H· r--.:S, StpA or LruO for 20 min .. 4 ' C in 20 ,.J. Binding 
buff~" for <:tCh pml<in ""'r< de5Crih<d previo",ly (De la Cruz "aL, 
2007) , The D~A fr.gment> wer~ ><parata! by electrophor .. i. in 6% 
na;"< polyacrylamirk gd, in O.S ~ Tri>iboral</EDTA buff~, at 4 · C. 
Doubl~ .. """Jed oligonoc!rotide. (SO ng) w<r< incuh:oted u abo", 
and <lectrophor .. i. '""'" in S% ""ti", polyacrylamirk gels .. room 
I<mperatur<. ed. wer~ .uined wim ",hidium bromide and pooto. 
grapOOl in an Alph:o [m'ger 'J"l<m (Alph:o [nnote<:h), 

RESUlTS 

Dimini shed and restared ompS1 DNA curvature 

Previously, our group, working with three DNA fragmmts 
of the ~. upstream regulatory "'¡;ion of the S. Typh i ompSI 
porin gene, described the p""ence of intrinsi, DNA 
curvature peaking around - 230 and - 149 bp upstream 
of the tran>criptional i ni tiation ,ite at promoter PI (Hores ­
Valdez el al .. 2(03) . MlIfACVRVE (Qliva",,-7..avaleta el al .. 
2(06), a ",ftware dt"\'doped to detennine the topographi, 
pro fi le of a partirular DNA "'gion i" ,ilieo, was use<! to 
further define regions with the highest degree of cur\'atu",; 
one of them was found between - 151 and - 135 bp 

upstream of the PI transcriptional start point (Fig. lA). 
Thi, region was of interest for further re>earch in this work, 

because it is located in the vicinity of the binding ,ites of 
two main transcription fuctors, LeuO and H -NS, which 
regulate "mpSI expression (De la Cruz el al., 2(07) . In 
addi tion , our previous studi es showe<! that removal of the 
region from - 310 to - 153 had a mode,t ellect on 
derepre,sion as compare<! to removal of the region between 
- 153 and - 117 (Qropeza el al., 1999), which indudes the 
cur\'e<! region studied here. The ad"antage of the ",ft""re 

SIr.in '" plo.mid ('",n"I) '~ artd/" , ,<I<n n' mo,ker> 

E. col; 

MC4 loo 
S. Tll'hi 
[M\~ · I 

STYhnfl9 

I't •• mid . 
pR03W.wt 

pR03t(f.mt 
pROJIO re 
pFMTrrl2 
pFMTrrl",,().'iO 
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rq¡ion, up to 3t0)..27 bp up"tr~am ofthe transcriptio ..... 1 ,un poirlt, to me laeZ reporte' ¡¡me 

pR03 tO·Jerived pmmid carrying mut;ltiom A lS te and e D 'iT, Io""ring rurv;rtur< Thi. work 
pROJ 10 J.crived plumid <arryin~ mutotion. CIS IC and Al 3ST, re .. orin~ ",,,,,,ture 
p T rr99A rnodifoed wim rep~cation origin pt 'iA 1, Ap' 
pFM T ,rI 2 can-ying tI>< S_ Typhi 1",,0 grne fusd 'o Hi .. unde, 'ae pmmol<r 

Thi. work 
De la Cruz "aL (2007) 
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Table 2. O ligooocleotide p<",-" lJSed 

(\old lene" indi<>1< me mut.tiom introduce<! 

I'rimer S<quen« (5'_3') A l i~ nmen' I!.derence 

31':"· 1 TAC~TTATCATTTATTTTATC 30} Fwd ~ 1. Cruz" aJo (200 7) 
31':"·2 ATGAGTTATGTGTTTTGATTTGA - (53 R .... ~ la Cruz" aJo (2007) 
31':"·} CAAAGCATCAAATACATATAAAAA - 226 Fwd ~ 1. Cruz" aJo (200 7) 
31':"·4 TGTTTCTATTTC>GTTTTTTATAATAC - 76 Re" ~ la Cruz" aJo (200 7) 
31(j,·7 5' ATTCITAGTCACITATATATCCfGTAT TAT - 114 Fwd ~ 1. Cruz" aJo (200 7) 
31.:.,·g AATATGTAGOCACITCAACAAAAC + 27 Rev ~ 1. Cruz" aJo (200 7) 
31(f.mt·S' CACATAACTCATTAATAAAAAATGATAATGATAGACTATATATTC - 164 Fwd Thi< work 
31(f.mt·Y GAA TATA TAGTCTA TCA TTA TCA TTTTT TA TT AA TGAGTTA TGTG - 164 R .... Thi< ""rk 
31(f.ró ' CACAT AACTCA TTCA TAAAAAA TGA TA A T AA TAGACTA TATA TTC - 164 Fwd Thi< work 
31(f.rd' C~ATATATAGTGTATTATTATCATTTTTTAT,~ATC~GTTATGTG - 164 R .... Thi< Wúrk 

used wa, that it allowed the evaluation of the effect on 
ONA curvature of every oouble point mutation that 
encompas'ied the ,,"¡;ion from - 226 to - 76 (fragment 
Ib-wt ) (I'ig. lA, M). 

The mutations that afkcted the ONA curvature ¡" s¡/¡eo 
were introduced into the wild -type ompSI 5' upstream 
regulatory region near the H -NS binding ,ite a, defined 
p ....... ·iously by ~)l.iSA and ONa", footprinting anal}"i, (o., 
la Cruz el al., 2007). I'i"t . a double mutation wa, 
introduced to diminish the extent of ONA curvature 
(pR031O-mt ). We then u",d thi, mutated ONA a, 
substrate for a 'iecond PCR-mediated mutagen"si, to 
inlroduc~ Ih~ r~quir~d chang~'. dillú ...... 1 fmm Ih~ wild 
type "'quence. which would ,,"store the original atent of 
ONA curvature (pR031O-re) (Tabl~ 1). The eITect, of the", 
mutations on ONA bending w"re ..... ·aluated by the PCR 
amplification of these regions ( ~b-wt, lb-mt and I'b-", ) 
and their corresponding anal}"i, by PAGE at 4 ' C (Falconi 
el al .. 1993; Hore, -Valdez el al., 2003; Olivares-Zaval~ta el 
al .. 2006). The mutations had the expected eITect on the 
el~ctrophoret i, migration a, predicted ¡" sj/¡eo (Fi g. lA. C); 
the lb-mi fragment migrated faster. consistent with an 
abolished or diminished cu,,·atu,,". whil~ the Fb-,," 
fragment co-migrated with Fb-wt. Sllggesting a restored 
cu,,·atu,,". 

DNA curvalu re is requi red lo r Ihe negative 
regu la lion 0 1 ompS1 ellp ression 

In order to evaluate the eITect of ONA ru"'ature on the 
expression of ompSI. the ompSI ·lacL "vorter activity of 
the plasmid, pR031O-wt. pR031O-mt and pR031(]...re ""a' 
evaluated in S. Typhi. Interestingly, the pR031O-mt fusion, 
carrying the ompSI regulatory region with diminished 
cu"'atu,,", wa, der."res,ed fi,'efold ,,"Iative to the wild -typ" 
fusion (pR031O-wt ), whereas the postt,ve control, 
pR031O-re. carrying two point mutations in the ,ame 
position a, the one , introduced into pR031O-mt but 
restoring the cU"'atu,," of the ompSI regulatory region, 
rendered the same low apression l~vd a, the pR0310 
wild - typ~ (Figs 1 and 2A). Thus, point mutations located 

in preeisely the ,ame postllon in the ompSI 5' up,tr,-,""m 
region produ,ed different effect, on expression. depending 
on whether th,")" did or did not change the extent of ONA 
ru,,·ature. 

We have r."orted p,,"viou,ly that H-NS sil ...... ,es ompSI 
apre,sion (Hore, -Valdez el al., 2003; o., la Cruz el al .. 
2(07). Thus . the effeet of the mutations aITecting the 
ru"'ature was ..... ·aluated in an Ims background (STY Imm) 
(Fig. 2M). The pR031O-mt fusion i'lCr,-,""sed ompSI 
apre,sion 40 % with respeet to the wild-type (I'ig. 2M ). 
Hen,e. the removal of the intrinsi, ru"'ature at - 151 to 
- 135 al.., derepre,,,,d ompSI expression in the Ims 
IxIckgmund. ahhough in a smallu proporlion Ihan in Ih~ 
wild -type background, where a fivefold effe,t was ob",rved 
(Fig. lA). This smaller effeet cou ld be due to the lowering 
of the affinity of the binding of StpA in an Ims background. 
a, shown in Fig. 50. 

Osm o regu la lion and Iherm o regula lion 0 1 ompS1 
is n ol allecled by cha n ges in DNA curva lu re 

The apression of ompSI is not osmo,,"gulated in a wild -type 
background but i s negativdy ,,"gulated at high osmolari ty in 
an Ims background (Oropeza el al., 1999; Hores -Valdez el 
al .. 2003). Several groups have reported that ONA ,tati, 
rurvatu,," is im'olved in the thennoregulation and osmor­
egulation of ,ertain gene, (Ramani el al., 1992; Kaji el al., 
2003; Pros ",da el al., 200t). The apression of the pR0 31O­
mt fusion was therefore analy",d in a "ild-type and Ims 
background at low and high osmolarity and at 37 ' C and 
3O ' C (Fig. 3). As can be observed, the r",no"al ofthe ONA 
rurvatu,," did not ha,'e a major effeet on exp,,",sion in these 
growth conditions; ahoough a ,~ght der."ression wa, 
observed at high osmolarity in the Ims background. no 
effeet of temperature wa, ",en (I'ig. 3). 

LeuO and DNA curvalure allhe ompS1 regu la lory 
region 

l.euO i, an antagonist of H-NS and of it, paralogue protein 
StpA, allowing ompSI expression; furthermore. the apre,-
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B 
ILI$S l/wn 

pR03 1o.. 

FI II. 2. 0""S7 e"P'ftllion y~ .,,'nabo ...... d reSl"'.io ... ol 5' 
inttinAóc CUy ..... &llhe fb reglan: /l-g&lar;:to!lOd&1I8 acti<ity ol "" 
l..o..Z tu ....... pR031o-.. ~ ·mt..-..J .,,,,, s. T:n>hi ... .NYP<'W .. ><I 
STYh ... 99 (B). 

sion of o",pSI is d~peOO~nt on t~ cOf1~ntr.l1ion uf L<:l.O 
(o" la Crm. n al .• 2007). T~ m~~imum Ic .. d of 0"',01 
~xpr~ssion ... as obIain~d ... hm [..euO w,u induc~d al 
100 ~1 [I'TG from pI'MTrr/ro()..S-O, I~ same as IIIaI 
atlaitrd in a doobl~ 11m JlpA background { D~ la Cm>: ('t .J., 
2007). Hencr, t~ efl"cct of CUl"''3IUre on I.roO-mediated 
r~gulation of olt/pSI "'as uaminN by e""lllaling """ 
~xpr~SI!ion of I~ pR031Q-Wl, pROJIQ-ml and pR0310·re 
fusions in th~ presmce of cloned aOO npre=d [..ellO al 
d iff(,r~ot concrntrations of [lYi"G O'ig .• l. [nt~re.tingly. """ 
pR031O·ml fusion ruc~d Ih~ maximllln levd ... hm 1. ...... 0 
... a. ioduCN al 50 j.I]I.! WrG, conlrasting ... ith pR031Q-WI 
and pR031O·r~, ... hieh rcac~d I~ maximllm kv.,] al 
100 ~i lI'TG (l'ig. 4). 1'lIrlhennore, al 20 and ~5 ¡1M 
JlyrG lb.- expr..ssion ... ·dS hig~r in Ihe ·mt conS!ruct thm 
in Ihe • ... 1 and ·re plasmids, al Ihe .<ame WfG 
conn-nlr3Iion. lne I~)scrvalion 111,11 lile degree of 1.",,0 
induction re<i!.lir<'¿ 10 obtain the higllesl le,·ds of ompSI· 
IllcZ ~xpression in stmins c3 rr}·ing lile pI3~mid, .... ith tlle 
curvro ompSI regulatory n:¡;ion (plamlÍds pR031 0."1 a~d 
pR0310-r~) .... as almoS! double 111,11 Te<[ui roo ror those 
carryinS tlle non-curvro ompSI rtgulatory rtgion (plasrr.id 
pR031O-mt) i, comislen! .... ¡lh lile nOlion IItaI diminutÍiln 
o f th .. rurvdlu r .. mh.1ncro lhe l.euO antagoni~lic erren on 
H-NS. 

hnp:l/mlcs¡¡n;o.. ...... .org 

Role of ON/\. cur ..... ture in ~7 fegulalion 

Ellec t 01 cu ..... ature o n H-NS, StpA and LeuO 
binding 

1he efkct of dimin i<hins Ih.. L>NA curv~lure of Ihe .""pSl 
regulalory r.-gion On Ih~ affinily of H-NS, SepA and l..euO 
" ... ~xplorNl by Elt.1SA. ".,., binding of Iltex prolcins wa.s 
analysal al 4 ·C usinS amplifiN fragments of Ihe om,ol 
rtgulalory regioo coo\aining difl"rrenl k:ngths 10Wllrds I~ 5' 
IrrminUi. T~y mcompassro rrom + 27 10 cil~r - 310 
(FI ), - 216 (Fl), - [M (B ) or - 114 (F. ) (Fig. 5A). '[he 
rorre<p011ding !'I-ml. F2-ml aOO B-ml fTllSmenl5 con­
lainN th~ point mutalions Ihal diminishN curval",e 
(Fig. 1). [n tM p""'~nc~ of H .r-.'S. Ihe "ild-I)'p<' 1'1 fraglllCTlI, 
... hieh mntaim th~ "·001 .. rtgulalory region, shiflN at 
90 nM H -NS (!'ig. 50). [n conlrast. l' l-ml sh ifted at 175 11.\1 
H-NS (FiS. 50). Morto ..... r, th .. soorur 1'2 and J'j fragme nu, 
... ltich mn\ai n le .. of th .. 5' llpSlr~dlll rcgulalory xquenccs, 
:shiftN at higher H·NS conccntralions Ihan 1'1: al 270 and 
350 nM (!'ig. 50). ·In .. corresponding 1' 2-011 and O-nH 
fragrnm u fuDy shiñed at 350 and 435 nM H-NS (I' ig. Sil ). 
Thc~ data :sho...- lhat H-NS binding is f.wollred hy Ihe 
degree of cum,ture and iUUSIT3IC lhe (XiSI<~ICC of ñmlter H_ 
NS--binding site. upstm.m of lile DNA curvature cenl re . 

N; acomparison. !he 1'2 ff:lgm~llt ... ·,IS a l~1 1)'!iro by EMSA "ilh 
SlpA and LruO (!'ig. 5D, EJ. F2 shiñ,.¿ al 900 0.\1 ~tld l'2-nH 
al 1100 n!lo[ SlpA: both f"'gtl ... ~ltsshiñ,'¿ al 300 nM LeIlO. 

We Ita,'e pre,·iously des.::ribed an H-NS nucleal ion sil" in 
!he S· regulalory rtgion of ,mrpSl wilhin Ihe LeuO (11 ) 
bindins box (!'ig. 6A). Mulal ions in Ihi, nudealioll ,ile 
cause derep ..... sion of ompSI expr ... ,ion in lile ahscn,c of 
LeuO and a rNluction in the H-NS binding affinilY, and 
litiS si le showNl Ih~ highc-sl amnil)· 10 H-NS hy DNase 
IOotprin ling anal~is ([)c, la Cm>: ('t /l/., 20(7). Morro'~r, 
litis sil~ shows homology 10 Ihe H-NS nuck~lion ~ile fQr 
l~ proU sm~ (AATATATCGA ) ( lIouffuTligulI5 ('t /ll., 
20(7). [n conlrasl, mulalioos Ihroughoul Ihe [..euO (J) 
binding box (!'ig. 6A) did nOl ha'~ an efl"cct 00 0",,01 
"'PI,"""on in t~ ahscnc~ of LeuO. nor did Ihey remkr an 
a1t .... NI H- NS biooing ( [)c, la Cruz ('t /l/., 2007). T~sc 
obsel"''3tiom ar~ in agr~ment ";Ih Ihe expcrimml .hown 
in Fig. 68. w~r~ 50'm<"l" doublr-stranded oIigonudeotidc. 
...... mmpassing th~ LeuO ( JI ) or I~ [..ella (J ) regiol1s 
:showed ditTeremial blndlng tO H-NS. The l.roO (U) 
fragment wa.s bound hy H-NS and Ihe 1..e1l0 (1) fragmenl 
did nO! bind (!'ig. 68 ). MosI imponanlJy, lite l.cuO (1) 
fragment cornains tb.- - 151 and - OS r(sidlle. of Ihe 
ml""cd ",¡¡ion that wue nllllal(d 10 render eilher a 
10 .... ering (mI) or a resloT3lion (re ) of lite CI.rv-alure 
(l'ig. lb). Thus. th~ (urvro rq;ion sllIdicd did nO! 
<.-ncompa.s tI>< H·NS nud~at ion sit~. 

Th= <htaa", in accord .... ilh a nH)(k~ whtrt lile den:pre!Oiíon 
obser"oo .... ith lile pK0310-ml fusion (Fig. 2J í~ due 10 lile 
[o ........ ;ng of the affinily o( llles.e lWO sil"llCing proli.Íns by lile 
change in DNA curvalun: o( lile ompSI n:gulatory reglon, 
and ";¡h tlle notion lltal the Cffeo:l of lile illlroducoo 
mmalíons is ¡nden! 011 ¡]y DNA curvanlrc and nol on lhe 
aheration oflhe bindinS of H-NS 10 ilJ nudeatiol1 sile. 
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·ml a"Id .... , n lhe ¡:reoonce 01 cloood leuO on plasrrid pFM TrckuO·50 incLced wiln inc<eas n g concootrations oIIPTG. TOO 
pFMTrc! 2 vecto, pa .... id was n d..ded as control 
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Fig. 5. Eftecl 01 DNA c,"""al"'" on lI>e bind ing 01 H·N5. SI¡lA 8I">Ct leuO 10 o.,.,S 1. (Al Scl>emalic rep""",,\lalion 01 !he &' 

"""',.,,,,,, ,egdaloty ,egioo 01 on.,S 1, d"l'icting !he PI 8I">Ct P2 prunoten, 8I">Ct !he b indng s ites lo, OmpR. H·NS 8I">Ct LeuD. 
The Fl . F2 . Fa 8I">Ct F4 ¡,agmenl. used in pw>e1s B. e , D 8I">Ct E are sMwo. (B- E) EMSA. lo< loo binding 01 H-NS, SlpA lI""Id 
l evO 10 r.e F (wild ' lype) 8I">Ct me F-mt m.Aant fragment al dil""""1 pro\";o co.-.oenlfa\lons. 

DISCUSSION 

T c,,"cciption initi,tion i, Onl' or th~ mo,t c~~"'",~,, <tel" 
of gene expres;ion in bacteria. This proce", is mainly 
carried out by regulatory proteins lhal ipecifi,alJy recog­
nile lheir DNA targ('\' in a ",quence·<kpellden! é1,hion 

bas<d on the int ..... anions of the "'gubtory protein with the 
n"d~"ti,\,... . In ,""i,itm. it lu. h<.~" ,\~mon,t",te<l ,,,,, 
primary DNA .!Cquence i.i not the only recogni",d f .... ~tur~ 
in the genome for the tran!niption "'gulatory proCl~S: the 
DNA topology has be ... n soown to have a rel ... van! role in 
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M. A De la Cruz aOO olllefs 

A 

l..o (I) 

'-'"" (O) 

B l...o 1') louO IN) 

• 'lO "" __ • '" "'" _ _ ........ ,. ...... """ Fig . 6. Bind iog 01 H· NS 10 tI>e I'I'..deatÍOl\ &le 
aOO 10 tI>e lO""","" ~ion. (A,) Seq~ of tI>e 
50·...... douiJe'Slfanded o~onudeotides 

encomp .. "';ng !he levO (1) and leuO (1) 
bind ing boxes (oul ined by teetangles). Too 
cooronalet1 lo, tI>e up!lream nudeotides are 
Bhown; tI>e oode.1 ioe dep'clS tI>e H·NS nuc­
lea~on s~e (De la Cru> el si., 2007). (B) 
EMSA. lo, tI>e bn dng 01 H·NS 10 tI>e 5O·m", 
double· Blfanded 05l""'-"" tool ides. 

----
-----'-- -

gene regulalion (Ramani el /ll., 1992; Fakoni el al., 1993; 
Pérez-Martín el /ll., 19'14; Jáuregui el "l., 2003; Poo", & 
Mobky, 2003; Pro_da el /ll .. 2004; Oli"ares-7..avaleta el /ll .. 
2(06). Recently. [he role of DNA rurvllure ha, been 
,1; • .-",,~,I (oc ,¡". pmm"'~,,, or ,¡". ',,~;n ,,>ti el< N A!?,,,,,, ;" 
&uillus "",Ilr/",is and ~: eol~ respecti,'dy (Hadjifrnngi,kou 
& Koehler, 2008; Pul el ,,1 .. 20(8). For exar.rple, in [he ca,e 
of ,;r1', encooing an activator 01 [he AraCtXylS familiy, i[ 
was found tha[ the imrin,ic rurvature acl5 as a thermo­
.fu'ilCh, being Ranked by [WO H-NS-binding sites forming a 
r."res!K>r loop (PrO'l,..da el ,,1 .. 2004). A 5emnd example o f 
a curvalUre--d."endem [ranscriplion "'gulation ha~ been 
r."orted for [l>r E roIi ",,"pI' gene. wl>rre IHF hal been 
found [O bind up>lream of iu promoter, increasing the 
degree of DNA ,urvature. in a region rde,,,m for negative 
rC"gulation JI high O'lmolarity (ltamani el al., 1992). 

A ,ommon approach laken [O define [he role of rurved 
DNA r<"gion, in transeription r<"gnlation is ba,~d on .....-ial 
deletion, or replacemenl> of [he S' npstream regulatory 
region (COObc1[ el /ll., 1989; Fakoni el /ll., 1993; Asayama 
el /ll .. 2002; Kaji el /ll .. 2003; PrO'l5eda el /ll .. 20(4). Thi, 
procednre imrooocc. [he ""n,idc"rable ri~ of mooifying 
importam regions [ha[ might !lO[ h"'e be", characteri",d 
ye!. For ttú, reason , in onr .tudy we empl~yed a new alld 
more prea,.. approach that considers. in !he first in>lance. 
an j" sjljeo analysi' [O idemify [he ex[en[ of DNA rurvalUre 
at each positioll o( the "",pSI rt"gulatory ,egion. Thi, was 
foUowed by .i[e-<lirec1ed mntagenesi ~ on [WO sprcific 
nudrotid"" [hat redllce the extem of Cllrvalll'" (m[; Fig. 
lB). Since both DNA imrinsic (UrvalUre arxl protei 'l-DNA 
recognition are seqnence--d<l'enden[ evem,. changing thc 
DNA seqnence can alter bo[h intrinsic DNA CllrvalUre and 
the seqnence-dependen[ pro[ein binding. For thi, rea,on. 
onr study indllded [WO differt"flt and important imernal 
comrol .. Al; Ollr fir>l imernal comrol, we prrformoo si[e ­
di Il"Ctoo mlllage"""i, on the same two noc ltotide, as for mt 
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in order [O restore the rurv"",r~ (re; Fig. lB). h ii ",orth 
mentioning tha[ [h~ comp,,[er de,ign 01 Ollr mlltab",nesi, 
protocol pro"ided [h~ mini mal nllmber of changes in the 
DNA reglllatory region. In addilÍon, as Ollr "'""nd intcTnal 
con'eol, w~ <I<"mO" ,~e>lNI hy I'kiSA<, ,Iu' ,h~ H_NS 
nocleation .ite i, !lO[ pr"",nt on the DNA rt"gulatory 
region llSOO in Ollr poim mlltat'on analy,i, (l.enO (1) 
biOOing box; Fig. 6) . Thus, the OO,....-",,[ions r~ponoo hcTe 
are consisten! with the concep[ that the mect of these 
noc leolÍde changei on tl>r reglllation of "",pSI exp",ssion 
is d"e to [he lowering of [he DNA rurvature in [he rt-gion. 

Using the wild -trpr aOO the alormlentioned non-cnrvoo 
and rurved mlltagenized "",pSI regnlatory r~gion>, ",e 
oo[ainoo j" "ivoand j" ";Imt"\'iden,e thal_mppom the role 
o( a cnrvoo DNA srqnence in t~.e r."r~ssion o( o,,"pSI 
npression. Fir". Ollr theoreti"Uy predinoo <{fec tl of [he 
poim mUIa[ion [O diminish (nu ) and restore ( r~) [he 
intrinsi, Cllrvatllre of the o,,"pSI regnlalOry rt"gion ",ere 
"erified by PAGE mobility analysis a[ 4 ' C (Fig. 1). 
Secondly, Ollr EMSA exprrimenlS demom[["J[oo tha! [he 
affinity of H -NS for the regulator)" "'pon is diminishoo 
foUo",ing poim tTIlltagene,i, [ha[ lo",ers [he Cllrvatllre aOO 
[hat [here are H -NS binding .ite, llps[ream of !he H-NS 
nocleation centre (Fig. 5 J. In lnrth<"r '"ppon 01 thi, !lOtion, 
fragmem F4 ( - 114 [O + Z7), whi{h containl only [l>r H­
NS noclealÍon site aOO no funh<r llpstream se<jllences, 
indnding [he cnrvoo rt"gion , did not shift ",ith H -NS. 
Simi larly. StpA binding was r~du(ed for the non-cm'voo 
"",pSI regulatory region (Fig. SD) ~oo , interesti ngly, l.ellO 
affi ni [y waS !lOt affectOO b)' the exten[ of curva tllre (Fi g. SE). 
FinaDy. there ",aS a fivefold inuea¡e in the "",pSI activi[y 
as assa)"ed "üh a ¡",-Z r~porter fusion, llpon removal of 
cnrvature in pla,mid pR0310-m[ (Fig. 2) . Thi5 llPregllla­
[ion ¿fect ",as !lO[ obse rved in Ollr imernal control of 
Slraim carrying pla,mid pR0310-", ",i[h re>!oroo DNA 
cnrvature (I'ig. 2) . 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AU the ""ults >how that the curved rt'gion located at - 151 
to - 135 in the o",pSJ regubtory r<'gion participatel in the 
repression of o",pS I tran,uiption i nitiation. We prt'\'iously 
ac<:ounted for the repreS'lion of ompSI expreS'lion by the 
formation o( an H -NS nudrofilament ( De la Cruz N "l .• 
2007). The new finding' reported here now .';l.lpport a 
ONA-curvature-depen<km bridging modol that would 
a<:munt for full rrpression of o",pSI expression (Fig. 7Aj. 
where the mle of the eurvature would be to facilitate the 
formation of DNA-H -NS-DNA bridge! betwt",n down­
St ream and upstream site!;. Chmmatin organi7.ation by 
loop domain fonnation conduei,'~ to DNA bridging has 
bt-en d iscu,...-d previously in detail (Dam~ el al .. 1005. 
2006; Noom ef "l .. 2007; Dorman & Kane. 20(19). In the F­
mt fragment!;. where the <:urvatur~ ha, heenloweroo by two 
poim mutations. H-NS ,,,,uld ItiU be binding. albeit at 
lo .... "r ,(finity. and rould still <Cause some repre"ion of 
expression by the formation of a nudeofilamem-type 
strocture (Fig. 5H. C aOO 71l). 

Moreover. the enhaneement of l.euQ aai"ation upon 
removal or DNA cuC'o"ature (Fig. 4) i, consiSkTlt with our 
prt'\·iou. model of regubtion fur the o",pSI porin gene in 
which LruO act. as an amir.,,,,.".,or of H-NS and StpA (De 
la Cruz ef "l.. 2(07), and where ehang~' in DNA stru<:tural 
topology al", alfect rep",.sion. H-NS ha, be~Tl proposed to 
selectively , ilence a great number of Ilorizontally a<:<¡uired 
genes (I.uechini ef "l .. 2006; Na'"arre ef "l .. 2006j and al!o 
to aet a, a modulator of environnKTltally regulated gene 
expression (Atlung & Ingmer. 1997). H-NS modulat.,,; 
other important biological p rocesses . sum ... DNA 
rerombination. DNA replieation aOO organization of the 

, 

rI 111 11 I 
-100 -XI .. 

IIHI OmpR binding bo ..... , 

+1 o""SI 

m' 
F ig. 1. DNA c.xval"," ar.::I the bind ing 01 H-NS 10 !he ompS1 
feg.hIOt~ regioo. (A) Currenl model, wt.ich itwoIves tOO lonnaloo 

01 a DNA-c.xva u ",·medated bridge Slr<.<;l"'" lhal patlicipales in 
tho '~f'«'""on 04 ompSl Co1'"",<>on ;n tho w ild-'ype. (8) 
Dimiooti<:w> 01 !he DNA ",""ValLK" in tOO mi m.Mt\1 woojd IlMILK 

Ihe fOtmation 01 an H· NS "'-'Cloof ilamool, ~ H· NS binds lo 
DNA w ith Iow ... alfr, ily. 

Raje 01 DNA COfvature in cmpSl '''9~aion 

ba<:teriaJ ehmmosome (l'érez · Martín ef "l .. 1994; jáuregui 
ef "l .• 2003 ). 
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6.3 Los sistemas de dos componentes EnvZ-OmpR y Cpx A-CpxR regulan 

diferencialmente los promotores de ompS1 

 

OmpR regula positivamente la expresión de ompS1 actuando como un 

activador transcripcional que interactúa con la RNA polimerasa. OmpR modula la 

expresión de ompS1 determinando el uso de los promotores: OmpR regula 

positivamente a P1 y negativamente a P2 (Oropeza et al., 1999; Flores-Valdez et al., 

2003; De la Cruz et al., 2007). OmpR es el regulador de respuesta de un sistema de 

dos componentes que forma con EnvZ (Russo and Silhavy, 1991). EnvZ es una 

histidín cinasa que se autofosforila y transfiere su grupo fosfato a OmpR (OmpR-P) en 

el residuo aspártico 55 (Forst and Inouye, 1988; Mizuno and Mizushima, 1990; Pratt et 

al., 1996). En este trabajo evaluamos el efecto de la fosforilación de OmpR sobre la 

regulación de ambos promotores de ompS1 y analizamos el papel de CpxR (un nuevo 

regulador) sobre la actividad del promotor P2. 

  

El estado de fosforilación de OmpR, regula diferenc ialmente los 

promotores de ompS1. Decidimos evaluar el efecto de OmpR-P sobre la actividad de 

ompS1. Para esto, usamos dos plásmidos: pFM2000 y pFVD55A. El plásmido 

pFM2000 codifica para una proteína OmpR silvestre y pFVD55A codifica para la 

proteína OmpR con una mutación puntual en el aspártico 55 (D55A). Para evaluar la 

funcionalidad de nuestro plásmidos usamos la fusión traduccional ompC-lacZ que es 

estrictamente dependiente de OmpR-P. Evaluamos el efecto de ompC en el fondo 

silvestre (IMSS-1) y mutante ompR (IMSS-40) de S. Typhi. En el fondo silvestre se 

observó la expresión de ompC, no así, en la mutante ompR la actividad se apagó (Fig. 

14A). Cuando esta mutante fue complementada con pFM2000, la expresión de ompC 

se restableció comparada a la silvestre. Contrariamente, cuando en esta mutante se 

introdujo el plásmido pFVD55A, la expresión de ompC no se restableció y tuvo el 

mismo perfil que la mutante ompR (Fig. 14A). Estos datos confirman la dependencia 

de ompC sobre OmpR-P y la funcionalidad de nuestros plásmidos.  

Analizamos la expresión de ompS1 usando la fusión pRO88 que carece de los 

elementos de regulación negativa y contiene las regiones de regulación positiva 

mediados por OmpR. En el fondo silvestre la expresión de pRO88 fue alta, mientras 

que en la ausencia de OmpR la expresión de la fusión fue reducida a la mitad (Fig. 

14A). Cuando la mutante ompR se complementó con pFM2000 la expresión fue 

restablecida comparada a la silvestre y con la introducción del plásmido pFVD55A la 

actividad no restituyó los máximos niveles (Fig. 14A).  



 

Para analizar detalladamente el efecto de OmpR-P sobre la actividad de los 

dos promotores de ompS1 realizamos experimentos de Primer Extensión usando RNA 

de ompS1 proveniente del plásmido pRO88. En el fondo silvestre, la expresión de 

ompS1 se originó a partir de P1 (Fig. 14B). En ausencia de OmpR, la expresión fue 

dependiente de P2 (Fig. 14B). Cuando esta mutante se complementó con pFM2000, la 

expresión de ompS1 volvió a ser dependiente de P1; contrariamente con pFVD55A la 

expresión fue dependiente de P2 (Fig. 14B). Estos datos indicaron que el estado de 

fosforilación de OmpR reguló diferencialmente ambos promotores de ompS1. OmpR-P 

reguló positivamente a P1 y negativamente a P2, en otras palabras la actividad de P1 

es dependiente de OmpR fosforilado, mientras que P2 es activo solamente cuando 

OmpR no está fosforilado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
 
 
 
  
 
 
 
 

La fosforilación de OmpR aumenta dramáticamente la afinidad de unión a 

la región promotora de ompS1. Debido a que el estado de fosforilación de OmpR 

determinó la regulación diferencial de los promotores de ompS1, decidimos evaluar el 

efecto de la fosforilación de OmpR sobre la unión al DNA. Para esto se hicieron 

ensayos de anisotropía de fluorescencia donde se marcaron oligonucléotidos 

complementarios de doble cadena con fluoresceína y se observó el cambio en la 

fluorescencia al unirse la proteína al DNA. Estos oligonucleotidos de 71 pb abarcan la 

región promotora de ompS1. La proteína OmpR se incubó con acetil-fosfato para 

generar OmpR-P. OmpR y OmpR-P se incubaron con el DNA y se midieron las 

afinidades relativas (Fig. 15). La constante de disociación para la unión de OmpR 

Fig. 14. OmpR-P regula diferencialmente ambos promo tores de ompS1. A) Ensayos de β-galactosidasa 
fueron evaluados con la fusión ompC-lacZ y ompS1-lacZ. En el fondo silvestre de S. Typhi (IMSS-1) y mutante 
ompR (IMSS-40) complementadas con OmpR wt (pFM2000) y OmpR mutante en el sitio de fosforilación 
(pFVD55A). B) Ensayo de primer extensión para detectar el inicio de la transcripción usando RNA de ompS1 
proveniente de la fusión pRO88 en el fondo silvestre de S. Typhi (IMSS-1) y mutante ompR (IMSS-40) 
complementadas con OmpR wt (pFM2000) y OmpR mutante en el sitio de fosforilación (pFVD55A) 

A B 



 

sobre ompS1 fue de 157.3 nM. Cuando OmpR se fosforiló, la constante de disociación 

fue de 2.2 nM (Fig. 15). Lo anterior nos indicó que OmpR-P era 72 veces más afín a la 

región promotora de ompS1 que OmpR; esta afinidad era mayor a lo reportado para 

los genes ompC y ompF (Head et al., 1999). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

EnvZ es la principal cinasa que fosforila a OmpR pa ra la regulación 

diferencial de ambos promotores de ompS1. EnvZ fosforila a OmpR. Sin embargo, 

se ha reportado que pequeñas moléculas como el acetil-fosfato pueden servir como 

donadores de fosfato y fosforilar a OmpR independientemente de EnvZ (Hsing and 

Silhavy 1997; Matsubara and Mizuno 1999; Bang et al., 2000). Para determinar si la 

forma fosforilada de OmpR era dependiente de la actividad cinasa de EnvZ, 

evaluamos la expresión de ompS1 (pRO88) en un fondo mutante ompB (ompR-envZ) 

(IMSS-81), en donde EnvZ y OmpR están ausentes. La expresión de ompS1 en la 

mutante ompB disminuyó a la mitad y fue similar al efecto visto con la mutante ompR 

(Fig. 16A). Cuando el plásmido pFM2000 complementó a la mutante ompR, la 

expresión de ompS1 no se restableció como la silvestre (Fig. 16A).  

Se realizaron ensayos de PE para analizar la actividad de los promotores de 

ompS1 en ausencia de OmpR y EnvZ (Fig. 16B). En un fondo mutante ompB, la 

Fig. 15. OmpR -P tiene mayor afinidad a la región promotora de ompS1 que OmpR.  Experimentos de 
anisotropía de fluorescencia determinando las constantes de disociación de OmpR y OmpR-P sobre la región 
promotora de ompS1. Se muestran las constantes de disociación de OmpR y OmpR-P sobre ompS1 y se compara 
con lo reportado para ompC y ompF  



 

expresión de ompS1 fue dependiente de P2. Aun cuando esta mutante llevó el 

plásmido pFM2000, no fue capaz de complementar la actividad con respecto a la 

silvestre (Fig. 16B).Esto nos indicaba que EnvZ se requiere como la principal cinasa 

que fosforila a OmpR, ya que en ausencia de ésta, la expresión del promotor P1 que 

es dependiente de OmpR-P se abatió, mientras que el promotor P2 se activó, ya que 

se expresó en ausencia de OmpR-P. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
  
 
 
 

CpxR regula positivamente la expresión del promotor  P2 en ausencia de 

OmpR-P. CpxR es un regulador de respuesta que junto a CpxA forma un sistema de 

dos componentes de transducción de señales. Se ha descrito que el sistema CpxRA 

co-regula muchos genes con OmpR, por ejemplo el caso de los genes de porinas 

ompC y ompF (Batchelor et al., 2005). Para analizar el probable papel de CpxR, 

analizamos la expresión de ompS1 en un fondo ∆cpxR y ∆ompR ∆cpxR usando la 

fusión pRO88. En una mutante ∆cpxR la expresión de ompS1 fue similar a la cepa 

silvestre, sin embargo, en la doble mutante ∆ompR ∆cpxR la expresión de ompS1 

disminuyó  significativamente comparada a la mutante sencilla ∆ompR (Fig. 17A). Para 

corroborar dicho efecto, se usó la fusión pRO310 que contiene todos los elementos de 

regulación, tanto positivos como negativos para el control de ompS1. Debido a que 

esta fusión tiene niveles de expresión muy bajos, se indujo el regulador LeuO, el cual 

antagoniza el efecto represor de H-NS y StpA sobre ompS1 (De la Cruz et al., 2007). 

Como se observó para la fusión pRO88, en ausencia de CpxR los niveles de expresión 

de pRO310 fueron similares a la cepa silvestre (~25,000 U), indicando que la ausencia 

Fig. 16. En ausencia de EnvZ, l a expresión de ompS1 depende del promotor P2 independientemente de OmpR . 
A) Experimentos de β-galactosidada con la fusión ompS1-lacZ en mutantes ompR (IMSS-40) y ompB (ompR-envZ) 
(IMSS-81) complementadas con OmpR wt (pFM2000) y OmpR mutante en el sitio de fosforilación (pFVD55A). B) 
Ensayo de primer extensión para detectar el inicio de la transcripción usando RNA de ompS1 proveniente de la fusión 
pRO88 fondo mutante ompR (IMSS-40) y mutante ompB (IMSS-81) complementadas con OmpR wt (pFM2000) y 
OmpR mutante en el sitio de fosforilación (pFVD55A). 



 

de CpxR no afecta la expresión de ompS1. En la doble mutante ∆ompR ∆cpxR  los 

niveles de la fusión pRO310 fueron más bajos comparados a la mutante ∆ompR (Fig. 

17B). Haciendo preparaciones de proteínas de membrana externa induciendo el 

regulador LeuO, la porina OmpS1 fue casi indetectable en su expresión cromosomal 

en un fondo ∆ompR ∆cpxR (Fig. 17C), de acuerdo a los datos de las fusiones 

reporteras. Con base a lo anterior, se analizó el efecto de CpxR sobre los promotores 

de ompS1. La ausencia de CpxR no alteró el uso de los promotores, donde la 

expresión de ompS1 fue dependiente del promotor P1, debido a la presencia de 

OmpR-P. En una mutante ∆ompR, la expresión de ompS1 proviene del promotor P2, 

sin embargo, en una doble mutante ∆ompR ∆cpxR la actividad del promotor P2 

desapareció (Fig. 17D). Estos datos indican fuertemente que CpxR positivamente 

reguló la expresión de ompS1, activando el promotor P2 en ausencia de OmpR-P. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17. CpxR junto con OmpR regulan po sitivamente la 
expresión de ompS1. Experimentos de β-galactosidada con la 
fusión pRO88 (A) o pRO310 (B) sin y con LeuO inducido 
(pFMTrcleuO-50 100 µM IPTG) en varios fondos genéticos: wt, 
∆ompR (IMSS-40), ∆cpxR (IMSS-50) y ∆ompR ∆cpxR (IMSS-
60). C) Preparación de proteínas de membrana externa en 
varios fondos genéticos: wt, ∆ompR, ∆cpxR y ∆ompR ∆cpxR. 
D) Ensayo de “primer extensión” para detectar el inicio de la 
transcripción usando RNA de ompS1 proveniente de su 
expresión cromosomal en varios fondos genéticos: wt, ∆ompR, 
∆cpxR y ∆ompR ∆cpxR bajo la inducción de LeuO. 
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 CpxR regula directamente la expresión de ompS1. CpxR activa el 

promotor P2 de ompS1. Usando la secuencia consenso de DNA reportada a la que se 

une CpxR en E. coli (De Wulf et al., 2002), encontramos un sitio de unión probable 

entre las cajas II y III de unión a OmpR. Para determinar si CpxR se unía directamente 

a la región reguladora de ompS1, se realizaron ensayos tipo EMSA. La proteína CpxR 

se purificó e incubó con el fragmento F1 (-310 a +27). En presencia de CpxR, el 

fragmento F1 se retardó completamente a 200 nM (Fig. 18A). Para determinar 

cuantitativamente la afinidad de unión de CpxR hacia la región promotora de ompS1 

se diseñaron experimentos tipo ELISA. Usamos oligonucléotidos (66 nt) de doble 

cadena que comprendió la región promotora de ompS1 incluyendo el sitio de unión 

probable para CpxR. Agregando cantidades crecientes de CpxR, fue determinada una 

Kd aparente de 67.5 nM (Fig. 18B). Estos datos indicaron que CpxR directamente se 

unió a la región reguladora de ompS1 activando el promotor P2.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

A B 

Fig. 18. CpxR se une directamente a la región regul adora de ompS1. A) Experimentos tipo EMSA usando el 
fragmento F1 que comprende la región reguladora de ompS1 (-310 a +27) con diferentes cantidades de la 
proteína His6-CpxR-GFP. B) Experimentos tipo ELISA determinando cuantitativamente de la afinidad de unión de 
CpxR sobre la región promotora de ompS1.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 19. Modelo regulatorio del gen ompS1 en Salmonella. H-NS/StpA reprimen la expresión de ompS1 
formando una estructura tipo horquilla, donde la curvatura intrínseca del DNA favorece dicha estructura 
represora. Además, H-NS/StpA pueden extenderse formando un nucleofilamento silenciando los promotores 
de ompS1 (P1 y P2). LeuO actúa como un antagonista de H-NS y StpA, compitiendo por un sitio en el DNA 
(rectángulo blanco), desestabilizando el complejo nucleorepresor y desplazándolos de la región reguladora de 
ompS1. Cuando H-NS/StpA son desplazados por LeuO, OmpR-P se une a la región promotora de ompS1 
activando el promotor P1 y por sobreposición reprime al promotor P2. En ausencia de OmpR-P, el promotor P2 
es activado por CpxR-P. 



 

7. DISCUSIÓN 

 

La porina OmpS1 es homóloga a las porinas mayoritarias OmpC/OmpF. Sin 

embargo, a diferencia de éstas, la expresión de ompS1 es quiescente. Trabajos 

anteriores realizados en el laboratorio indicaron dos conceptos muy importantes: los 

bajos niveles de expresión están mediados por secuencias en cis donde H-NS reprime 

directamente y, la expresión de ompS1 se activó por dos promotores controlados por 

OmpR (Oropeza et al., 1999; Flores-Valdez et al., 2003). A pesar de que H-NS 

silenciaba la expresión de ompS1, una mutante STYhns99 no desreprimió 

completamente la expresión de la fusión pRO310 (fusión mas larga) comparada la 

fusión pRO88 (fusión que carece de los elementos de regulación negativa) sugiriendo 

la presencia de otro represor que actuaba en ausencia de H-NS. La proteína H-NS 

pertenece a un grupo denominadas nucleoides por: su abundancia en la célula, sus 

efectos pleiotrópicos y su papel en estructurar el cromosoma bacteriano. Dentro de 

este grupo se encuentra la proteína StpA cuya expresión es relativamente baja 

comparada a la proteína H-NS. Los principales fenotipos asociados a StpA se habían 

descritos en ausencia de H-NS. En E. coli uropatógena, el perfil transcriptómico en una 

doble mutante hns stpA  fue diferente a la mutante sencilla hns, donde la mutante 

sencilla stpA no mostró algún fenotipo sobre estos genes (Müller et al., 2006). En E. 

coli enterotoxigénica, la ausencia de H-NS y StpA desreprimió más la expresión del 

sistema de secreción tipo II comparada a la ausencia de H-NS solamente (Yang et al., 

2007).  

En términos de la regulación de ompS1, nuestra hipótesis indicaba que otro 

regulador negativo reprimía su expresión. Concretamente encontramos que StpA 

reguló negativamente la expresión de ompS1 en una mutante hns, indicando que en 

este caso al igual que los anteriores, StpA actúa como un soporte molecular de H-NS 

(De la Cruz et al., 2007). Un trabajo reciente mostró que StpA si tiene un efecto en 

presencia de H-NS controlando la expresión de un grupo de genes en S. Typhimurium, 

que son reprimidos por H-NS y predominantemente están bajo el control positivo de 

RpoS, CRP y PhoP, principalmente en la fase logarítmica de crecimiento. La expresión 

de stpA respondió a cambios en los niveles de glucosa en la célula por lo que estos 

últimos hallazgos hacen ver a StpA como un regulador involucrado en el flujo de 

nutrientes (Lucchini et al., 2009).   

 En términos de reguladores positivos que activaran la expresión de ompS1, 

OmpR era la única proteína descrita (Oropeza et al., 1999). Sin embargo, a pesar que 

OmpR está presente en la célula, los niveles de expresión de ompS1 son muy bajos y 

no se puede detectar en una preparación de proteínas de membrana externa a 



 

comparación de las porinas OmpC/OmpF. Debido a que H-NS/StpA fuertemente 

silencian la expresión de ompS1, un probable antagonista debía de funcionar en la 

célula para contrarrestar la represión ejercida por esas proteínas nucleoides. LeuO es 

un regulador de la familia LysR que había sido reportado como un antagonista de H-

NS en la autorregulación de leuO (Chen et al., 2001; 2003; Chen and Wu, 2005)  y en 

la desrepresión del operon bgl (Ueguchi et al., 1998). En nuestro grupo se encontró 

que LeuO junto con OmpR activaba la expresión de ompS2, un gen que codifica para 

otra porina quiescente (Fernández-Mora et al., 2004). Cuando LeuO se indujo, 

desreprimió completamente los niveles de expresión de ompS1. Este efecto 

desrepresor es dependiente de la concentración: bajos niveles de LeuO activaron la 

expresión de ompS2 mientra que ompS1 fue reprimido, y altos niveles de LeuO 

reprimieron ompS2 y activaron la expresión de ompS1 (De la Cruz et al., 2007). Esta 

expresión diferencial sería similar a la regulación recíproca de OmpC y OmpF mediada 

por lo niveles de OmpR-P. Los datos generados en este aspecto sirvieron como base 

para el análisis proteómico del regulón LeuO en S. Typhi, donde además de OmpS1 y 

OmpS2, se encontraron 2 nuevas proteínas inducidas (AssT, STY3070) y 3 reprimidas 

(OmpX, Tpx y STY1978) (Hernández-Lucas et al., 2008). Donde la función de estos 

genes no está relacionada, fue propuesto a LeuO como un regulador global en S. 

Typhi. Recientemente se reportó en E. coli, que LeuO controla la expresión de genes 

involucrados en resistencia a drogas sulfa (Shimada et al., 2009). Estos datos 

empiezan a elucidar el importante papel de LeuO en la fisiología y patogénesis 

bacteriana.   

 Estas observaciones estaban a favor de la hipótesis planteada donde la célula 

tiene un programa de desrepresión sobre el gen ompS1. En términos de la regulación 

positiva de LeuO sobre ompS1, encontramos que este regulador tipo LysR actuó como 

antagonista de las proteínas nucleoides H-NS y StpA. LeuO desreprimió los dos 

promotores de ompS1 (De la Cruz et al., 2007), corroborando su efecto antagonista 

porque ya había sido descrito que ambos promotores eran silenciados por H-NS 

(Flores-Valdez et al., 2007). Haciendo un análisis detallado del papel silenciador de H-

NS sobre la expresión de ompS1, encontramos dos regiones que eran necesarias para 

su unión. Una de esas regiones se encontraba alrededor de la caja IV de unión a 

OmpR, donde la remoción de esta zona en fusión pRO310 incrementaba 

significativamente la expresión de ompS1 (Oropeza et al., 1999). En esta región fue 

localizado un sitio de nucleación de H-NS donde se encontró una secuencia 

(AATATATCGA) que ha sido reportada como consenso para H-NS (Fig. 7; 

Bouffartigues et al., 2007; Lang et al., 2007). Interesantemente, LeuO se unió entre -

137 a -96 en dos cajas: LeuO I (-134 a -125) y LeuO II (-113 a -99) (De la Cruz et al., 



 

2007). El sitio LeuO II se sobrepone al  sitio de nucleación ubicado de -104 a -110. 

Mediante ensayos de EMSA competitivo, LeuO desplazó a H-NS y StpA de la región 

reguladora de ompS1 (De la Cruz et al., 2007). Estos datos apuntan a un mecanismo 

donde LeuO contrarrestó la represión ejercida por H-NS compitiendo por un sitio en la 

región reguladora de ompS1 donde ambos se sobrepusieron (LeuO II/sitio de 

nucleación de H-NS). LeuO actuó solamente como un desrepresor permitiendo que 

OmpR, un activador transcripcional clásico, activara la expresión de ompS1 (De la 

Cruz et al., 2007). Este mecanismo de regulación contrastó con el modelo donde LeuO 

bloqueaba físicamente el progreso de H-NS en la autorregulación de leuO (Fig. 9; 

Chen et al., 2001; 2003; Chen and Wu, 2005). Este nuevo modelo abría una nueva 

perspectiva de los diferentes mecanismos de acción que puede usar LeuO para 

contrarrestar la represión ejercida por H-NS. Este nuevo mecanismo sería similar a lo 

reportado para otros antagonistas de H-NS, como es el caso de Ler, RovA y VirB 

(Bustamante et al., 2001; Heroven et al., 2004; Tuner and Dorman, 2007). A pesar que 

se ha descrito que el ppGpp y el ayuno estimulan la expresión de leuO usando el 

promotor pleu-500 en un sistema reportero plasmídico (Fang and Wu, 1998; Fang et 

al., 2000; Majumder et al., 2001), aún no es claro que señales ambientales estimulan 

su expresión en un contexto cromosomal, y si existe alguna molécula que esté 

presente en el hospedero que induzca su actividad transcripcional, ya que se ha 

descrito que el gen leuO participa en la patogénesis de Salmonella (Tenor et al., 2004; 

Lawley et al., 2006; Rodríguez-Morales et al., 2006; Chaudhuri et al., 2009).   

 Además del papel de reguladores transcripcionales, se ha reportado que la 

curvatura intrínseca del DNA controla la expresión de ciertos genes favoreciendo la 

unión de activadores o represores transcripcionales a las regiones reguladoras. En el 

caso especifico de H-NS, regiones con curvaturas intrínsecas en el DNA favorecen la 

formación de estructuras tipo puente, donde se forman horquillas represoras 

silenciando los promotores (Fig. 8; Noom et al., 2007; Dorman and Kane, 2009). Un 

ejemplo clásico del papel de la curvatura sobre la regulación de genes de virulencia, 

es el caso del gen virF, que codifica para un regulador transcripcional involucrado en la 

patogénesis de Shigella flexneri donde la curvatura funcionó como un termosensor, 

permitiendo la represión de H-NS a bajas temperaturas (Prosseda et al., 2004). Para 

ompS1, encontramos que la represión ejercida por H-NS sobre el gen es favorecida 

por la presencia de curvatura intrínseca localizada de -151 a-135 con respecto a P1, 

donde existen zonas de unión a H-NS tanto corriente arriba como corriente abajo 

permitiendo la formación de una estructura tipo puente u horquilla represora (Fig. 8 y 

19; De la Cruz et al., 2009). La disminución de la curvatura intrínseca en esta zona 

(mt) tuvo un efecto desrepresor en la expresión de ompS1, no permitiendo que H-NS 



 

se uniera con la misma afinidad comparada a la región que presentaba curvatura 

intrínseca (wt) (De la Cruz et al., 2009). Estos datos apuntan a un modelo complejo, 

donde son necesarias tanto interacciones transcripcionales proteína-DNA como 

elementos intrínsecos dados por la secuencia nucleotídica de la región reguladora de 

ompS1 (Fig. 19). 

 El control de la expresión de ompS1 está bajo el control de dos promotores: P1 

y P2. Analizando el papel de la fosforilación de OmpR se encontró que OmpR-P 

activaba la expresión del promotor P1 y reprimía la actividad del promotor P2 (Fig. 15). 

La fosforilación de OmpR incrementó dramáticamente su afinidad de unión a DNA a la 

región promotora de ompS1 (72 veces) (Fig. 16). La fosforilación de OmpR fue 

dependiente de la presencia de EnvZ, la cinasa que fosforila a OmpR para la 

regulación diferencial de ambos promotores de ompS1 (Fig. 17). En términos del 

control transcripcional del promotor P2, sólo había sido reportado que OmpR-P lo 

regulaba negativamente. La hipótesis planteada en este trabajo establecía que el 

promotor P2 de ompS1 estaría bajo el control positivo de otro regulador diferente a 

OmpR. CpxR que junto a CpxA forma un sistema de dos componentes involucrado en 

la respuesta bacteriana hacia el estrés en la envoltura celular, reguló positivamente la 

expresión del promotor P2 de ompS1, estando en línea a la hipótesis planteada. La 

regulación mediada por CpxR sobre el promotor P2 fue en ausencia de OmpR, donde 

CpxR actuó como un soporte transcripcional para mantener la expresión ompS1 vía 

P2 (Fig. 18). CpxR se unió directamente a la región reguladora de ompS1 

encontrándose una constante de disociación aparente de 65 nM (Fig. 19). En términos 

de sitio consenso para CpxR en E. coli (GTAAA-N5-GTAAA) (De Wulf et al., 2005), se 

encontró una secuencia GAAAC-AAATT-GAAAT ubicada entre las cajas III y II de 

unión a OmpR. Esta sobreposición  de OmpR y CpxR sobre el DNA también fue 

encontrada para los genes de porinas ompC/ompF (Batchelor et al., 2005). El sitio de 

CpxR sobre ompS1 es homólogo al sitio putativo encontrado para el operón csgBAC 

(GTAAA-AAATT-GTCCA) que es regulado por CpxR (Prigent-Combaret et al., 2001; 

De Wulf et al., 2005). Además de  regular los genes de porinas, OmpR y CpxR 

parecen co-regular varios genes como nanC, csgD, inv y ssrAB (Condemine et al., 

2005; Jubelin et al., 2005; Carlsson et al., 2007; Brzosteck et al., 2007; De la Cruz et 

al., datos no publicados). Estos datos podrían indicar que estos reguladores 

evolutivamente se han seleccionado para funcionar sobre blancos comunes, como es 

el caso de ompS1.  

 Probablemente el uso de ambos promotores de ompS1 responda a diferentes 

nichos ecológicos de Salmonella. Los sistemas de dos componentes EnvZ-OmpR y 

CpxA-CpxR son reguladores involucrados en la virulencia de Salmonella enterica 



 

(Dorman et al., 1989; Humphreys et al., 2004). En patogénesis, OmpR-P además de 

regular el repertorio de porinas, activa la expresión de SPI-2 vía ssrAB, confiriendo a 

Salmonella enterica la capacidad de sobrevivir y replicarse dentro de los macrófagos 

(Lee et al., 2000; Hansen-Wester and Hensel 2003; Waterman and Holden 2003). El 

promotor P1 de ompS1 sería activo en esas condiciones donde OmpR-P activa este 

promotor. La activación de P1 dentro del macrófago está de acuerdo con datos que 

muestran la expresión de ompS1 dentro del ratón (Lawley et al., 2006). El sistema Cpx 

ha sido involucrado en la regulación de SPI-1 (Nakayama et al., 2003), requerida para 

invadir células epiteliales. En este aspecto, una mutante ompS1 muestra una 

virulencia atenuada, principalmente por vía oral en el modelo del ratón (Rodríguez-

Morales et al., 2006), donde probablemente el promotor P2 actuaría en condiciones 

extracelulares como es el caso de la invasión, donde OmpR-P no es requerido. Otra 

hipótesis involucraría a P2 en algunas condiciones ambientales como vida libre (suelo 

o agua) donde OmpR no estuviese fosforilado permitiendo la actividad de este 

promotor. 

 Estos conceptos indicarían que el promotor P2 actúa como un soporte 

transcripcional para P1, donde en la ausencia de OmpR-P, S. Typhi hace uso de un 

segundo promotor a diferencia de ompC y ompF que son estrictamente dependientes 

de OmpR-P. Este sistema muestra los mecanismos transcripcionales usados por 

Salmonella para mantener el repertorio de porinas (De la Cruz and Calva 2010), como 

es el caso de la expresión de OmpS1 mediada por CpxR aún en ausencia del 

regulador maestro  OmpR-P. 

En conclusión, el trabajo de esta tesis ilustra la complejidad de la regulación 

genética de las porinas, en particular de una porina quiescente como lo es OmpS1 

(Fig. 19), y sirve de base para el estudio de nuevas preguntas sobre los mecanismos 

de activación y represión transcripcional de las porinas. Algunas de estas preguntas y 

temas de estudio a futuro se han ilustrado en nuestra reciente revisión (De la Cruz and 

Calva 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8. CONCLUSIONES 

 

Durante mi formación doctoral trabajando con la regulación del gen de porina ompS1 

en S. Typhi, se obtuvieron las siguientes conclusiones: 

 

• StpA reprimió directamente la expresión de ompS1 en un fondo mutante hns. 

• LeuO actuó como un antagonista de H-NS/StpA desreprimiendo la expresión 

de ompS1. 

• LeuO se unió alrededor de la caja IV de unión a OmpR, sobreponiéndose a  un 

sitio de nucleación para H-NS. 

• LeuO desplazó a H-NS/StpA de la región reguladora de ompS1 y no bloqueó 

físicamente el progreso de H-NS. 

• La curvatura intrínseca localizada entre -151 a -135 participó en la represión  

transcripcional de ompS1. 

• La curvatura intrínseca permite la formación de una horquilla represora 

conformada por  complejos H-NS-DNA-H-NS, entre el sitio de nucleación 

localizado alrededor de la caja IV de unión a OmpR y secuencias arriba del 

centro de la curvatura. 

• La fosforilación de OmpR determina el uso de los promotores de ompS1: 

OmpR-P activó y reprimió a P1 y P2, respectivamente. 

• La fosforilación de OmpR incrementó dramáticamente (72 veces) su afinidad a 

la región promotora de ompS1.  

• CpxR activó el promotor P2 en ausencia de OmpR-P, uniéndose directamente 

a la región promotora de ompS1. 

 

La mayor parte de los datos arriba mencionados se publicaron en dos artículos (De 

la Cruz et al., 2007, 2009); y el remanente se encuentran en un manuscrito en 

preparación y se detallan en el texto de esta tesis. Estas conclusiones son 

esquematizadas en el modelo mostrado en la figura 19. Adicionalmente, se publicó un 

artículo de revisión sobre la regulación de la expresión genética de las porinas (De la 

Cruz and Calva, 2010). 

 

 

 

 

 



9. PERSPECTIVAS 

 

Este trabajo aportó un modelo de regulación novedoso en el área y detalló 

mecanismos moleculares que controlan la expresión de ompS1. Sin embargo, en este 

trabajo se generaron las siguientes perspectivas: 

 

• Con respecto al papel de la curvatura intrínseca sobre la regulación de ompS1, 

evaluar el papel de curvaturas intrínsecas localizadas hacia el 5’ que 

presentaron valores mucho más altos que la analizada en el presente estudio. 

 

• Analizar el papel de ambos promotores de ompS1, evaluando condiciones 

ambientales que favorezcan la expresión de P1 y de P2, como osmolaridad, 

pH, tensión de oxígeno, medio de cultivo, analizando asimismo la estabilidad 

de cada mRNA. 

 

• Mutagenizar cromosomalmente las cajas -10 ó -35 que inhiban la expresión de 

P1 y no de P2, y viceversa; evaluando estas construcciones en el modelo del 

ratón a fin de determinar el papel in vivo de P1 y de P2. 

 

• Evaluar el papel del superenrrollamiento negativo del DNA mediado por las 

proteínas Fis y Topoisomerasa II. 
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