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. Resumen

Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) es una bacteria patdgena
para humanos y animales, que puede producir una infeccion intestinal localizada, la cual
genera diarrea, 0 una infeccién sistémica. La mayoria de sus genes de virulencia se encuentran
en regiones especificas de su genoma, denominadas SPIs (Salmonella Pathogenicity Islands),
siendo las més estudiadas SPI-1 y SPI-2. SPI-1 contiene genes necesarios para que Salmonella
pueda invadir las células del epitelio intestinal del hospedador, mientras que SPI-2 contiene
genes requeridos para su sobrevivencia y replicacion intracelular. La expresion de los genes de
SPI-1 y SPI-2 esta altamente regulada. HilA, codificado en SPI-1, induce la expresion de los
genes de esta isla, mientras que los genes de SPI-2 son regulados por SsrA/B, un sistema de
dos componentes, también codificado en SPI-2. La expresion de HilA y SsrA/B esta
controlada, a su vez, por una cascada reguladora que involucra al sistema de dos componentes
BarA/SirA y a dos RNAs no traducidos, CsrB y CsrC, codificados fuera de las SPIs, que
controlan positivamente la expresion del regulador HilD, codificado en SPI-1. HilD induce
directamente la expresion de HilA (SPI-1) y SsrA/B (SPI-2) en diferentes etapas del
crecimiento de Salmonella en el medio de cultivo Luria-Bertani (LB), con lo que establece una
comunicacion a nivel transcripcional entre SPI-1 y SPI-2. Los genes de SPI-1 se expresan en la
fase temprana de crecimiento estacionario, mientras que los genes de SPI-2 lo hacen en la fase
estacionaria tardia, donde la expresion de los genes de SPI-1 es reprimida.

Para investigar méas acerca de los mecanismos moleculares que regulan esta expresion
diferencial de los genes de SPI-1y SPI-2, en este trabajo analizamos la expresion de los genes
que conforman la cascada de regulacion de SPI-1 y SPI-2, en diferentes fases del crecimiento
de S. Typhimurium en LB, asi como en diferentes fondos genéticos de esta bacteria, mediante
fusiones transcripcionales al gen reportero cat, RT-PCR en tiempo real y ensayos de Western
blot.

Nuestros resultados mostraron que la expresion de los genes sirA, barA, csrB, csrC,
hilD, hilA e invF se induce en la fase temprana de crecimiento estacionario en LB. Sin
embargo, la induccién de los genes de SPI-1 (hilD, hilA e invF) en esta etapa del crecimiento
parece estar mediada principalmente por la respuesta a la escasez de nutrientes, controlada por

la molécula ppGpp y no se debe a un efecto en cascada de la regulacion por fase de



crecimiento de los genes sirA, barA, csrB y csrC. Ademas, nuestros resultados mostraron que
la sobre-expresion de SsrB reprime la expresion de los genes de SPI-1, lo que sugiere que este
regulador tiene una funcion dual, por un lado la de inducir la expresion de los genes de SPI-2 y
por otro la de reprimir la de los genes de SPI-1 en la fase del crecimiento estacionaria tardia en
LB. Asimismo, nuestros resultados mostraron que el operon ssrAB presenta un patron de
transcripcion similar al de los genes de SPI-1, mientras que la expresion de las proteinas SsrA
y SsrB tiene un patron de expresién més parecido al de los genes de SPI-2, lo cual sugiere la
existencia de un mecanismo de regulacion postranscripcional para ssrAB, que podria
determinar el desfase en la expresion de los genes de SPI-1 y SPI-2 en LB. Por otro lado,
resultados obtenidos en este estudio mostraron que SsrB se autorregula positivamente cuando
S. Typhimurium crece en el medio minimo N, pero no cuando crece en LB. Esto, junto con
otros resultados obtenidos en nuestro grupo, sugiere que HilD y SsrB podrian tener una
funcién similar, la de contrarrestar la represion mediada por H-NS sobre ssrAB, pero actuando
cada uno en una distinta condicion de crecimiento, HilD en LB y SsrB en medio minimo.
Nuestros resultados contribuyen de manera importante al entendimiento de los
mecanismos moleculares que regulan la expresion de los genes de virulencia en Salmonella

enterica.



1. Introduccidén

El género Salmonella: clasificacion e importancia

Las bacterias del genero Salmonella pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, la
cual agrupa a bacterias Gram-negativas que son anaerobias facultativas. Muchos de los
miembros de esta familia son parte de la microbiota normal de los intestinos de vertebrados
(Ibarra & Steele-Mortimer, 2009). EI género Salmonella comprende tres especies: S.
subterranea, S. bongori y S. enterica (Su & Chiu, 2007). Esta dltima se divide en 6
subespecies (Coburn et al., 2007): S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae,
S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae y S.
enterica subsp. indica (Su & Chiu, 2007). A su vez, cada subespecie se ha dividido
tradicionalmente en serovares, con base en diferencias en estructuras flagelares,
carbohidratos y lipopolisacéaridos (Chan et al., 2003). Mas del 60% de los 2,541 serovares
identificados hasta ahora pertenecen a la subespecie enterica (Coburn et al., 2007), en la
cual se encuentra el 99% de los serovares responsables de causar enfermedades en animales
de sangre caliente (Chan et al., 2003). Un aspecto importante sobre estos serovares es que
tienen la capacidad de provocar enfermedades de severidad variable en un amplio rango de
hospederos (Chan et al., 2003), razon por la cual una de las lineas de investigacion
predominantes en Salmonella tiene como finalidad la identificacion de los factores
genéticos que le confieren la capacidad de colonizar o causar enfermedades sistémicas en
distintos hospederos (Chan et al., 2003). Los serovares mas estudiados son Choleraesuis,
Enteritidis, Paratyphi, Typhi y Typhimurium (Su & Chiu, 2007).

Las infecciones intestinales causadas por Salmonella constituyen un problema de
salud publica considerable, pues a pesar de que el indice de mortalidad s6lo es significativo
en paises en vias de desarrollo, en los paises desarrollados sigue teniendo un impacto socio-
econdémico importante (Hansen-Wester & Hensel, 2001). Anualmente se presentan entre
200 y 1,300 millones de casos de salmonelosis a nivel mundial, que ocasionan alrededor de
3 millones de muertes (Coburn et al., 2007). En nuestro pais, durante el 2009 se registr6é un
total de 136,222 casos de salmonelosis no tifoidea y 46,389 de fiebre tifoidea. En lo que va
de este afo (hasta junio 12), se habian presentado 46,389 casos de salmonelosis no tifoidea
y 19,497 de fiebre tifoidea (SUIVE, 2010).



Mecanismo de infeccion

Salmonella ingresa al organismo generalmente por la via oral, a través de la
ingestion de agua o alimentos contaminados (frecuentemente de origen animal), aunque se
ha reportado que el contacto con reptiles o anfibios, frecuentes portadores de la bacteria,
también puede ser una fuente de contagio (Haraga et al., 2008). La bacteria posee una
respuesta adaptativa de tolerancia a la acidez que le permite contender con el pH éacido del
estbmago (Garcia-del Portillo et al., 1993) y asi llegar posteriormente a los intestinos
delgado y grueso, donde coloniza el ileon y el ciego, respectivamente, probablemente al

superar a la microflora residente (Ibarra & Steele-Mortimer, 2009).
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Figura 1. Salmonella ingresa al organismo por la via oral y es capaz de sobrevivir al pH &cido del estémago y
evadir las multiples defensas del intestino delgado para obtener acceso al epitelio intestinal. La bacteria puede
mediar su propia internalizacion en los enterocitos o ser internalizada por células M, donde permanece dentro
de una vacuola hasta llegar a células del sistema linfatico. A partir de este punto, aquellos serovares a los que
se les asocia con una enfermedad sistémica, ingresan a los macréfagos y son diseminados a través del sistema
reticuloendotelial a diversos 6rganos del cuerpo. Por otro lado, los serovares que se limitan a colonizar el
intestino, inducen una respuesta inflamatoria local caracterizada por la transmigracién de leucocitos

polimorfonucleares hacia el lumen intestinal y la produccién de diarrea. Modificado de Haraga et al., 2008.
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En el intestino, Salmonella evita ser destruida por enzimas digestivas, sales biliares,
IgA secretoria, péptidos antimicrobianos y otras defensas inmunoldgicas innatas del
hospedero (Haraga et al., 2008) (Figura 1). Esto le permite llegar al epitelio intestinal para
invadirlo, paso crucial para la progresion tanto de la colonizacion del hospedero como de la
enfermedad sistémica (Hansen-Wester & Hensel, 2001). La internalizacion de la bacteria
puede ocurrir de varias maneras (Haraga et al., 2008). Se ha reportado que ésta puede estar
mediada tanto por fagocitos profesionales como los macrofagos, que reconocen
eficientemente patdgenos bacterianos y los internalizan, pero también que puede llevarse a
cabo por fagocitos que expresan moléculas CD18 (Vazquez-Torres et al., 1999). Asimismo,
Salmonella puede mediar su propia endocitosis y de esta manera invadir activamente
celulas fagociticas o no fagociticas, como células M o enterocitos, respectivamente (lbarra
& Steele-Mortimer, 2009). Para esto, la bacteria inicialmente se adhiere a la superficie
apical de la célula en un proceso que involucra diferentes tipos de fimbrias, de las cuales
cuatro han sido caracterizadas genéticamente: Fim (fimbrias de tipo 1), PE (fimbrias
codificadas en plasmidos), LP (fimbrias polares largas) y curli (fimbrias delgadas que se
agregan) (Darwin & Miller, 1999). Las fimbrias también se pueden relacionar con
adhesinas especificas, que reconocerian ciertos factores en las células eucariontes. Algunos
estudios sugieren que cada tipo de fimbria tiene un tropismo especifico por cierto tipo
celular o para células de una especie en particular, lo que podria determinar la especificidad
de hospedero (Baumler et al., 1996, Darwin & Miller, 1999).

Después de la adherencia al epitelio intestinal, Salmonella emplea un sistema de
secrecion tipo tres (SSTT) para translocar hacia las células del hospedador, diversas
proteinas que modulan el citoesqueleto e inducen la formacion de prolongaciones
membranales que rodean a la bacteria. La internalizacion de la bacteria se completa con el
alineamiento de las prolongaciones de la membrana plasmatica para encerrarla en un
fagosoma sellado (Ly & Casanova, 2007). Dependiendo del hospedero, Salmonella puede
invadir a las células M, células especializadas que internalizan materiales a través de
pinocitosis y que carecen del borde de cepillo en su superficie, lo que facilita la adherencia
de la bacteria (Haraga et al., 2008).

Una vez que Salmonella se encuentra dentro de la célula del hospedero, permanece

en la vacuola que se formo con su internalizacion, llamada SCV por sus siglas en inglés
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(Salmonella Containing Vacuole). En un modelo simplificado de la biogénesis de la SCV
en una célula, ésta puede dividirse en tres etapas: temprana, intermedia y tardia. La SCV
temprana se caracteriza por la presencia de marcadores de vias endociticas tempranas.
Posteriormente, en la etapa intermedia, se da un arribo secuencial de proteinas de
membrana endolisosomales (VATPasas y proteinas asociadas a membranas lisosomales,
Lamps), disminuye el pH del lumen a menos de 4.5 y la SCV se coloca en una posicion
perinuclear, cerca del centro organizador de microtubulos (MTOC, por sus siglas en inglés)
(Steele-Mortimer, 2008). Mantener a la SCV cerca de la region perinuclear parece ser
importante para promover la replicacion bacteriana, pues la cercania al aparato de Golgi
podria facilitar la intercepcion de vesiculas para obtener nutrientes y/o membrana (McGhie
et al., 2009). En la etapa tardia inicia la replicacion bacteriana y se da un crecimiento
centrifugal, dentro de la SCV perinuclear, de extensiones membranosas tubulares llamadas
Sifs (Filamentos inducidos por Salmonella). También en esta etapa se da una notable
acumulacion de actina y de microtubulos alrededor de la SCV (Steele-Mortimer, 2008).

Durante la biogénesis de la SCV, Salmonella es capaz de lidiar con los cambios
ambientales que ocurren dentro de ésta, como la disminucion rapida de pH y la privacién de
nutrientes, que normalmente restringen el crecimiento de bacterias que han sido fagocitadas
(Hansen-Wester & Hensel, 2001). Por lo tanto, una de las caracteristicas esenciales para la
virulencia de Salmonella es la de ser un patdgeno intracelular facultativo, ya que tiene la
capacidad de sobrevivir y replicarse en el interior de células fagociticas y no fagociticas.
Esto lo logra mediante la translocacion, a través de un segundo SSTT, de proteinas
efectoras entre cuyas funciones se encuentra el mantener la estabilidad de las SCVs y evitar
la fusién de éstas con los lisosomas para impedir el contacto con metabolitos toxicos para la
bacteria.

Dentro de las células fagociticas, Salmonella tiene acceso al sistema circulatorio del
hospedero, con lo que se da la infeccion extraintestinal y la diseminacion por el organismo
para residir predominantemente en macrofagos, leucocitos polimorfonucleares (PMN) y
otros fagocitos no profesionales de 6rganos como el higado, el bazo, entre otros, en los que

continua replicandose (Coburn et al., 2007).
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Modelos animales para el estudio de la infeccién por Salmonella

Como se menciond anteriormente, algunos serovares de Salmonella pueden infectar
una gran variedad de hospederos. Esto ha permitido el desarrollo de modelos de infeccién
en animales, mismos que representan una herramienta muy til para estudiar los diferentes
cuadros clinicos que Salmonella provoca en el humano (Santos et al., 2001).

S. enterica ser. Typhimurium (S. Typhimurium) es uno de los serotipos que mas se
ha empleado como modelo de estudio, generando gran parte del conocimiento que
actualmente se tiene sobre la salmonelosis. En el humano, S. Typhimurium causa una
enteritis localizada, pero en el raton provoca una enfermedad sistémica (Hansen-Wester &
Hensel, 2001) semejante a la fiebre tifoidea humana, causada por S. enterica ser. Typhi (S.
Typhi). Incluso se ha reportado que la distribucion de la bacteria en el tejido de ratones
infectados con S. Typhimurium es similar a aquélla que presentan pacientes con fiebre
tifoidea. Debido a esto, la infeccion por S. Typhimurium en ratones ha sido empleada como
modelo para estudiar la infeccion por S. Typhi en humanos. Dada la frecuente asociacion de
S. Typhimurium con roedores, se propone que es un patégeno natural de estos animales
(Santos et al., 2001).

Por mucho tiempo se ha reconocido que Salmonella tiene una capacidad de
colonizacion intestinal muy baja en el raton, lo que se ha denominado “resistencia a la
colonizacién”. Esta se asocia fuertemente a la presencia de la microflora comensal, aunque
los mecanismos moleculares de resistencia descritos son controversiales (Hapfelmeier &
Hardt, 2005). Gracias a esta “resistencia a la colonizacion”, los ratones no desarrollan
enfermedad localizada y por tanto no presentan diarrea, razén por la cual el modelo murino
no ha sido apropiado para el estudio de la patogénesis de la enteritis que se presenta en el
humano. Sin embargo, la infeccion experimental o natural de los bovinos con S.
Typhimurium o S. enterica ser. Dublin (S. Dublin) resulta en una enfermedad entérica con
caracteristicas clinicas y patologicas que se asemejan a la enfermedad entérica que se
presenta en los humanos, misma que ha sido estudiada empleando como modelo la
infeccion en asas ligadas del ileon en los bovinos (Santos et al., 2001).
Desafortunadamente, los métodos para alterar inmunoldgica y genéticamente al bovino son

muy limitados en comparacién con el modelo murino, hecho que ha complicado el estudio
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de los mecanismos moleculares de la enfermedad usando ese modelo animal (Hapfelmeier
& Hardt, 2005).

Debido a estas limitaciones, recientemente se desarroll6 un modelo murino para el
estudio de la enteropatogénesis, el cual consiste en emplear ratones que son previamente
tratados con estreptomicina (Barthel et al., 2003). El tratamiento con este antibidtico altera
la microflora presente en el intestino del ratén, generando cambios en el ambiente intestinal
y reduciendo la resistencia a la colonizacion. El raton se vuelve susceptible a la infeccion
por S. Typhimurium, lo que le provoca una colitis parecida a la respuesta inflamatoria
observada en el colon humano. La principal ventaja de este modelo es la existencia de
multiples herramientas metodoldgicas que se han desarrollado para el ratén y que han sido
ampliamente utilizadas hasta la fecha (Barthel et al., 2003).

Islas de patogenicidad en Salmonella

La mayoria de los factores de virulencia de S. Typhimurium estan codificados en su
cromosoma Yy muchos de éstos se encuentran en regiones denominadas islas de
patogenicidad (Marcus et al., 2000). En general, las PAIls (Pathogenicity Islands) son
regiones relativamente grandes de DNA cromosomal (de 10 a 200 kb) que estan presentes
en los genomas de bacterias patdgenas, pero ausentes en bacterias no patégenas de la
misma familia (Schmidt & Hensel, 2004). En el caso de muchas bacterias entéricas, la
adquisicién de una sola isla de patogenicidad basta para que un organismo normalmente
inocuo se convierta en un patdégeno (Marcus et al., 2000).

Las PAls se encuentran frecuentemente insertadas en sitios especificos del genoma,
aledarios a genes que codifican un RNA de transferencia (tRNA). La presencia en estas
islas de genes funcionales o cripticos que codifican elementos moviles tales como
secuencias de insercion, integrasas y transposasas, fagos, plasmidos o transposones, asi
como de diferentes secuencias repetidas que las flanquean, sugiere que son genéticamente
inestables y que pueden adquirirse mediante maltiples eventos de transferencia horizontal.
Su contenido de G+C es distinto al del resto del genoma que las tiene, por lo que se
considera que conservan el contenido de G+C de la especie donadora, generalmente mas

bajo que el del cromosoma receptor (Schmidt & Hensel, 2004).
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En 1989, Galan y Curtiss identificaron genes necesarios exclusivamente para la
invasion de células eucariontes mientras estudiaban mutantes de S. Typhimurium que
fueran deficientes en la penetracién a la célula del hospedero, pero que aun pudieran
adherirse a ésta (Galan & Curtiss, 1989). Mediante estudios posteriores se encontrd que
dichos genes, junto con otros requeridos para la invasion, se encontraban agrupados en una
region especifica del cromosoma de Salmonella que estaba ausente en Escherichia coli K12
(Hansen-Wester & Hensel, 2001). A dicha agrupacién de genes se le designd Isla de
Patogenicidad de Salmonella 1 (SPI-1, por sus siglas en inglés Salmonella Pathogenicity
Island) (Schmidt & Hensel, 2004). Posteriormente, en 1996 Ochman y colaboradores,
mediante el estudio de mutantes que eran incapaces de sobrevivir dentro de los macréfagos,
pero que no estaban afectadas en su capacidad para invadir a la célula, identificaron otro
grupo de genes requeridos para la supervivencia y replicacion intracelular de la bacteria,
agrupacion a la que se le llamo6 SPI-2 (Hansen-Wester & Hensel, 2001, Ochman et al.,
1996). Asi, las SPIs se definieron como grandes casetes genéticos localizados en el
cromosoma de Salmonella, que codifican elementos determinantes para el establecimiento
de relaciones especificas con el hospedero y que son requeridos para la virulencia
bacteriana en un cierto modelo animal (Marcus et al., 2000).

En Salmonella se han identificado 12 islas de patogenicidad diferentes, algunas
conservadas Yy otras especificas para ciertos serovares (Tabla 1). Existen ademas, regiones
cromosOmicas llamadas SPI que poseen caracteristicas de PAI pero cuya funcion en la
patogénesis de la bacteria no es clara (Hensel, 2004). SPI-1 y SPI-2 son hasta hoy las mas
estudiadas y mejor caracterizadas. Ambas islas codifican para proteinas que conforman un
sistema de secrecidn tipo tres (SSTT) y tienen un papel predominante en diferentes etapas
de la infeccion por Salmonella. Los genes de SPI-1 codifican para proteinas necesarias para
la invasion de células no fagociticas, la induccién de las respuestas intestinales
inflamatorias y la produccion de diarrea. Los genes de SPI-2 son importantes durante la
fase intracelular, pues codifican proteinas necesarias para sobrevivir dentro de los
macrofagos y establecer una infeccion sistémica (Haraga et al., 2008). Las islas de
patogenicidad descritas hasta ahora en S. enterica se describen en la Tabla 1. Las

caracteristicas y funciones de SPI-1 y SPI-2 se describen con mayor detalle posteriormente.
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Tabla 1. Islas de patogenicidad de Salmonella

Nombre | Tamafio | Contenido | Punto de Descripcion
(kb) G+C (%) insercion
SPI-1 39.8 47% Localizado en el | Contiene genes para un SSTT vy
centisoma 63, proteinas efectoras para el proceso de
no asociada a un | invasion a céelulas epiteliales.
gen de tRNA
SPI-2 39.7 Primer valV tRNA Contiene genes ttr (tetrationato
segmento reductasa) para  respiracion en
54% (15 kb) condiciones de anaerobiosis.
Segundo Contiene genes para un SSTT vy
segmento proteinas efectoras para la
43% (25 kb) supervivencia intracelular.

SPI-3 17.3 39.8-49.3 selC tRNA Estructura mosaico, codifica para el
sistema de transporte de magnesio de
alta afinidad MgtCB, importante en la
fase intracelular de la infeccion.

SPI-4 23.4 44.8 Gen similar a | Posee un SST1, que podria secretar

tRNA, ssb proteinas que contribuyan a la
colonizacion

SPI-5 7.6 43.6 serT tRNA Estructura mosaico, contiene efectores
translocados por el SSTT de SPI-1
(SopB) y SPI-2 (PipB).

SPI-6 59 51.5 aspV tRNA Contiene el grupo de genes saf que

(SCI) codifican para fimbrias.

SPI-7 133 44-53 pheU tRNA De estructura compleja, producto de
varios eventos de transferencia

(MPI) horizontal. Contiene los genes para el

exopolisacarido capsular antigeno VI,

SopE y un pilus tipo 1Vb.
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SPI1-8 6.8 38.1 pheV tRNA Contiene genes de bacteriocinas como
factores putativos de virulencia.
SPI-9 16.3 56.7 Bacteriofago Contiene, como factores putativos de
lisogenico virulencia, genes para un SST1 y una
proteina semejante a las toxinas RTX.
SPI-10 | 32.8 46.6 leuX tRNA Contiene genes para las fimbrias Sef,

consideradas como un factor que

podria determinar la especificidad por

hospederos.

Fuentes: (Kiss et al., 2007), (Marcus et al., 2000), (Hensel, 2004). SPI, Salmonella Pathogenicity
Island; tRNA, RNA de transferencia; SSTT, Sistema de secrecidn tipo tres; SCI, Salmonella

Chromosomal Island; MPI, Major Pathogenicity Island.

Sistemas de secrecion tipo tres (SSTT)

La secrecion de proteinas es un requisito esencial para bacterias tanto patégenas
como no patdgenas, debido a que las proteinas secretadas llevan a cabo diversas funciones.
En el caso de bacterias patdgenas, son especialmente importantes para la interaccion con las
células del hospedero (Schmidt & Hensel, 2004). En bacterias Gram-negativas, la presencia
de una membrana externa ha provocado el desarrollo de diversos sistemas de secrecién
estructural y funcionalmente distintos. Dentro de éstos se incluye el Sistema de Secrecion
Tipo Tres (SSTT), mismo que esta evolutivamente relacionado con el flagelo bacteriano
(Galan & Wolf-Watz, 2006).

ElI SSTT fue identificado por primera vez en S. Typhimurium. A pesar de llamarse
“sistema de secrecion”, la principal funcion de éste no es la secrecion de proteinas al medio
extracelular, sino su translocacion desde el citosol bacteriano hasta el interior de las células
del hospedador, a través de una estructura supramolecular conocida como complejo de
aguja o inyectisoma, gque atraviesa las membranas interna (citoplasmica) y externa de la
bacteria (Schmidt & Hensel, 2004). El inyectisoma estd compuesto por un par de anillos
que se localizan en la membrana citoplasmica, un par de anillos localizados en la

membrana externa y una estructura tipo aguja que sobresale varios nandémetros de la
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superficie bacteriana, a traves de la que se liberan las proteinas que van a ser translocadas
(Galan & Wolf-Watz, 2006). Las primeras proteinas que son secretadas por el SSTT se
insertan en la membrana del hospedero, formando el llamado complejo translocador. Este
podria acoplarse en la punta de la aguja, formando un poro o canal que permite el paso de

las proteinas efectoras a la célula eucarionte (Figura 2) (Galan & Wolf-Watz, 2006).
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Figura 2. Las proteinas a ser translocadas por el SSTT son reconocidas como un complejo chaperona-efector.
Posteriormente, una ATPasa separa a las chaperonas del complejo y media la desnaturalizacion y el paso de la
proteina efectora a través del canal central del inyectisoma. Las primeras proteinas efectoras secretadas se
ensamblan en la membrana de la célula del hospedero, formando asi un complejo translocador que modula el
paso de proteinas efectoras a traveés de la membrana celular blanco. Una vez en el interior de la célula
hospedera, las proteinas efectoras vuelven a plegarse para llevar a cabo sus funciones. Modificado de Galan &
Wolf-Watz, 2006.

Todos los serovares de S. enterica contienen dos SSTT, uno perteneciente a SPI-1y
otro a SPI-2, que son usados por la bacteria para inyectar proteinas efectoras directamente

al citoplasma del hospedero en diferentes etapas de la infeccion.

SPI-1

SPI-1 es la isla de patogenicidad mejor caracterizada en Salmonella (Marcus et al.,
2000, Hensel, 2004). Esta presente en S. bongori y en todos los serovares aislados de S.

enterica; es debido a esto y a que no contiene genes relacionados con movilidad del DNA,
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que se cree que SPI-1 es una adquisicion antigua, que data de la separacion de los géneros
Escherichia y Salmonella (Hensel, 2004).

En SPI-1 estan contenidos todos los genes necesarios para crear un SSTT funcional,
asi como los que codifican varias proteinas efectoras secretadas y sus proteinas reguladoras.
Los genes que codifican las proteinas que forman el SSTT se encuentran en los operones
prg/org e inv/spa, mientras que las proteinas que conforman el complejo translocador que
se introduce en la membrana del hospedero y las efectoras primarias se encuentran
codificadas en el operon sic/sip (Figura 3). Existen también otras proteinas efectoras que se
encuentran codificadas fuera de SPI-1 pero forman parte del regulon de SPI-1 y son
translocadas por el SSTT codificado en esta isla, como SlIrP, SopA, SopD, SopE, SopE2 y
SspH1 (Tabla 1) (Ellermeier & Slauch, 2007).

=
W L}

A B C CBAKJI H D A-B P PP A D C B ASRAPO JI CB A E G FH
avr spr hil org prg hil hil fag spl siciac sip sic spa inv
- — >

Figura 3. Organizacion genética de SPI-1. Los genes que codifican las proteinas que conforman el
inyectisoma del SSTT estan en azul, los que codifican el translocdn en verde, los que codifican las proteinas
efectoras en amarillo, los que codifican las chaperonas en morado y los que codifican las proteinas
reguladoras en rojo. Se desconoce la funcion de los genes en color blanco. Tomado de Ellermeier & Slauch,
2007.

Los genes de SPI-1 son necesarios durante las primeras etapas de la infeccion por
Salmonella, ya que codifican las proteinas efectoras necesarias para invadir y colonizar a
las células del hospedador. Dentro de estas proteinas estan incluidas SipA, SipC,
SopB/SigD, SopD, SopE, SopE2, SptP, SipD, SIrP, SopA, SipB, AvrA y SspH (Ly &
Casanova, 2007). Las primeras 6 inducen directa o indirectamente los rearreglos del
citoesqueleto de actina y la formacion de las prolongaciones membranales que llevan a la
internalizacion de la bacteria (McGhie et al., 2009). SopE, SopE2, SopB y SopD son
factores intercambiadores de guanina (GEF, de Guanine Exchange Factor) que activan a
GTPasas eucariontes de la familia Rho, reguladores claves de la arquitectura de la célula
huésped, como AktA, Cdc42, Rac y RhoG, para estimular el ensamblaje de actina via el
complejo Arp2/3 (Criss & Casanova, 2003). También la sefializacion mediada por algunas
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RhoGTPasas, como Cdc42, puede alterar la expresion genética del hospedero durante la
infeccion (Schlumberger & Hardt, 2006). SipA y SipC interactlan directamente con la
actina, la primera promueve el inicio de su polimerizacion y la segunda forma haces de
actina (Hayward & Koronakis, 2002, Patel & Galan, 2005). SopB modula la secrecion de
fluidos al aumentar la secrecion de cloro gracias a su actividad de fosfatidilinositol
fosfatasa (Ly & Casanova, 2007).

En conjunto, las acciones realizadas por las proteinas efectoras de SPI-1 tienen
como consecuencia el rearreglo del citoesqueleto para formar prolongaciones membranales,
inducir las vias de las proteincinasas activadas por mitdgenos (MAPK) y desestabilizar las
uniones estrechas. La activacion de la via de las MAPK lleva a la produccion de citocinas
proinflamatorias que estimulan la transmigracién de leucocitos polimorfonucleares y la
respuesta inflamatoria, lo que finalmente produce la diarrea (McGhie et al., 2009, Ly &
Casanova, 2007, Haraga et al., 2008, Schlumberger & Hardt, 2006).

SptP revierte los rearreglos del citoesqueleto y retorna la célula del hospedero a su
estado basal, gracias a su dominio GAP (activador de GTPasas), que estimula la actividad
GTPasa de Cdc42 y Racl (previamente activadas por SopE, SopE2 y SopB), con lo que las
desactiva (McGhie et al., 2009). La Tabla 2 resume las funciones que desempefian las

proteinas efectoras que son translocadas a través del SSTT de SPI-1.

Tabla 2. Proteinas efectoras translocadas por el SSTT codificado en SPI-1.

Efector Localizacion | Funcion
del gen
AvrA SPI-1 Cistein proteasa que inhibe la sefializacion del factor

nuclear (NF)-xB y la produccion de interleucina (IL)-8.
También previene la ubiquitinacion de catenina,

reprimiendo asi la apoptosis e inflamacion.

SipA SPI-1 Promueve el ensamblaje de filamentos de actina e inhibe el
desensamblaje de ésta; estimula la migracion de PMN y
altera las uniones estrechas. Coopera con SifA para mediar
el posicionamiento perinuclear de la SCV.

SipB SPI-1 Componente del translocdn que se une a colesterol; activa
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sefializacion de apoptosis a través de la activacion de
caspasa 1 en macrofagos y células dendriticas.

SipC

SPI-1

Componente del translocén que modula la translocacion de
proteinas efectoras y promueve la nucleacion y la
formacion de filamentos de actina, principalmente para la

formacion de las prolongaciones membranales.

SipD

SPI-1

Componente del translocon que regula la secrecion de

proteinas efectoras de SPI-1.

SirP

Fuera de SPIs

Funcién desconocida, podria contribuir a la especificidad

por hospederos.

SopA

Fuera de SPIs

Conserva la integridad de la SCV e induce la

transmigracion de PMN.

SopB/SigD

SPI-5

Activa a Cdc42, RhoG, AktA vy la secrecién de cloro y

fluidos mediante su actividad de inositol fosfatasa;
promueve la supervivencia en células epiteliales y altera las
uniones estrechas. También promueve la fision membranal,
la formacién del macropinosoma y esta involucrada en la

biogénesis y posicionamiento de la SCV.

SopD*

Fuera de SPIs

Promueve la fisibon membranal y la formacion del
macropinosoma. En ratén contribuye a la virulencia y
persistencia de la bacteria; induce la secrecién de fluidos y

promueve la invasién de células T84.

SopE

Bacteriofago
SopE®

Activa a Cdc42, Racl y RhoG por su actividad de GEF,
principalmente para la formacion de las prolongaciones
membranales; induce una respuesta proinflamatoria,
promueve la fusién de la SCV con endosomas tempranos y

altera las uniones estrechas.

SopE2

En la cercania
de restos de

bacteriofagos

Activa a Cdc42 por su actividad de GEF para la formacion
de las prolongaciones membranales; induce una respuesta
proinflamatoria, aumenta la expresién de Oxido nitrico

sintasa inducida (iNOS) en macrofagos y altera las uniones
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estrechas.

SptP SPI-1 Después de la internalizacion de Salmonella, regresa el
citoesqueleto del hospedero a su estado basal y disminuye

la respuesta proinflamatoria.

SspH1* Bacteriofago Inhibe la sefalizacion de (NF)-xB y la secrecion de
Gifsy-3 interleucina IL-8, lo que disminuye la respuesta

proinflamatoria. Tiene actividad de ubiquitin ligasa.

*También secretados por el SSTT de SPI-2. Fuentes de tabla: (Ly & Casanova, 2007), (McGhie et al., 2009),
(Haraga et al., 2008), (Ibarra & Steele-Mortimer, 2009). SCV, Salmonella Containing Vacuole; PMN,
Leucocitos polimorfonucleares; GEF, Guanine Exchange Factor; AvrA, Avirulence Factor A; Sip, Salmonella
invasion protein; Sop, Salmonella outer protein; Sig, Salmonella invasion gene; SptP, Salmonella protein

tyrosine phosphatase.

SPI-2

SPI-2 contiene mas de 40 genes y puede dividirse en dos segmentos, que
probablemente fueron adquiridos en diferentes eventos de transferencia horizontal (Marcus
et al., 2000). El primero es un segmento de 15 kb que contiene los genes ttr que codifican
para el regulador y los componentes estructurales de una tetrationato reductasa, que
capacita a la bacteria para llevar a cabo la respiracion en condiciones de anaerobiosis
(Hensel, 2000). Este segmento es dispensable para la virulencia y esta presente tanto en S.
enterica como en S. bongori. El segundo segmento localizado en SPI-2 es un fragmento de
25 kb que es esencial para la patogénesis y Unicamente se encuentra en S. enterica. Esto
sugiere que el segundo segmento es una adquisicion mas reciente, que facilitd que esta
especie de Salmonella pudiera colonizar sisttmicamente a hospederos de sangre caliente
(Schmidt & Hensel, 2004). Este fragmento de 25 kb incluye a los genes que codifican el
inyectisoma del SSTT, las proteinas efectoras que seran translocadas a través de éste y un
sistema de regulacion de dos componentes que regula no solo su propia expresion, sino
también la del aparato de secrecion y la de las proteinas efectoras secretadas (Fass &
Groisman, 2009). Los genes que codifican para componentes del SSTT se designaron ssa
(secretion system apparatus), los que codifican las proteinas efectoras sse (secretion system

effector), los que codifican chaperonas se designaron ssc (secretion system chaperone) y los
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que codifican las proteinas reguladoras de los genes de virulencia en la isla se denominaron

ssr (secretion system regulator) (Figura 4) (Hensel, 2000).
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Figura 4. Organizacion genética de SP1-2. Unicamente se representa el fragmento que es esencial para la
virulencia. Los genes que codifican a las proteinas que conforman la estructura del SSTT estan en naranja, los
que codifican a proteinas que forman el translocon en lila, los que codifican a las proteinas efectoras en
amarillo, los que codifican a las chaperonas en verde y los que codifican a las proteinas reguladoras en rojo.

Se desconoce la funcion de los genes en color blanco. Tomado de Tomljenovic-Berube et al., 2010.

SPI-2 es de importancia crucial durante las fases tardias de la infeccién por
Salmonella, ya que los genes que en ella se localizan, codifican las proteinas necesarias
para que la bacteria sobreviva y se replique intracelularmente. En contraste a lo que ocurre
con el SSTT de SPI-1, en este nicho los efectores de SPI-2 probablemente son expresados y
translocados continuamente para asegurar la supervivencia y replicacién de la bacteria
durante periodos largos de tiempo (Schlumberger & Hardt, 2006).

A pesar de que los papeles individuales de las proteinas efectoras del SSTT de SPI-
2 no estan claramente definidos, se sabe que estan involucradas en el mantenimiento de la
vacuola en su posicion cerca del MTOC y del aparato de Golgi, en la promocién de la
replicacion intracelular y en la formacion de los filamentos inducidos por Salmonella (Sifs,
por sus siglas en inglés) (Ibarra & Steele-Mortimer, 2009, Bakowski et al., 2008).

Las proteinas efectoras translocadas por el SSTT de SPI-2 méas estudiadas hasta
ahora son SifA, SseG, SseF, SseJ, SopD2 y PipB2 (Haraga et al., 2008). SifA, SseG y SseF
son necesarias para redireccionar a las vesiculas de transporte exociticas hacia la SCV
(McGhie et al., 2009). Se ha sugerido que SseG y SseF podrian mantener a la SCV en la
region perinuclear al formar un complejo funcional que, de alguna manera, una a la vacuola
con el aparato de Golgi o controle la actividad de la dineina (McGhie et al., 2009). SifA es
mas conocida por su papel en la formacion de Sifs, un proceso aparentemente ligado a la
conservacion de la integridad de la SCV y al que también contribuye SopD2 (Ibarra &

Steele-Mortimer, 2009). PipB2 y SseJ tambieén cooperan en la formacion de las Sifs al
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modular la agregacién de compartimentos endosomales (McGhie et al., 2009). Otras

proteinas efectoras de importancia son SseL, SspH1 y SspH2, que intervienen en las vias de

ubiquitinacion de la célula hospedera. Esta Gltima, junto con SteC y Ssel también esta

involucrada en la polimerizacion de actina asociada a la vacuola, llamada VAP (Vacuole-

associated Actin Polymerization) (Steele-Mortimer, 2008, Ibarra & Steele-Mortimer, 2009).

La Tabla 3 resume las funciones descritas hasta ahora para las proteinas efectoras

que son translocadas por el SSTT de SPI-2. La figura 5 esquematiza las diferentes etapas de

la infeccion por Salmonella y los efectores de cada isla involucrados en cada una.

Tabla 3. Proteinas efectoras translocadas por el SSTT codificado en SPI-2

Efector

Localizacion del gen

Funcién

PipB

SPI-5

Desconocida

PipB2

Fuera de SPIs

Movimiento anterégrado de Sifs y endosomas
tardios o lisosomas; reclutamiento de kinesina-1 a
la SCV.

SifA

SPI-2

Formacion de Sifs; posicionamiento, movilidad y
mantenimiento de integridad de la SCV;
formacion de haces de actina; redireccién de

vesiculas endociticas.

SifB

Fuera de SPIs

Desconocida

SopD2

Fuera de SPIs

Formacion de Sifs; requerida para la replicacion

bacteriana eficiente en macrofagos y en ratones.

SpiC/SsaB

SPI-2

Inhibicion de fusién de vesiculas con la SCV;
formacion de VAP y de Sifs; controla el orden de
las proteinas exportadas a traves del SSTT de SPI-
2.

SseF

SPI-2

Posicionamiento y movilidad de la SCV;
reclutamiento de dineina a la SCV; formacion de
Sifs y haces de microtubulos alrededor de la SCV;

redireccién de vesiculas de transporte a la SCV.

SseG

SPI-2

Mismas funciones que SseF.
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Rearreglos de actina asociados a la SCV;

Ssel Bacteriofago Gifsy-2 promueve movilidad de macréfagos.
Involucrada en dinamicas de la membrana de
SCV, antagoniza la estabilizacion por SifA y
Ssel/SifC Fuera de SPIs regula negativamente a los Sifs.
Desubiquitinasa; involucrada en apoptosis de
macrofagos y en la disminucion de la respuesta
SseL Fuera de SPIs inflamatoria.
En la cercania de restos | Relacionada con VAP, inhibe la polimerizacion de
SspH2 de bacteri6fagos actina in vitro.
Requerida para remodelacion de actina durante
SteC Fuera de SPIs VAP.

Fuentes de tabla: (McGhie et al., 2009), (Haraga et al., 2008), (Ibarra & Steele-Mortimer, 2009). SCV,

Salmonella Containing Vacuole; VAP, Vacuole-associated Actin Polymerization; Sif, Salmonella induced

filaments; Ssa, secretion system apparatus; Sse, secretion system effector; Ssc, secretion system chaperone;

Ssr, secretion system regulator; Sop, Salmonella outer protein; Ste, Salmonella translocated effector; Pip,

Pathogenicity island-encoded proteins.
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Figura 5. Representacion de las principales etapas de la infeccion por Salmonella que muestra las proteinas
efectoras de SPI-1 y SPI-2 involucradas en cada una de ellas. Inicialmente, Salmonella induce la formacién de
prolongaciones membranales mediante la reorganizacion del esqueleto de actina para asi mediar su propia
internalizacion. La bacteria permanece en vacuolas intracelulares llamadas SCV, que maduran a través de
ciertas interacciones con la via endocitica y se localizan en la regién perinuclear de la célula hospedera. Una
vez ahi, comienzan a replicarse, se forman los filamentos inducidos por Salmonella (Sifs) y se da la
polimerizacién de actina asociada a la vacuola (VAP). La secrecion de iones de cloro y la transmigracion de
leucocitos polimorfonucleares (PMN) contribuyen a que se presente la diarrea y la inflamacion intestinal en
serovares asociados a enteritis. Aquellos serovares que provocan una infeccion sistémica ingresan a
macrdfagos, dentro de los cuales se diseminan principalmente al bazo y al higado a través del sistema
reticuloendotelial. AdG, Aparato de Golgi; RE, reticulo endoplasmico. Modificado de McGhie et al., 2009.
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Regulacion de la expresion génica de las islas de patogenicidad

Como otros genes de virulencia, los pertenecientes a las islas de patogenicidad no
son expresados constitutivamente, sino que estan regulados de manera que s6lo se expresen
en el lugar y momento adecuados, es decir, en las condiciones en las que sea requerida su
funcién (Schmidt & Hensel, 2004). Esta coordinacion entre condiciones externas y
activacion de redes reguladoras especificas promueve una efectiva progresion de la
infeccion. En el caso de genes de virulencia bacterianos, la expresion estd regulada por
factores externos, como la osmolaridad, el pH, la concentracion de cationes, entre otros,
que son detectados por el patdgeno en ciertos microambientes del hospedero (Hansen-
Wester & Hensel, 2001). Por lo tanto, para bacterias que deben ser capaces de moverse en
diferentes ambientes, la rapida adaptacién tanto de su constitucion fisioldgica como
bioquimica a las condiciones ambientales prevalentes es una prioridad (Rhen & Dorman,
2005). Para esto se requiere que haya una estricta coordinacion entre la expresion genética
y la deteccion de condiciones ambientales (Tomljenovic-Berube et al., 2010). Por lo tanto,
algo crucial en el conocimiento general de la patogénesis bacteriana es entender estas
respuestas adaptativas a un nicho en particular, asi como las redes reguladoras involucradas
en dichas respuestas (Ellermeier & Slauch, 2007).

Muchos de los genes relacionados con virulencia en Salmonella fueron adquiridos
por transferencia horizontal. Se cree que inicialmente, para evitar los efectos
potencialmente dafinos que podria tener la expresidn no controlada de estos genes (Rhen &
Dorman, 2005) y facilitar la integracion del DNA recién adquirido a la red reguladora del
hospedero, la proteina H-NS podria silenciar a los genes recién adquiridos (Fang &
Rimsky, 2008, Dorman, 2007). H-NS pertenece al grupo de las NAPs (Proteina Asociada al
Nucleoide, por sus siglas en inglés); éstas se unen directamente al DNA en loci especificos,
alterando la topologia de éstos, para asi dirigir selectivamente los efectos de
superenrollamiento en las regiones promotoras. Se ha descrito que H-NS podria tener un
papel como “centinela del genoma”, ya que generalmente silencia genes adquiridos por
transferencia horizontal, al reconocer y unirse a DNA con alto contenido de A+T, como las
PAls (Dorman, 2007). En miembros de la familia Enterobacteriaceae, H-NS puede reclutar
a Hha, otra NAP, para formar complejos heteroméricos que se unen fuertemente al DNA
(Banos et al., 2009).
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Los cambios en condiciones ambientales como pH, temperatura, osmolaridad y fase
de crecimiento, al tener consecuencias en el grado de superenrollamiento del DNA, afectan
la expresion de los genes regulados por H-NS (Fang & Rimsky, 2008). Por ejemplo,
aumentar la temperatura remodela el DNA al causar un desplazamiento del vértice de
curvatura, lo que provoca que la afinidad de H-NS por el DNA disminuya. Por lo tanto, un
mecanismo de regulacion posible seria que los blancos de H-NS fueran regiones de DNA
cuyo grado de curvatura dependiera de factores ambientales (Dorman, 2007).

Otro aspecto importante a considerar al analizar la regulacion de la expresion
genética en bacterias es que la bacteria requiere de un mecanismo que integre los genes de
reciente adquisicion a un circuito de regulacion preexistente (Tomljenovic-Berube et al.,
2010). Esto posiblemente sucedio en el caso de las PAls, ya que generalmente forman parte
de redes de regulacion complejas que involucran reguladores codificados por la misma u
otra isla, ademas de reguladores globales localizados en el cromosoma o en plasmidos. Los
reguladores de las PAIs también pueden estar involucrados en la regulacion de genes que se
encuentren fuera de éstas (Schmidt & Hensel, 2004).

Regulacion genética de SPI-1

Reguladores con efecto positivo

En el control de la invasion, Salmonella involucra numerosos sitemas reguladores,
tanto especificos como globales. Esto sugiere que regular estrictamente la expresion de los
genes involucrados en este proceso es esencial en la patogénesis (Altier, 2005). El
regulador central de los genes de SPI-1 y por tanto de la invasion, es HilA (hyper-invasive
locus A), codificado en SPI-1 e identificado por primera vez como un locus que al sobre-
expresarse conferia un fenotipo hiperinvasivo en células HEp-2 (Ellermeier & Slauch,
2007). HilA tiene un dominio carboxilo terminal de funcion desconocida y un dominio
amino terminal que es homélogo al dominio de unién a DNA de la familia de activadores
transcripcionales OmpR/ToxR (Jones, 2005). Sin embargo, dado que carece del dominio
aceptor de grupo fosfato tipico de esta familia, se considera que la actividad de HilA no
estd regulada por modificaciones postraduccionales (Bajaj et al., 1996). HilA actia como
activador clasico de los operones inv/spa y prg/org (Altier, 2005) y se autorregula
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negativamente a través de un mecanismo desconocido (De Keersmaecker et al., 2005).
HilA induce la expresion de InvF, un activador perteneciente a la familia AraC, que esta
codificado en el primer gen del operdn inv/spa. InvF, junto con la chaperona SicA, induce
la expresion del operon sip/sic uniéndose directamente a sus regiones reguladoras (Darwin
& Miller, 2000). Ademas, InvF controla la expresion de SopB y SopE, que estan
codificados fuera de SPI-1 (Ellermeier & Slauch, 2007).

La expresion de HilA esta directamente regulada por tres reguladores pertenecientes
a la familia AraC: HilD, HilC y RtsA. Los dos primeros estan localizados dentro de SPI-1y
RtsA se encuentra en una insercion localizada cerca del gen de tRNA™™V, Las tres proteinas
tienen un dominio de unién al DNA localizado en el extremo carboxilo terminal, con el que
se unen al promotor de hilA. Se ha reportado que inducen la expresion de hilA al desplazar
al silenciador H-NS del promotor de éste, lo que permite su transcripcion (Ellermeier &
Slauch, 2007). Adicionalmente, se ha reportado que HilD y HilC podrian inducir la
induccién de invF de manera independiente de HilA, ya que se unen a un promotor de invF
que se encuentra corriente arriba del promotor que es dependiente de HilA (Akbar et al.,
2003).

La expresion de SPI-1 también involucra la participacion de reguladores globales de la
expresion genética en Salmonella, entre ellos se encuentran HU, Fis, el sistema de dos
componentes BarA/SirA y el sistema Csr. HU y Fis son NAPs que tienen un efecto de
regulacién positiva sobre hilA, pero s6lo en presencia de HilD (Schechter et al., 2003). Se
ha sugerido que estos dos reguladores podrian unirse al promotor de hilA y promover su
induccion mediada por HilD o podrian inducir la expresion de hilA indirectamente, al
aumentar los niveles o la actividad de HilD. Ademas de promover la expresion de los genes
de SPI-1, se ha reportado que Fis tiene un efecto positivo en la expresion de SPI-2 (Kelly et
al., 2004) y que esta involucrado en los mecanismos de regulacion necesarios durante la
transicion del lumen intestinal al nicho intracelular (Dorman, 2009).

BarA/SirA es un sistema de dos componentes que controla positivamente los genes
de SPI-1 al inducir la expresién de hilA, pero s6lo en presencia de HilD (Ellermeier &
Slauch, 2007). Los sistemas de dos componentes le permiten a la bacteria responder a
cambios en el ambiente al detectar sefiales extracelulares especificas. Estan compuestos por

una cinasa detectora de sefiales y un regulador de respuesta; la primera detecta un estimulo
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especifico y en respuesta a esto, se autofosforila en un residuo de histidina usando ATP.
Posteriormente transfiere ese grupo fosfato a un residuo de aspartato del regulador de
respuesta (Mitrophanov & Groisman, 2008). La fosforilacion del regulador de respuesta
provoca un cambio en sus propiedades bioquimicas, activandolo de manera que pueda
Ilevar a cabo su funcion bioldgica. Dependiendo de su dominio de respuesta, ésta puede ser
union al DNA o RNA, actividades enzimaticas o interacciones proteina-proteina (Gao et
al., 2007). En el sistema de dos componentes BarA/SirA, BarA es la cinasa detectora de
sefiales ambientales y SirA el regulador de respuesta. Este sistema, ademas de los genes de
SPI-1, controla numerosos genes relacionados con el metabolismo de carbohidratos, la
movilidad, la formacion de biopeliculas y la invasion (Ellermeier & Slauch, 2007).
Ort6logos de BarA/SirA estan presentes en muchas especies bacterianas, incluyendo E. coli
(UvrY/BarA), Pseudomonas spp. (GacA/GacS), Vibrio cholerae (VarA/VarS), Erwinia
carotovora (EXpA/ExpS) y Legionella pneumoniae (LetA/LetS) (Goodier & Ahmer, 2001).

El sistema Csr estd formado por una proteina de union a RNAs Ilamada CsrA y dos
RNAs no traducidos llamados CsrB y CsrC. CsrA actla postranscripcionalmente al unirse a
sus mMRNAs blanco en la region donde se encuentra el sitio de unién a ribosoma (RBS, por
sus siglas en inglés). Esta union altera la expresion del mMRNA ya sea positivamente, al
estabilizar al transcrito, o negativamente, evitando la union de los ribosomas a éste,
impidiendo su traduccion y de esta manera induciendo su decaimiento o degradacion
(Altier, 2005, Babitzke & Romeo, 2007). Inicialmente, CsrA fue identificada en
Escherichia coli como un regulador global del metabolismo central de carbono,
principalmente de la biosintesis de glicogeno, asi como de los genes que participan en la
biosintesis del flagelo y la formacidén de biopeliculas (Romeo, 1998). Los RNAs no
traducidos CsrB y CsrC fueron descubiertos cuando CsrA fue purificada como un complejo
ribonucleoprotéico. Ambos contienen en su secuencia varios sitios de union para CsrA, por
lo que regulan la actividad de esta proteina al secuestrarla y evitar que se una a los
transcritos de sus genes blanco (Babitzke & Romeo, 2007). En Salmonella se ha
demostrado que tanto CsrB como CsrC actlan como reguladores positivos al contrarrestar

el efecto negativo que CsrA tiene sobre los genes de SPI-1 (Altier, 2005).
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Reguladores con efecto negativo

Dentro de SPI-1, el regulador central, HilA, actia como represor de su propia
expresion de manera directa, ya que se ha reportado que es capaz de unirse a su region
reguladora (De Keersmaecker et al., 2005). Por otro lado, uno de los reguladores negativos
mas importantes de SPI-1 es H-NS, el cual reprime directamente la expresion de hilA
(Schechter & Lee, 2001). También se ha demostrado que es capaz de reprimir la expresion
de hilD (Olekhnovich & Kadner, 2007).

Hha es otra NAP que tiene efectos negativos sobre la expresion de los genes de SPI-
1, al reprimir la expresion de hilA (Fahlen et al., 2001), pudiendo actuar junto con H-NS en
condiciones de baja osmolaridad (Olekhnovich & Kadner, 2007). Ademés, Hha también
reprime la expresion de genes que son regulados por HilA, como invF, prgH y sipC (Fahlen
etal., 2001).

Otros reguladores negativos de SPI-1 son HilE y la proteasa Lon, ambos actuando a
nivel de HilD. Se ha reportado que HilE se une a HilD, evitando asi que éste induzca la
expresion de hilA (Jones, 2005). A su vez, se ha mostrado que Lon degrada a HilD, pues en
una mutante en lon se acumula HilD y se incrementa la expresion de los genes de SPI-1
(Takaya et al., 2005).

Regulacion genética de SPI1-2

Reguladores con efecto positivo

El sistema de dos componentes SsrA/B, codificado en SPI-2, es el regulador central
de la isla (Figura 4). SsrA es la cinasa detectora de sefiales ambientales y SsrB su regulador
de respuesta. Este ultimo se une directamente a los promotores de los genes de SPI-2 y es
esencial para la expresion del SSTT codificado en esta isla y sus proteinas efectoras,
incluyendo aquéllas que se encuentran fuera de SPI-2. Se ha reportado que SsrB induce la
expresion de los genes de SPI-2 al antagonizar la represion mediada por H-NS sobre los
promotores de estos genes (Walthers et al., 2007).

Entre los reguladores globales que participan en la regulacion positiva de SPI-2 se
encuentra SlIyA, que podria funcionar como desrepresor de ssrA, a cuyo promotor se une

directamente (Walthers et al., 2007). Asimismo, los sistemas de dos componentes
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EnvZ/OmpR y PhoP/PhoQ, reguladores globales de Salmonella, participan en la induccion
de la expresion intracelular de SPI-2. El regulador de respuesta OmpR se une al promotor
de ssrA directamente, aunque no parece ser un antagonista de H-NS, pues también se
requiere para la expresion de SsrA/B aun en ausencia de H-NS (Fass & Groisman, 2009).
El papel de PhoP/PhoQ es controversial, pues aunque se ha reportado que es requerido para
la supervivencia dentro de macrdfagos (Miller et al., 1989), para la induccion de SPI-2 bajo
ciertas condiciones ambientales (Deiwick et al., 1999) y que se une directamente al
promotor de ssrB (Bijlsma & Groisman, 2005), existen reportes en donde se detecta
expresion de SPI-2 aun en ausencia de PhoP (Valdivia & Falkow, 1997). También se ha
mostrado que PhoP/PhoQ no es requerido para la activacion de SPI-2 en presencia de
OmpR fosforilado (Kim & Falkow, 2004).

Fis e IHF, ambas NAPs, son requeridas para la expresion de SPI-2. Fis es un
activador directo, al unirse a la region promotora de ssrA. Sin embargo, Fis también podria
estar actuando indirectamente al controlar la expresién de otros genes reguladores de la isla
como phoP (Fass & Groisman, 2009). IHF se ha propuesto como un coordinador entre la
adaptacion a la fase estacionaria y la regulacion de genes de virulencia (Mangan et al.,
2006).

Reguladores con efecto negativo
Al igual que para SPI-1, H-NS es el regulador negativo mas importante de los genes
de SPI-2, al unirse directamente a sus regiones reguladoras, incluyendo al operén ssrAB,
que codifica para el sistema SsrA/B, el regulador central de SPI-2 (Walthers et al., 2007).
Las NAPs Hha y YdgT también reprimen la expresion de los genes de SPI-2, al
formar complejos heterodiméricos con H-NS. Sin embargo, nunca se ha demostrado su

unién directa a los promotores de los genes de SPI-2 (Silphaduang et al., 2007).

Estimulos ambientales que inducen la expresion de los genes de SPI-1y SPI1-2

Para el caso de Salmonella, se ha involucrado a varias condiciones ambientales en la
induccion de los genes de las SPIs. El nivel de oxigeno, la osmolaridad y el pH son

condiciones ambientales que afectan la expresion de genes involucrados en el proceso de
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invasion (Hansen-Wester & Hensel, 2001) y, dado que ésta ocurre en el ileon, se ha
supuesto que las condiciones que la bacteria encuentra en este nicho incluirian niveles bajos
de O, (el lumen intestinal es anaerdbico, pero el borde epitelial se considera
microaerofilico), una alta osmolaridad y un pH alcalino (Altier, 2005). Se ha propuesto que
ppGpp (tetrafosfato de guanosina), involucrado en el control de la respuesta a condiciones
estrictas de crecimiento, es el factor responsable de la activacién de los genes de SPI-1 en
respuesta a bajas concentraciones de oxigeno (Thompson et al., 2006).

La concentracion y composicién de los &cidos grasos de cadena corta que se
encuentran en el ileon distal son una sefial importante para la expresion de los genes de
SPI-1 y por lo tanto para la invasion por Salmonella. Por otro lado, los acidos grasos
encontrados en el intestino grueso, como propionato y butirato, inhiben su expresion y la
invasion. Se ha reportado recientemente que el encargado de detectar las concentraciones
de acetato, un acido graso que se encuentra en el intestino delgado, podria ser el sistema de
dos componentes BarA/SirA, ya que puede activarse en presencia de acidos grasos de
cadena corta. Una vez activado, el sistema BarA/SirA es capaz de activar la expresion de
SPI-1 (Lawhon et al., 2002, Gonzalez Chavez et al., 2010).

Por otro lado, para la induccion de los genes de SPI-2, necesarios para la
supervivencia intracelular de Salmonella, se requiere de otros estimulos, algunos detectados
por los sistemas de dos componentes EnvZ/OmpR y PhoP/PhoQ, ya que se ha reportado
gue ambos estan involucrados en la adaptacion bacteriana al ambiente intracelular del
hospedero.

OmpR, esencial para la expresion de SPI-2, responde a cambios en los niveles de
osmolaridad (Fass & Groisman, 2009). Se ha reportado que la activacion de SPI-2
dependiente de OmpR puede ser estimulada in vitro por quelantes de cationes o por un
cambio de medio rico a medio minimo con pH &cido, por lo que se cree que OmpR esta
involucrado en la induccion de genes de SPI-2 en respuesta a pH acido (Kim & Falkow,
2004). Por otro lado, se ha demostrado que PhoP también es requerido para la induccion de
SPI-2 en medio con pH acido (Rhen & Dorman, 2005). Ademas, PhoP/PhoQ podria
controlar la expresién de genes en respuesta a concentraciones extracelulares de cationes
divalentes, especialmente de Mg®* y Ca** o de bajas concentraciones de fosfato (Hensel,

2000, Deiwick et al., 1999). Dichas condiciones ambientales, probablemente encontradas

33



por la bacteria durante la fase intracelular de la infeccion, provocan la activacion de genes

requeridos para la supervivencia dentro de la vacuola, incluyendo a los de SPI-2.
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I11. Antecedentes

A pesar de que tradicionalmente los papeles de SPI-1 y SPI-2 durante la infeccion
de Salmonella habian estado claramente delimitados, desde hace unos afios algunos
estudios han puesto en duda la separacion clasica de las funciones de ambas islas. Esto en
parte con base en la evidencia de que genes de SPI-2 se expresan antes de la penetracion al
epitelio intestinal (Brown et al., 2005) y debido a que, en modelos de infeccion de
enterocolitis como el intestino ligado de bovino, se ha visto que mutantes en SPI-2 estan
atenuadas (Coombes et al., 2005). Por lo tanto, a pesar de que alin no se conoce bien como
la bacteria alterna la expresion de los genes de una isla a los de la otra, es evidente que
ambos regulones podrian estar involucrados tanto en la invasion como en la supervivencia
y replicacion intracelular (Steele-Mortimer, 2008).

A este respecto, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que existe un
novedoso mecanismo de comunicacién transcripcional entre los genes de ambas islas.
Dicho mecanismo se observa cuando Salmonella crece en el medio de cultivo LB y esta
mediado por el regulador HilD, codificado en SPI-1, que induce de manera secuencial la
expresion de los genes de SPI-1 y SPI-2 en estas condiciones de crecimiento (Bustamante
et al., 2008).

Estudios posteriores en nuestro laboratorio han demostrado que la expresion de SPI-
1y SPI-2 en estas condiciones, depende de una cascada de regulacion en la que estan
involucrados el sistema de dos componentes BarA/SirA y el sistema Csr (Martinez et al,
sometido).

Con base en esto y en los resultados generados por otros grupos, proponemos que la
cascada de activacion de los genes de SPI-1 y SPI-2 se iniciaria con la expresion del
sistema de dos componentes BarA/SirA y la activacion de éste por un estimulo extracelular,
qgue podria ser el acetato. También se ha reportado que el acetil fosfato producido
intracelularmente es capaz de activar tanto a BarA como a SirA directamente (Gonzalez
Chavez et al., 2010, Teplitski et al., 2006). Una vez activada, SirA induce la expresion de
los RNAs no codificantes CsrB y CsrC, al unirse directamente a la region reguladora de
éstos. CsrB y CsrC se unen a la proteina CsrA, secuestrandola y contrarrestando asi el

efecto postranscripcional negativo que ejerce dicha proteina sobre el mRNA de hilD
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(Martinez et al., sometido). La apropiada concentracion y actividad de HilD se mantiene
por mecanismos de reguladores positivos y negativos adicionales, incluyendo la auto-
regulacion positiva de HilD (Ellermeier & Slauch, 2007, Olekhnovich & Kadner, 2007), la
degradacion de HilD mediada por Lon (Boddicker & Jones, 2004, Takaya et al., 2005), su
inactivacion por la interaccion directa con HilE (Baxter et al., 2003), asi como un circuito
regulador positivo que involucra a los reguladores HilD, HilC y RtsA (Ellermeier et al.,
2005).

La cascada reguladora diverge cuando HilD, en diferentes fases de la curva de
crecimiento de Salmonella en LB, induce la expresion de HilA y el sistema SsrA/B, los
reguladores de SPI-1 y SPI-2, respectivamente, al unirse directamente a sus genes y quitar
el efecto negativo que el represor global H-NS ejerce sobre sus promotores (Bustamante et
al., 2008a, Schechter & Lee, 2001, Schechter et al., 1999). Una vez que HilA y SsrA/B se
expresan, inducen la expresion del resto de los genes de SPI-1 y SPI-2, respectivamente
(Fass & Groisman, 2009, Altier, 2005, Jones, 2005, Ellermeier & Slauch, 2007). La figura

6 describe la cascada reguladora completa.

SirA/BarA

!

CsrB/C
)

CsrA Lon

{ll.l_tr

HI|D|—H|IE

e N

HilA SsrAB

|

Figura 6. Representacién de la cascada reguladora que controla la expresién de los regulones de SPI-1 y SPI-
2, en fase estacionaria temprana y fase estacionaria tardia, respectivamente, durante el crecimiento de

Salmonella en medio LB. Tomado de Martinez et al., sometido.
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En condiciones de cultivo en laboratorio, se ha estudiado la regulacion de los genes
de SPI-1 y SPI-2 usando diferentes medios de cultivo. El crecimiento de Salmonella en
medios ricos en nutrientes, de alta osmolaridad y pH alcalino (como el medio LB) induce la
expresion de los genes pertenecientes al reguldén de SPI-1, probablemente porque estos
medios de crecimiento simulan las condiciones que la bacteria encuentra en el intestino del
hospedero (Lundberg et al., 1999, Miao & Miller, 2000). Por otro lado, el empleo de
medios minimos con bajo magnesio, fosfato y pH &cido, favorece la expresion de los genes
de SPI-2, lo que sugiere que estos medios simulan el ambiente intravacuolar (Rhen &
Dorman, 2005, Deiwick et al., 1999).

Sin embargo, como ya se menciond, en un trabajo de nuestro grupo de investigacion
se encontrd que, al igual que los genes de SPI-1, los genes de SPI-2 también se expresan
cuando Salmonella crece en LB. No obstante, mientras que los genes de SPI-1 se expresan
principalmente en la fase temprana de crecimiento estacionario, los genes de SPI-2 lo hacen
en la fase estacionaria tardia (Figura 7A) (Bustamante et al., 2008). En estas condiciones de
cultivo la expresion tanto de los genes de SPI-1 como los de SPI-2, es inducida por el
regulador HilD, codificado en SPI-1 (Bustamante et al., 2008). Cabe resaltar que la
regulacion de SPI-2 mediada por HilD, no ocurre en medio minimo, en donde la expresion
de estos genes depende de otros reguladores, entre ellos SIyA, OmpR y PhoP (Navarre et
al., 2006, Feng et al., 2003).
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Figura 7. Los genes pertenecientes a los regulones de SPI-1 y SPI-2 de S. Typhimurium son expresados en
LB en diferente fase de crecimiento. En las cinéticas de expresion de las fusiones transcripcionales al gen
reportero cat de genes pertenecientes al reguldn de SPI-1 (invF y sopB) y de SPI-2 (ssaG y pipB), se observa
que la expresion de los genes de SPI-1se incrementa de la hora 3 a la hora 7 (fase estacionaria temprana),
mientras que la expresion de los genes de SPI-2 se incrementa de la hora 5 a la 12 (fase estacionaria tardia)
(A). La expresion del regulador central de SPI-1, HilA y la de los reguladores de SPI-2, SsrB y OmpR,
también esta regulada por fase de crecimiento. Western blot realizado usando lisados totales de muestras de
cultivo en LB de una cepa de S. Typhimurium que contiene al gen cromosomal hilA etiquetado con el epitope
FLAG. HilA-FLAG fue detectado usando el anticuerpo monoclonal aFLAG. OmpR y SsrB se detectaron con
los anticuerpos policlonales aOmpR y aSsrB (B) Curva de crecimiento de S. Typhimurium en LB, que
muestra las fases de crecimiento correspondientes. La densidad éptica se midié a una absorbancia de 600nm

(C) (A 'y B tomados de Bustamante et al., 2008).

Otro aspecto que se observé en ese estudio fue que en la fase tardia de crecimiento
estacionario hay una disminucion en la expresion del regulador central de SPI-1, HilA
(Figura 7B), lo cual contrasta con el aumento en la expresion de los reguladores de SPI-2,
SsrB y OmpR. Esto podria sugerir que en este punto cesa la induccion de los genes de SPI-
1 o que existe un mecanismo molecular que reprime la expresion de los genes de SPI-1
cuando se induce la expresion de los genes de SPI-2.

Con base en los antecedentes de la expresion diferencial de los genes de SPI-1 y

SPI-2 cuando S. Typhimurium crece en LB, en este trabajo nos planteamos como objetivo
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central esclarecer cuales son los mecanismos que controlan la regulacion por fase de
crecimiento de la expresion de los genes de SPI-1 y SPI-2. Especificamente, nos
planteamos las siguientes preguntas:
1. ¢Qué es lo que provoca el aumento en la expresion de los genes de SPI-1 durante
la fase estacionaria temprana?
2. ¢Por qué la expresion de los genes de SPI-1 disminuye al llegar a la fase
estacionaria tardia?
3. ¢Por qué los genes de SPI-2 se expresan de manera desfasada de los genes de

SPI-1, hasta la fase estacionaria tardia?
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V. Objetivos

Objetivo general

Determinar los mecanismos moleculares que regulan la expresion de los genes de

virulencia en Salmonella enterica ser. Typhimurium.

Objetivo particular

Investigar qué elementos determinan la regulacién por fase de crecimiento de los genes de

SPI-1y SPI-2 durante el crecimiento en medio LB.

Objetivos especificos

e Evaluar la cinética de expresion de los genes que conforman la cascada reguladora
que controla la expresion de los genes de SPI-1.

e Definir si OmpR o SsrB, reguladores de SPI-2, podrian ser los responsables de
reprimir la expresion de los genes de SPI-1 durante la fase estacionaria tardia.

e Analizar la expresion a nivel transcripcional del operén ssrAB y la expresion de las

proteinas SsrA 'y SsrB.
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V. Metodologia

Tabla 4. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo

Cepa

Descripcion

Referencia

S. Typhimurium

WT

Cepa silvestre SL1344, Str®

Hoiseth, et al., 1981

ASIrA Derivada de AsirA::kan, Str, Km® Martinez, et al., sometido
AompR Derivada de AompR::kan, Str, Km® Martinez, et al., sometido
AbarA::kan Derivada de SL1344, Str¥, Km~ Martinez, et al., sometido
AcsrA::kan Derivada de SL1344, Str¥, Km~ Martinez, et al., sometido
ArpoS::kan Derivada de SL1344, Str", Km® Martinez, et al., sometido
Alon::kan Derivada de SL1344, Str", Km" Martinez, et al., sometido
AhIIE::kan Derivada de SL1344, Str", Km" Martinez, et al., sometido
AssrB::kan Derivada de SL1344, Str¥, Km~® Bustamante, et al., 2008

Ahns::kan Derivada de SL1344, Str", Km" Martinez, et al., sometido

ArelAAspoT::kan

Derivada de ArelA::kan, StrY, Km~®

Bustamante, et al., 2008

ssrB::3xFLAG

Derivada de SL1344, Str", Km®; expresa
la proteina SsrB-FLAG

Martinez, et al., sometido

ssrA::3xFLAG

Derivada de SL1344, Str", Km"; expresa
la proteina SsrA-FLAG

Bustamante, et al., 2008

E. coli

DH50, Cepa de laboratorio, Nal® Invitrogen

DH10pB Cepa de laboratorio, Str" Invitrogen

Tabla 5. Plasmidos utilizados en este trabajo

Plasmido Descripcion Referencia

pKK232-8 | Derivado de pBR322, contiene el gen cat Pharmacia LKB
(cloranfenicol acetil transferasa) sin promotor, Biotechnology
Amp® (Brosius, 1984)

phil A-cat Derivado de pKK232-8, contiene la fusion Bustamante, et al.,
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transcripcional hilA-cat, que lleva la region -410 a
+466, con respecto al sitio de inicio de

transcripcion de hilA, Amp®

2008

philD-cat Derivado de pKK232-8, contiene la fusion Bustamante, et al.,
transcripcional hilD-cat, que lleva la region -364 | 2008
a +88, con respecto al sitio de inicio de
transcripcion de hilD, AmpR

psirA-cat Derivado de pKK232-8, contiene la fusion Bustamante, et al.,
transcripcional sirA-cat, que lleva la region -563 a | 2008
+98, con respecto al sitio de inicio de traduccion
de sirA, Amp®

pcsrB-cat Derivado de pKK232-8, contiene la fusion Martinez, et al.,
transcripcional csrB-cat, que lleva la region -372 | sometido
a +18, con respecto al sitio de inicio de
transcripcion de csrB, Amp®

pcsrC-cat Derivado de pKK232-8, contiene la fusion Martinez, et al.,
transcripcional csrC-cat, que lleva la region sometido
region -351 a +63, con respecto al sitio de inicio
de transcripcién de csrC, AmpR

pbarA-cat Derivado de pKK232-8, contiene la fusion Este trabajo
transcripcional barA-cat, que lleva la regién -312
a +127, con respecto al sitio de inicio de
traduccion de barA, Amp®

pinvF-cat Derivado de pKK232-8, contiene la fusion Bustamante, et al.,
transcripcional invF-cat, que lleva la region -306 | 2008
a +231, con respecto al sitio de inicio de
transcripcion de invF, Amp®

philE-cat Derivado de pKK232-8, contiene la fusion De la Cruz, et al; no

transcripcional hilE-cat, que lleva la region -910 a
+70, con respecto al sitio de inicio de

transcripcion de hilE, Amp®

publicado
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pcsrA-cat Derivado de pKK232-8, contiene la fusion Martinez, et al., no
transcripcional csrA-cat, que lleva la region publicado
-327 a +61 con respecto al sitio de inicio de
traduccion de csrA, Amp®

pssrAB-cat | Derivado de pKK232-8, contiene la fusion Bustamante, et al.,
transcripcional ssrAB-cat, que lleva la regién -303 | 2008
a +3054, con respecto al sitio de inicio de
transcripcion de ssrAB, AmpR

pssaG-cat Derivado de pKK232-8, contiene la fusion Bustamante, et al.,
transcripcional ssaG-cat, que lleva la region -232 | 2008
a +361, con respecto al sitio de inicio de
transcripcion de ssaG, Amp~

pMPM-K3 | Vector de clonacion de bajo nimero de copias; Mayer, 1995
origen P15A, Km®

pK3SirA Derivado de pMPM-K3, contiene el gen Martinez, et al.,
estructural sirA y el sitio de unidn al ribosoma sometido
bajo el control del promotor lac, Km®

pPMPM-T3 | Vector de clonacién de bajo nimero de copias; Mayer, 1995
origen P15A, Tet®

pT3SsrB Derivado de pMPM-T3, contiene el gen Martinez, et al., no
estructural ssrB y el sitio de unidn al ribosoma publicado
bajo el control del promotor lac, Tet®

pT3SsrAB | Derivado de pMPM-T3, contiene el operdn ssrAB | De la Cruz, et al., no
y el sitio de union al ribosoma bajo el control del | publicado
promotor lac, Tet®

pT30mpR | Derivado de pMPM-T3, contiene el gen Bustamante, et al.,
estructural ompR vy el sitio de union al ribosoma 2008
bajo el control del promotor lac, Tet®

pT3HIID Derivado de pMPM-T3, contiene el gen Bustamante, et al.,

estructural hilD vy el sitio de union al ribosoma

bajo el control del promotor lac, Tet®

2008
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Tabla 6. Oligonucledtidos empleados en este trabajo

Nombre Secuencia Tm | Modificacion

Construccion de la fusion barA-cat

barA-F 5’-GCA GGATCC A AAATGCGGGCAGCGC-3" | 60 BamH|
barA-R 5’-CGG AAG CTT CCA GTT CAG GCT GCA G -3’ 60 HindlIlI
RT-PCR en tiempo real de ssrA

sSTA-RT-F | 5°-TCC TCT GAT ATC GAT GAA AAT AG-3° 62 -
SSTA-RT-R | 5°-GGC TGT AGA GTT GAATAATCT G-3° 62 -
RT-PCR en tiempo real de ssrB

ssrB-RT-F | 5°-CTT ATCCTT GAT CTT AGT CTAC -3’ 60 -
ssrB-RT-R | 5°-GTC ATATAC TCT TGT TGG TAT G-3’ 60 -
RT-PCR en tiempo real de ssaG

ssaG-RT-F | 5°-GCA GGC CCA GGC CAT TAATG -3’ 60 -
ssaG-RT-R | 5°- CAT TTT GAT CAG TGAACT TTC G-3° 60 -
RT-PCR en tiempo real de gyrA

gyrA-RT-F | 5°>-GTATGG CGA CGAATATCCCG -3 60 -
gyrA-RT-R | 5°-GCC CCG GAATAT GTT CCATC -3’ 60 -

Tabla 7. Antibidticos y dosis empleadas

Estreptomicina (Str) 100 pg/ml
Ampicilina (Amp) 200 pg/ml
Kanamicina (Km) 20 pg/mi
Tetraciclina (Tet) 10 pg/ml

Preparacion de células electrocompetentes

Las cepas de interés se cultivaron en 5 ml de LB adicionado con los antibioticos
correspondientes (Tabla 7) y se incubaron a 37°C en agitacion a 200 rpm durante toda la noche.
Al otro dia, 2 ml de estos cultivos se emplearon para inocular un matraz de 250 ml con 100 ml de

LB, adicionado con los mismos antibidticos. Los cultivos se incubaron por un periodo de 2 a 3
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horas a 37°C en agitacion a 200 rpm, hasta que alcanzaron una D.O.geonm de 0.6 a 0.8.
Posteriormente los cultivos se centrifugaron por 10 min a 7000 rpm a 4°C en tubos Nalgene. El
sobrenadante se desechd, la pastilla se lavo con 30 ml de agua MQ fria estéril y se centrifugd de
nuevo en las mismas condiciones. Se desecho el sobrenadante y se resuspendid la pastilla en 30
ml de glicerol al 10% frio. Después de centrifugar otra vez, el sobrenadante se desecho y las
células finalmente se resuspendieron en 200 a 400 pl de glicerol al 10%, de acuerdo al tamafio de

la pastilla.

Electroporacion

Se mezclaron 40 pl de células electrocompetentes con 50-100 ng de DNA plasmidico 0 5
ul de las ligaciones. Esta mezcla se coloco en una celda de electroporacion fria (BIORAD) y se
le dio un pulso eléctrico de 2.5 kV durante 5.5 ms usando el electroporador “E. coli pulser”
(BIORAD). Posteriormente se agreg6 a la celda 1 ml de medio de cultivo SOC; esta mezcla se
transfirié a un tubo de ensayo y se incubd durante una hora a 37°C en agitacion a 200 rpm.
Finalmente, se tomaron 250 pl del cultivo para sembrarse en cajas Petri con medio LB
solidificado con agar al 1.5% con los antibidticos correspondientes (Tabla 7) y se incubaron a

37°C durante 16 horas aproximadamente.

Cultivos bacterianos para cuantificar la expresion de los genes de SP1-1y SPI1-2

Medio Luria Bertani (LB)

Las cepas que contienen los plasmidos que llevan las fusiones transcripcionales al gen
reportero cat o aquellas que expresan proteinas etiquetadas con el epitope FLAG (Tablas 4 y 5),
se cultivaron en 5 ml de medio LB adicionado con los antibidticos (Tabla 7) para los que dichas
cepas tienen resistencia y se incubaron a 37°C en agitacion a 200 rpm durante toda la noche. Al
dia siguiente se tomaron 500 ul de cada uno de los cultivos para inocular cuatro matraces de 250
ml con 50 ml de LB, también adicionado con los antibidticos correspondientes. Estos cultivos se
incubaron durante 9, 10 6 12 h a 37°C en agitacion a 200 rpm. Las muestras para analizar la
expresion de las fusiones transcripcionales se tomaron durante cada hora de la cinética de

crecimiento o a ciertas horas (por ejemplo s6lo a las horas 2, 5 y 9), mientras que las muestras
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para analizar la expresion de las proteinas etiquetadas con el epitope FLAG se tomaron cada dos
horas; en cada hora se midio la densidad éptica a 600 nm de los cultivos.

Para las muestras correspondientes a las horas 1 y 2 crecimiento, debido a la menor
cantidad de bacterias en el medio, se tomé un volumen de 10 y 5 ml, respectivamente, ambas de
dos de los 4 matraces inoculados. Para evitar que la disminucién de volumen del cultivo afectara
las muestras posteriores, a partir de la hora 3 se tomaron muestras de los dos matraces restantes.
De la hora 3 a 7 se tomaron 1.5 ml de cultivo y para las horas posteriores se tom6 1 ml. En caso
de que s6lo se tomaran muestras a las 2, 5 y 9 horas se tomd el mismo volumen de muestra (5 ml
alahora2,1.5mlalahora5y1mlalahora9).

Todas las muestras se centrifugaron durante 2 min a 13,000 rpm y se desechd el
sobrenadante. Las pastillas bacterianas que se iban a emplear para el analisis de las fusiones
transcripcionales, se lavaron antes de almacenarse a -20°C. Para esto se resuspendieron en 800 pl
de solucion de lavado TDTT (Tris-HCI pH 7.8 50 mM, Dithiotreitol 30 uM), se centrifugaron

durante 2 min a 13,000 rpm y se desecho el sobrenadante.

Medio minimo N (MM-N)

Al igual que para las cinéticas de expresion en LB, las cepas que contienen los plasmidos
que llevan las fusiones transcripcionales al gen reportero cat se cultivaron en 5 ml de medio LB
adicionado con los antibidticos para los que tienen resistencia (Tabla 7) y se incubaron a 37°C en
agitacion a 200 rpm durante toda la noche. Al dia siguiente se hicieron dos pastillas
centrifugando 2.5 ml de los cultivos y se les dio un lavado con 1 ml de MM-N. Se inocularon dos
matraces con 50 ml de MM-N adicionado con los antibiéticos correspondientes, cada uno con
una de las pastillas resuspendida en 1 ml de MM-N.

Los cultivos se incubaron durante 16 h a 37°C en agitacién a 200 rpm, hora a la cual se
tomo6 una muestra de 1.5 ml, también midiéndose la densidad 6ptica de los cultivos a 600 nm.
Las muestras se centrifugaron durante 2 min y se desechO el sobrenadante. Las pastillas
obtenidas, se lavaron con 800 pl de solucion de lavado TDTT y posteriormente fueron

almacenadas a -20°C.
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Cuantificacion de la actividad enzimatica especifica de CAT (Cloranfenicol Acetil

Transferasa)

Las pastillas bacterianas conservadas a -20°C fueron resuspendidas en un volumen
variable de TDTT (de 100 a 900 pl, dependiendo del tamafio de la pastilla). Posteriormente,
fueron sonicadas durante 3 min en un sonicador “Vibra Cell”, con pulsos de una duracion de 9.9
s y periodos de reposo también de 9.9 s entre cada pulso (tiempo total de sonicacion, 6 min). Las
muestras sonicadas fueron centrifugadas durante 15 min a 13,000 rpm y el sobrenadante fue
transferido a tubos nuevos.

Para cuantificar las proteinas totales contenidas en el sobrenadante se utilizaron placas de
cultivo celular de 96 pozos (Costar), depositdndose por duplicado 10 ul de cada muestra por
pozo. En el pozo correspondiente al blanco se colocaron 10 pl de TDTT. Posteriormente, a cada
pozo se le agregaron 200 pl de una mezcla de los reactivos del estuche BCA “Protein Assay
Reagent” (Pierce) y la placa se incubd durante 30 min a 37°C. Transcurrido este tiempo, la
concentracion de proteinas se calculé mediante la lectura de la absorbancia a 562 nm en un lector
automatizado de microplacas tipo CERES 900 C (Bio-Tek Instruments Inc.), empleando el
programa KC3. Los valores obtenidos se interpolaron en una curva estandar de concentraciones
de la proteina BSA (albumina de suero de bovino) previamente almacenada en dicho programa.
Cuando el valor de proteinas totales del extracto fue mayor a 0.4 unidades se hicieron diluciones
de las proteinas totales usando TDTT, procurando que la concentracion final quedara entre 0.2 y
0.4 unidades.

Para calcular la actividad enziméatica de CAT, se depositaron por duplicado 5 pl de cada
extracto (o dilucién si era el caso), en otra placa de cultivo celular de 96 pozos. Posteriormente
se agregaron a cada pozo 200 ul de una mezcla que contiene Tris-HCI pH 7.8 0.1M, DTNB
(acido 5,5’-ditio-bis (2-nitrobenzoico), Research Organics, Inc.) 1 mM, cloranfenicol 0.1 mM
(Sigma) y acetil Co-A 0.1 mM (Pharmacia Biotech). Inmediatamente después se obtuvo, en el
mismo lector para microplacas posicionado en el modo de cinética, la actividad de CAT
mediante la lectura de la absorbancia a 410 nm en intervalos de 5 s durante 5 min. Los valores de
actividad obtenidos de cada muestra se interpolaron en una curva estandar de actividad de CAT
(de 0 a 2500 unidades/ml), previamente almacenada en el programa KC3.

La actividad especifica de CAT (umol/min/mg) se obtuvo al dividir las unidades de

actividad de CAT entre la concentracion total de proteinas de cada extracto. En los casos en los
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que se hicieron diluciones de las proteinas totales, se multiplico el valor obtenido por el factor de

dilucion correspondiente.

Western blot para detectar proteinas etiquetadas con el epitope FLAG

Las pastillas obtenidas de los cultivos se resuspendieron en 200 a 500 ul de buffer de
carga SDS-PAGE1X (segun el tamafio de la pastilla), se calentaron a 92°C durante 5 min y se
visualizo el extracto de proteinas totales en un gel de poliacrilamida al 12% para ajustar la
concentracion de las muestras.

Muestras de los extractos ajustados a una concentracion similar se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10, 12 6 15% (dependiendo del tamario de la proteina
que se quiso detectar). Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Para esto, se
recortaron 6 cuadros de papel filtro (Whatman) y un cuadro de membrana de nitrocelulosa
(Millipore) del tamafio del gel. El gel y la membrana fueron colocados en buffer de transferencia
(Ver apéndice) durante 10 min. Los cuadros de papel filtro se humedecieron en el mismo buffer
antes de realizar la transferencia semi-htimeda. Para transferir el gel, se sobrepuso todo en una
camara de transferencia (BIORAD) previamente humedecida, en el siguiente orden: 3 cuadros de
papel filtro, la membrana de nitrocelulosa, el gel de poliacrilamida y 3 cuadros de papel filtro. Se
dejo transfiriendo durante 60 mina 15 V.

Una vez terminada la transferencia, la membrana se colocé en solucion blogueadora (Ver
apéndice) y se mantuvo en agitacion durante toda la noche. Al dia siguiente, se retir6 la solucién
blogueadora, se agregé PBS-T (Ver apéndice) que contenia el anticuerpo primario (anti-FLAG
1:2000 (Sigma) o anti-DNAK 1:20000 (StressGen)) y se dej6 en agitacion durante 4 horas.

Después de retirar el anticuerpo primario se dieron 3 lavados en agitacion durante 10

minutos con PBS-T. Posteriormente se agregd PBS-T que contenia el anticuerpo secundario
(anti-ratén 1:10000 (PIERCE)) y la membrana se dejé en agitacion.
Transcurrida una hora se dieron nuevamente tres lavados de 10 min con PBS-T y se agregaron
los reactivos “Enhanced Luminol Reagent” y “Oxidizing Reagent”, del kit para revelado Perkin
Elmer Life Sciences en proporcion 1:1, manteniéndose en agitacion durante 1 min.

Para el revelado, la membrana se coloco entre dos acetatos en un cassette para revelado

(KODAK) y se expuso a una pelicula para revelado (KODAK Scientific Imaging film) por un
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periodo de 30 s a 7 min, dependiendo de la intensidad de la sefial. Una vez expuesta, la pelicula
se coloco en solucion reveladora (KODAK GBX developer) durante 2 min, se enjuag6 con agua
y se coloco en solucion fijadora (KODAK GBX fixer) por 30 s.

Construccién del plasmido que contiene la fusion transcripcional barA-cat

Empleando oligonucle6tidos especificos que contienen los sitios de restriccion necesarios
(Tabla 6), se amplifico la region reguladora del gen barA mediante PCR (Reaccion de la
polimerasa en cadena). En la figura 8 se esquematiza la region que fue amplificada y empleada
para la construccion de la fusion. El producto de PCR se corri6 en un gel de agarosa al 1% con
amortiguador TAE (Tris-Acetato-EDTA 0.5X, pH 8.0) a 80 V. El gel fue tefiido con bromuro de
etidio (0.5 pl/mg) y visualizado en un transiluminador de luz UV de onda corta (Sigma), que
permitiera identificar la banda del tamafio correspondiente a la region amplificada para cortarla y
purificarla mediante el kit “AxyPrep DNA gel extraction kit” (Axygen). Posteriormente el
fragmento y el plasmido pKK232-8 (que contiene al gen reportero cat sin promotor, ver tabla 4)
fueron digeridos con las enzimas de restriccion Hindlll y BamHI. Las digestiones dobles fueron
purificadas mediante el kit “AxyPrep PCR cleanup kit” (Axygen) y se visualizaron en un gel de
agarosa al 1%. De acuerdo a las cantidades observadas en éste, el producto de PCR y el vector
pKK232-8 se ligaron poniéndolos en la reaccion de ligacion en una proporcion aproximada de
5:1 molar. La reaccion se incubd a 16°C toda la noche; al dia siguiente la ligacion se precipitd
usando glicégeno y se emplearon 5 ul para transformar la cepa E. coli DH10.

Para confirmar que la clonacién del fragmento de barA en el plasmido pKK232-8 se llevo
a cabo, se purificaron plasmidos de varias transformantes de E. coli DH10p mediante miniprep,
mismos que fueron visualizados en un gel de agarosa al 1%. Aquellos plasmidos que contenian
un inserto, fueron digeridos empleando las mismas enzimas con las que se cloné para corroborar
el tamafio del inserto. Se seleccionaron los plasmidos que tuvieran el inserto correcto y se
purificaron con el estuche “High Pure Plasmid Isolation Kit” (Roche). Finalmente se enviaron a
la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM para obtener y
verificar la secuencia de nucleétidos.

De esta manera se obtuvo el plasmido pbarA-cat que contiene la fusion transcripcional

del gen barA al gen reportero cat (Tabla 5).
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Figura 8. Esquema que muestra las posiciones que abarca la regidn contenida en la fusién transcripcional barA-cat,

con respecto al inicio de la traducciéon de barA.

Precipitacion de ligaciones

A las reacciones de ligacién, después de mantenerse a 16°C durante toda la noche,
se les agregd 1 ul de glicogeno (20 mg/ml) (Roche) y 500 ul de etanol absoluto y se
incubaron durante 30 min a -20°C. Posteriormente se centrifugaron 15 min a 14000 rpm,
decantandose el sobrenadante al final. Se agregaron 700 pl de etanol al 70% y se volvio6 a
centrifugar en las mismas condiciones, desechando nuevamente el sobrenadante. Los tubos

se secaron en Speedvac sc100 (Savant) y se resuspendieron en 10 pl de agua MQ.

Purificacion de plasmidos

Las cepas que contienen los plasmidos de interés se cultivaron en 5 ml de LB adicionado
con los antibidticos adecuados (Tabla 5); incubandolos durante toda la noche a 37°C con
agitacion a 200rpm.

Los 5 ml de los cultivos se concentraron, centrifugando consecutivamente 2 min a 14000
rpm y desechando el sobrenadante. Las pastillas se resuspendieron en 150 pl de buffer SET.
Posteriormente se les agregaron 8 pl de RNAsa (10 mg/ml) y se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 min. Transcurrido este tiempo se les agregaron 400 ul de solucién de lisis
(NaOH 0.2 M, SDS 1%) y se incubaron en hielo. Despues de 5 min, se les agregaron 300 ul de
acetato de amonio 7.5M pH 7.8 y se incubaron en hielo durante 10 min, para posteriormente
centrifugarlas durante 10 min a 14000 rpm. El sobrenadante se recuperd en un tubo nuevo y se
agregaron 500 pl de isopropanol. Esta mezcla se incubé a temperatura ambiente durante 10 min
y después de centrifug6 a 14000 rpm durante 10 min. El sobrenadante fue desechado y se agregd
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1 ml de etanol al 70%. Posteriormente se centrifugd durante 10 min a 14000 rpm, el
sobrenadante fue desechado y las pastillas se secaron completamente, para finalmente
resuspenderlas en 50-100 ul de agua.

Purificacion de RNA total para ensayos de RT-PCR en tiempo real

La cepa silvestre de S. Typhimurium se cultivé en 5 ml de medio LB (Luria Bertani)
adicionado con los antibioticos para los que tiene resistencia (Tabla 7), incubandose a 37°C en
agitacion a 200 rpm durante toda la noche. Al dia siguiente se tomaron 500 ul del cultivo para
inocular dos matraces de 250 ml con 50 ml de LB, también adicionado con los antibidticos
correspondientes. Estos cultivos se incubaron durante 9 horas a 37°C en agitacion a 200 rpm. Las
muestras para extraer RNA se tomaron en condiciones de esterilidad a las 2, 5 y 9 horas de
crecimiento. En la hora 2, dada la menor cantidad de bacterias en el medio, se tomaron muestras
de 5 ml. A lahora5 se tomaron 1.5 ml y en la hora 9 se tomé 1 ml. Asimismo, en dichas horas se
midié la densidad Optica de los cultivos a 600 nm.

Las pastillas obtenidas luego de centrifugar las muestras, fueron lavadas una vez con 800
pl de PBS 1X estéril y se almacenaron a -20°C.

Las pastillas de bacterias se resuspendieron en 20 pl de H,O tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC) 0.1% v/v. Posteriormente, se adicionaron 3 ul de H,O DEPC al
0.5% v/v y 200 pul de acetona helada. Se mezclaron los componentes con pipeta y se centrifugd
durante 2 min a 10,000 rpm, desechandose el sobrenadante al final. La pastilla se resuspendio en
30 pl de H,O DEPC al 0.1% vl/v, se agregaron 10 ul de lisozima (preparada al momento con
H,O DEPC al 0.1% v/v) y se incub6 a 37°C. Transcurridos 10 min se agreg6 1 pl de proteinasa
K (100 pg/ml) y se incubé en hielo por otros 10 min.

Posteriormente se agregaron 3.5 pl de H,O DEPC al 0.5% v/v, 200 ul de fenol
precalentado a 70°C y 150 ul de cloroformo. Los componentes se mezclaron con pipeta, se
agregaron 120 pl de H,O DEPC al 0.1% v/v y se centrifug6 a 12,000 rpm durante 5 min. La fase
acuosa se transfirié a un tubo nuevo y se agregaron 3.5 pl de H,O DEPC al 0.5% v/v, 200 pl de
fenol precalentado a 70°C, 150 pl de cloroformo y 120 pl de H,O DEPC al 0.1% v/v. La mezcla
se centrifugd a 12,000 rpm durante 5 min. Posteriormente se volvid a tomar la fase acuosa para

transferirla a un tubo nuevo y se le agregé 1 ml de etanol absoluto. Después de precipitar las
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muestras a -20°C durante al menos una hora, se centrifugaron a 12,000 rpm durante 15min, se
desecho el sobrenadante y se resuspendieron en 50 ul de H,O DEPC al 0.1% V/V.
Posteriormente, para limpiar la muestra de rastros de DNA, se realiz6 un tratamiento con
DNAsa durante 15 min a temperatura ambiente. La reaccion se par6 agregando 2ul de EDTA 25
UM e incubando a 65°C durante 10min. Para verificar que el DNA hubiera sido eliminado por
completo, se realiz6 una PCR usando los oligos disefiados para la PCR en tiempo real. Si result6
que la muestra ain contenia DNA, es decir, se amplificaba un fragmento de DNA, se repitio el
tratamiento con DNAsa. El proceso se repitié hasta que las muestras quedaran libres de DNA,
usando la PCR como indicador. De las muestras ya libres de DNA, se cuantifico la concentracion

de RNA y las muestras se almacenaron a -20°C.

Cuantificacién de RNA total

Para cuantificar la cantidad total de RNA purificado se diluyeron 10 pl del RNA en
490 pl de H,O DEPC al 0.1% v/v y se deposito la mezcla en celdas de cuarzo (Sigma)
previamente lavadas por 10 min con soluciéon NaOH 0.1 M EDTA 1 mM. Se midié la
densidad Gptica de las celdas a una absorbancia de 260 nm y la concentracién de RNA se
calcul6 considerando una unidad de Az como 40 pl/ml de RNA. Para obtener la
concentracion final de RNA se multiplico lo obtenido por el factor de dilucidn (50 en este

caso).

Ensayos de RT-PCR

La deteccion de los genes ssrA, ssrB y ssaG por RT-PCR se realiz6 como se
describe a continuacion.

Primero se sintetizd el DNA complementario (cCDNA) de estos genes, usando RNA
total y los oligos ssrA-RT-R, ssrB-RT-R y ssaG-RT-R. Como control interno para
normalizar los resultados se usé el gen gyrA, por lo tanto también se obtuvo su cDNA
usando el oligo gyrA-RT-R, especifico para este gen. EI cDNA se obtuvo usando el kit
“RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis kit” (Fermentas). Para esto, en un tubo
se mezclaron 0.5 pg de RNA total y 1 ul de cada uno de los oligos. La reaccion se llevo a
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12 pl con H,O DEPC al 0.1% v/v, se incub6 5 min a 70°C y se enfrio en hielo.
Posteriormente se agregaron 4 pl de la solucién buffer, 1 pl de inhibidor de RNAasa (20 U)
y 2 pl de dNTPs (a una concentracion de 10 mM). Después de un periodo de incubacion de
5 min a 37°C, se agreg6 1 ul de la enzima transcriptasa reversa (200 U), lo que llevo la
reaccion a 20 pl totales. Se incubd una hora a 42°C, después se detuvieron las reacciones
incub&ndolas a 70°C durante 10 min y se enfriaron en hielo antes de almacenarlas a -20°C.

Para el PCR en tiempo real se prepararon reacciones por triplicado para cada gen y de
cada hora. Las reacciones contenian: 10 ul de SYBR Green PCR Master Mix (Perkin-
Elmer/Applied Bio-systems), 7 pl de H,O DEPC al 0.1% v/v, 1 ul de la reaccién de sintesis
de cDNA y 1 pl de los oligos (forward y reverse) para amplificar cada gen (ssrA-RT-R y
SSIA-RT-F para ssrA, ssrB-RT-R y ssrB-RT-F para ssrB, ssaG-RT-R y ssaG-RT-F para ssaG
y gyrA-RT-R y gyrA-RT-R para gyrA).

Las reacciones de RT-PCR fueron realizadas en el ABI Prism 7000 Sequence
Detection System (Applied Bio-systems) en el modo estandar y usando el programa Rotor
Gene 6000 1.7. Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes: 10 min a 95°C y 40
ciclos de 95°C por 15 s 'y 60°C por 60 s. Para la cuantificacion de los productos de la PCR en

tiempo real se empled el método 2 4T

reportado por Livak and Shmittgen (2001). Todas las
reacciones de RT-PCR fueron realizadas por triplicado y se realizaron a partir de 3 diferentes

cultivos bacterianos.
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V1. Resultados

Los genes que conforman la cascada de regulacion que controla la expresion de los

genes de SPI-1 presentan un patron similar de regulacion por fase de crecimiento

Previamente habiamos analizado las cinéticas de expresion de los genes del regulon
de SPI-1 hilA, invF y sopB, encontrando que éstos se expresan durante la fase del
crecimiento estacionaria temprana de Salmonella en LB (Figura 7) (Bustamante et al.,
2008). Por otro lado, en nuestro grupo hemos definido también que estos tres genes se
encuentran al final de una cascada de regulacion que controla la expresion del regulon SPI-
1, la cual involucra a los reguladores BarA/SirA, CsrA, CsrB/C e HIlE (Martinez et al.,
sometido, Ellemeier & Slauch, 2007). Para definir si el patron de expresion de los genes del
regulon de SPI-1 se debe a la regulacion por fase de crecimiento de los genes que estan al
inicio de dicha cascada de regulacion, determinamos las cinéticas de expresion de los genes
SirA, barA, csrB, csrC, csrA, hilD, hilg, hilA e invF. Para monitorear la expresion de estos
genes usamos fusiones transcripcionales de sus regiones reguladoras al gen reportero cat.
En el laboratorio se tenian los plasmidos psirA-cat, pcsrA-cat, pcsrB-cat, pcsrC-cat, philD-
cat, philE-cat, philA-cat y pinvF-cat, que contienen las fusiones transcripcionales sirA-cat,
csrA-cat, csrB-cat, csrC-cat, hilD-cat, hilE-cat, hilA-cat e invF-cat, respectivamente (Tabla
5); sin embargo, no se contaba con la fusion barA-cat. Para obtener esta fusion,
amplificamos por PCR la region reguladora de barA y la clonamos en el vector pKK232-8,
que contiene el gen cat sin promotor, generando asi el plasmido pbarA-cat, que lleva la
fusion barA-cat (Figura 8). Los plasmidos que contienen las diferentes fusiones se
transformaron en S. Typhimurium SL1344 (WT) y se determind la actividad especifica de
CAT de las transformantes a partir de muestras de cultivos tomadas cada hora durante un
periodo de 10 horas de crecimiento en LB.

La figura 9 muestra que la cinética de expresion de todos los genes que conforman
la cascada reguladora, desde barA hasta invF, aumenta a partir de la hora 2 6 3 de
crecimiento, alcanzando el valor mas alto alrededor de la hora 5 6 6. Después de este punto
la expresion disminuye gradualmente. La similitud en el patron de expresion de estos genes

es mas evidente en las figuras 10A, 10B y 10D, en las que se representa la actividad de
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cada fusion como porcentaje de expresion, siendo el 100% el valor maximo de su expresion
mostrado en la figura 9. Al analizar con més detalle las cinéticas de expresion en las
primeras 4 horas, se puede ver que la induccion en la expresion sirA, csrB, hilD e hilA
parece ser secuencial (Figura 10C), lo cual concuerda con la cascada de regulacion en la
que SirA induce la expresion de CsrB, el cual induce la expresion de HilD, que, a su vez,
induce la expresion de HilA (Martinez et al., sometido).
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Figura 9. Cinéticas de expresion de los genes involucrados en el control de la expresion del regulon SPI-1.
En verde se muestran los genes que se encuentran localizados fuera de islas de patogenicidad y en morado los
que se encuentran codificados dentro de SPI-1. El orden de las cinéticas refleja la manera en que, se propone,
ocurre la cascada de activacion. Las cinéticas se obtuvieron analizando las fusiones transcripcionales de la
region reguladora de cada gen al gen reportero cat en la cepa silvestre de Salmonella. La actividad especifica
de la enzima CAT se cuantifico a partir de muestras tomadas de cultivos crecidos en LB cada hora durante 10
horas. Los resultados mostrados representan el promedio de al menos dos experimentos independientes

realizados por duplicado. Las barras de error representan la desviacion estandar.
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Una observacion interesante a partir de estos resultados es que la expresion de los
genes hilE y csrA (Figura 9), que codifican para represores de hilD a nivel
postranscripcional, se induce de manera similar que la de los genes de SPI-1 (Figura 10B),
lo cual podria sugerir que el papel de HilE y CsrA podria ser el de mantener una
concentracion adecuada de HilD pero no reprimir por completo su expresion.

En conjunto, estos resultados muestran que los genes evaluados que conforman la
cascada reguladora que controla la expresion del regulon de SPI-1 presentan un patron de
expresion similar entre si. Esto sugiere que su regulacion por fase de crecimiento podria ser

consecuencia de la relacién que guardan entre ellos en dicha cascada de regulacion.
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Figura 10. Los genes involucrados en la cascada de activacion de SPI-1 tienen una regulacion por fase de
crecimiento similar, observable en las cinéticas de expresion de las fusiones barA-cat, sirA-cat, csrB-cat,
csrC-cat, genes que se encuentran fuera de SPI-1(A) y en las de hilD-cat, hilA-cat e invF-cat, genes
codificados en dicha isla (B). Activacion secuencial de sirA-cat a hilA-cat, durante las primeras cuatro horas
de crecimiento (C). El aumento en la expresion de los RNAs pequefios csrB y csrC permitiria la expresion de
hilD, al quitar la represion mediada por CsrA (D). Las cinéticas muestran el porcentaje de actividad especifica
de CAT, tomando como 100% el valor mas alto obtenido en la cinética de cada gen. Los datos empleados

para la generacion de estas graficas son los mismos de las graficas de la figura 9.
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La sobre-expresion de SirA, el regulador que se encuentra al inicio de la cascada
reguladora de SPI-1, no altera el patron de expresion dependiente de fase de

crecimiento de los genes que se encuentran por debajo en la cascada

Dado que la expresién maxima del gen que codifica para el regulador de respuesta
SirA se observa hasta la tercera hora de cultivo, podria ser que el patrén de expresion de los
genes corriente abajo de SirA en la cascada reguladora dependa de que dicho regulador
alcance la concentracion critica para iniciar la activacion del resto los genes de la cascada,
es decir, que estos genes no se expresen desde el inicio del crecimiento en LB por la falta
de SirA. Para investigar esto, analizamos la expresion de la fusion invF-cat durante las
primeras horas de crecimiento, en presencia del plasmido pK3SirA, que sobre-expresa
constitutivamente a SirA. Esto se hizo con el propoésito de tener una gran cantidad de
proteina durante todo el crecimiento de Samonella. Asimismo, para que la Unica fuente de
SirA fuera el plasmido y no la copia cromosomica del gen sirA, este analisis se llevo a cabo
en la mutante AsirA de S. Typhimurium.

Como muestra la figura 11A, la expresion de invF-cat disminuye alrededor de tres
veces como maximo en la mutante ASirA en comparacion con su expresion en la cepa
silvestre. La presencia del plasmido pK3SirA complementa la expresion de esta fusion en la
mutante ASirA, incluso a niveles mayores que en la cepa silvestre. Sin embargo, no
modifica su patrén de regulacién por fase de crecimiento, ya que la expresion de invF-cat

se sigue induciendo, al igual que en la cepa silvestre, a partir de la hora 2 de crecimiento.
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Figura 11. La sobre-expresion del regulador de respuesta SirA no modifica la regulacion por fase de

crecimiento de invF (A) o csrB (B). La expresion de las fusiones invF-cat y csrB-cat, contenidas en los
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plasmidos pinvF-cat y pcsrB-cat respectivamente, fue analizada en la cepa silvestre de Salmonella y en su
derivada mutante AsirA que contiene o no el plasmido pK3SirA, que sobre-expresa a SirA. La actividad
especifica de CAT se cuantificéd a partir de muestras tomadas cada hora durante las primeras 5 horas de
crecimiento en LB. Los resultados mostrados representan el promedio de dos experimentos independientes

realizados por duplicado. Las barras de error representan la desviacion estandar.

Considerando que la activacion de invF es una de las Gltimas etapas de la cascada
de regulacion para SPI-1, podria ser que la expresion constitutiva de SirA no tenga un
efecto notorio en su expresion en las primeras horas de crecimiento por la existencia de
puntos adicionales de regulacion que actian sobre los genes de la cascada que se
encuentran entre sirA e invF. Para explorar esta posibilidad y dado que la expresion de csrB
estd directamente regulada por SirA (Martinez et al., sometido), se analiz6 ahora la
expresion de la fusién csrB-cat en los mismos fondos genéticos en los que analizamos la
expresion de la fusion invF-cat.

De manera similar a lo observado con la fusion invF-cat, la presencia del plasmido
pK3SirA llevo la expresion de la fusion csrB-cat en la mutante AsirA a niveles mayores que
los de la cepa silvestre, pero su induccion se dio a partir de la hora 2 de crecimiento, lo que
también ocurre en la cepa silvestre. Esto indica que la expresion constitutiva de SirA
tampoco modifica la regulacion por fase de crecimiento de csrB.

Estos resultados podrian indicar que ain cuando SirA se exprese constitutivamente,
no serd capaz de activar a sus genes blanco hasta que sea fosforilada en respuesta a una
sefial ambiental, muy probablemente mediante BarA. Dicha sefial se produciria alrededor
de la hora 2 del crecimiento de S. Typhimurium en LB e induciria la expresion de los genes
de SPI-1 a través de SirA, lo cual determinaria su regulacién por fase de crecimiento.
Alternativamente, o en combinacion con lo anterior, otro regulador podria ser el
responsable de que la expresion de los genes de SPI-1, mediada por la cascada de
regulacion que inicia el sistema BarA/SirA, se dé especificamente en la fase temprana de

crecimiento estacionario.
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HiIlE, Lon y H-NS no reprimen la expresion de los genes de SPI-1 en la fase de

crecimiento exponencial

Una explicacion posible para la expresion especifica de los genes de SPI-1 en la
fase temprana de crecimiento estacionario, es que algin regulador mantenga reprimida su
expresion en la fase de crecimiento exponencial. HilE, Lon y H-NS son algunos de los
reguladores negativos que se han descrito para los genes de SPI-1 (Boddicker & Jones,
2004, Baxter et al., 2003, Olekhnovich & Kadner, 2007, Schechter & Lee, 2001). Los
primeros dos actGan regulando postraduccionalmente a HilD. HilE se une a HilD,
previniendo que induzca la expresion de hilA (Jones, 2005), mientras que la proteasa Lon
degrada a HilD (Takaya et al., 2005).

Para investigar si estos represores estan involucrados en la regulacién por fase de
crecimiento del reguldén de SPI-1, analizamos la expresion de la fusién hilA-cat en las
mutantes AhIlE y Alon, asi como en una mutante que carece del dominio carboxilo terminal
de H-NS (Ahns), sin el cual esta proteina no es capaz de unirse al DNA vy por lo tanto de
ejercer su funcion represora (Sette et al., 2009).

Como se muestra en la figura 12, la expresion de la fusién hilA-cat se indujo de
manera similar en la fase estacionaria temprana, en la cepa silvestre y en sus derivadas
mutantes AhilE, Alon y Ahns. En la mutante AhilE su expresion se increment6
significativamente con respecto a la cepa silvestre y en la mutante Ahns también aument6 a
la hora 5 de crecimiento. Sin embargo, al igual que en la cepa silvestre, la expresién de la
fusién hilA-cat permaneci6 reprimida en las primeras 2 horas del crecimiento en las tres
mutantes. Estos resultados indican que los reguladores HilE, Lon y H-NS no son
responsables de una probable represion de los genes de SPI-1 durante la fase de crecimiento

exponencial.
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Figura 12. Los reguladores negativos H-NS, HilE y Lon no estan involucrados en la represion temprana de
los genes de SPI-1. Analisis de la expresion de hilA durante las primeras 5 horas de crecimiento en LB. La
expresién de la fusion transcripcional hilA-cat, contenida en el plasmido philA-cat, se analiz6 en la cepa
silvestre y en sus derivadas mutantes Ahns, Alon y AhilE. La actividad especifica de CAT se cuantifico a
partir de muestras tomadas cada hora durante las primeras 5 horas de crecimiento en LB. Los valores
mostrados equivalen a un promedio de dos experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras

de error representan la desviacién estandar.

La induccidn de la expresion de los genes de SPI-1 en la fase estacionaria temprana

parece ser controlada por la respuesta a la escasez de nutrientes mediada por ppGpp

Otra posibilidad que podria explicar la expresion de los genes de SPI-1 en la fase
temprana de crecimiento estacionario, es que algun regulador positivo adicional se
involucre en la cascada de regulacion para estos genes, especificamente en esta fase del
crecimiento. RpoS es un factor sigma involucrado en la expresion de genes cuando la
bacteria alcanza la fase de crecimiento estacionaria (Dong & Schellhorn, 2010). RelA y
SpoT son dos enzimas responsables de la sintesis de ppGpp (Guanosina tetrafosfato), una
molécula que es producida en condiciones limitantes de nutrientes, como las que se
presentan en la fase de crecimiento estacionaria (Song et al., 2004).

Para investigar si el factor sigma RpoS o la molécula ppGpp estan involucrados en
la regulacion por fase de crecimiento del reguldn de SPI-1, analizamos la expresion de la

fusion hilA-cat en la mutante ArpoS y en la doble mutante ArelAAsSpoT.
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Como se muestra en la figura 13A, la expresion de la fusion hilA-cat se abatio por
completo en la doble mutante ArelAAspoT. En contraste, su cinética de expresién no se

afect6 en la mutante ArposS, con respecto a la cepa silvestre.
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Figura 13. La induccion de los genes de SPI-1 durante la fase estacionaria temprana es dependiente del factor
de respuesta a escasez de nutrientes, ppGpp. Analisis de la expresion de hilA (A) e hilD (B) durante las
primeras 5 horas de crecimiento en LB. La expresion de las fusiones transcripcionales hilA-cat y hilD-cat
contenidas en los plasmidos philA-cat y philD-cat, respectivamente, se analizaron en la cepa silvestre y en sus
derivadas mutantes ArpoS y ArelAAspoT. La actividad especifica de CAT se cuantificd a partir de muestras
tomadas cada hora durante las primeras 5 horas de crecimiento en LB. Los valores mostrados equivalen a un
promedio de dos experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan la
desviacion estandar.

Para confirmar estos resultados y definir si la ausencia de la molécula ppGpp en la
mutante ArelAAspoT afecta Unicamente la expresion de hilA, o también afecta la expresion
de HilD, el regulador positivo de hilA, analizamos la expresion de la fusion hilD-cat en la
mutante ArelAAspoT.

Al igual que lo observado para la fusion hilA-cat, la expresion de la fusién hilD-cat
disminuy6 drasticamente en la mutante ArelAAspoT, en comparacion con su expresion en la
cepa silvestre (Figura 13B).

Estos resultados sugieren que la produccion de la molécula ppGpp, por las enzimas
RelA y SpoT, en respuesta a la escasez de nutrientes, podria estar involucrada en la
induccion de la expresion de los genes de SPI-1 especificamente en la fase estacionaria
temprana.
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El desfasamiento en la expresion de los genes de SPI-1y SPI-2 podria deberse a un

mecanismo de regulacién postranscripcional sobre el operén ssrAB

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio, se mostro que la expresion de
los genes del regulon de SPI-2, ssaG y pipB, se induce durante la fase tardia de crecimiento
estacionario, comprendida entre las horas 5 a 10 en un cultivo de Salmonella en el medio
LB (Figura 7) (Bustamante et al., 2008, Sezonov et al., 2007). Esto contrasta con la
expresion de los genes de SPI-1, los cuales se expresan en la fase estacionaria temprana,
comprendida entre las horas 2 a 5 del crecimiento en LB (Figuras 7, 9 y 10 de este trabajo;
Bustamante et al., 2008; Sezonov et al., 2007). De manera interesante, en estas condiciones
de cultivo, la expresion tanto de los genes de SPI-1 como la de genes de SPI-2, es inducida
por el regulador HilD, codificado en SPI-1 (Bustamante et al., 2008). HilD induce
directamente la expresion del operdn ssrAB (Bustamante et al., 2008), localizado en SPI-2
y que codifica para el sistema de dos componentes SsrA/B, el cual regula positivamente a
los genes de esta isla (Ochman et al., 1996).

Para determinar si la expresion retrasada de los genes de SPI-2, con respecto a la de
los genes de SPI-1, es consecuencia de la regulacion del operon ssrAB, analizamos las
cinéticas de expresion de las fusiones transcripcionales ssrAB-cat, ssaG-cat e hilD-cat en la

cepa WT de S. Typhimurium crecida en medio LB.
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Figura 14. La expresién de ssrAB, regulador central de SPI-2, comienza a aumentar desde la fase estacionaria
temprana, lo que coincide con la regulacion por fase de crecimiento de los genes de SPI-1y contrasta con la de
los genes de SPI-2, que comienzan a expresarse hasta la fase estacionaria tardia. Cinéticas de expresion de
genes que se encuentran localizados en el locus de SPI-2, ssrAB (A) y ssaG (B). Las cinéticas se obtuvieron
analizando las fusiones transcripcionales de la regién reguladora de cada gen al gen reportero cat en la cepa
silvestre de Salmonella. La actividad especifica de la enzima CAT se cuantifico a partir de muestras tomadas
cada hora de cultivos crecidos en LB durante 10 horas. Los resultados mostrados representan el promedio de
al menos dos experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan la
desviacién estandar. Cinéticas de expresion que muestran el porcentaje de actividad especifica de CAT,
tomando como 100% el valor mas alto obtenido en la cinética de cada gen (C). Los datos empleados para la

generacion de esta grafica son los mismos de las graficas de los paneles Ay B y la figura 9.

Sorpresivamente, la expresion de la fusion ssrAB-cat aumentd a partir de la hora 3,
alcanzando su punto maximo a la hora 6 de crecimiento (Figura 14A). En contraste y como
ya se habia reportado (Bustamante et al., 2008), la expresion de la fusion ssaG-cat se
incremento significativamente a partir de la hora 5, alcanzando su méaxima expresion a la
hora 10 de crecimiento (Figura 14B). Como el patron de expresién de la fusién ssrAB-cat
fue méas parecido al patron de expresion de los genes de SPI-1 que al de los de SPI-2, se
hizo una comparacion directa de éstos, graficando la actividad de las fusiones como
porcentajes de expresion, siendo el 100% su valor maximo de expresion mostrada en las

graficas 14A y 14B. En esta comparacion fue evidente que el patron de transcripcion de

64



ssrAB (SPI-2) coincide con el de hilD (SPI-1) y no con el de ssaG (SPI-2), gen al que
regula directamente (Figura 14C).

Para confirmar estos resultados, monitoreamos el nivel de transcripcion de los genes
ssrA, ssrB y ssaG mediante PCR cuantitativo de tiempo real (QRT-PCR), alas 2,5y 9
horas del crecimiento de S. Typhimurium en LB, usando pares de oligonucledtidos que

amplifican especificamente regiones internas de dichos genes (Tabla 6).

Horas

Figura 15. La transcripcion de ssrA, ssrB y ssaG se detecta desde la hora 5. EI RNA total de la cepa silvestre
de Salmonella fue extraido a las 2, 5 y 9 horas durante el crecimiento de la bacteria en LB. Los niveles de
transcrito de ssrA, ssrB y ssaG fueron determinados usando pares de oligonucle6tidos especificos para
regiones dentro de los genes estructurales, empleandose gyrA como control interno para normalizar los
resultados. Los datos muestran la expresion relativa de ssrA, ssrB y ssaG con respecto a su expresion a las 9
horas y representan el promedio de tres experimentos realizados por triplicado. Las barras de error

representan la desviacién estandar.

Los ensayos de qRT-PCR mostraron que hay un mayor nivel de los transcritos de
ssrA y ssrB a la hora 5 que a la hora 9. En contraste, el nivel del transcrito de ssaG es
mayor a la hora 9 que a la hora 5 (Figura 15). Esto concuerda con los datos obtenidos con el
analisis de las fusiones transcripcionales, el cual mostro que la fusion ssrAB-cat alcanza su
nivel maximo alrededor de la hora 5, mientras que la fusion ssaG-cat lo hace alrededor de
la hora 9 (Figura 14).

En conjunto, estos resultados indican que hay un marcado desfasamiento en el
tiempo en que el operdn ssrAB se transcribe y la transcripcion de los genes que dicho

sistema de dos componentes regula, como ssaG.
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En un trabajo previo de nuestro grupo, se habia mostrado que la proteina SsrB
(codificada en el operdn ssrAB) presenta un patréon de expresion en LB similar al de los
genes de SPI-2, es decir, se expresa en la fase tardia de crecimiento estacionario
(Bustamante et al., 2008). Para determinar si la proteina SsrA tiene un patron similar al de
SsrB, como podria esperarse debido a que los genes en los que estan codificadas se
expresan como operon, analizamos las cinéticas de expresion de las proteinas SsrA 'y SsrB
que llevan el epitope FLAG fusionado a su extremo carboxilo terminal. Para esto, muestras
de cultivos en LB de cepas derivadas de S. Typhimurium silvestre (Tabla 4), que expresan
SsrA-FLAG y SsrB-FLAG a partir de los genes cromosomales, se tomaron cada dos horas
durante un periodo de 12 horas y se analizaron mediante ensayos de Western blot,
empleando anticuerpos contra el epitope FLAG. Como control de carga, la proteina DnaK,
que se expresa constitutivamente, fue detectada usando un anticuerpo monoclonal anti-
DnakK.

En la figura 16 se observa que ambas proteinas, SsrA y SsrB, se detectan claramente
de la hora 6 a la hora 12 del crecimiento. A la hora 4 no hay niveles detectables de estas
proteinas (Figura 16), lo cual contrasta con los resultados que muestran que a esta hora ya
hay transcripcion del operon ssrAB (Figura 14). Por otro lado, la presencia a la hora 6 de las
proteinas SsrA y SsrB (Figura 16) concuerda con la induccién de la expresion de la fusion
ssaG-cat en ese punto (Figura 14).

El bajo nivel de sintesis de ambas proteinas durante las primeras horas del
crecimiento parece ser uno de los factores limitantes que determinan el punto en el que se
expresan los genes de SPI-2. Incluso, estos datos podrian sugerir la existencia de un
mecanismo de regulacion postranscripcional que provoque el retraso en la traduccion de
ssrAB y por tanto que la expresion de los genes de SPI-2 se desfase con respecto a la

expresion de los genes de SPI-1.
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Figura 16. Las proteinas SsrA y SsrB no se detectan durante la fase exponencial ni la estacionaria temprana
del crecimiento de Salmonella en LB, pero son evidentes. Las cepas que contienen a los genes ssrA y ssrB
etiquetados la secuencia que codifica para el epitope FLAG, se cultivaron durante 12 horas en LB. Las
muestras fueron tomadas cada dos horas y los lisados totales de células obtenidos de cada muestra se
visualizaron en un gel de poliacrilamida al 12%. Las proteinas etiquetadas se detectaron por Western blot
usando un anticuerpo monoclonal anti-FLAG. Como control de carga, se detectd la proteina DnaK de

expresién constitutiva, empleando un anticuerpo monoclonal anti-DnaK.

La sobre-expresion de SsrB adelanta la expresion de los genes de SPI1-2 a la fase de

crecimiento exponencial

Nuestros resultados sugieren que la expresion de los genes de SPI-2 en la fase tardia
de crecimiento estacionario depende de la expresion especifica de las proteinas SsrA y SsrB
en esta fase. Con el fin de corroborar esto, analizamos si la sobre-expresion constitutiva de
las proteinas SsrA y SsrB podria inducir la expresién de la fusion ssaG-cat antes de la fase
tardia de crecimiento estacionario de S. Typhimurium en LB. Para esto, primero
determinamos la expresion de SsrB a partir de los plasmidos pT3SsrB y pT3SsrAB, que
contienen al gen ssrB o al operon ssrAB completo, respectivamente, bajo el control del
promotor lac del vector, el cual es constitutivo en Salmonella. Este analisis se hizo en la
cepa mutante AssrB que contiene los plasmidos pT3SsrB o pT3SsrAB o el vector pMPM-
T3, con el fin de que la proteina SsrB detectada proviniera unicamente de los plasmidos. La
deteccién de SsrB se realiz6 mediante ensayos de Western blot, usando anticuerpos
policlonales anti-SsrB, con muestras de cultivos de las cepas tomadas a las horas 2, 5y 9 de
crecimiento. La figura 17A muestra que SsrB se expreso a partir del plasmido pT3SsrB en
la horas 2, 5 y 9, en contraste a su expresion a partir del operén ssrAB cromosomal
etiquetado con el epitope FLAG, del cual se detecta a la hora 6 pero no a las horas 2 y 4

(Figura 16). La expresion de SsrB a partir del plasmido pT3SsrAB fue menor que la del
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plasmido pT3SsrB, siendo esta diferencia mas evidente a la hora 2, punto en el que so6lo se
detectd una muy débil expresion de SsrB a partir de pT3SsrAB (Figura 17A).

Estos resultados sugieren que ssrB se libera de la posible regulacion
postranscripcional cuando se expresa a partir de un plasmido multicopia, bajo un promotor
fuerte y constitutivo.

Sabiendo que SsrB se expresa desde las primeras horas del crecimiento en LB a
partir de los plasmidos pT3SsrB y pT3SsrAB, analizamos el efecto de estos plasmidos en la
expresion de la fusion ssaG-cat, en la mutante AssrB, a las horas 2, 5 y 9 de crecimiento.

En la figura 17B se puede observar que la expresion de la fusion ssaG-cat se induce
en la cepa silvestre a la hora 9 del crecimiento y que ésta no se expresa en la mutante ASSrB
que contiene el vector pMPM-T3. En contraste, en la mutante AssrB que contiene los
plamidos pT3SsrB o pT3SsrAB, la fusion ssaG-cat se expreso a las horas 2, 5y 9 del
crecimiento.

Estos resultados sugieren que la sobre-expresion constitutiva de SsrB adelanta la
expresion de los genes de SPI-2 a la fase de crecimiento exponencial, lo cual sugiere que la
concentracion de las proteinas SsrA/B es el factor limitante que determina la cinética de

expresion que seguiran los genes de SPI-2 durante las diferentes fases de crecimiento.
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Figura 17. La sobre-expresidn constitutiva de SsrB adelanta la expresion de ssaG a la fase estacionaria
temprana. La cepa mutante AsSrB que contiene tanto a la fusion ssaG-cat como a los plasmidos pMPMT3,
pT3SsrB o pT3SsrAB, que expresan constitutivamente a SsrB y a SsrA/B, se cultivé durante 9 horas en LB.
El nivel de expresion de la proteina SsrB a partir de los plasmidos pT3SsrB y pT3SsrAB se determind a partir
de muestras tomadas a las 2, 5 y 9 horas de crecimiento (A). Los lisados totales de células obtenidos en cada

muestra se corrieron en un gel de poliacrilamida al 12% y las proteinas se detectaron por Western blot usando
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el anticuerpo policlonal anti-SsrB. Como control de carga, se detecté la proteina DnaK de expresion
constitutiva, empleando un anticuerpo monoclonal anti-DnaK. La expresidn de la fusion transcripcional ssaG-
cat, expresada a partir del plasmido pssaG-cat, se analizé en la cepa silvestre y en su derivada mutante AssrB
que contiene o0 no los plasmidos pT3SsrB y pT3SsrAB, que expresan constitutivamente a SsrB y a SsrA/B,
respectivamente (B). La actividad especifica de CAT se cuantific a partir de muestras tomadas a las horas 2,
5y 9 de crecimiento en LB. Los resultados mostrados representan el promedio de dos experimentos

independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan la desviacion estandar.

SsrB reprime la expresion de SPI1-1

Previamente, en nuestro laboratorio se demostré que la expresion de HilA, el
regulador positivo central de los genes de SPI-1, disminuye cuando la expresién de SsrB y
OmpR, los reguladores positivos de los genes de SPI-2, se incrementa en la fase tardia de
crecimiento estacionario (Figura 7) (Bustamante et al., 2008).

Esto podria sugerir que SsrB, OmpR o ambos estuvieran involucrados en la
represion de HilA y como consecuencia, del resto de los genes de SPI-1 en la fase tardia de
crecimiento estacionario. Para investigar esta posibilidad, analizamos el efecto de la sobre-
expresion constitutiva de SsrB 'y OmpR en la expresion de los genes de SPI-1. Para esto,
determinamos la expresion de la fusion transcripcional invF-cat en el fondo AompR, en
presencia de los plasmidos pT3SsrB y pT30mpR. Como control de la expresién de SsrB y
OmpR a partir de estos plasmidos, primero monitoreamos la expresion de la fusion ssaG-
cat en la misma mutante. Ya que OmpR se requiere para la expresion del operdn ssrAB,
esta mutante no expresa ni OmpR ni SsrB. Como se esperaba, la fusion de ssaG-cat se
expreso en la cepa silvestre a la hora 9 del crecimiento, lo que no sucedié en la mutante
AompR que contiene el vector pMPM-T3 (Figura 18A). La presencia de los plasmidos
pT3SsrB o pT30mpR restaurd la expresion de esta fusion en la mutante AompR (Figura

18A), indicando que SsrB y OmpR se expresan bien a partir de estos plasmidos.
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Figura 18. La expresion de invF se abate al sobre-expresar SsrB pero no se afecta al sobre-expresar OmpR,
ambos reguladores de SPI-2. La expresion de las fusiones transcripcionales ssaG-cat (A) e invF-cat (B),
contenidas en los plasmido pssaG-cat y pinvF-cat, se analizaron en la cepa silvestre y en su derivada mutante
AompR, que contiene o no, los plasmidos pT30mpR y pT3SsrB, que expresan constitutivamente a OmpR y a
SsrB, respectivamente (B). La actividad especifica de CAT se cuantificé a partir de muestras tomadas a las 9
horas de crecimiento en LB. Los resultados mostrados representan el promedio de dos experimentos

independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan la desviacion estandar.

Por otro lado, la fusion invF-cat se expreso en la cepa silvestre a la hora 9 de
crecimiento y su expresion no se afectd significativamente en la mutante AompR que
contiene el vector pMPM-T3 o el plasmido pT30mpR (Figura 18B). En contraste, la
presencia del plasmido pT3SsrB, disminuyd drasticamente la expresion de esta fusion en la
mutante AompR (Figura 18B).

Estos resultados sugieren que la induccion de los genes de SPI-2 en la fase tardia de
crecimiento estacionario provoca la disminucion en la expresion de los genes de SPI-1,
como consecuencia del efecto negativo que tiene el regulador central de SPI-2, SsrB, sobre

la expresion de los genes de SPI-1.

SsrB se autorregula positivamente en medio minimo pero el efecto no es claro en LB

Como algo adicional a nuestro estudio, al analizar la fusion transcripcional ssrAB-
cat en un fondo mutante AssrB en medio LB, observamos que en presencia del plasmido

pT3SsrB, la expresion de dicha fusion aumenta alrededor de 10 veces, en comparacion con
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su expresion en la cepa silvestre a las horas 5 y 9 del crecimiento (Figura 19). Inclusive a la
hora 2 del crecimiento, donde en la cepa silvestre no se expresa aun la fusién ssrAB-cat, su
expresion es inducida por la presencia del plasmido pT3SsrB (Figura 19).

Estos resultados indican que SsrB se autorregula positivamente. Sin embargo, la
expresion de la fusion ssrAB-cat no se afecté en la mutante AssrB (Figura 19). Por lo tanto,
el efecto de autorregulacion positiva de ssrAB, cuando S. Typhimurium crece en LB, solo

se observa al sobre-expresar SsrB.
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Figura 19. La sobre-expresion de SsrB provoca un aumento en la expresion de ssrAB-cat en LB. La
expresién de la fusion transcripcional ssrAB-cat, expresada a partir del plasmido pssrAB-cat, se analizé en la
cepa silvestre y en su derivada mutante AsSSrB que contiene 0 no, el plasmido pT3SsrB, que expresa
constitutivamente a SsrB. La actividad especifica de CAT se cuantificd a partir de muestras tomadas a las 2, 5
y 9 horas de crecimiento en LB. Los resultados mostrados representan el promedio de dos experimentos

independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan la desviacion estandar.

En un estudio previo se reportd que ssrAB se autorregula positivamente cuando S.
Typhimurium crece en medio minimo, considerado un medio de induccién de los genes de
SPI-2 (Feng et al., 2003). Por lo tanto, decidimos analizar la autorregulacion de ssrAB en el
medio minimo N (MM-N), analizando la expresion de la fusion ssrAB-cat en la cepa
silvestre y su derivada mutante AsSrB que contiene o no, el vector pMPM-T3 o los
plasmidos pT3SsrB o pT3SsrAB, que expresan a SsrB. Las muestras para la cuantificacion
de la actividad enzimética de CAT se tomaron de cultivos crecidos durante 16 horas.

En la figura 20 se muestra que la expresion de la fusion ssrAB-cat disminuye

aproximadamente un 50% en la mutante AsSrB que contiene el vector pMPM-T3, en
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comparacion con su expresion en la cepa silvestre. La expresion de esta fusion en la
mutante ASSrB se restaura en presencia de los plasmidos que expresan SsrB (Figura 20).
Estos resultados confirman que ssrAB se autorregula positivamente cuando S.
Typhimurium crece en un medio minimo.

Previamente, nuestro grupo de investigacion demostrd que existen dos vias para la
induccion de los genes de SPI-2. Cuando Salmonella crece en el medio LB, el regulador
HilD, codificado en SPI-1, junto con OmpR, inducen la expresion del operdn ssrAB y por
lo tanto la expresion de los genes del regulon de SPI-2 (Bustamante et al., 2008). En
contraste, cuando Salmonella crece en un medio minimo, la expresion de ssrAB se induce
de manera independiente de HilD, involucrando a los reguladores EnvZ/OmpR,
PhoP/PhoQ, SIyA y el mismo SsrB (Feng et al., 2003, Bijlsma & Groisman, 2005, Deiwick
etal., 1999).

El hecho de que la expresion de la fusion ssrAB-cat no se afecte en la mutante
AssrB cuando S. Typhimurium crece en LB (Figura 19), pero si se afecte en esta mutante
cuando crece en medio minimo (Figura 20), junto con nuestros resultados previos que
muestran que la expresion de la fusion ssrAB-cat se afecta en una mutante AhilD en LB
pero no en medio minimo (Bustamante et al., 2008), nos hizo pensar que HilD y SsrB
podrian tener funciones analogas, pero independientes, en LB y medio minimo,
respectivamente.

Para investigar un poco mas sobre esto, analizamos la expresion de la fusion ssrAB-
cat en la mutante AssrB crecida en el MM-N, en presencia del plasmido pT3HilD, que
expresa constitutivamente a HilD. Interesantemente, la expresion de HilD a partir de este
plasmido incremento el nivel de expresion de la fusion ssrAB-cat, a un nivel similar al que
lo hicieron los plasmidos que expresan a SsrB (Figura 20).

Estos resultados apoyan nuestra hipdtesis de que HilD y SsrB tienen funciones
analogas, al inducir la expresion del operdn ssrAB y por lo tanto la expresion de los genes
de SPI-2, cuando S. Typhimurium crece en LB y medio minimo, respectivamente.
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Figura 20. SsrB e HilD sobre-expresados son capaces de restaurar la expresion de la fusion ssrAB-cat en una
mutante AssrB crecida en medio minimo N (MM-N). La expresion de la fusion transcripcional ssrAB-cat se
analizo en la cepa silvestre y en su derivada mutante AssrB que contiene los plasmidos pT3SsrB, pT3SsrAB y
pT3HilD. La actividad especifica de la enzima CAT se cuantificd a partir de muestras tomadas a las 16 horas
de crecimiento en cultivos crecidos en MM-N. Los resultados muestran valores obtenidos de dos ensayos

independientes de ensayos realizados por duplicado. Las barras de error representan la desviacion estandar.

73



VII. Discusion y conclusiones

Un mecanismo comdn de evolucion bactariano es la adquisicion de material
genético mediante transferencia horizontal (Ochman et al., 2000). Sin embargo, para que
genes adquiridos beneficien a la bacteria deben expresarse en el tiempo y lugar en el que
sean necesarios. Los reguladores que se requieren para controlar la expresion de dichos
genes pueden estar contenidos dentro del material genético adquirido; sin embargo,
usualmente los genes recién adquiridos también son acoplados a redes reguladoras
ancestrales de la bacteria receptora (Dorman, 2009). Por lo tanto, muchos reguladores
ancestrales se encargan principalmente de regular genes que fueron adquiridos
horizontalmente (Pérez & Groisman, 2009).

Los genes de virulencia son uno de los casos méas claros que evidencian la
importancia de la integracion reguladora del material genético adquirido por transferencia
horizontal, ya que una gran cantidad de patdgenos acopla la regulacion de la expresion de
genes de virulencia a redes reguladoras preexistentes en su genoma (Dalebroux et al.,
2010).

En el caso de Salmonella, SPI-1 y SPI-2 son las islas de patogenicidad mas
estudiadas y cuya funcion se conoce mejor (Hansen-Wester & Hensel, 2001). La
adquisicién de estas islas en diferentes eventos de transferencia horizontal, le confirié a
Salmonella la capacidad de infectar y colonizar exitosamente a sus hospedadores. Por lo
que el adecuado control de la expresion de estos genes fue crucial para su mantenimiento y
aprovechamiento. Para esto, las islas estan sujetas a estrictos mecanismos de regulacion que
involucran reguladores que son parte de ellas, pero también reguladores cuyos genes ya
estaban presentes en el genoma de la bacteria antes de que adquiriera dichas islas. Estos
reguladores fueron reclutados para ser parte del mecanismo de regulacién que aseguré la
adecuada expresion, en tiempo y espacio, de los factores de virulencia, codificados en los
genes de las islas, durante la patogénesis de la bacteria y evitar asi que la expresion no
controlada de los genes que contienen le provoque gastos excesivos de energia a la bacteria
o0 efectos que afecten su viabilidad.

En nuestro grupo de investigacion hemos demostrado la existencia de una cascada

reguladora que controla la expresion de los genes de SPI-1 y SPI-2 cuando se crece a
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Salmonella en el medio de cultivo LB. La cascada inicia con el sistema de dos componentes
BarA/SirA codificado fuera de las SPIs. SirA induce la expresion de los RNAs no
traducidos CsrB y CsrC, los que se unen a la proteina CsrA, secuestrandola (Romeo, 1998,
Lucchetti-Miganeh et al., 2008, Babitzke & Romeo, 2007), con lo que contrarrestan el
control postranscripcional negativo que ejerce CsrA sobre el RNA mensajero de HilD,
regulador codificado dentro de SPI-1 (Martinez et al., sometido). A su vez, HilD es
controlado por un mecanismo de autorregulacion positiva (Ellermeier et al., 2005;
Olekhnovich and Kadner, 2002), por mecanismos que actian a nivel postranscripcional y
que son mediados por HilE (Baxter et al., 2003) y la proteasa Lon (Boddicker & Jones,
2004, Takaya et al., 2005).

E1 regulador HilD establece una comunicacion transcripcional entre los genes de
SPI-1 y SPI-2 cuando, en diferentes fases de la curva de crecimiento, induce la expresion
de HilA y del sistema SsrA/B, los reguladores centrales positivos de SPI-1 y SPI-2,
respectivamente. HilD, al unirse directamenta a las regiones reguladoras de éstos,
contrarresta el efecto negativo que H-NS, un represor global, ejerce sobre estos genes
(Bustamante et al., 2008a, Schechter & Lee, 2001, Schechter et al., 1999). Una vez que
HilA y SsrA/B se expresan, inducen la expresion del resto de los genes de SPI-1 y SPI-2,
respectivamente (Fass & Groisman, 2009, Altier, 2005, Jones, 2005, Ellermeier & Slauch,
2007).

En un estudio previo realizado en nuestro grupo de investigacion, se analizd la
cinética de expresion de algunos genes pertenecientes a los regulones de SPI-1 y SPI-2
durante el crecimiento en LB, medio que ha sido empleado para estudiar la expresion de los
genes de SPI-1, por lo que se cree que simula las condiciones encontradas por la bacteria en
el intestino (Bustamante et al., 2008). En este estudio encontramos que los genes de SPI-1
y SPI-2 se expresan diferencialmente de manera dependiente de la fase de crecimiento, ya
que mientras que los genes de SPI-1 se expresan durante la fase estacionaria temprana, los
genes de SPI-2 lo hacen durante la fase estacionaria tardia (Figura 7), a pesar de que su
expresion en este medio depende del regulador HilD, codificado en SPI-1 (Bustamante et
al., 2008). Asimismo, en este estudio se encontrd que la expresién de los genes de SPI-1 se
reprime al alcanzar la fase estacionaria tardia, misma en la que se induce la expresion del

regulon SPI-2.
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En el presente trabajo se buscd determinar cuales son los elementos que estan
involucrados en la regulacion dependiente de fase de crecimiento de los genes de SPI-1y
SPI-2. Especificamente, quisimos averiguar qué es lo que determina que los genes de SPI-1
se induzcan durante la fase estacionaria temprana, investigar qué es lo que provoca que
estos genes disminuyan su expresion al llegar a la fase estacionaria tardia y determinar las
causas por las que los genes de SPI-2 inducen su expresion hasta la fase estacionaria tardia.

Dado que en la cinética que habiamos reportado previamente solo habiamos
analizado tres genes de los pertenecientes al regulon de SPI-1 (hilA, invF y sopB)
(Bustamante et al.,, 2008), comenzamos por determinar, mediante fusiones
transcripcionales, si el resto de los genes que conforman la cascada reguladora que controla
los genes de SPI-1 presentaba un patron de expresion parecido entre si, dependiente de la
fase de crecimiento.

Al analizar la cinética de expresion durante el crecimiento en LB, observamos que
todos los genes que conforman la cascada reguladora, barA, sirA, csrB, csrC, hilD, hilA e
invF, mostraron un patron similar de induccién durante la fase estacionaria temprana
(Figuras 9 y 10). Al analizar con detalle su expresion durante las primeras horas de
crecimiento, incluso pudimos observar la induccion secuencial de sirA, csrB, hilD e hilA, lo
cual concuerda con el papel que tiene cada uno de ellos dentro de la cascada de regulacion
que controla a SPI-1 (Figura 10C) (Martinez et al., sometido).

Como el patrén de expresion de todos estos genes fue similar, la regulacion
dependiente de fase de crecimiento de los genes que se encuentran al final de la cascada
podria ser un reflejo de la regulacion de los genes que se encuentran al inicio de ésta. SirA
es el regulador que se encuentra al inicio de esta cascada, asi que analizamos si la presencia
de SirA en fases mas tempranas, podria adelantar la expresion del resto de los genes. Para
determinar esto, evaluamos si la presencia de un plasmido que expresa constitutivamente a
SirA podria adelantar la expresion de invF y csrB. Sin embargo, aunque la expresion
constitutiva de SirA restaur6 los niveles de ambas fusiones en una mutante AsirA, el patron
de expresion dependiente de fase de crecimiento no cambi6, es decir, la expresion de ambos
genes se observd hasta la fase estacionaria temprana (Figura 11). Esto sugiere que la
regulacién por fase de crecimiento ocurre no depende de su regulacion en cascada de SPI-1,

sino que hay elementos adicionales de regulacion involucrados.
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Sin embargo, habria que descartar la posibilidad de que SirA, a pesar de que
estuviera presente desde la fase de crecimiento exponencial, no se activara sino hasta que se
presente la condicién ambiental requerida para esto, en la fase estacionaria temprana. SirA
forma parte de un sistema de dos componentes junto con BarA, donde BarA es la cinasa
detectora de sefiales ambientales y que en respuesta a éstas, se autofosforila para después
activar a SirA fosforilandola (Altier et al., 2000). Asi, ain cuando SirA estuviera presente
durante la fase exponencial, no habria manera de que ésta pudiera ser fosforilada, puesto
que la expresion de BarA se induce hasta la fase estacionaria temprana (Figura 9).

Se ha reportado que SirA puede ser fosforilada en presencia de acetato incluso en
una mutante AbarA, debido a que el acetato puede ser transformado a acetil fosfato y éste
puede fosforilar directamente a SirA (Lawhon et al., 2002, Gonzéalez Chavez et al., 2010).
Por lo tanto, una posible manera de activar a SirA desde la fase de crecimiento exponencial
seria adicionando acetato al medio, lo que provocaria que BarA, al detectar la sefal,
fosforile a SirA, aumentando la afinidad de éste por sus promotores blanco. De esta manera
se podria evaluar el efecto de SirA, activado desde la fase exponencial, sobre la expresion
de los genes de la cascada de regulacion de SPI-1.

Adicionalmente, como otra manera de averiguar si el patron de expresion de los
genes de SPI-1 es debido a su regulacion en cascada, se podria evaluar el efecto de la sobre-
expresion de otros reguladores de la cascada que no dependan de alguna sefial para ser
activos, como podria ser el caso de CsrB.

BarA/SirA induce la expresion de CsrB y CsrC, los cuales inducen la expresion de
HilD, que a su vez induce la expresion de hilA al contrarrestar la represion de H-NS
(Olekhnovich & Kadner, 2007, Schechter & Lee, 2001). Por lo tanto, en ausencia de H-NS,
la cascada reguladora que va de BarA/SirA a HilD ya no se requeriria para la expresion de
hilA. En este estudio encontramos que la expresion de hilA no se induce sino hasta la fase
temprana de crecimiento estacionario aun en ausencia de H-NS (Figura 12). Esto indica que
los reguladores Bar/SirA, CsrB, CsrC e HilD se requieren para inducir la expresion de hilA,
pero no estan involucrados en su regulacion por fase de crecimiento. Esto explicaria en
parte por qué la expresidn constitutiva de SirA no modifico el patrén de expresion de invF.

Interesantemente, la cinética de expresion de hilE y csrA mostré el mismo patrén

que hilD, al que regulan negativamente. Al ser HilD el regulador central que media la
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comunicacion transcripcional entre SPI-1 y SPI-2, induciendo la expresion de los genes de
ambas islas, su expresion y actividad deben estar finamente controladas. HIilE y CsrA
regulan negativamente a HilD a nivel postranscripcional. El hecho de que la expresion de
csrA e hilE se induzca de manera similar a la de hilD y a la del resto de los genes del
regulon SPI-1 (Figura 9), sugiere que el efecto negativo de CsrA e HilE permite mantener
la concentracion adecuada de HilD, que favorezca la expresion de los genes de SPI-1, méas
que evitar que estos genes se expresen.

El patron de expresion por fase de crecimiento del regulon SPI-1 podria tambiéen
estar condicionado por la accion de algin regulador negativo que evita la induccién de
estos genes durante la fase de crecimiento exponencial, o por algin regulador positivo,
adicional a los que conforman la cascada reguladora, que induce su expresion hasta la fase
estacionaria temprana. Nuestros resultados indican que la ausencia de Hilg, H-NS y Lon,
reportados como reguladores negativos de la expresion de SPI-1 (Baxter et al., 2003,
Boddicker & Jones, 2004, Olekhnovich & Kadner, 2007), asi como la ausencia de RposS, el
factor sigma involucrado en la expresion de genes en fase estacionaria (Dong & Schellhorn,
2010), no modifica la regulacion por fase de crecimiento de hilA (Figura 12 y 13A). Sin
embargo, en ausencia de RelA y SpoT no hubo expresion de hilA e hilD (Figura 13), lo cual
indica que la respuesta a la escasez de nutrientes mediada por la molécula ppGpp podria ser
un factor importante para la induccion de estos genes en la fase estacionaria temprana. En
un estudio previo se habia reportado que la molécula ppGpp es importante para la expresion
de hilA (Song et al., 2004). Dado que nosotros observamos el mismo efecto también para
hilD (Figura 13), esto indica que el efecto de ppGpp sobre la expresion de hilA, podria
deberse al efecto que esta molécula tiene sobre la expresion de hilD. Sin embargo, esta
molécula no esta involucrada en la expresion de todos los genes que conforman la cascada
de regulacién de SPI-1, ya que en un estudio previo realizado en nuestro laboratorio se
mostro que la expresion de sirA no se afecta en la doble mutante ArelAAspoT (Bustamante
et al., 2008).

La molécula ppGpp es sintetizada por las enzimas RelA y SpoT a partir de GDP o
GTP principalmente en respuesta a la falta de aminoacidos, aunque también puede ser
sintetizada por falta de fosfato, hierro y carbono, asi como por perturbaciones en el

metabolismo de acidos grasos (Dalebroux et al., 2010). Las enzimas que controlan la
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sintesis 'y degradacion de ppGpp pueden ser reguladas transcripcional 'y
postranscripcionalmente cuando los patégenos se encuentran bajo condiciones de estrés
durante la infeccion, como alta osmolaridad, pH extremo o sustancias quimicas dafiinas.
ppGpp puede mediar sus efectos fisioldgicos a través de un control transcripcional directo o
indirecto (Dalebroux et al., 2010). Los promotores que son activados por ppGpp,
generalmente tienen un contenido bajo de G+C en una region dentro del promotor entre los
nucleotidos -10 y +1 (conocida como la region discriminadora) (Haugen et al., 2008), lo
que coincide con el bajo contenido de G+C de las islas de patogenicidad en Salmonella. Es
posible que la induccion de SPI-1 mediada por ppGpp se presente cuando la bacteria se
enfrenta a condiciones adversas, como lo que ocurre durante la fase de crecimiento
estacionaria en LB, cuando comienzan a escasear los nutrientes (Baev et al., 2006).
Ademas, se ha observado que una mutante en relA y spoT esta atenuada en virulencia en un
modelo murino de infeccion sistémica y no es capaz de invadir células epiteliales, lo que
confirma el papel de ppGpp en la expresion de los genes de SPI-1 y SPI-2 in vivo (Pizarro-
Cerda & Tedin, 2004).

A pesar de que la expresion de los genes de SPI-1 y SPI-2 se induce por HilD,
codificado en SPI-1, la expresion de éstos ocurre en distintas fases del crecimiento en LB,
en la fase estacionaria temprana y estacionaria tardia, respectivamente (Figura 7). HilD
regula la expresion de los genes de SPI-2 al inducir directamente la expresion del operén
ssrAB, localizado en SPI-2, que codifica para el sistema de dos componentes SsrA/B,
regulador positivo central de esta isla (Deiwick et al., 1999, Bustamante et al., 2008). De
manera interesante, el patron de transcripcion de ssrAB fue similar al patron de hilD y de
los demas genes del regulon SPI-1, es decir, este operdn se transcribe principalmente
durante la fase estacionaria temprana (Figura 14A), a diferencia de ssaG, gen de SPI-2, que
se transcribe durante la fase estacionaria tardia (Figura 14B). Estos resultados indican que
hay un desfasamiento entre la transcripcion de ssrAB y la de ssaG, gen regulado por SsrA/B
(Feng et al., 2003, Walthers et al., 2007). Sin embargo, a pesar de que el transcrito de
ssrAB se produce desde la fase estacionaria temprana, las proteinas SsrA y SsrB se
detectaron hasta la fase estacionaria tardia (Figura 16), coincidiendo con la fase de

induccion del gen ssaG (Figura 14B). La diferencia entre la transcripcion de ssrAB y la
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deteccion de las proteinas SsrA y SsrB, es evidente a la hora 4 del crecimiento en LB,
donde ssrAB se transcribe (Figura 14A) pero las proteinas no fueron detectadas (Figura 16).

Previamente se habia especulado que el desfasamiento en la expresion de los genes
de SPI-2 con respecto a los de SPI-1 podria deberse a que HilD tuviera una mayor afinidad
por la region reguladora de hilA que por la de ssrAB (Bustamante et al., 2008). Sin
embargo, esto no pareceria ser asi, pues nuestros resultados indican que HilD induce la
transcripcion de hilA y ssrAB de manera simultanea.

Estos resultados sugieren la existencia de un mecanismo de regulacion
postranscripcional sobre ssrAB, que retardaria su traduccion hasta la fase estacionaria tardia
y por lo tanto retrasaria también la expresion de los genes de SPI-2.

Un ejemplo claro de regulacion postranscripcional es el mediado por el sistema Csr.
CsrA es una proteina de union a RNA que evita la traduccion de los transcritos que regula
al unirse a las regiones lideres que contienen los sitios de unién al ribosoma (RBS), lo cual
favorece que dichos transcritos sean degradados (Romeo, 1998). El efecto negativo de
CsrA es contrarrestado por la accién de dos RNAs no traducidos, CsrB y CsrC, los cuales
contienen multiples sitios de union a CsrA y por lo tanto la secuestran, permitiendo asi que
los transcritos regulados por CsrA, puedan ser traducidos (Babitzke & Romeo, 2007). CsrA
regula negativamente a nivel postranscripcional la expresién de hilD y por lo tanto la de los
genes de SPI-1 y SPI-2. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que pudiera
estar involucrada directamente en la regulacién postranscripcional de ssrAB. Una
aproximacion para determinar si el sistema Csr esta involucrado seria haciendo ensayos de
retardamiento en gel (EMSA, por sus siglas en inglés Electrophoretic Mobility Shift Assay)
en el que se evaluaria la afinidad de la proteina CsrA por el mensajero de ssrAB obtenido
mediante transcripcion in vitro.

Otro ejemplo de regulacién postranscripcional es el que involucra a RNAs pequefios
(SRNA), cuya transcripcion muchas veces depende de la fase de crecimiento. A la fecha
hay mdultiples reportes de SRNAs que regulan la traduccion y/o establilidad de mRNA de
genes de virulencia o genes que participan en la respuesta a estrés (Romby et al., 2006). En
la mayoria de los casos acttan directamente en el mMRNA blanco, pero como en el caso de
CsrB y CsrC, también pueden actuar al secuestrar a proteinas reguladoras (Babitzke &

Romeo, 2007). Se han descrito mecanismos de regulacion de este tipo, que controlan la
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expresion de genes de virulencia en Vibrio cholerae (Lenz et al., 2004) y Streptococcus
aureus (Novick, 2003). Un estudio reciente demostrd la existencia de SRNAs dentro de
islas genéticas de S. Typhimurium, incluso encontrando que muchos de los genes de SRNA
codificados en islas (isr) estaban asociados a condiciones ambientales de estrés y a la fase
estacionaria (Padalon-Brauch et al., 2008). También se han encontrado RNAs pequefios
codificados dentro de SPI-1, que regulan genes localizados fuera de las SPIs (Vogel, 2009).
Incluso la expresion de algunos de estos SRNAs se induce cuando Salmonella se encuentra
dentro de macrdfagos o durante el crecimiento en medio minimo, lo que sugiere que
podrian participar en el proceso de infeccion (Padalon-Brauch et al., 2008).

Otros elementos involucrados en mecanismos de regulacién postranscripcional que
responden a cambios ambientales especificos son los riboswitches (Geissmann et al., 2009).
Los riboswitches son estructuras que se forman en las regiones 5’ de los RNAs y estan
compuestos por un dominio de aptamero, al que se une un metabolito y una plataforma de
expresion, que “interpreta” los cambios estructurales inducidos por la unién del ligando
para regular la expresion genética (Roth & Breaker, 2009). Se ha visto que muchos
riboswitches estan involucrados en las respuestas a cambios fisioldgicos, estrés y virulencia
(Geissmann et al., 2009). En Salmonella la expresion del transportador de magnesio, MgtA,
esta controlada por este tipo de sistema (Cromie & Groisman, 2010).

La proteina SsrB pudo ser detectada en la fase de crecimiento exponencial cuando
se expresO a partir de plasmidos multicopia bajo el control de un promotor constitutivo
fuerte (Figura 17). Ademas, la expresion temprana de SsrB a partir de estos plasmidos
adelanto la expresion de ssaG a la fase de crecimiento exponencial (Figura 17). De haber
un mecanismo de regulacidn postranscripcional es evidente que éste no estaria actuando
cuando SsrB se expresa a partir de dichos plasmidos. Es posible que el exceso de transcrito
de ssrAB producido no alcance a ser controlado por la posible regulacién
postranscripcional.

Por otro lado, estos resultados demuestran que el factor limitante para que los genes
de SPI-2 se expresen hasta la fase tardia de crecimiento estacionario es la presencia de
SsrB. Esto apoya a nuestros resultados que indican que el desfasamiento entre la expresion
de los genes de SPI-1 y SPI-2 podria estar determinado por el retraso que hay entre la

transcripcion del operon ssrAB y la aparicion de las proteinas SsrA y SsrB.
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En un estudio previo habiamos encontrado que la expresion de HilA, el regulador
central de los genes de SPI-1 disminuia cuando la expresion de OmpR y SsrB, reguladores
de SPI-2, se induce, durante la fase tardia de crecimiento estacionario. Nuestros resultados
muestran que la expresion de invF, un gen de SPI-1, disminuye drasticamente al sobre-
expresar a SsrB, pero no a OmpR (Figura 18), lo que indica que SsrB esta involucrado en la
represion de los genes de SPI-1 en esta fase de crecimiento. Consistentemente con estos
resultados, la secrecion de proteinas dependiente de SPI-1 también se reprime al sobre-
expresar a SsrB, pero no a OmpR (Bustamante, no reportado). Estos resultados indican que
la comunicacién transcripcional entre SPI-1 y SPI-2 es reciproca (Figura 21). Previamente
habiamos reportado que HilD, codificado en SPI-1, induce la expresién de SPI-2 al
promover la expresion de ssrAB, el regulador central de SPI-2 (Bustamante et al., 2008).
Los resultados obtenidos en este estudio indican que la sobre-expresion de SsrB reprime la
expresion de los genes de SPI-1, revelando una comunicacién adicional inversa entre SPI-2
y SPI-1. Queda por investigarse a qué nivel de la cascada que controla el reguldén SPI-1 se

da la represion mediada por SsrB y el mecanismo involucrado.
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Figura 21. SsrB e HilD participan en una comunicacion transcripcional reciproca entre SPI-1 y SPI-2,

SPI-2

durante el crecimiento de Salmonella en LB. HilD, codificado dentro de SPI-1, regula positivamente al
operdn ssrAB, que codifica el sistema SsrA/B, localizado en SPI-2. SsrB, a su vez, tiene un efecto negativo
sobre la expresion de los genes de SPI-1. El nivel de la cascada de activacion de SPI-1 en el que SsrB ejerce

su efecto represor se desconoce.

Adicionalmente, un resultado interesante que obtuvimos en este estudio fue que la

sobre-expresion de SsrB incrementa notablemente la expresion del operdn ssrAB cuando se
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crece a Salmonella en el medio LB, indicando que SsrB se autorregula positivamente
(Figura 19). Sin embargo, esto no fue evidente al analizar la expresioén de ssrAB en una
mutante ASSrB, en la que la expresion fue similar a la mostrada en la cepa silvestre (Figura
19). En contraste, la expresion de ssrAB en esta mutante disminuyo cuando se analizo la
expresion en el medio de cultivo minimo (Figura 20), hecho que concuerda con los
resultados obtenidos en un estudio reportado previamente (Feng et al., 2003). Estos
resultados sugieren que la autorregulacién positiva de SsrB podria ser mas importante en el
medio minimo que en el medio LB, ya que en éste ultimo solo es evidente al sobre-expresar
a SsrB (Figura 19).

La expresion del operon ssrAB puede ser inducida por dos diferentes vias,
dependiendo del medio de cultivo en el que se crece a Salmonella. En el medio LB, su
expresion depende tanto de HilD, codificado en SPI-1, como de OmpR (Bustamante et al.,
2008), mientras que en el medio minimo su expresion depende de los reguladores OmpR,
PhoP, SIyA (Fass & Groisman, 2009) y como muestran los resultados de este estudio, de la
autorregulacion del propio SsrB.

Algo interesante, es que HilD se requiere para la expresion de ssrAB en el medio
LB, pero no en el medio minimo (Bustamante et al., 2008), mientras que SsrB se requiere
para su propia expresion en medio minimo, pero no en el medio LB (Figura 19). Por otro
lado, HilD induce la expresion de ssrAB en LB al contrarrestar la represion que H-NS
ejerce sobre el promotor de este operon (Bustamante et al., 2008). Se ha reportado que SsrB
también actia como desrepresor de H-NS para inducir la expresion del regulén SPI-2
(Walthers et al., 2007), lo cual sugiere que también podria contrarrestar la represion de H-
NS sobre su propio promotor, como lo hace HilD para inducir la expresion de ssrAB en LB.

Nuestros resultados muestran que la sobre-expresion de HilD puede suplir la
ausencia de SsrB para inducir la expresion del operén ssrAB en medio minimo. En
conjunto, estos resultados sugieren que HilD y SsrB podrian tener una funcion analoga en
la induccion del operon ssrAB cuando Salmonella crece en medio LB y medio minimo,
respectivamente. Esto explicaria por qué la autorregulacion positiva de SsrB no es
importante en LB, donde HilD estaria contrarrestando la represién de ssrAB mediada por
H-NS y por qué HilD no se requiere para la expresion de ssrAB en medio minimo, donde

SsrB estaria autorregulandose positivamente, probablemente también al contrarrestar la
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represion mediada por H-NS. De ser asi, esto ilustraria un interesante mecanismo de
regulacion que Salmonella adapt6 evolutivamente para contrarrestar la represion de ssrAB
mediada por H-NS y, de esta manera, inducir los genes de SPI-2 en dos diferentes
condiciones de crecimiento, en LB simulando las condiciones encontradas por la bacteria

en el intestino y en MM-N las encontradas en la fase intracelular de la infeccion.
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VI1I1. Perspectivas

Determinar si la expresion de los RNAs no codificantes CsrB y CsrC esta regulada
también por RelA y SpoT, para asi determinar en qué punto de la cascada que
controla el regulon SPI-1, actda la molécula ppGpp.

Realizar cinéticas de expresion para comparar el nivel de transcripcion de ssrAB y
la presencia de las proteinas SsrA y SsrB mediante Western blot, RT-PCR y
fusiones traduccionales, con el fin de analizar el posible mecanismo de regulacion
postranscripcional sobre ssrAB.

Analizar la expresion de fusiones transcripcionales de los genes que conforman la
cascada de regulacion de SPI-1, en presencia del plasmido que sobre-expresa a
SsrB, asi como en una mutante ASSrB. Esto para determinar a qué nivel de la
cascada se da la represion de SsrB sobre los genes de SPI-1.

Evaluar si la presencia del plasmido que sobre-expresa a SsrB es capaz de restaurar
la expresion de una fusion transcripcional ssrAB-cat en una mutante AhilD crecida
en el medio de cultivo LB. Lo anterior con el fin de comprobar que HilD y SsrB
tienen papeles analogos para inducir la expresion de ssrAB y los genes de SPI-2, en

LB y MM-N, respectivamente.
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IX. Apéndice

Medios de cultivo empleados

Luria-Bertani (LB)

Extracto de levadura 59
Triptona 109
NaCl 109

Se afora a 1 litro con agua desionizada y se ajusta el pH a 7.5. Posteriormente es
esterilizado 20 min a 121°C a 15 libras de presion. Para LB solido se agregan 15 g de agar

por litro.

Medio minimo N (MM-N)

KCI 5mM
(NH4)2SO4 7.5mM
K>SOy 0.5mM
KH,PO, 1 mM
Tris HCI pH7.5 100 mM
MqgCl, 10 uM
Glicerol 0.5% viv
Casaminodcidos 0.1%

Posteriormente es esterilizado 20 min a 121°C a 15 libras de presion.

SOC
Bacto-triptona 290
Extracto de levadura 059
KCI 1M 200 pl
MgSO, 1M 1ml
Glucosa 0.36 g

Se afora a 200 ml con agua desionizada y es esterilizado 20 min a 121°C a 15 libras de

presion.

86



Reactivos utilizados para Western blot

Buffer de transferencia

Tris 48 mM
Glicina 39 mM
SDS 0.375% viv
Metanol 20% viv
PBS 10X

Na;HPO, 6.1¢
K,HPO, 29

KCI 29

NaCl 80¢g

Se afora a 1 litro con agua MQ, se ajusta el pH a 7.4 y es esterilizado 20 min a 121°C a
15 libras de presion.

PBS-T
PBS 10X 100 ml
Tween-20 3 ml

Aforado a 1 litro con agua MQ.

Solucién blogueadora
Leche en polvo sin grasa 15¢
PBS-T 30 mi
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