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Resumen

2. RESUMEN

Cuando Salmonella crece en el medio rico en nutrientes “Lysogeny broth”
(LB), el regulador transcripcional HilD, que pertenece a la familia AraC, induce la
expresion de varios genes dentro y fuera de la isla de patogenicidad 1 de
Salmonella (SPI-1), los cuales se requieren principalmente para la invasién de
Salmonella a células hospederas. Por otro lado, cuando Salmonella crece en
medios minimos, el sistema de dos componentes PhoP/Q, activa la expresion de
genes necesarios para la replicacion de Salmonella dentro de células hospederas,
como los genes de SPI-2. Previamente se reporté que los genes hipotéticos
SL1872 y SL1770 se co-expresan con los genes de SPI-1. En este trabajo,
demostramos que HilD regula la expresion de SL1872 y SL1770 cuando
Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) crece en LB. Por lo
tanto, nombramos a SL1872 y SL1770 como grhD1 y grhD2, respectivamente, por
‘gen regulado por HilD’. HilD induce la expresion de grhD1 a través de un factor
desconocido, el cual contrarresta la represion que ejerce el regulador H-NS sobre
grhD1. Ademas, encontramos que PhoP controla positivamente la expresion de
grhD1, de manera independiente a HilD, cuando S. Typhimurium crece en medio
LB o en medio minimo N (MM-N). También encontramos que HilD actia a través
del regulador SprB para inducir la expresion de grhD2. Consistente con esto,
demostramos que HilD controla directamente la expresion de sprB al contrarrestar
la represion que ejerce H-NS sobre el promotor de este gen. Asimismo,
demostramos que los genes grhD1 y grhD2 son requeridos para la invasion de S.
Typhimurium a células hospederas, y que grhD2 también es requerido para la
adhesion a células epiteliales. De manera interesante, nuestros resultados revelan
qgue grhD1 es requerido para la respuesta inflamatoria intestinal causada por S.
Typhimurium en ratones, y resultados premiliminares indican que grhD2 es
requerido para la colonizacién a ratones. Nuestros resultados indican que GrhD1
es una proteina que no se secreta, contrariamente, GrhD2 se secreta al medio de
cultivo por Salmonella, pero no por Escherichia coli, y de manera independiente a
los sistema de secrecién tipo Il de Salmonella. YobH, la proteina ortéloga de
GrhD2 en E. coli K-12, también se secreta, incluso en Salmonella. Asi, nuestros
resultados revelan dos nuevos factores de virulencia de Salmonella y muestran
como diferentes reguladores controlan su expresion.
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Resumen

3. ABSTRACT

When Salmonella is grown in the nutrient-rich lysogeny broth (LB), the
AraC-like transcriptional regulator HilD induces the expression of many genes
within and outside the Salmonella pathogenicity island 1 (SPI-1), which are mainly
required for Salmonella invasion of host cells. In addition, when Salmonella is
grown in minimal media, the two-component system PhoP/Q activates the
expression of genes necessary for Salmonella replication inside host cells, such as
the SPI-2 genes. Previously, it was reported that the SL1872 and SL1770
hypothetical genes are co-expressed with the SPI-1 genes. In this work we
demonstrate that HilD regulates the expression of both SL1872 and SL1770 when
Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) is grown in LB.
Therefore, we named SL1872 and SL1770 as grhD1 and grhD2, respectively, for
‘gene regulated by HilD’. HilD regulates grhD1 through an unknown factor, which
counteracts the repression exerted by the H-NS regulator on grhD1. Furthermore,
we found that PhoP positively controls the expression of grhD1, independently of
HilD, when S. Typhimurium is grown in LB or N-minimal medium (N-MM). We also
found that HilD acts through SprB to induce expression of grhD2. Additionally, we
demonstrate that HilD controls the expression of sprB by directly counteracting H-
NS-mediated repression exerted on the promoter of this gene. Moreover, we
demonstrate that both grhD1 and grhD2 are required for the invasion of S.
Typhimurium into host cells, and that grhD2 is also involved in adhesion to
epithelial cells. Interestingly, our results reveal that grhD1 is required for the
intestinal inflammatory response caused by S. Typhimurium in mice and
preliminary results indicate that grhD2 is required for the intestinal colonization of
mice. Our results indicate that GrhD1 is a protein that is not secreted; conversely,
GrhD2 is secreted into the culture medium by Salmonella, but not by Escherichia
coli, and independently of the two type Ill secretion systems of Salmonella. YobH,
the orthologous protein of GrhD2 in E. coli K-12, is also secreted, even in
Salmonella. Thus, our results reveal two novel virulence factors of Salmonella and
show how different regulators control their expression.
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Introduccion

4. INTRODUCCION

4.1.El género Salmonellay su importancia biolégica

El género Salmonella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, agrupa
a bacterias Gram-negativas con forma de bacilo y anaerobias facultativas (Coburn
et al., 2007). Este género se divide en dos diferentes especies, S. enterica y S.
bongori. A su vez, basado principalmente en su secuencia gendémica y
propiedades bioquimicas, S. enterica se clasifica en seis subespecies: enterica (l),
salamae (ll), arizonae (llla), diarizonae (lllb), houtenae (IV) e indica (VI). Estas
subespecies son clasificadas en mas de 2500 serovares con base en los
antigenos O (lipopolisacarido) y H (flagelar) (Brenner et al., 2000).

S. enterica agrupa a bacterias patdgenas de humanos y animales que
causan una variedad de enfermedades, que van desde infecciones
gastrointestinales localizadas que producen diarrea, hasta infecciones sistémicas
severas, como la fiebre tifoidea (Haraga et al., 2008). Aunque existen reportes de
casos donde S. bongori ha infectado a humanos (Giammanco et al., 2002), esta
especie esta predominantemente asociada con animales poiquilotermos, como
reptiles, anfibios y peces (Fierer and Guiney, 2001). S. enterica subespecie |
(enterica) se ha identificado en el 99% de los aislados de humanos (Eng et al.,
2015). Entre las subespecies de S. enterica se han identificado serovares
restringidos a un hospedero, como S. Typhi y S. Paratyphi A, que causan fiebre
entérica o tifoidea, y serovares que tienen un amplio rango de hospederos, como
S. Typhimurium y S. Enteritidis, que son la causa mas comun de gastroenteritis
(Uzzau et al., 2000).

Se estima que Salmonella causa aproximadamente 10 a 20 millones de
casos de fiebre tifoidea al afio, que resultan en 100,000 a 200,000 muertes. Por
otra parte, la gastroenteritis por Salmonella es la infeccion mas comun a nivel
mundial, con un estimado de 93.8 millones de casos que resultan en 155,000
muertes al afio (Eng et al., 2015).

4.2.Mecanismo de patogénesis de Salmonella

La infeccién por Salmonella generalmente comienza por la ingestion de
agua o alimentos contaminados. Salmonella debe contender con diferentes
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condiciones adversas a lo largo del tracto digestivo, las cuales sirven como una
barrera protectora contra infecciones bacterianas. El pH &cido del estomago puede
destruir a la mayoria de los microorganismos. Sin embargo, Salmonella responde
a través de la activacion de una respuesta de tolerancia al acido, un sistema
adaptativo complejo que permite la sobrevivencia de la bacteria en el estbmago
(Portillo et al.,, 1993). Para que Salmonella pueda llegar al epitelio intestinal
requiere ser movil, para lo cual en esta fase de la infeccién, la bacteria cuenta con
flagelos funcionales (Stecher et al.,, 2004). Después de ingresar al intestino
delgado, Salmonella atraviesa la capa de la mucosa intestinal y evade la accién de
enzimas digestivas, sales biliares, IgA secretora, péptidos antimicrobianos y otras
formas de defensa del sistema inmune innato para poder ganar acceso al epitelio
subyacente (Haraga et al., 2008). Una vez en la porcién distal del intestino
delgado, Salmonella tiene la capacidad de invadir a las células epiteliales. En un
primer paso, las adhesinas y fimbrias son necesarias para que Salmonella se
adhiera a estas células. Posteriormente, Salmonella puede invadir las células del
epitelio intestinal a través de 3 diferentes rutas: (i) por la induccion de un proceso
de endocitosis en los enterocitos, (ii) a traves de las células M, las cuales son
células epiteliales especializadas que recubren las placas de Peyer, y (iii)) a través
de las células dendriticas que se intercalan entre las células epiteliales
extendiendo sus protusiones dentro del lumen intestinal. La invasion de las células
M es la ruta predominante para atravesar la barrera intestinal. Una vez que se
produce la interaccion con las células hospederas intestinales, Salmonella les
provoca una reorganizacion del citoesqueleto de actina, induciendo cambios
morfolégicos en su superficie semejantes a proyecciones, denominadas “ruffling”,
las cuales facilitan la internalizacion de la bacteria. Tras esa internalizacion, las
bacterias pueden ser engullidas por células fagociticas, como macréfagos y
neutrofilos, en cuyo interior sobreviven y se replican dentro de unas vacuolas
especiales denominadas “vacuolas contenedoras de Salmonella” (SCV, del inglés
Salmonella-containing vacuole), pudiendo de esta manera diseminarse Yy
establecer una infeccion sistémica (Figura 1) (Fabrega and Vila, 2013; Hume et al.,
2017).
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Figura 1. Mecanismo de infeccion de Salmonella. Después de su ingestion y atravesar el
estébmago, Salmonella alcanza la barrera epitelial intestinal donde puede invadir a las células M y
posteriormente alcanzar a los macréfagos subyacentes. Ahi, Salmonella puede sobrevivir y
replicarse lo suficiente como para diseminarse a nivel sistémico a través del sistema
reticuloendotelial. Salmonella también puede invadir a células epiteliales, replicarse dentro de ellas,
o ser transcitosadas y liberadas en el lado basolateral, desde donde puede infectar otras células
epiteliales. Ademas, las células dendriticas pueden capturar directamente a Salmonella desde el
lumen intestinal y transportarla a través del epitelio. Figura modificada de Hume et al., 2017.

Dependiendo del hospedero y del serovar, la infeccion por Salmonella
puede causar dos diferentes enfermedades: gastroenteritis 0 una enfermedad a
nivel sistémico. La gastroenteritis es una infeccion intestinal localizada, donde la
invasion de las células intestinales epiteliales genera una reaccion inflamatoria en
la mucosa intestinal, asi la acumulacion de liquido en el lumen intestinal conduce a
la producciéon de diarrea (Santos et al., 2003). En la infeccion sistémica,
Salmonella atraviesa la barrera intestinal y es capaz de sobrevivir dentro de
células fagociticas, como macrofagos. Salmonella se disemina a través del
sistema linfatico alcanzando y colonizando diferentes drganos, principalmente el
bazo, higado, vesicula biliar y médula 6sea, donde la bacteria puede proliferar, e
incluso eventualmente causar muerte por “shock” séptico. Una fraccion de
individuos que sobreviven a la infeccidn sistémica se vuelve portadores crénicos
asintomaticos de Salmonella. En humanos, S. Typhi puede permanecer de forma
cronica en la vesicula biliar (Baumler et al., 2011).

Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) puede
ocasionar una infeccion intestinal localizada o una infeccion sistémica similar a la
fiebre tifoidea, dependiendo del hospedero en el que se encuentre, lo que ha
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permitido su empleo para el estudio de los mecanismos moleculares por medio de
los cuales S. enterica interactia con las células del hospedador, utilizando
modelos de infeccidn a ratones, bovinos o a cultivos de células epiteliales (Haraga
et al., 2008).

4.3.Factores de virulencia de Salmonella

La interaccion entre Salmonella y su hospedero requiere de una serie de
elementos que le permiten a esta bacteria invadir a sus células hospederas y
evadir distintos mecanismo de defensa, para asi colonizar exitosamente y
sobrevivir en una variedad de nichos dentro de su hospedero. A estos elementos
se les conocen como factores de virulencia, los cuales participan en la quimiotaxis,
movilidad, adhesion, invasion, replicacion y sobreviviencia dentro de las células
hospederas. Muchos de los genes que codifican para factores de virulencia se
encuentran agrupados en regiones cromosomales denominadas islas de
patogenicidad, mientras que otros se localizan como genes unicos en el
cromosoma o en plasmidos (Fabrega and Vila, 2013).

4.3.1. Flagelo

El flagelo es un filamento helicoidal embebido en la membrana celular
bacteriana que permite a las bacterias moverse en diferentes ambientes. La
estructura general y organizacion del flagelo esta altamente conservada entre las
bacterias Gram-negativas. Este organelo es un complejo supramolecular formado
por un cuerpo basal embebido en la superficie membranal y que actia como un
motor rotatorio, que a su vez se une al filamento helicoidal a través de un gancho.
Este filamento es el que tiene la funcién de hélice o propela, que impulsa a la
bacteria en la direccién requerida (Macnab, 2003). La mayoria de los serovares de
Salmonella poseen hasta 10 flagelos en su superficie celular (Asten and Dijk,
2005). Estos flagelos le permiten a Salmonella alcanzar el nicho a invadir, por lo
gue la funcién flagelar es importante durante la etapa temprana de la infeccidn por
esta bacteria (Fabrega and Vila, 2013).
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4.3.2. Adhesinas

La interaccion entre Salmonella y su célula hospedera es un requisito para
la colonizacién. Este proceso esta principalmente mediado por adhesinas que se
encuentran en la superficie de la bacteria. Las adhesinas son responsables del
reconocimiento y de la unién a receptores especificos de la célula hospedera. S.
enterica cuenta con diferentes sistemas de adhesion que pueden ser divididos en
dos categorias, adhesinas fimbriales (fimbrias o pilis) y adhesinas no fimbriales.
(Wagner and Hensel, 2011). Las fimbrias son estructuras filamentosas de
superficie que promueven la adhesion entre la bacteria y superficies bidticas y
abidticas, por lo que ademas de permitir la adherencia de Salmonella a sus células
hospederas también participan en la formacion de biopeliculas. Cada operén
fimbrial contiene tipicamente entre 8 y 11 genes. Se han identificado varios
operones fimbriales en Salmonella, entre los que se encuentran aquellos que
codifican para las fimbrias tipo |, las curli, las Pef y las Std.

Las adhesinas no fimbriales comprenden un grupo heterogéneo de
proteinas que pueden ser secretadas a través del sistema de secrecion tipo I,
como las adhesinas SIiE y BapA, o pueden ser autotransportadas a través de la
membrana bacteriana, como las adhesinas ShdA, MisL y SadA (Wagner and
Hensel, 2011; Fabrega and Vila, 2013).

4.3.3. Sistema de secrecion tipo llI

La secrecion de proteinas de virulencia, llamadas efectores, dentro de las
células hospederas, es un paso crucial para la virulencia de las bacterias y su
patogénesis. El sistema de secrecion tipo 11l (SST3) es una maquinaria molecular
altamente conservada codificada por muchas bacterias patégenas Gram-negativas
o simbidticas que interaccionan con animales, plantas o insectos. Muchas
bacterias Gram-negativas usan SST3s para liberar moléculas o complejos
efectores directamente dentro del citoplasma de sus células hospederas. Estos
sistemas estan evolutivamente relacionados con el flagelo, pues muchas de las
proteinas que lo conforman presentan homologia con las proteinas del aparato de
exportacion flagelar. Los SST3 estdn compuestos por alrededor de 20 proteinas
gue forman el aparato de secrecion, el cual esta compuesto de un cuerpo basal
anclado a la membrana bacteriana y una aguja externa, a través de la cual son
secretadas las proteinas efectoras. Aunque los componentes de los aparatos de
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los SST3 estan relativamente conservados, cada patdgeno libera un repertorio
unico de efectores dentro de las células hospederas (Galan et al., 2014; Costa et
al., 2015).

Salmonella cuenta con dos diferentes SST3 codificados en distintas
regiones del cromosoma, conocidas como islas de patogenicidad de Salmonella 1
y 2 (SPI-1 y SPI-2, respectivamente). Cada SST3 ejerce su funcion en diferente
momento durante el proceso de infeccién. Por un lado, el SST3 codificado en SPI-
1 (SST3-1) es requerido para iniciar la infeccién intestinal, al translocar efectores
gue promueven la invasion de Salmonella a células epiteliales del intestino. Por
otro lado, el SST3 codificado en SPI-2 (SST3-2) permite el establecimiento de la
infeccién sistémica, al ser requerido principalmente para la replicacion de
Salmonella dentro de las SCV de células de varios d6rganos del hospedero
(Haraga et al., 2008; Moest and Méresse, 2013).

4.4.Islas de patogenicidad de Salmonella

En muchos patdgenos, los genes de virulencia se encuentran agrupados
formando islas de patogenicidad que fueron adquiridas por diferentes eventos de
transferencia horizontal. Estas islas por lo general tienen un contenido de G+C
distinto del resto del genoma y tienen secuencias en los extremos que presentan
homologia con elementos de insercion, transposones y profagos, lo que sugiere
un posible mecanismo de adquisicién (Groisman and Ochman, 1996). La mayoria
de los genes necesarios para la virulencia de Salmonella estan localizados en
regiones particulares del genoma conocidas como islas de patogenicidad de
Salmonella (SPls, por “Salmonella Pathogenicity Islands”) (Marcus et al., 2000;
Schmidt and Hensel, 2004). Hasta el momento se han reportado 22 SPIs (Desai et
al., 2013), siendo SPI-1 y SPI-2 las mas estudiadas y mayormente caracterizadas
debido a su papel en virulencia. SPI-1 y SPI-2 codifican para factores de virulencia
necesarios para la invasion a las células hospederas y para la replicacion
intracelular, respectivamente (Hansen-Wester and Hensel, 2001).

4.4.1. SPI-1

SPI-1 abarca una regién de aproximadamente 40 kb que se encuentra en
todos los miembros del género Salmonella (Hensel, 2004). Esta isla contiene 39
genes, los cuales codifican para un SST3, proteinas efectoras, sus chaperonas y
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varios reguladores transcripcionales (SprB, HilC, HilD, HilA e InvF). Contiene tres
operones multicistrénicos (prg/org, sic/sip e inv/spa) y varias unidades
monocistronicas (avrA, sprB, hilC, hilD, hilA, iagB, sptP e invH) (Altier, 2005). Los
operones prg/org e inv/spa codifican para el complejo-aguja del SST3-1, mientras
que en el operodn sic/sip se encuentran codificadas las proteinas efectoras AvrA,
SipA y SptP, asi como las translocadoras SipB, SipC y SipD (Figura 2). El SST3-1
y los efectores translocados a traves de este sistema, promueven la
reorganizacion de las proteinas del citoesqueleto de la membrana de las células
epiteliales del lumen intestinal, facilitando con ello la internalizacion de Salmonella
(Fabrega and Vila, 2013).

SPI-1
sit avrA sprB hilC org  prg hilD hilA iagB sptP sicP iacP sip sicA spa invH

] { CBA [KJIH] - |Aoc5—|_\<SR;QPo NEE JAEG-[>

|:’> Aparato de secrecion f:\'> Chaperonas
=) Efectores secretados —» Enzima citopldsmica E=) Funcion desconocida
‘ Reguladores transcripcionales [::> Captacion de hierro

Figura 2. Organizacién genética de SPI-1. Se indica el orden y la nomenclatura de los genes
codificados en esta isla. Figura modificada de Fabrega and Vila, 2013.

De acuerdo a su funcién, los genes de SPI-1 se expresan cuando
Salmonella esta en el lumen intestinal o en el citosol de células epiteliales (Knodler
et al., 2010; Laughlin et al., 2014). Entre las principales condiciones ambientales
gue favorecen la expresion de los genes de SPI-1 se encuentran la alta
osmolaridad, el pH ligeramente alcalino, bajas concentraciones de oxigeno,
determinadas concentraciones de ciertos acidos grasos y bilis (Lawhon et al.,
2002; Altier, 2005; Jones, 2005; Hung et al., 2013; Golubeva et al., 2016; Eade et
al., 2016). En condiciones de laboratorio, los genes de SPI-1 se expresan cuando
Salmonella crece en un medio rico en nutrientes, como es el medio LB (Lundberg
et al., 1999), debido, entre otros factores, a la alta osmolaridad que presenta este
medio (Altier, 2005).

La expresion de los genes de SPI-1 se induce mediante una cascada de
regulacion conformada principalmente por los reguladores HilD, HilA e InvF, todos
codificados en SPI-1; sin embargo, otros reguladores también han sido
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involucrados en el control de la expresion de los genes de esta isla (Golubeva et
al.,, 2012). En la Figura 3 se muestra a los reguladores involucrados en la
regulacién de la expresion de los genes de SPI-1.

Figura 3. Regulaciéon de la expresién de los genes de SPI-1. Se muestra la red de regulacion
para la expresién de los genes de SPI-1. En azul oscuro se indican los reguladores codificados
dentro de SPI-1 y en azul claro los reguladores codificados fuera de esta isla. Las flechas
continuas indican una regulacién positiva, mientras que las flechas truncadas indican una
regulacién negativa. Las flechas azules punteadas indican que se desconoce el mecanismo de
regulacién positiva.

HiID es un regulador que pertenece a la familia AraC/XylS, y regula
positivamente la expresion de hilA, de manera directa o a través de un circuito de
regulacion que conforma con HIIC y RtsA (también miembros de la familia
AraC/XylS). Cada uno de estos reguladores es capaz de inducir
independientemente la expresion de hilD, hilC y rtsA, asi como de hilA (Ellermeier
et al., 2005). HilD, HIlC y RtsA se unen a las regiones promotoras de hilD, hilC,
rtsA y hilA, contrarrestando el silenciamiento por H-NS (Olekhnovich and Kadner,
2002; Schechter et al., 2003; Olekhnovich and Kadner, 2007). En este circuito HilD
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es el regulador dominante en el sistema, mientras que HilC y RtsA amplifican la
sefal (Ellermeier et al., 2005). A su vez, HilA, miembro de la familia de
reguladores transcripcionales OmpR/ToxR, activa directamente la expresion de los
operones prg/org e inv/spa. De esta forma, se induce la expresion del regulador
InvF, miembro de la familia de AraC/XylS. Este regulador induce en cascada la
expresion del operodn sic/sip, lo que conlleva a la expresion del resto de los genes
de SPI-1 (Figura 3) (Altier, 2005).

H-NS pertenece al grupo de proteinas asociadas al nucleoide (NAPS), las
cuales afectan el superenrrollamiento del DNA, lo que las hace capaces de regular
la expresion genética (Dillon and Dorman, 2010). H-NS reprime la expresion de
hilA, hilD, hilC y rtsA (Olekhnovich and Kadner, 2006; Olekhnovich and Kadner,
2007). Se ha reportado que dentro de la SCV, el sistema de dos componentes
PhoP/PhoQ puede regular negativamente a hilA, reprimiendo asi la expresion de
los genes de SPI-1 (Pegues et al., 1995; Bajaj et al., 1996). Por otro lado, el
sistema de dos componentes SirA/BarA induce la expresion de los genes de SPI-1
al activar la expresion de CsrB y CsrC, dos moléculas de RNA pequefios no
codificantes, que secuestran a la proteina de union a RNA, CsrA (Martinez et al.,
2011). CsrA regula postranscripcionalmente la expresion de hilD, uniéndose a la
secuencia Shine-Dalgarno del RNAm de hilD, evitando asi su traduccion (Martinez
et al., 2011). Otro sistema de dos componentes que participa en la regulacion de
los genes de SPI-1 es OmpR/EnvZ, el cual se ha propuesto que regula
positivamente a HilD postranscripcionalmente (Fabrega and Vila, 2013). HilE
reprime la expresion de los genes de SPI-1 cuando se une directamente a HilD,
inactivando a este regulador (Baxter et al., 2003). En contraste, el regulador
flagelar FliZ regula positivamente la expresion de HilA, lo que activa la expresion
de los genes de SPI-1 (Altier, 2005; Ellermeier and Slauch, 2007; Fabrega and
Vila, 2013). También se ha reportado que el regulador Fur activa la expresiéon de
los genes de SPI-1 actuando a través de un mecanismo desconocido sobre HilD
(Ellermeier and Slauch, 2008). Asimismo, la proteasa Lon regula negativamente a
SPI-1 al degradar a HilD y HilC (Takaya et al., 2004; Matsui et al., 2008).

44.1.1. HilD

Como se mencioné anteriormente, HilD pertenece a la familia de
reguladores transcripcionales AraC/XylS. HilD tiene un dominio de union a DNA
gue posee dos motivos de hélice-vuelta-hélice (HTH). Es una proteina que es

23



Introduccion

capaz de dimerizar y de esta forma unirse a sus genes blanco (Grenz et al., 2018;
Paredes-Amaya et al., 2018). Ademas de regular la expresion de los genes de
SPI-1, HilD controla la expresion de los genes de SPI-2 (Bustamante et al., 2008).
Asimismo, HilD regula directamente la expresion de otros genes adquiridos y
ancestrales localizados fuera de SPI-1 y SPI-2, como rtsA, siiA, sinR, flhDC, phoH,
entre otros (Petrone et al., 2014; Singer et al., 2014; Colgan et al., 2016; Smith et
al., 2016; Martinez-Flores et al., 2016). Esto indica que HilD activa la expresion de
genes adquiridos durante la evolucion de Salmonella, asi como la expresion de
genes pre-existentes a la adquisicién de HilD.

44.1.2. SprB

El regulador transcripcional SprB, codificado en SPI-1, pertenece a la
familia de reguladores LuxR/UhpA y contiene un dominio de unién a DNA HTH en
el extremo carboxilo terminal. SprB no regula la expresion de genes de SPI-1
(Eichelberg et al., 1999; Saini and Rao, 2010) pero se ha reportado que activa
directamente la expresion de los genes de SPI-4 y que su expresion es controlada
por HilA (Saini and Rao, 2010). SPI-4 esta formado por un operdn que contiene 6
genes (siiABCDEF), donde siiE codifica para una adhesina no fimbrial (Gerlach et
al., 2007). Recientemente, mediante un analisis de ChIP-Seq, se encontraron
nuevos genes regulados por SprB, entre los que se encuentran algunos genes
asociados a virulencia y varios genes hipotéticos (Smith et al., 2016).

4.4.2. SPI-2

SPI-2 abarca una region de aproximadamente 40 kb que contiene 44 genes
y se ha dividido en dos segmentos (Hensel et al., 1999). Esta isla esta presente
Unicamente en S. enterica y contiene los genes que codifican para el SST3-2,
proteinas efectoras, sus chaperonas, asi como para el sistema de dos
componentes SsrA/SsrB (Hensel, 2004). Todos estos genes se localizan en tres
operones multicistronicos (ssal, ssa2 y sse) y en un operon bicistronico (ssrAB)
(Figura 4) (Fass and Groisman, 2009). En general, esta isla le permite a
Salmonella sobrevivir y replicarse dentro de las células hospederas (células
epiteliales y macrofagos) debido a las diferentes funciones de sus proteinas
efectoras, por lo que es requerida para el establecimiento de la infeccion sistémica
(Haraga et al., 2008).
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SPI-2
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Figura 4. Organizacion genética de SPI-2. Se indica el orden y la nomenclatura de los genes
codificados en esta isla. Figura modificada de Fabrega and Vila, 2013.

Los genes de SPI-2 se expresan cuando Salmonella se encuentra dentro
de las SCV de sus células hospederas, como macrofagos y células epiteliales
(Cirillo et al., 1998; Eriksson et al., 2003; Knodler et al., 2010). Entre las sefales
gue se han definido que inducen la expresion de los genes de SPI-2 se
encuentran la limitacién de fosfato inorganico o Mg?* y el pH &cido, condiciones
gue puede encontrar Salmonella cuando esta en las SCV de las células
hospederas (Lober et al., 2006). Por lo tanto, en codiciones de laboratorio, los
genes de SPI-2 se expresan cuando Salmonella crece en medios minimos que
contienen concentraciones bajas de fosfato y magnesio (Deiwick et al., 1999).
También se ha reportado que los genes de SPI-2 se expresan cuando Salmonella
crece en un medio rico en nutrientes, como es el medio LB en una fase de
crecimiento estacionaria tardia (Bustamante et al., 2008; Martinez et al., 2014).

El sistema de dos componentes SsrA/SsrB, formado por la proteina
sensora histidina cinasa SsrA y el regulador de respuesta SsrB, induce la
expresion de los genes de SPI-2 (Fass and Groisman, 2009). Se ha reportado que
H-NS reprime la expresion de los genes de SPI-2 al unirse directamente a varios
promotores de esta isla. La represion de H-NS sobre el operén ssrAB puede ser
contrarrestada por HilD y SlyA bajo ciertas condiciones, como en la fase
estacionaria de crecimiento en medio LB (Bustamante et al., 2008; Martinez et al.,
2014; Banda et al., 2019), mientras que SsrB contrarresta la represion de H-NS
sobre los demas genes de SPI-2 (Walthers et al., 2007; Fass and Groisman,
2009). Se ha reportado que otras dos NAPs, Hha y YdgT, también reprimen la
transcripcion de los genes de SPI-2 (Fabrega and Vila, 2013). Por otro lado,
cuando Salmonella crece en medios minimos, la expresion de SsrA/B, y por lo
tanto de los genes de SPI-2, depende de los reguladores SlyA, OmpR/EnvZ y
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PhoP/PhoQ (Lee et al., 2000; Bijlsma and Groisman, 2005; Fass and Groisman,
2009). PhoP controla positivamente de forma postranscripcional los niveles de
SsrA (Bijlsma and Groisman, 2005). Por su parte, OmpR se une directamente al
promotor ssrAB, activando asi la transcripcion de estos genes, tanto en medio rico
como en medio minimo. Fis se une a los promotores de los operones ssry ssa
activando asi la transcripcion de estos genes (Fass and Groisman, 2009). SIyA
también puede actuar como anti-represor de H-NS en medio minimo, y asi inducir
la expresion del operén ssrAB (Linehan et al., 2005; Banda et al., 2019). En la
Figura 5 se muestra a los reguladores involucrados en la regulacion de la
expresion de los genes de SPI-2.

Figura 5. Regulacion de la expresién de los genes de SPI-2. Se muestra la red de regulacion
para la expresién de los genes de SPI-2. En azul oscuro se indica al sistema de dos componentes
SsrA/B, codificado en SPI-2, el cual controla positivamente la expresion de los genes de esta isla.
En rosa claro se muestran los reguladores codificados fuera de SPI-2 que controlan la expresion
del operdn ssrAB, y que de esta manera regulan a los genes de esta isla. Las flechas continuas
indican una regulacion positiva, mientras que las flechas truncadas indican una regulacion
negativa.

4.5.Sistema de dos componentes PhoQ/PhoP

El sistema de dos componentes PhoP/PhoQ, formado por la proteina
sensora histidina cinasa PhoQ vy el regulador de respuesta PhoP, se encuentra en
S. enterica, asi como en otras bacterias Gram-negativas (Groisman, 2001). En
Salmonella, PhoQ responde a concentraciones bajas de Mg?*, pH &cido, y la
presencia de ciertos péptidos antimicrobianos en el periplasma bacteriano, lo que
conlleva a que PhoQ se autofosforile en un residuo de histidina y posteriormente
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transfiera el grupo fosfato a un residuo de aspartato del regulador de respuesta
PhoP, promoviendo asi el estado fosforilado de PhoP (PhoP-P). PhoP-P es la
forma activa de la proteina PhoP, y es la que es capaz de unirse a los promotores
de sus genes blanco, activando o reprimiendo la expresion de los mismos
(Groisman, 2001; Prost and Miller, 2008). PhoP controla la expresién de alrededor
del 9% de los genes en Salmonella (Colgan et al., 2016). Ademas de los genes de
SPI-2, PhoP/PhoQ regula la expresion de SPI-1, reprimiendo la expresion de hilA
(Golubeva et al., 2012). Asimismo, el sistema PhoP/PhoQ regula genes que son
importantes para la homeostasis del Mg?*, asi como para la modificacién de los
lipopolisacéaridos, lo cual determina la susceptibilidad de la bacteria a péptidos
antimicrobianos catiénicos (Soncini et al., 1996; Groisman, 1998; Ernst et al.,
2001).
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5. ANTECEDENTES

En estudios previos de andlisis de transcriptomas, se encontré que HilD
regula a varios genes adicionales a los ya reportados (Colgan et al., 2016; Smith
et al., 2016), incluyendo los genes SL1872 y SL1770, reportados como genes
hipotéticos. Asimismo, en nuestro grupo se demostré6 que los genes SL1872 y
SL1770 se co-expresan con los genes de SPI-1 (Martinez-Flores et al., 2016). Por
medio de herramientas bioinforméticas, se determindé que ambos genes tienen un
promotor dependiente del factor sigma 70 y se encuentran como unidades
monocistrénicas en el genoma de Salmonella (Kroger et al., 2013).

Previo a este proyecto, en nuestro grupo se confirmé que HilD regula de
manera positiva la expresion de los genes SL1872 y SL1770 en medio LB.
Adicionalmente, se determind que ambos genes se expresan de manera
independiente de HilD en medio minimo N (MM-N), a un nivel similar o mayor que
su expresion en LB (Manzo-Duran, R., 2015, Tesis de Maestria) (Figura 6). Estos
resultados indican que los genes SL1872 y SL1770 se pueden expresar por dos
mecanismos diferentes, uno dependiente y el otro independiente de HilD, en
respuesta al crecimiento en LB y en MM-N, respectivamente. Debido a que HilD
regula positivamente ambos genes, se les ha denominado grhD1 y grhD2 a
SL1872 y SL1770, respectivamente, en referencia a: ‘gen regulado por HilD’.

A grhD1-cat B grhD2-cat
(SL1872) (SL1770)

= 3000 1 - 2500 1
S @LB Hora 4 S
p 2500 1 © 2000 1
S 5 =D
gg 20004 BLB Hora 9 SE 15004
gé g 1500 4 gE

E 3 23 1000
23 1000 | @MM-N Hora 82
| 15 z23
5 o0 | g 500
= 2
g o =

WT ARilD WT AhilD

Figura 6. Los genes grhD1 y grhD2 se expresan por dos diferentes mecanismos, uno
dependiente y el otro independiente de HilD. La expresion de las fusiones transcripcionales
grhD1-cat (A) y grhD2-cat (B), contenidas en los pldsmidos pgrhD1l-cat y pgrhD2-cat,
respectivamente, fue evaluada en la cepa WT de S. Typhimurium SL1344 y su cepa isogénica
AhiID. La actividad especifica de la enzima cloranfenicol acetil transferasa (CAT) fue determinada
en muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos durante 4 y 9 h en LB y 15 h en medio
minimo N (MM-N) a 37°C. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes
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realizados por duplicado. Las barras de error representan las desviaciones estandar. Figura
tomada de Manzo-Duran, R., 2015, Tesis de Maestria.

La proteina GrhD1 tiene un peso molecular de 11.769 kDa y no se puede
predecir por métodos bioinforméticos algin dominio funcional. La proteina GrhD2
tiene un peso molecular de 8.439 kDa y por medio de programas bioinformaticos
se ha logrado predecir un dominio compartido con proteinas de la familia YobH,
qgue abarca del aminoacido 2 al 71, asi como un dominio transmembranal, del
aminoacido 7 al 29. La proteina YobH es el ortdlogo de GrhD2 en E. coli y su
funcién ain no ha sido caracterizada. YobH tiene un 73% de identidad con GrhD2,
ademdas, ambas proteinas conservan el mismo contexto gendémico. En YobH
también se predice el mismo dominio transmembranal que para GrhD2.

Previamente se reporto que el gen grhD1 forma parte de una isla genémica
adquirida que esta flanqueada por el gen yecA de funcion desconocida y el gen
leuZ que codifica para un tRNA. Esta isla contiene dos genes adicionales, SL1873
(ecgA) y SL1874, y el pseudogen SL1874A. Se determind que esta isla gendmica
no se encuentra en otras bacterias, como E. coli K-12, por lo que se encuentra
exclusivamente en Salmonella, incluyendo a S. bongori (Figura 7). El gen SL1873
codifica para una L-endopeptidasa (EcgA), la cual se requiere para la modificacion
del peptidoglicano de la pared celular. La ausencia de SL1873 reduce la virulencia
de S. Typhimurium en el modelo de infeccién sistémica en ratones. SL1874
codifica para una proteina hipotética de membrana. Interesantemente, el regulador
de respuesta PhoP regula de manera positiva la expresion de los genes SL1873 y
SL1874, uniéndose a una region corriente arriba del promotor de SL1874 (Rico-
Pérez et al., 2016).

E. coli K-12 MG1655 leuZz cysT glyWw
yecA \ | / PgsA
S. Typhimurium SL1344 .-~ N louZ cvsT alvW
grhD1 ecgA SL1874 yl aly

yecA (SL1872) (SL1873) S’-1374A \ / pgsA

%G+C 535 42.8 48.5 36. 9 47. 7’ 59.5 56.3 60.3
1

S. bongori NCTC 12419 : leuZ cysT glyW

yecA SBG_RS09140 SBG_RS09145 SBG. R309150 \ | / pgsA

(——=—4 O ey e
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Figura 7. Contexto gendémico del gen grhD1 en Salmonella. El gen grhD1 esti conservado en
S. enterica y S. bongori, y esti ausente en E. coli. Los otros genes que forman parte de la misma
isla gendémica (ecgA y SL1874) presentan la misma distribucion filogenética que grhD1. El
pseudogen SL1874A esta ausente en S. bongori. Se muestran las regiones del genoma de E. coli
K-12 MG1655, S. enterica serovar Typhimurium SL1344 y S. bongori NCTC 12419. Se indica el
contenido de G + C para cada gen de S. Typhimurium SL1344. Figura modificada de Rico-Pérez et
al., 2016.

Contrariamente, el gen grhD2 no se encuentra en una isla genémica, y esta
flanqueado por el gen yobG que codifica para una proteina hipotética de
membrana y el gen kdgR que codifica para un regulador transcripcional de genes
involucrados en el metabolismo de 2-ceto-3-desoxigluconato (KDG) (Figura 8).
Ortologos de este gen, se han podido localizar en S. bongori y en otras
enterobacterias como E. coliy Citrobacter koseri.

E. coli K-12 MG1655
yebO mgrB yobH kdgR yebQ

< - -

S. Typhimurium SL1344

grhD2
SL1768 yobG (SL1770) kdgR SL1772
<L — —
% G+ C 49.3 43.8 52.5 49.5 55.1
S. bongori NCTC 12419
SBG_RS08710 yobG SBG_RS08720 kdgR SBG_RS08730

B - -

Figura 8. Contexto genémico del gen grhD2 en S. Typhimurium y de sus ortélogos en S.
bongori y E. coli. El gen grhD2 esta conservado en S. enterica y S. bongori, asi como en otras
enterobacterias, como E. coli. Los genes que flanquean a grhD2 presentan la misma distribucion
filogenética. Se muestran las regiones del genoma de E. coli K-12 MG1655, S. enterica serovar
Typhimurium SL1344 y S. bongori NCTC 12419. Se indica el contenido de G + C para cada gen de
S. Typhimurium SL1344.

La expresion dependiente de HilD de los genes grhD1 y grhD2 en LB podria
sugerir que estos genes son importantes para la invasion de Salmonella a células
epiteliales y por lo tanto para la infeccion intestinal. Asimismo, su expresion en
medio minimo podria sugerir que estos genes son importantes para la replicacion
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intracelular de Salmonella y por lo tanto para la infeccion sistémica. En apoyo a
esto Ultimo, en un estudio previo de andlisis de transcriptomas, mediante
microarreglos, se encontré que los genes grhD1 y grhD2 se expresan dentro de
macrofagos (Eriksson et al., 2003). En otro estudio de transcriptomas mediante
RNAseq, se encontr6 que la expresion de grhD1 se incrementa dentro de
macrofagos, mientras que la de grhD2 disminuye (Srikumar et al., 2015).

Con base en estos antecedentes, en este proyecto nos planteamos definir
el papel en virulencia del producto de los genes grhD1 y grhD2, asi como
determinar los mecanismos que controlan su expresién, tanto de manera
dependiente como independiente de HilD.
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6. HIPOTESIS

Las proteinas codificadas por los genes grhD1 y grhD2 son importantes
para que S. Typhimurium pueda establecer una infeccion intestinal y/o sistémica
en funciébn de condiciones de crecimiento que simulan distintos nichos que
encuentra esta bacteria en sus hospederos; su expresion se controla por HilD y
otros reguladores de genes de virulencia.

7. OBJETIVOS

-Objetivo General.

Definir el papel que los genes grhD1 y grhD2 juegan en la virulencia e
identificar a los reguladores involucrados en su expresion.

-Objetivos Especificos.

1. Determinar las vias que permiten inducir la expresion de estos genes de
manera dependiente e independiente de HilD.

2. Evaluar el efecto de la inactivacion de estos genes sobre la invasion y
replicacion en células epiteliales y macrofagos en cultivo.

3. Determinar el papel en virulencia de estos genes en el modelo del ratén
tanto para la infeccion sistémica como para la infeccion intestinal.

4. Determinar la importancia de estos genes en la patogénesis de Salmonella.

32



Materiales y Métodos

8. MATERIALES Y METODOS

Las cepas, plasmidos y oligonucle6tidos empleados en este trabajo se enlistan
en las Tablas 1, 2 y 3, respectivamente.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas

Cepa

Descripcion

Referencia

S. Typhimurium:

SL1344

ASPI-1::km
DTM97

VV341
JPTM4
JPTMS
JPTM25
JPTMG6
DTM91

DTM90

DTM94

DTM123

DTM115
JPTM3

DTM103
DTM104
DTM105

DTM106

DTM121
DTM122
AinvC::km
AinvC

Cepa silvestre SL1344, StpR

Derivada de SL1344; ASPI-1::km, StpR, KmR
Derivada de SL1344; AssrB::km, StpR, KmR

Derivada de SL1344; AhilA::km, StpR, KmR
Derivada de SL1344; AinvF::km, StpR, KmR
Derivada de SL1344; AhilD::km, StpR, KmR
Derivada de AhilD::km; AhilD, StpR

Derivada de SL1344; AhilC::km, StpR, KmR
Derivada de SL1344; ArtsA::km, StpR, KmR

Derivada de SL1344; AflhDC::km, StrR, KmR

Derivada de ArtsA ASPI-1::km; ArtsA ASPI-1,
StpR

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

Derivada de AslyA::km; AslyA, StrR
Derivada de AompR::km; AompR, Str?
Derivada de SL1344; AphoP::km, StpR, KmR
Derivada de AphoP::km; AphoP, StpR

Derivada de AphoP; AphoP AhilD::km, StrR,
KmR

Derivada de AphoP AhilD::km; AphoP AhilD,
StpR

Derivada de SL1344; AsprB::km, StpR, KmR
Derivada de AsprB::km; AsprB, StpR
Derivada de SL1344; AinvC::km, StpR, KmR
Derivada de AinvC::km; AinvC, StpR
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(Hoiseth  and
1981)

(Drecktrah et al., 2006)

(Pérez-Morales et al,,
2017)

(Bajaj et al., 1996)
(Bustamante et al., 2008)

Stocker,

(Bustamante et al., 2008)
(Martinez et al., 2011)
(Bustamante et al., 2008)

(Pérez-Morales et al,
2017)

(Martinez-Flores et al.,
2016)

(Pérez-Morales et al.,
2017)

(Pérez-Morales
publicado)

(Banda et al., 2019)
(Bustamante et al., 2008)
(Banda et al., 2018)
(Banda et al., 2018)
(Banda et al., 2018)

D., no

(Banda et al., 2018)

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
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AssaV:km
AssaV
AsiiE::km
DTM101
DTM102
DTM114

DTM124

DTM125
DTM126

AgrhD2 +
grhD2::3XFLAG
AinvC AssrB::km
AinvC ASIIE:;:km

AinvC AgrhD2::km

AinvC::km AgrhD2 +
grhD2::3XFLAG

DTM107

DTM108

DTM127

DTM128

DTM113

avrA::3XFLAG

S. bongori:
66:z41

E. coli:
DH10B
MC4100
Ahns

Derivada de SL1344; AssaV::km, StpR, KmR
Derivada de AssaV::km; AssaV, StpR
Derivada de SL1344; AsiiE::km, StpR, KmR
Derivada de SL1344; AgrhD1::km, StpR, KmR
Derivada de AgrhD1::km; AgrhD1, StpR

Derivada de  AgrhD1, AgrhD1 +
grhD1::3XFLAG-km, StpR, KmR

Derivada de SL1344; AgrhD2::km, StpR, KmR

Derivada de AgrhD2::km; AgrhD2, StpR

Derivada de  AgrhD2; AgrhD2 +
grhD2::3XFLAG-km, StpR, KmR

Derivada de AgrhD2 + grhD2::3XFLAG-km;
AgrhD2 + grhD2::3XFLAG, StpR

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

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

Derivada de AinvC; AinvC AgrhD2::km, StpR,
KmR

Derivada de AgrhD2 + grhD2::3XFLAG;
AinvC::km AgrhD2 + grhD2::3XFLAG, StpR,
KmR

Derivada de SL1344; expresa la proteina
GrhD1-FLAG, StrR, KmR

Derivada de grhD1::3XFLAG-km; expresa la
proteina GrhD1-FLAG, StrR

Derivada de SL1344; expresa la proteina
GrhD2-FLAG, StrR, KmR

Derivada de grhD2::3XFLAG-km; expresa la
proteina GrhD2-FLAG, StrR

Derivada de SL1344; expresa la proteina
AVIA-FLAG, StrR, KmR

Derivada de avrA::3XFLAG-km; expresa la
proteina AvrA-FLAG, StrR

Cepa silvestre 66:z41

Cepa de laboratorio, StrR
Cepa silvestre de laboratorio, StpR
Derivada de MC4100; Ahns, StpR
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Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
(Banda et al., 2018)
(Banda et al., 2018)
(Banda et al., 2018)

(Manzo-Duran
publicado)

R.,

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Banda et al., 2018)

(Banda et al., 2018)

(Manzo-Duran
publicado)

R.,
Este trabajo
(Banda et al., 2018)

Este trabajo

(Osborne et al., 2009)

Invitrogen
(Ferenci et al., 2009)
(Bustamante et al., 2011)

no

no
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MG1655
yobH::3XFLAG-km

yobH::3XFLAG

Cepa silvestre de laboratorio

Derivada de MG1655; expresa la proteina
YobH-FLAG, KmR

Derivada de yobH::3XFLAG-km; expresa la
proteina YobH-FLAG

M. Cashel
Este trabajo

Este trabajo

Tabla 2. Plasmidos utilizados

Plasmido Descripcion * Referencia
pKK232-8 Derivado de pBR322, contiene el gen cat (Brosius, 1984)
(cloranfenicol ~ acetil  transferasa)  sin
promotor, empleado para la construccion de
fusiones transcripcionales; AmpR
pgrhD1-cat Derivado de pKK232-8, contiene la fusion (Banda et al., 2018)

pgrhD1L-cat

pgrhD1+1p-cat

pgrhD1+1s-cat

pgrhD2-cat

ppagK-cat

philA-cat

psirA-cat

pinvF-cat

philD-cat

pphoP-cat

transcripcional grhD1-cat, que lleva la region
-61 a +270%, AmpR

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion
transcripcional grhD1L-cat, que lleva la
region -250 a +2702, AmpR

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion
transcripcional grhD1+1p-cat, que lleva la
region -250 a +272, AmpR

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion
transcripcional grhD1+1s-cat, que lleva la
region +16 a +270%, AmpR

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion
transcripcional pgrhD2-cat, que lleva la
region -193 a +113%, AmpR

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion
transcripcional pagK-cat, que lleva la region -
880 a +2513, AmpR

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion
transcripcional hilA-cat, que lleva la regién -
410 a +46623, AmpR

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion
transcripcional sirA-cat, que lleva la regién -
563 a +982, AmpR

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion
transcripcional invF-cat, que lleva la region -
306 a +2132, AmpR

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion
transcripcional hilD-cat, que lleva la region -
364 a +882, AmpR

(Banda et al., 2018)

(Banda et al., 2018)

(Banda et al., 2018)

(Manzo-Duran R.,

publicado)

(Banda et al., 2018)

(Bustamante et
2008)

no

al.,

(Martinez et al., 2011)

(Bustamante et
2008)

(Bustamante et
2008)

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion
transcripcional phoP-cat, que lleva la region -
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psprB-cat

psirP-cat

pugtL-cat

PMPM-K3

pK3-PhoP

pK3-SirA

pK3-GrhD1

pK3-GrhD1-FLAG

pK3-GrhD2-FLAG

pK3-YobH-FLAG

pK3-AvrA-FLAG

pPMPM-K6Q

pK6-HilD

pK6-SprB

167 a +772, AmpR

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion
transcripcional psprB-cat, que lleva la region
-497 a +144°, AmpR

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion
transcripcional pslrP-cat, que lleva la region -
510 a +1012, AmpR

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion
transcripcional pugtL-cat, que lleva la region -
436 a +2163, AmpR

Vector de clonacion de bajo numero de
copias; origen P15A, KmR

Derivado de pMPM-K3, contiene el gen
estructural phoP y el sitio de union al
ribosoma bajo el control del promotor lac,
KmR

Derivado de pMPM-K3, contiene el gen
estructural sirA y el sitio de union al ribosoma
bajo el control del promotor lac, KmR

Derivado de pMPM-K3, contiene el gen
estructural grhD1 y el sitio de unién al
ribosoma bajo el control del promotor lac,
KmR

Derivado de pMPM-K3, contiene el gen
estructural grhD1::3XFLAG vy el sitio de unién
al ribosoma bajo el control del promotor lac,
KmR

Derivado de pMPM-K3, contiene el gen
estructural grhD2::3XFLAG vy el sitio de union
al ribosoma bajo el control del promotor lac,
KmR

Derivado de pMPM-K3, contiene el gen
estructural yobH::3XFLAG vy el sitio de union
al ribosoma bajo el control del promotor lac,
KmR

Derivado de pMPM-K3, contiene el gen
estructural avrA::3XFLAG vy el sitio de union
al ribosoma bajo el control del promotor lac,
KmR

Vector de clonacion de bajo numero de
copias, origen de replicacion pl15A, bajo un
promotor inducible por arabinosa, KmR

Derivado de pMPM-K6Q, expresa a HilD bajo
un promotor inducible por arabinosa, KmR

Derivado de pMPM-K6Q, expresa a SprB
bajo un promotor inducible por arabinosa,
KmR

36

Este trabajo

Pérez-Morales D.,
publicado

Pérez-Morales D.,
publicado

(Mayer, 1995)

(Banda et al., 2018)

(Martinez et al., 2011)

(Banda et al., 2018)

(Banda et al., 2018)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Mayer, 1995)

(Martinez-Flores et al.,

2016)
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pPMPM-T6Q Vector de clonacion, origen de replicacion
p15A, con un promotor inducible por
arabinosa, TcR

pT6-HNS-WT Derivado de pMPM-T6Q, expresa H-NS

silvestre bajo un promotor inducible por
arabinosa, TcR

Derivado de pMPM-T6Q, expresa H-NS
dominante negativo, mutado en su C-
terminal en la posicion 113 (H-NS®3D), bajo
un promotor inducible por arabinosa, TcR

pT6-HNS-G113D

p2795 Derivado de pBluescript SK+, contiene aph

FRT, AmpR, KmR

Derivado de p2795, contiene los genes
grhD1::3XFLAG y de resistencia a
kanamicina, flanqueados por FRT’s, AmpR,
KmR

Derivado de p2795, contiene los genes
grhD2::3XFLAG 'y de resistencia a
kanamicina, flanqueados por FRT’s, AmpR,
KmR

Derivado de pANTSy; contiene el gen de
resistencia a Km, flanqueado por FRT’s

p2795-GrhD1-FLAG

p2795-GrhD2-FLAG

pKD4

pSuUB11 Derivado de pGP704, contiene el gen de
resistencia a kanamicina y la secuencia

completa del epitope 3XFLAG

pKD46 Derivado de pINT-ts, contiene el sistema de
recombinacién del fago ARojo bajo el control

de un promotor inducible por arabinosa; AmpR

pCP20 Plasmido de replicacién termo-sensible e
induccién térmica de la sintesis de la

recombinasa FLP.

(Mayer, 1995)

(Bustamante et
2008)

al.,

(Banda et al., 2018)

(Husseiny and Hensel,
2005)

(Banda et al., 2018)

Este trabajo

(Datsenko and Wanner,
2000)

(Uzzau et al., 2001)

(Datsenko and Wanner,
2000)

(Datsenko and Wanner,
2000)

* Las coordenadas de las fusiones transcripcionales son con respecto al sitio de inicio de la

transcripcion primario (a) o a la primera base del codén de inicio (b), para cada gen.

Tabla 3. Oligonucleétidos empleados

Nombre Secuencia (5’-3")

Modificacién

Construccion de la fusion grhD1L-cat
1872FW-1 CAGGTCGACAAGATCGCGCTCTGACCG

1872Rv-3 CAGGGATCCAAAACCGTTTACTACGCTGGTC
Construccién de la fusion grhD1+1p-cat

1872FW-1 CAGGTCGACAAGATCGCGCTCTGACCG
1872Rv+1s CTGGGATCCCGCGGAAGACATGATTAAGGC

37

Sall

BamHI

Sall

BamHiI



Materiales y Métodos

Construccion de la fusion grhD1+1s-cat

1872Fw+1p GCCGTCGACATGTCTTCCGCGATAACACAG Sall
1872Rv-3 CAGGGATCCAAAACCGTTTACTACGCTGGTC BamHI
Construccioén de la fusién phoP-cat

PhoP-RV33 GCTGAAGCTTCAGGTGGTGGCG Hindlll
PhoP-FW44 AAAGGATCCTTAAAGCCATGACGCCGGC BamHI
Construccién de la fusion sprB-cat

sprB-catF CAGAAGCTTGTCCGGCATATCGGATAGGG Hindlll
sprB-catR CTGGGATCCTTTCACAAGTCGCGACGATGTG BamH
Construccion de los plasmidos pK3-GrhD1 y pK3-GrhD1-FLAG

1872Fw-K3 GAAGAGCTCGCACAAAAGGAGGATCAG Sacl
1872Rv-K3 TATGGTACCTACTATCTGGAGCTGATTCTG Kpnl
Construccion del plasmido pK3-GrhD2-FLAG

1770Fw-K3 TTCGGTACCTGTACACGCTACTCTTATTCTAAC Kpnl
1770Rv-K3 GGAGAGCTCCGTAAAAGTAGATAATATCTGTCG Sacl
Construccion del plasmido pK3-YobH-FLAG

YobHFw-K3 TTCGGTACCTATTGCCGCTACGATTAAGCG Kpnl
YobHRv-K3 GAGGAGCTCAACCTGTCGGAATATCAAACAG Sacl

Construccioén del pldsmido pK3-AvrA-FLAG

AvrA-k3Rv TCAGGTACCGGTGGTTGGTAGCCTGGC Kpnl

AvrA-k3Fw CTTGAGCTCCTGCTATTCAGGAAACATACG Sacl

Construccion del plasmido pK6-SprB

sprB-K6Ncol AATCCATGGGAAATGTAATTATATACGGTATTAACTG Ncol

sprB-K6Pstl TGCCTGCAGAAATATGCCTCAATGATTGAGCCAG Pstl

Construccién del plasmido p2795-GrhD1-FLAG

1872-SallFw GAAGTCGACGCACAAAAGGAGGATCAG Sall

1872Rv-3 CAGGGATCCAAAACCGTTTACTACGCTGGTC BamH

Construccion del plasmido p2795-GrhD2-FLAG

1770-SallRv GGAGTCGACCGTAAAAGTAGATAATATCTGTCG Sall

SL1770-FW22 CCTGGATCCACAGCAACAGGCATACTAC BamH

Construccién de la mutante AinvC::km

invCH1P1 ATGAAAACACCTCGTTTACTGCAATATCTGGCCTACCCACAATGTAGG
CTGGAGCTGCTTCG

invCH2P2 TTAATTCTGGTCAGCGAATGCATTCATACCGCTCAACGTGTCCATATG
AATATCCTCCTTAG

Caracterizacién de la mutante AinvC::km

invCFw-01 GATCGCCTCCTCCTCGGC

invCRv-02 GCAATTACTACTGGGGGAGC

Construccién de la mutante AssaV::km
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SssaV-H1P1 TGCGCGGGTCGGCAGGATATGGTTCTGGCGACGGTGTTATTATGTA
GGCTGGAGCTGCTTCG

SssaV-H2P2 CTCTCCTAATTCCTGCCATGACAAAATCGGTACGTCGAACAACATATG
AATATCCTCCTTAG

Caracterizacion de la mutante AssaV::km

ssaV-5' ATACTCAAGCAAACCTTCTTAG

ssaV-3' CATAAATACCCCAGGCAACC

Construccioén de la mutante AsprB::km

sprB-H1P1 TCAAAAAAGGATAAATAAATGAGAAATGTAATTATATACGGTTGTAGG
CTGGAGCTGCTTCG

sprB-H2P2 ATGATAAAAAATATTTTAATTCATTCCTACCGCAATCGGTAACATATGA
ATATCCTCCTTAG

Caracterizacion de la mutante AsprB::km

sprB-FBamHI GAGGGATCCTACCAACCACCTCCGGATG

sprB-RHindllI TCTAAGCTTATTACCTTTGTAGTAAGAAGG

Construccién de la mutante AsiiE::km

siiE-H1P1 ATGGGAAATAAAAGCATACAAAAGTTTTTTGCCGATCAAAATTGTAGG
CTGGAGCTGCTTCG

siilE-H2P2 TTATGCGTGTTCTTCTTGATTATCTACAGGTAGCGTAACTTCCATATG
AATATCCTCCTTAG

Caracterizacion de la mutante AsiiE::km

siilE-Fw01 CTGTTGACGCCAGTGTAATTAC

siiE-Rv01 CTATAGATAATGCCGTTTCCGC

Construccién de la mutante complementada AgrhD1 + grhD1-FLAG-km

1872FLAG-H2P2 GCCAGGAAGCGCTCGCCCCACACAAAAGCGAGAGATGGGTTTTAAT
ACGACTCACTATAGGGCG

1872Rv+1s CTGGGATCCCGCGGAAGACATGATTAAGGC

Caracterizacion de la mutante complementada AgrhD1 + grhD1-FLAG-km

1872FW-2 CCGCAGTAATCAGACCGTC

1872Rv-3 CAGGGATCCAAAACCGTTTACTACGCTGGTC

Construcciéon de la mutante complementada AgrhD2 + grhD2-FLAG-km
1770FLAG-H2P2-C TTATGAACAACAGCCAATATAGGGGAATTATTGGTGATAGTTTAATAC

GACTCACTATAGGGCG

SL1770-FW22 CCTGGATCCACAGCAACAGGCATACTAC

Caracterizaciéon de la mutante complementada AgrhD2 + grhD2-FLAG-km

SL1770-RV02 GCTACGAAAAATGTAGCTGC

SL1770-FW22 CCTGGATCCACAGCAACAGGCATACTAC

Etiquetado del gen avrA con epitope FLAG

avrAFLAG-F CATAAAAAAAGGATAGCTGAATATAAGTCTTTACTTAAACCGGACTAC
AAAGACCATGACGG

avrAFLAG-R GCGCTGGAAGGATTTCCTCTGGCAGGCAACCTTATAATTTCACATAT
GAATATCCTCCTTAG

Caracterizacion de la cepa avrA-FLAG

avrAFW-01 GCGCGACAGGCGTAATGAA

avrARV-02 GGTGGTTGGTAGCCTGGC

Etiguetado del gen yobH con epitope FLAG

EyobHFLAG-F TGCCCGCTGTTACGCAAAAGCAATATCGTGGTCGATAATGGTGACTA
CAAAGACCATGACGG
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EyobHFLAG-R

GAGTATTTTACTCAGGAGTGAGAATCTGGTTATTTATTGCCCCATATG

AATATCCTCCTTAG

Caracterizacion de la cepa yobH-FLAG

yobH-Fw22 CCTGGATCCAAAGCAGCAAGCAAGCCAAC
yobH-Rv02 CCTGTCGGAATATCAAACAGAC

Caracterizacion de las mutantes y genes etiquetados con el epitope FLAG
K1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT

K2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC

Ensayos de retardo:

Gen blanco
1872FW-1 CAGGTCGACAAGATCGCGCTCTGACCG grhD1
1872RV-2 TGAGGATCCTGAGCTGATATCACTGGC grhD1
1872Rv-3 CAGGGATCCAAAACCGTTTACTACGCTGGTC grhD1
hilALFBamHI ATCGGATCCCTCTGAGAACTATTTGC hilA
hilA2RHindlIl GACAAGCTTTTCTGAGCGTAGCAGGG hilA
sigDBH1F TCCCGACAGGATCCTTTTACCC sigD
sigDH3R CGTTGTATAAGCTTTTTTGTAG sigD
stm1939 Fwd ATCCAGAATCAGCTCC grhD1
stm1939 rv CCGCCTCACCGATAAT grhD1
gesl AATTTTGAATGTTCTAC ges
ges2 CAAGCGTATTCAGGCTGCACGGTTC ges
orgB PE 3 GCGTTTTACGCTTTATCAGTATCC orgB
PROM 2869 GCAAGGCTCCCTGCCT orgB
nucA FW GGCAAGACGCGCAACTGG nucA
nuclease RV CCGAAGGGCGCCG NnucA
SsaBFBdglll GGCTAAGATCTTCGGCCCTGATATCCTG SSrAB
SsrBRS6E TTGGTCGACCGACAGATAGATGCCGG ssrAB
SL1770-FW22 CCTGGATCCACAGCAACAGGCATACTAC grhD2
SL1770-RV11 GTTAAGCTTACTTCCCACCAGGATGCC grhD2
sprB-catF CAGAAGCTTGTCCGGCATATCGGATAGGG sprB
sprB-catR CTGGGATCCTTTCACAAGTCGCGACGATGTG sprB
PPK-Fwl GCGAAGCTTAAATGCTAACCAGCTCAGTTC ppK
PPK-Rv1 ATCGGATCCTCTGATTCCGAACAGCGTG ppK

8.1.Medios de cultivo

Los cultivos bacterianos se crecieron en medio LB, que contiene 0.1% triptona,
0.5 % extracto de levadura y 0.1% NacCl, ajustado a pH 7.5; en MM-N (medio minimo
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N), que contiene 5 mM KCI, 7.5 mM (NH4)2SO4, 0.5 mM K>SOs, 1mM KH2PO4, 100
mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 pM MgCl> y 0.1% casaminoacidos; en medio PCN
(Phosphate-Carbon-Nitrogen), que contiene 80 mM MES (pH 5.8), 4 mM Tricina, 100
MM FeCls, 376 uM K2SO4, 50 mM NacCl, 0.4 mM KoHPO4/KH2PO4 (pH 5.8), 0.4%
glucosa, 15 mM NH4Cl, 1 mM MgSO4, 10 pM CaClz y micronutrientes (10 nM
Na>MoO4, 10 nM NaxSeOs, 4 nM HzBO3z, 300 nM CoClz, 100 nM CuSO4, 800 nM
MnCl2, 1 nM ZnS0Og4); o en medio ISM (Intracellular salt medium), que contiene 170
mM K;HPO4, 0.5 mM MgSOa4, 1 uM CaClz, 6 mM K»SO4, 5 mM NH.CI, 5 mM NaCl,
0.4% glucosa y 2 ug/ml &cido nicotinico. Cuando fue necesario, los medio fueron
suplementados con los siguientes antibidticos: ampicilina (200 pg/ml), estreptomicina
(200 pg/ml), kanamicina (20 pug/ml) o tetraciclina (12 pug/ml).

8.2.Construccion de plasmidos

En las Tablas 2 y 3 se indican los plasmidos utilizados y construidos, asi
como los oligonucleotidos utilizados. Para construir los plasmidos que contienen
las fusiones transcripcionales pgrhD1L-cat, pgrhD1+1p-cat, pgrhD1+1s-cat,
diferentes segmentos de la regidon reguladora de grhD1 fueron amplificados por
PCR con los pares de oligonucledtidos 1872FW-1/1872Rv-3, 1872FW-
1/1872Rv+1s y 1872Fw+1p/1872Rv-3, respectivamente. Para construir los
plasmidos que contienen las fusiones transcripcionales pphoP-cat y psprB-cat, la
region reguladora completa de phoP o sprB se amplific6 por PCR utilizando los
pares de oligonucléotidos PhoP-FW44/PhoP-RV33 vy sprB-catF/sprB-catR,
respectivamente. En estas reacciones se us6 como molde DNA cromosomal de la
cepa WT de S. Typhimurium SL1344. A continuacion, el producto de PCR se
corrié en un gel de agarosa al 1% con amortiguador TAE (Tris-Acetato-EDTA
0.5X, pH 8.0) a 80 V. El gel fue teflido con bromuro de etidio (0.5 pl/mg) y el DNA
visualizado en un transiluminador de luz UV de onda corta (Sigma), permitio
identificar la banda del tamafio correspondiente a la region amplificada para
cortarla y purificarla mediante el kit “Zymoclean Gel DNA Recovery kit” (Zymo
Research). Posteriormente los fragmentos purificados de los recortes de grhD1
fueron digeridos con las enzimas de restriccion Sall/Hindlll y los de las regiones
completas de phoP/sprB con las enzimas de restriccion BamHI/Hindlll; estos
productos de PCR digeridos fueron purificados con el kit “DNA Clean &
Concentrator” (Zymo Research) y después fueron ligados en el plasmido pKK232-
8 digerido con los mismos pares de enzimas.
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Para construir los plasmidos pK3-GrhD1 y pK3-GrhD1-FLAG, el gen grhD1
fue amplificado por PCR usando el par de oligonucleétidos 1872Fw-K3/1872Rv-K3
y como molde DNA cromosomal de las cepas WT y grhD1::3XFLAG de S.
Typhimurium SL1344, respectivamente. Para construir los plasmidos pK3-GrhD2-
FLAG y pK3-YobH-FLAG, los genes grhD2 y yobH fueron amplificados por PCR
usando los pares de oligonucléotidos 1770Fw-K3/1770Rv-K3 y YobHFw-
K3/YobHRvV-K3, respectivamente, y como molde DNA cromosomal de la cepa
grhD2::3XFLAG de S. Typhimurium SL1344 o DNA cromosomal de la cepa
yobH::3XFLAG de E. coli MG1655, segun fue el caso. Para construir el plasmido
pK3-AvrA-FLAG, el gen avrA fue amplificado por PCR usando el par de
oligonucledtidos AvrA-k3Fw/AvrA-k3Rv 'y como molde DNA cromosomal de la
cepa avrA::3XFLAG de S. Typhimurium SL1344. Estos productos de PCR fueron
visualizados en un gel de agarosa al 1% y purificados. Posteriormente, los
productos de PCR purificados fueron digeridos con las enzimas de restriccion
Kpnl/Sacl y los productos digeridos fueron purificados y ligados en el vector
pMPM-K3 digerido con las mismas enzimas. Los plasmidos pK3-GrhD1, pK3-
GrhD1-FLAG, pK3-GrhD2-FLAG, pK3-YobH-FLAG y pK3-AvrA-FLAG, expresan a
GrhD1, GrhD1-FLAG, GrhD2-FLAG, YobH-FLAG y AvrA-FLAG, respectivamente,
a partir del promotor lac del vector.

Para construir el plasmido pK6-SprB, el gen sprB fue amplificado por PCR
usando el par de oligonucleétidos sprB-K6Ncol/sprB-K6Pstl y como molde DNA
cromosomal de las cepas WT de S. Typhimurium SL1344. El producto de PCR fue
visualizado en un gel de agarosa al 1% y purificado. Posteriormente, el PCR
purificado fue digerido con las enzimas de restriccion Ncol/Pstl y el producto
digerido fue purificado y ligado en el vector pMPM-K6Q digerido con las mismas
enzimas. El plasmido pK6-SprB expresa a SprB a partir de un promotor inducible
por arabinosa.

Para construir los plasmidos p2795-GrhD1-FLAG y p2795-GrhD2-FLAG, los
genes grhD1 y grhD2, respectivamente, fueron amplificados por PCR usando el
par de oligonucleotidos 1872-SallFw/1872Rv-K3 y SL1770-FW22/1770-SallRv,
respectivamente, y como molde DNA cromosomal de las cepas grhD1::3XFLAG y
grhD2::3XFLAG de S. Typhimurium SL1344, segun fue el caso. Los productos de
PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% vy purificados.
Posteriormente, los productos de PCR purificados fueron digeridos con las
enzimas de restriccion Sall/BamHI y los productos digeridos fueron purificados y
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ligados en el vector p2795 digerido con las mismas enzimas. Los plasmidos
p2795-GrhD1-FLAG y p2795-GrhD2-FLAG fueron utilizados como templados en
reacciones de PCR que se describen en el apartado “Construccién de cepas
mutantes”.

En todos los casos descritos anteriormente, para las reacciones de ligacion
se cuantifico la concentracion de DNA de los fragmentos a insertar y vector
mediante un “NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer” (Thermo scientific. De
acuerdo a las cantidades observadas en éste, el producto de PCR y el vector se
ligaron poniéndolos en la reaccion de ligacién en una proporcién aproximada de
5:1 molar. Esta reaccion se incub6 a 16°C toda la noche; al dia siguiente la
ligacién se precipité usando glicgeno, para lo cual se les agreg6 1 pl de glicégeno
(20 mg/ml) (Roche) y posteriormente 500 pl de etanol absoluto, dejando incubar
durante 30 min a -20 °C. Posteriormente se centrifugaron 15 min a 14,000 rpm,
decantando el sobrenadante obtenido. Se agregd 1 ml de etanol al 70%, se volvio
a centrifugar en las condiciones anteriores y se desechd perfectamente el
sobrenadante. Los contenidos de los tubos se desecaron en Speedvac scl100
(Savant) y los precipitados se resuspendieron en 10 pl de agua MQ, de los cuales
5 pl se utilizaron para transformar la cepa E. coli DH10B. Para confirmar que la
clonacion del fragmento de DNA en el vector se llevo a cabo, se purificaron
plasmidos de varias transformantes de E. coli DH10B mediante el protocolo
descrito en el apartado “Purificacion de plasmidos por miniprep”, mismos que
fueron visualizados en un gel de agarosa al 1%. Aquellos plasmidos que contenian
un inserto, fueron utilizados para amplificar por PCR el inserto que contenian y asi
corroborar su tamafo. Se seleccionaron los plasmidos que tuvieran el inserto
correcto y se purificaron con el estuche “Hight 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 nucléotidos.

8.3.Purificacion de plasmidos por “miniprep”

Las cepas que contienen los plasmidos de interés se cultivaron en 5 ml de
LB adicionado con los antibioticos adecuados incubandose durante toda la noche
a 37 °C con agitacion a 200 rpm. Los 5 ml de los cultivos se concentraron,
centrifugando consecutivamente 2 min a 14,000 rpm y desechando el
sobrenandante. Las pastillas de bacterias se resuspendieron en 150 ul de buffer
SET. Posteriormente se agregaron 8 ul de RNAsa (10 mg/ml) y esta suspensién
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se incubd a temperatura ambiente durante 5 min. Transcurrido ese tiempo las
bacterias se lisaron al agregarse 400 pl de solucion de lisis (NaOH 0.2 M, SDS
1%) e incubando en hielo. Después de 5 min se agregaron 300 ul de acetato de
amonio 7.5 M pH 7.8 y se incubdé en hielo durante 10 min mas, para
posteriormente centrifugar durante 10 min a 14,000 rpm. El sobrenadante se
recuperd en un tubo nuevo y se le agregaron 500 ul de isopropanol. Esta mezcla
se incubd a temperatura ambiente durante 10 min y después se centrifugé a
14,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante fue desechado y se agregé 1 ml de
etanol al 70%. Posteriormente se centrifugd durante 10 min a 14,000 rpm, el
sobrenadante fue desechado y la pastilla de DNA se desec6 completamente, para
finalmente resuspenderla en 60-100 ul de agua.

8.4.Preparacion de células electrocompetentes

Las diferentes cepas de interés se cultivaron en 5 ml de LB adicionado con
los antibidticos correspondientes y se incubaron a 37°C en agitacion a 200 rpm
durante toda la noche. Al otro dia, se emplearon 1 ml de estos cultivos para
inocular un matraz de 250 ml con 100 ml de LB adicionado con los mismos
antibidticos. Estos cultivos se incubaron durante 2 a 3 h a 37°C a 200 rpm, hasta
que alcanzaron una D.O.eoonm de 0.6 a 0.8. Posteriormente, los cultivos se
centrifugaron por 8 min a 8,000 rpm a 4°C en tubos Nalgene, se desecho el
sobrenadante, la pastilla se lavé con 30 ml de agua MQ fria estéril y se centrifugo
en las mismas condiciones. Después, el sobrenadante se desechd, se
resuspendio la pastilla en 30 ml de glicerol al 10% estéril frio y se procedio a
centrifugar en las mismas condiciones. Finalmente, se desecho el sobrenadante y
la pastilla se resuspendié en 500 pl de glicerol al 10% estéril frio.

8.5.Electroporacién

Se mezclaron 40 ul de células electrocompetentes con 5 pl de DNA
plasmidico. Esta mezcla se colocé en una celda de electroporacion fria (BIORAD)
y se le dio un pulso eléctrico de 2.5 kV durante 5.5 ms usando un electroporador
“E. coli pulser” (BIORAD). Posteriormente, se agrego6 a la celda 1 ml de medio de
cultivo SOC y se mezclé, después se transfirié el contenido a un tubo de ensayo y
se incubd durante 1 h a 37°C con agitacién a 200 rpm. Finalmente, se sembraron
250 pl del cultivo en cajas Petri con medio LB solidificado conteniendo agar al
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1.5% con los antibidticos correspondientes e incubandose a 37°C durante 16 h
aproximadamente.

8.6.Construccion de cepas mutantes

La mutagénesis se realizé de acuerdo a la técnica descrita por Datsenko y
Warner (Datsenko and Wanner, 2000). La estrategia general se bas6 en
reemplazar a los genes a deletar en la cepa S. Typhimurium SL1344 (Tabla 1),
con un gen seleccionable de resistencia a kanamicina que es generado por PCR
utilizando oligonucleétidos que tienen 42 nucle6tidos homdélogos al gen que se
desea remover (H1 y H2) mas la secuencia correspondiente a P1 y P2 del
plasmido pKD4 (20 nuclettidos) (Tabla 3). En este procedimiento, la
recombinacion requiere la recombinasa del fago A Rojo, la cual es sintetizada bajo
el control de un promotor inducible por arabinosa en un plasmido de bajo numero
de copias (pKD46) (Tabla 2).

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

Por otra parte, se puso un pre-inéculo de la cepa WT de S. Typhimurium
gue contiene el plasmido pKD46 en una caja de LB adicionada con ampicilina y se
incubd durante toda la noche a 30°C. Al otro dia se inocularon 40 colonias en 25
ml de SOB suplementado con 2.5 ml de L-arabinosa 1M y ampicilina, y se
incubaron a 30°C con agitacion hasta una D.O.sconm de 0.6. Estas células fueron
preparadas para una transformacién, para lo cual se centrifugaron durante 10 min
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a 8,000 rpm a 4°C, se deseché el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 1
ml de agua fria estéril. Posteriormente se centrifugd durante 5 min a 8,000 rpm a
4°C, se desecho el sobrenadante y se resuspendio en 1 ml de agua fria estéril, se
repitié este paso de lavado 2 veces para finalmente resuspender la pastilla en 100
pl de agua fria estéril. 50 pl de estas células electrocompetentes fueron
transformadas por electroporacion con 3 pl del producto de PCR concentrado y se
incubaron en 1 ml de medio SOC durante 3 h a 30 °C. Posteriormente se
sembraron 300 pl en agar LB adicionado con kanamicina y se incubaron a 42°C
durante toda la noche. Las transformantes que se obtuvieron, se resembraron en
agar LB adicionado con kanamicina a 42°C con el fin de separar colonias.
Finalmente se sembraron en medio LB adicionado con estreptomicina, kanamicina
o ampicilina, con el fin de analizar resistencia o sensibilidad a los antibiéticos. Para
la caracterizacion de las mutantes con aquellas colonias que fueron resisitentes a
kanamicina y sensibles a ampicilina se realizaron distintos PCR con varios juegos
de oligonucledtidos (Tabla 3) que permiten amplificar regiones del gen de
resistencia a kanamicina y/o las regiones que los flanquean. Todas las cepas
mutantes fueron verificadas mediante secuenciacion de los productos de PCR.

Para la construccion de las cepas mutantes complementadas en el
cromosoma, se siguié la metodologia descrita anteriormente pero con los
siguientes cambios:

En el paso de la amplificibn mediante PCR del gen de resistencia a
kanamicina, éste se amplificd junto con el gen que se quiso insertar, utilizando
como molde el plasmido p2795 que contiene al gen a insertar. Por otro parte, la
cepa de S. Typhimurium que se utilizO para preparar células competentes y
transformarlas, fue la cepa mutante a complementar conteniendo el plasmido
pKD46.

8.7.Construccién de cepas que expresan genes etiquetados con el
epitope FLAG

Para etiquetar al gen cromosomal deseado con el epitope FLAG (3XFLAG),
se empled una modificacion del sistema del fago A Rojo para la mutagénesis,
descrito previamente (Datsenko and Wanner, 2000). Esta modificacion consiste en
agregar en fase el epitope FLAG al final del gen cromosomal que se requiere
etiquetar, sustituyendo de esta manera el codon de término (Uzzau et al., 2001).
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Para esto se utilizaron oligonucléotidos con homologia a las regiones que
flanquean el coddén de término del gen, y que a su vez también tienen homologia
con regiones del pldsmido pSUB11, que se us6 como molde para amplificar el
epitope 3XFLAG junto con el gen de resistencia a kanamicina (3XFLAG-km). Una
vez obtenidos los productos de PCR, se procedi6 de la misma manera que en el
apartado “Construccion de cepas mutantes”. Cuando el gen a etiquetar era de E.
coli, se utiliz6 la cepa de E. coli MG1655 que contiene el plasmido pKD46. Al final
se seleccionaron aquellas cepas cuyos productos de PCR correspondian al
tamafio del epitope 3XFLAG-km. Todas las cepas etiquetadas fueron verificadas
mediante secuenciacion de los productos de PCR.

8.8.Transduccion con el fago P22

La generacion de cepas mutantes o el etiquetado de genes a traves de la
transduccion con el fago P22, se describe a continuacion. Primero se replico el
fago en células de S. Typhimurium WT poniendo un inoculo de esta cepa en 5 ml
de LB y se incubo durante toda la noche a 37°C a 200 rpm. Al dia siguiente se
agrego 1 ml de medio P22 (que contiene los fagos P22 y 20% de glucosa) a 200 pl
del pre-in6culo y se incub6é durante toda la noche a 37°C a 200 rpm.
Posteriormente, se transfirid el cultivo a tubos eppendorf de 1.5 ml, se
centrifugaron durante 2 min a 13,000 rpm, se transfirié el sobrenadante a otro tubo
de 1.5 ml, se afadieron varias gotas de cloroformo, se agitd con vortex y se
guardaron a 4°C.

Para obtener los fagos P22 con los genes mutados o etiquetados con FLAG
se replicaron los fagos en la cepa de S. Typhimurium donadora (la cepa que
contiene el fragmento a transducir) repitiendo los pasos anteriormente descritos.

Para la transduccion, se preparé un inoculo de la cepa receptora de S.
Typhimurium en 5 ml de LB adicionado con los antibiéticos adecuados y se crecio
durante toda la noche a 37°C a 200 rpm. Al siguiente dia se realizaron las mezclas
indicadas en la tabla 4 en tubos eppendorf estériles de 1.5 ml y se incubaron a
temperatura ambiente durante 15 min para permitir la adsorcion del fago.
Después, se agregdé 1 ml de LB a cada tubo y se incubaron durante 1 h a 37°C a
200 rpm. Después de ese tiempo, se centrifugaron los tubos durante 3 min a
14,000 rpm, se descarto el sobrenadante y se lavé la pastilla de bacterias con 200
pl de LB; se mezclé con vértex y se centrifugé durante 3 min a 14,000 rpm. Se
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repite el paso de lavado dos veces mas. Posteriormente, se descarto el
sobrenadante y se resuspendié la pastilla de bacterias en 100 pl de LB. Se
plaquearon los 100 pl en cajas de LB con kanamicina y se incubaron a 37°C
durante toda la noche. Al dia siguiente se seleccionaron 3 colonias, se estriaron a
colonia sencilla hasta realizar 3 pases en cajas de LB con kanamicina. Después,
se seleccionaron 3 colonias y se rayaron en cajas con LB con kanamicina y se
incubaron durante toda la noche a 37°C. Entonces, se verific6 por PCR la
mutacion o el etiquetado de los genes, con un par de oligonucléotidos externos y
los K1y K2 (tabla 3).

Tabla 4. Mezclas utilizadas durante la transduccién con el fago P22

‘ Tubo Células  Fago P22 ‘
A (control) 200 pl
B (control) 5ul
C 200 pl 1l
D 200 pl 5ul
E 200 pl 20 ul

8.9.Cultivos bacterianos para cuantificar la expresion de los genes
v' Medio LB

Las cepas que contienen genes etiquetados con el epitope de 3XFLAG o
plasmidos que llevan las fusiones transcripcionales al gen reportero cat, se
cultivaron en 5 ml de medio LB adicionado con los antibioticos correspondientes y
se incubaron a 37°C con agitacion a 200 rpm durante toda la noche. Al dia
siguiente, se tomaron 500 pl de cada cultivo y se inocularon por cada cepa a
evaluar 2 matraces de 250 ml con 50 ml de LB adicionado con los mismos
antibidticos. Estos cultivos se incubaron a 37°C en agitacion a 200 rpm durante 9
h. Se tomaron muestras de 1 ml de cultivo a las 9 h para analizar la expresion de
las diferentes fusiones transcripcionales o para la deteccion de proteinas por
medio de Western blot. Posteriormente se procedié a centrifugar todas las
muestras durante 2 min a 13,000 rpm, se desechoé el sobrenadante y las pastillas
obtenidas se procesaron como se indica en el apartado “Inmunodeteccion de
proteinas mediante Western blot”. En cambio, cuando las pastillas se utilizaron
para la cuantificacion de la actividad de especifica de CAT, éstas se lavaron con
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800 pl de solucién de lavado TDTT (Tris-HCI, pH 7.8 50 mM, y DL-ditiotreitol 30
MM), y después de centrifugar en las mismas condiciones que anteriormente, se
desecho el sobrenadante. En caso de no utilizar las pastillas inmediatamente, se
almacenaron a -20°C, de lo contrario, se resuspendieron en 800 pl de TDTT.

v" Medio MM-N

De igual forma que para la cuantificacion de la expresion de los genes en
medio LB, las cepas que contienen los plasmidos que llevan las fusiones
transcripcionales al gen reportero cat, se cultivaron en 5 ml de medio LB
adicionado con los antibidticos para los que tienen resistencia y se incubaron a
37°C en agitacién a 200 rpm durante toda la noche. Al dia siguiente se hicieron
dos pastillas centrifugando 1.5 ml de los cultivos y se les dio un lavado con 1 ml de
medio MM-N. Posteriormente las pastillas se resuspendieron en 500 pl de MM-N y
con cada una de ellas se inocularon dos matraces con 50 ml de MM-N. Los
cultivos se incubaron durante 16 h a 37°C en agitacion a 200 rpm, hora a la cual
se tomO una muestra de 1.5 ml, también midiéndose la densidad optica de los
cultivos a 600 nm. Las muestras se centrifugaron durante 2 min y se desecho el
sobrenadante. Las pastillas obtenidas se lavaron con 700 pl de solucion de lavado
TDTT. En caso de no utilizar las pastillas inmediatamente, se almacenaron a -
20°C, de lo contrario, se resuspendieron en 700 pl de TDTT.

v" Medio PCN

Para la deteccion de la expresion de proteinas etiquetadas con el epitope
de 3XFLAG en medio PCN, las cepas se cultivaron en 5 ml de medio Lennox
adicionado con los antibiéticos para los que tienen resistencia y se incubaron a
37°C en agitacion a 200 rpm durante toda la noche. Al dia siguiente se hicieron
dos pastillas centrifugando 25 pl de los cultivos y se les dio dos lavados con 25
de medio PCN. Posteriormente las pastillas se resuspendieron en 25 pl de PCN y
con cada una de ellas se inocularon dos matraces con 25 ml de PCN. Los cultivos
se incubaron a 37°C en agitacién a 200 rpm, hasta que alcanzaron una D.O.eoonm
de 0.3, en un tiempo aproximado de 9 h, momento en el cual se concentré el
contenido del matraz centrifugando durante 8 min a 8,000 rpm y desechando el
sobrenadante. Las pastillas bacterianas se procesaron como se indica en el
apartado “Inmunodeteccion de proteinas mediante Western blot”.
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v Medio ISM

Para la deteccion de la expresion de proteinas etiquetadas con el epitope
de 3XFLAG en medio ISM, las cepas se cultivaron de forma similar que en el
medio PCN. Al final, las pastillas bacterianas se procesaron como se indica en el
apartado “Inmunodeteccion de proteinas mediante Western blot”.

8.10. Cuantificacién de la actividad enzimatica especifica de CAT
(Cloranfenicol Acetil Transferasa)

La actividad de la enzima Cloranfenicol Acetil Transferasa fue medida
usando una modificacion de un método espectrofotométrico. Primero, las pastillas
resuspendidas en TDTT fueron sonicadas durante 3 min en un sonicador “Vibra
Cell”’, con pulsos de 9.9 s y periodos de reposo de 9.9 entre cada pulso,
obteniéndose un tiempo total de sonicacién de 6 min. Posteriormente las muestras
sonicadas fueron centrifugadas durante 15 min a 14,000 rpm y se transfirio el
sobrenadante obtenido a tubos nuevos.

Para la cuantificacion de las proteinas totales en los sobrenadantes
obtenidos se utilizaron placas de cultivo celular de 96 pozos (Costar), donde se
agregaron por duplicado 10 pl de cada muestra por pozo, utilizando como blanco
en el pozo correspondiente 10 pl de TDTT. Después, se afiadio a cada pozo 200
Ml de una mezcla (50:1) de los reactivos del estuche BCA “Protein Assay Reagent”
(Pierce) y se incubd la placa durante 30 min a 37°C. Posteriormente, se calculo la
concentracion de proteinas totales mediante la lectura de la absorbancia a 562 nm
en un lector automatizado de microplacas tipo CERES 900 C (Bio-Tek Instruments
Inc.), utilizando el programa KC3. Los valores obtenidos se interpolaron en una
curva estandar de concentraciones de la proteina ASB (de 0 a 1.5 mg/ml)
previamente almacenada en dicho programa.

Para calcular la actividad enzimatica de CAT, 5 yL de cada muestra fueron
agregadas por duplicado en otra placa de cultivo celular de 96 pozos, seguido de
200 pl de una mezcla de reaccion de Tris-HCI pH 7.8 0.1 M, DTNB ( 4cido 5, 5'-
ditio-bis (2-nitrobenzoico) Research Organics) 1 mM , acetil-CoA 0.1 mM
(Pharmacia Biotech) y cloranfenicol 0.1 mM (Sigma). La actividad de CAT se
determind, inmediatamente después de agregarse la mezcla de reaccion,
utilizando el mismo lector de microplacas posicionado en el modo de cinética,
tomandose lecturas de absorbancia a 405 nm cada 5 s durante 5 min de reaccion.
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Los valores de actividad obtenidos de cada muestra se interpolaron en una curva
estandar de actividad de CAT (de 0 a 2 500 U/ml), previamente almacenada en el
programa KC3. Finalmente, la actividad especifica de CAT (umol/min/mg) se
obtuvo al dividir las unidades de actividad de CAT entre la concentracién de
proteinas totales de cada muestra.

8.11. Inmunodeteccion de proteinas mediante Western blot

Muestras de aproximadamente 1 ml de cultivos, crecidos de acuerdo a lo
descrito previamente en el apartado de “Cultivos bacterianos para cuantificar la
expresion de genes”, se centrifugaron durante 2 min a 13,000 rpm, se desech¢ el
sobrenadante y las pastillas de bacterias obtenidas fueron resuspendidas en 500
pl de amortiguador de carga SDS-PAGE 1X. Estas muestras se calentaron a 95
°C durante 5 min y se corrieron en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15%,
usando amortiguador de corrida Tris-Glicina-SDS (Tris-HCI 25 nM, Glicina 250
mM, SDS 0.1%). Este gel se utilizo para la transferencia de las proteinas a una
membrana de nitrocelulosa de poro de 0.45 m (Millipore), en una camara de
transferencia semi-seca (Bio-Rad), usando amortiguador de transferencia (Tris 48
mM, glicina 39 mM, metanol 20%, SDS 0.04%) durante 1 h a 15 V. Las
membranas que contenian las proteina transferidas fueron bloqueadas con leche
desgrasada al 5% en PBST (PBS 1X, Tween 20 0.03%) durante toda la noche.
Posteriormente la membrana se incubd en agitacién durante 3 h con el anticuerpo
monoclonal anti-FLAG M2 (SIGMA) o el anticuerpo policlonal anti-GroEL
(StressGen), diluidos en PBST 1:2,000 o 1:100,000, respectivamente.
Transcurrido este tiempo, la membrana se lavdé 3 veces con PBST en agitacion
durante 15, 10 y 10 min, respectivamente. Posteriormente se adiciono el
anticuerpo secundario anti-raton (1:10,000) o anti-conejo (1:10,000) (PIERCE)
para detectar al anticuerpo anti-FLAG o anti-GroEL, respectivamente. Las
membranas se mantuvieron en agitacion durante 1 h. Se realizaron de nuevo 3
lavados durante 15, 10 y 10 min, con PBST en agitacion. A continuacion se agrego
una mezcla 1:1 de los reactivos para revelado “enhanced luminol reagent’ y
‘oxidizing reagent” del estuche comercial para revelado “Western Lightening
Chemiluminiscense Reagent Plus” (Perkin Elmer Life Sciences) y se mantuvieron
en agitacion durante 1 min. Finalmente las membranas se expusieron en peliculas
radiograficas (KODAK-Omat-LS-film).
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Los complejos H-NS-FH-DNA de los EMSAs competitivos se transfirieron y
detectaron como se describié arriba, usando el anticuerpo monoclonal anti-FLAG
M2 (SIGMA) y el anticuerpo secundario anti-raton (PIERCE), diluidos en PBST
1:3,000y 1:10,000, respectivamente.

8.12. Perfil de proteinas secretadas

Las cepas a estudiar se cultivaron en 5 ml de medio LB adicionado con los
antibidticos correspondientes y se incubaron a 37°C con agitaciéon a 200 rpm
durante toda la noche. Al dia siguiente, se inocularon 5 ml de LB con 50 pl del
in6culo de toda la noche y se incub6 a 37°C con agitacion a 200 rpm. A las 9 h de
crecimiento se transfirieron 1.5 ml de cada tubo a 3 tubos eppendorf y estas
muestras se centrifugaron 5 min a 14,000 rpm y se transfirieron 1.3 ml del
sobrenadante a tubos nuevos. Cuando se requeria detectar a las proteinas
secretadas por medio de Western blot, los sobrenadantes se filtraron utilizando un
filtro de 0.22 um. Posteriormente se les agregaron 200 pl de acido tricloroacético
al 100% a los sobrenadantes y se dejaron precipitando asi durante toda la noche a
-20°C. Al dia siguiente las proteinas precipitadas se concentraron por
centrifugacion durante 30 min a 14,000 rpm, se deseché el sobrenadante y las
pastillas se disolvieron en 20 ul de buffer de carga SDS-PAGE 1X. Después a
cada tubo se le afiadio 2 pl de Tris-HCI 2M pH 11 y se calentaron a 95°C durante
5 min. Finalmente, las 3 muestras de cada cepa se juntaron en un solo tubo y
fueron visualizadas en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%. Los geles
fueron tefidos con colorante azul brillante de Coomassie (Brillant blue R-250).
Cuando las proteinas iban a ser detectadas por Western blot, los geles no se
tefiian y en su lugar las proteinas eran transferidas a una membrana de
nitrocelulosa de poro de 0.45 um (Millipore), como se describe en la seccion
“Inmunodeteccion de proteinas mediante Western blot”.

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

Para los EMSAs con MBP-HIiID o H-NS-FH, las regiones reguladoras de los
genes a evaluar fueron amplificadas mediante PCR usando DNA cromosomal de
S. Typhimurium SL1344 (Tabla 1) y los respectivos oligonucléotidos especificos
(Tabla 3). Los productos de PCR fueron purificados usando el estuche comercial
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“‘QlAquick PCR purification” (Qiagen). Para los EMSAs no competitivos,
aproximadamente 100 ng de cada uno de los diferentes fragmentos de DNA se
incubaron con concentraciones crecientes de la proteina purificada previamente
MBP-HiID o H-NS-FH (Bustamante et al., 2008), en un volumen total de 20 pl. Las
interacciones se realizaron a temperatura ambiente durante 20 min. Para los
EMSAs competitivos entre HilD y H-NS, primero se incubaron los 100 ng del
fragmento de DNA con una concentracion constante (0.6 puM) de la proteina H-
NS—FH durante 15 min y transcurrido ese tiempo, se afadieron concentraciones
crecientes de la proteina MBP-HIID, y las reacciones se incubaron durante otros
20 min. Las reacciones de retardo fueron realizadas en el buffer de unién que
contiene 10 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM KCI, 1 mM DTT, 0.5 mM EDTA, 5% glicerol
y 10 pg/ml ASB. Los complejos proteina-DNA se separaron en un gel de
poliacrilamida al 6% en condiciones no desnaturalizantes en amortiguador de
corrida Tris-boratos-EDTA 0.5X. Para la visualizacion de los complejos DNA-
proteina, los geles se tifieron con una solucion de bromuro de etidio 0.5 ug/ml y se
visualizaron en un transiluminador con luz UV de onda corta (Alpha-Imager UV
transiluminator Innotech Corp.). Los EMSAs competitivos se realizaron por
duplicado, un gel fue tefildo con bromuro de etidio y el otro se utilizé para detectar
a H-NS-FH en los complejos DNA-proteina por medio de Western blot, como se
describe en el apartado “Inmunodeteccién de proteinas mediante Western blot”.

Para los EMSAs con PhoP-H6, los oligonucledtidos especificos fueron
marcados con T4 polinucleétido quinasa y [y-3P] ATP. Posteriormente, las
regiones reguladoras de los genes a evaluar fueron amplificadas mediante PCR
usando DNA cromosomal de S. Typhimurium SL1344 (Tabla 1) y los respectivos
oligonucléotidos especificos marcados previamente (Tabla 3). Aproximadamente 6
fmol de cada fragmento de DNA marcado se incubé con concentraciones
crecientes de la proteina purificada PhoP-H6 (Castelli et al.,, 2000), la cual
previamente fue fosforilada al incubarla con 25 mM de acetil fosfato durante 3 h a
25°C. Las interacciones se realizaron en un volumen total de 20 pl a temperatura
ambiente durante 30 min, utilizando un buffer de uniéon que contiene 20 mM Tris-
HCI pH 7.4, 50 mM KCI, 5 mM MgClz, 10% glicerol y 25 pg/ml ASB. Los complejos
proteina-DNA se separaron en un gel de poliacrilamida al 8% en condiciones no
desnaturalizantes en amortiguador de corrida Tris-boratos-EDTA 0.5X. Para la
visualizacion de los complejos DNA-proteina, los geles se secaron y fueron
visualizados en un escaner laser Typhoon FLA 7000 IP.
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8.14. Ensayo de movilidad en agar

Las cepas a estudiar (Tabla 1) se cultivaron en 5 ml de medio LB
adicionado con los antibidticos correspondientes y se incubaron a 37°C con
agitacion a 200 rpm durante toda la noche. Al dia siguiente, 50 pl del in6culo de
toda la noche se inocularon en 5 ml de LB y se incub6 a 37°C con agitacion a 200
rpm hasta una fase exponencial media (una D.O.s0onm de aproximadamente 1.0).
Muestras de cultivos (1 pl) de las cepas fueron sembradas en agar LB al 0.3%.
Las cajas se incubaron durante 7 h a 37°C. Después de ese tiempo la movilidad
fue visualizada como halos de difusién radial alrededor del inéculo inicial.

8.15. Ensayo de invasion a células HelLa, macréfagos y fibroblastos

La invasion en células HelLa (células epiteliales cervicales humanas, ATCC)
0 macrofagos RAW264.7 se realizo por medio de un ensayo de proteccion a la
gentamicina como se ha descrito previamente (Ibarra et al., 2010; Pérez-Morales
et al.,, 2017). Para esto, las células HeLa se crecieron en medio DMEM
(“Dulbecco’s Modified Eagle Medium”, GIBCO 12100-046), suplementado con una
solucion de piruvato de sodio 10 mM (SIGMA S8636), L-glutamina 20 mM (GIBCO
25030-081) y 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (ByProductos 13001),
a 37°C, 5% CO.. Para los ensayos, se sembraron 1 x 10°células/pozo (1 ml/pozo)
en placas de 24 pozos (Costar 3524, Corning Incorporated ®) de 20 a 24 h antes
de la infeccion para permitir su adhesién. Se colocaron las placas en una
incubadora humidificada a 37°C, 5% de CO.. Para la preparacion de las bacterias,
se estriaron las cepas a evaluar en cajas de LB con los antibiéticos adecuados
para obtener colonias aisladas. Se prepararon pre-indculos a partir de una sola
colonia de cada cepa crecidas en 3 ml de LB con los antibioticos adecuados y se
incubaron durante 16-18 h a 37°C en agitacion a 200 rpm. Transcurrido ese
tiempo, se sub-cultivaron 600 pl de los pre-inéculos en 20 ml de LB sin antibiéticos
y se incubaron a 37°C con agitacién de 200 rpm hasta alcanzar una D.O.eoonm de
0.6-0.7 (dilucion 1:5). Una vez que las bacterias alcanzaron la D.O. deseada, se
centrifugb 1 ml de cada cultivo durante 2 min a 8,000 x g. Enseguida se
removieron cuidadosamente 900 ul del sobrenadante sin deshacer la pastilla de
bacterias. Después se resuspendieron las pastillas en 900 pl de PBS 1X estéril y
se realizé una dilucion 1:10 y 1:40 en DMEM, para infectar las células HelLa y los
macrofagos, respectivamente. Posteriormente cada pozo conteniendo las
mononocapas de células HelLa o macrofagos en cultivo se infectaron con 10 ul de
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la dilucion anterior y se movid la placa para mezclar (este fue el tiempo 0).
Enseguida se incubd la placa a 37°C, 5% CO> durante 15 min. En algunos
experimentos las monocapas de células fueron centrifugadas durante 10 min a
1,000 x g inmediantamente después de la adicion de las bacterias y después se
incubaron las placas por 10 min a 37°C, 5% CO.>. Transcurrido ese tiempo, se
retir6 el DMEM de cada uno de los pozos y se lavaron las monocapas de células 2
veces adicionando 1 ml de PBS 1X estéril a cada pozo, agitando cuidadosamente
la placa y retirando el PBS. Una vez removido el PBS, se adicion6 a cada pozo 1
ml de DMEM pre-calentado a 37°C y se incubé la placa a 37°C, 5% CO> durante
20 min. Posteriormente, se removié el DMEM de cada pozo y se agregd 1 ml de
DMEM suplementado con gentamicina (50 pg/ml) para eliminar a las bacterias que
no invadieron. Enseguida se incubd la placa a 37°C, 5% CO2 durante 1 h.
Después de ese tiempo, se lavaron las monocapas de células 1 vez adicionando a
cada pozo 1 ml de PBS 1X estéril, agitando cuidadosamente la placa y
removiendo el PBS. Enseguida se solubilizaron las monocapas de células
adicionando solucion de solubilizacion (deoxicolato de sodio al 0.2% en PBS 1X
estéril) recién preparada, 1 ml para células HeLa y 200 ul para macréfagos, y
pipeteando la solucién sobre las capas de células 3 veces. Inmediatamente se
transfirio el contenido a tubos eppendorf estériles a partir de los cuales se
realizaron diluciones seriales (1:10, 1:100 y 1:1,000) en PBS 1X estéril. Se
plaquearon 10 pl de cada dilucion y de la solucion directa sobre cajas Petri con LB
conteniendo 100 pg/ml de estreptomicina (5 repeticiones para obtener un
promedio). Los inoculos iniciales también fueron diluidos de manera serial y se
sembraron como se describié anteriormente. Las cajas se incubaron a 37°C y al
siguiente dia se contaron las colonias obtenidas. Los calculos de las UFCs/ml se
hicieron tomando en cuenta los factores de dilucion.

La linea celular de fibroblastos NRK-49F de rata (ATCC CRL-1570) se
creci6 en DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por
calor, como se ha descrito previamente (Aiastui et al., 2010). Para el ensayo de
invasion, se pusieron inéculos a partir de una colonia bacteriana en 2 ml de LB y
se crecieron durante toda la noche a 37°C en condiciones estaticas y sin
aireacion hasta una D.O.s0onm final de ~1. La monocapa de células se infecté por
10 min usando una MOI de 10:1, como se ha descrito previamente (Aiastui et al.,
2010). Después de lavados extensivos, los fibroblastos fueron incubados con
medio fresco conteniendo 100 pg/ml de gentamicina hasta las 2 h post-infeccion.
Transcurrido ese tiempo, los fibroblastos fueron lisados con una solucién de Triton
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X-100 1% en PBS 1X pH 7.4 estéril. El nUmero de bacterias intracelulares viables
se determind igual que en el caso de células HeLa y macréfagos.

8.16. Ensayo de replicacién/sobrevivencia en células epiteliales HelLa
y macréfagos

Se siguid la misma metodologia que para el ensayo de invasion a células
HelLa y macréfagos, hasta la hora de incubacion con gentamicina (50 pg/ml).
Transcurrida esa hora, se removi6 el medio y se sustituyé por DMEM con 10 pg/mi
de gentamicina. De inmediato se incub6 a 37°C, 5% CO: durante el tiempo
faltante para las 4, 8 y 16 h post-infeccion (tiempos de replicacion). Al cumplirse
los tiempos indicados, se lisé, plagued y contaron las UFCs/ml de igual manera
gue para el ensayo de invasion. Las veces de replicacion se calcularon dividiendo
las UFCs/ml (4, 8 y 16 h) entre las UFCs/ml (1 h [invasion]).

8.17. Ensayo de adherencia a células HelLa

Se prepararon las monocapas de células HelLa en las placas de 24 pozos y
los cultivos bacterianos de la misma manera que para el ensayo de invasion a
células HelLa. Una vez que las bacterias alcanzaron la D.O. deseada, se centrifugd
1 ml de cultivo durante 2 min a 8,000 x g. Enseguida se removieron
cuidadosamente 900 pl del sobrenadante sin deshacer la pastilla de bacterias.
Después se resuspendieron las pastillas en 900 pl de PBS 1X estéril.
Posteriormente, cada pozo conteniendo las mononocapas de células HelLa en
cultivo se infectaron con 10 pl de la solucion de bacterias anterior y se movio la
placa para mezclar (este fue el tiempo 0). Enseguida se incubd la placa a 37°C,
5% CO2 durante 30 min. Transcurrido ese tiempo, se retiro el DMEM de cada uno
de los pozos y se lavaron las monocapas de células 4 veces adicionando 1 ml de
PBS 1X estéril a cada pozo, agitando cuidadosamente la placa y retirando el PBS.
Una vez removido el PBS se solubilizaron las monocapas de células, se realizaron
diluciones seriales, se plaqued y al siguiente dia se contaron las UFCs/ml de igual
manera que para el ensayo de invasion.
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8.18. Experimentos de infeccion en ratones

La manipulacion de los animales en este trabajo se llevo a cabo de acuerdo
a los protocolos estandarizados aprobados por el Comité Interno para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio de CICUAL-UNAM, y por la Norma Oficial Mexica
NOM-062Z00-1999. Ratones BALB/c libres de patdégenos (6 a 7 semanas de
nacidos) fueron obtenidos de la Unidad de Investigacion en Medicina Experimental
de la Facultad de Medicina de la UNAM. Se mantuvieron cuatro grupos de cuatro
animales en diferentes cajas separadas. Se les retird el agua y alimento 4 h antes
del tratamiento de los ratones con 50 mg de estreptomicina por administracion
orogastrica; luego se les proporcioné a los animales agua y comida ad libitum.
Para la infeccién, cultivos de toda la noche de las cepas de Salmonella se
diluyeron 1:100 en 5 ml de LB fresco y se incubaron a 37°C con agitacién durante
3 h. Después de 24 h del tratamiento con estreptomicina, nuevamente se les retiro
el agua y alimentos 4 h antes de la infeccion de los ratones con 50 pl de una
suspension de bacterias de 1 x 108 UFCs/ml en PBS 1X, o de la administracion de
50 pl de PBS 1X estéril (control). Posteriormente, se les proporcioné a los
animales agua y comida ad libitum.

Para analizar el efecto de la ausencia del gen grhD1, a las 48 h post-
infeccion, los animales fueron eutanizados con una sobredosis de los anestésicos
Ketamina y Xilacina administrados via intraperitoneal, en una campana de trabajo
(Thermo-Scientific). Se removieron de manera aséptica el bazo, ciego e ileon
terminal, se pesaron y homogeneizaron en 1 ml de PBS 1X frio y estéril. Para
evaluar la infiltracidn de neutréfilos, se analizaron muestras del contenido del ciego
por microscopia para determinar el numero de neutrofilos y el total de células
eucariotes de 15 diferentes campos, usando el método de tincion Diff-Quick y un
microscopio invertido Nikon TE300 (objetivo 60X). Para analizar la colonizacion
bacteriana, se agregd Tritdbn X-100 al 2% a los 6rganos homogeneizados y se
determinaron las UFCs plaqueando diluciones seriales de los lisados obtenidos en
cajas de LB conteniendo 100 pg/ml de estreptomicina.

Para analizar el efecto de la ausencia del gen grhD2, a las 48 h post-
infeccion se colectaron muestras de heces de cada raton, se pesaron y
homogeneizaron en 1 ml de PBS 1X frio y estéril, y se determiné el nUmero de
UFCs/g de heces plaqueando diluciones seriales en cajas de LB conteniendo 100
pg/ml de estreptomicina.
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8.19. Anédlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados usando el analisis de varianza (ANOVA)
de una sola via con la prueba de comparacion multiple Tukey. Los valores de P <
0.05 fueron considerados significativos. Todos los analisis se realizaron usando el
programa Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA).
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9. RESULTADOS

9.1.Regulacion y papel en virulencia del gen grhD1 (SL1872)

9.1.1. HilD regula positivamente la expresion de grhD1 en medio LB

Para la caracterizacion de la regulacion del gen grhD1 mediada por HilD,
primero se confirmé que la expresion de GrhD1-FLAG es controlada por HilD
mediante la complementacién de la cepa mutante AhilD con el plasmido pK6-HilD,
el cual expresa a HilD a partir de un promotor inducible por arabinosa. Para esto,
se obtuvieron extractos de proteina total de muestras de cultivos de las cepas de
S. Typhimurium SL1344 WT y la mutante isogénica AhilD conteniendo o no el
plasmido pK6-HIID o el vector pMPM-K6Q, crecidas en medio LB a 37°C,
condicion que favorece la expresion de los genes de SPI-1, los cuales fueron
analizados por Western blot utilizando anticuerpos anti-FLAG. Como se esperaba,
se detectdo que la expresion de GrhD1-FLAG disminuy6 drasticamente en la
mutante AhilD y que el plasmido pK6-HilD, que expresa a HilD, restaurd la
expresion de GrhD1-FLAG en la mutante AhilD al nivel de la cepa WT, no asi el
vector pMPM-K6Q (Figura 9). En conjunto con los datos obtenidos previamente en
nuestro grupo, estos resultados demuestran que HilD controla positivamente la

expresion de grhD1.
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Figura 9. HilD regula positivamente la expresién de GrhD1. Expresién de GrhD1-FLAG en la
cepa WT de S. Typhimurium y su mutante derivativa AhilD conteniendo o no el plasmido pK6-HilD,
gue expresa a HilD a partir de un promotor inducible por arabinosa, o conteniendo el vector pMPM-
K6Q. La expresion de GrhD1-FLAG fue analizada a partir de lisados celulares totales de muestras
de cultivos bacterianos crecidos en LB a 37°C por Western blot usando anticuerpos monoclonales
anti-FLAG. Como control de carga, se determind la expresion de GroEL usando anticuerpos
policlonales anti-GroEL. Como control de carga, se determind la expresion de GroEL usando
anticuerpos policlonales anti-GroEL.
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Una vez mostrado que HilD controla la expresion de grhD1, se investigo si
esta regulacion es directa o indirecta. Para esto, la proteina purificada MBP-HilD y
el fragmento de DNA de la region intergénica corriente arriba de grhD1 fue usada
para realizar ensayos de retardo en gel (EMSAs). Como controles positivo y
negativo se utilizaron fragmentos de DNA de la regién reguladora de hilA y sigD,
respectivamente. Como se esperaba, la proteina MBP-HIID se unié
especificamente al fragmento de hilA a concentraciones de 0.5 a 1 pM (Figura
10B); en contraste, a las mismas concentraciones no se unié al fragmento de
grhD1, o al del control negativo, sigD (Figura 10A y B). Estos resultados indican
gue HilD regula a grhD1 indirectamente; o que se requiere de un factor adicional
para que HilD se una a grhD1. Previamente se ha reportado una secuencia
consenso de unién de HilD, al realizar una busqueda de esta secuencia en la
region intergénica corriente arriba de grhD1 no se identificaron sitios de unidn para
HilD, lo cual apoya a que HilD regula de manera indirecta la expresion de grhD1.
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Figura 10. HilD no se une a la region reguladora de grhD1. EMSASs con la proteina purificada
MBP-HIID (0, 0.1, 0.5y 1 uM) y fragmentos de DNA que contienen la region reguladora de grhD1
(A) y hilA (B). Estos fragmentos de DNA corresponden a los contenidos en las fusiones
transcripcionales grhD1-cat y hilA-cat. Un fragmento de DNA conteniendo la regién reguladora de
sigD fue usado como control negativo. Los complejos DNA-proteina, indicados por un asterisco,
fueron analizados en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes al 6% tefiidos con bromuro de
etidio.

HilD induce la expresién de varios reguladores transcripcionales, incluyendo
HIilIC, HilA e InvF, codificados en SPI-1, asi como de RtsA, SsrB y FIhDC,
codificados fuera de SPI-1 (Fabrega and Vila, 2013; Singer et al., 2014). Para
investigar si HilD regula a grhD1 a través de alguno de estos reguladores, la
actividad de la fusion grhD1-cat se determiné en la cepa WT de S. Typhimurium y
la doble mutante ASPI-1 ArtsA conteniendo o no el vector pMPM-k6Q o el
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plasmido pK6-HilD, asi como en las mutantes AssrB, AflhDC, AhilA, y AinvF,
crecidas en LB. Como se esperaba, la expresion de la fusion grhD1-cat disminuyo
dos veces en la mutante ASPI-1 ArtsA, debido a la ausencia de HilD; sin embargo,
Su expresion se restaurd a los niveles de la cepa WT en presencia del plasmido
pK6-HilD (Figura 11A). Por otro lado, la fusion grhD1-cat mostré6 un nivel de
expresion similar en la cepa WT y las mutantes AssrB, AflnDC, AhilA, y AinvF
(Figura 11B). Estos resultados indican que en las condiciones probadas HilD no
requiere de otro regulador codificado en SPI-1 (HilC, HilA, InvF, SprB), o de RtsA,
SsrB o FIhDC, para regular la expresion de grhD1.

En conjunto, estos resultados muestran que HilD controla indirectamente la
expresion de grhD1, a través de un regulador no conocido que es regulado por
HilD y que se encuentra en S. Typhimurium.

A grhD1-cat B grhD1-cat
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Figura 11. La expresién de grhD1 mediada por HilD no requiere de otro regulador codificado
en SPI-1, o de RtsA, SsrB o FIhDC. La expresién de la fusién transcripcional grhD1-cat contenida
en el plasmido pgrhD1-cat fue analizada en la cepa de S. Typhimurium WT y su mutante isogénica
ASPI-1 ArtsA conteniendo el plasmido pK6-HilD, que expresa a HilD a partir de un promotor
inducible por arabinosa, o el vector pMPM-K6Q (A), asi como en la cepa de S. Typhimurium WT y
sus mutantes isogénicas AssrB, AflhDC, AhilA y AinvF (B). Se determind la actividad especifica de
CAT a partir de muestras de cultivos bacterianos crecidos en medio LB a 37°C. Los datos son el
promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error
representan las desviaciones estandar. Se indican los valores estadisticamente diferentes (**,
p<0.01).

61



Resultados

9.1.2. PhoP regula positivamente la expresion de grhD1 en medio LB y
medio minimo

Previamente se reportd que el regulador de respuesta PhoP regula de
manera positiva y directa la expresion del operdn que contiene a los genes ecgA'y
SL1874, los cuales estan localizados corriente arriba de grhD1, en la misma isla
gendémica de S. Typhimurium (Figura 7) (Rico-Pérez et al., 2016). Por lo tanto,
investigamos si PhoP podria estar involucrado en la expresion de grhD1, lo cual
también estd respaldado por un analisis transcriptomico reciente (Colgan et al.,
2016). Para determinar ésto, se examind la actividad de la fusién grhD1-cat en la
cepa WT de S. Typhimurium y la mutante AphoP, crecidas en LB y medio MM-N.
Se conoce que PhoP es activo cuando S. Typhimurium crece en LB o en medios
minimos con bajas concentraciones de magnesio (Rico-Pérez et al., 2016). Como
controles positivo y negativo, se incluyeron los ensayos de las expresiones de las
fusiones transcripcionales a cat de los genes pagK, un gen regulado positivamente
por PhoP, y del gen sirA, un gen que no es regulado por PhoP. La actividad de las
fusiones grhD1-cat, pagK-cat y sirA-cat fue mayor en medio MM-N que en LB; sin
embargo, el patron de expresion de cada fusion en los diferentes fondos genéticos
fue el mismo en ambas condiciones de crecimiento (Figura 12). La actividad de las
fusiones grhD1-cat y pagK-cat disminuy6 en la mutante AphoP con respecto a la
cepa WT; la expresion de PhoP a partir del plasmido pK3-PhoP recuper6 la
actividad de ambas fusiones a niveles de la cepa WT, no asi en presencia del
vector pMPM-K3 (Figura 12A, B, D y E). En contraste, la actividad de la fusion
sirA-cat no se afect6 por la ausencia o la sobre-expresion PhoP (Figura 12C y F).
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Figura 12. PhoP activa la expresiéon de grhD1. La expresion de las fusiones transcripcionales
grhD1-cat (A, D), pagK-cat (B, E) y sirA-cat (C, F), contenidas en los plasmidos pgrhD1-cat, ppagK-
cat y psirA-cat, respectivamente, se monitore6 en la cepa WT de S. Typhimurium SL1344 y su
mutante isogénica AphoP conteniendo o no el vector pMPM-K3 o el plasmido pK3-PhoP, crecidas
en medio LB (A-C) o medio MM-N (D-F) a 37°C. Los datos de la actividad especifica de CAT son el
promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error

representan las desviaciones estandar. Se indican los valores estadisticamente diferentes (***,
p<0.001).

Para corroborar estos resultados, se evalué la expresion de la proteina
GrhD1-FLAG en la cepa WT y la mutante AphoP conteniendo o no el vector
pMPM-K3 o el plasmido pK3-PhoP en medio LB, asi como en medio ISM
(intracellular salt medium) o medio PCN (phosphate-carbon-nitrogen) acidificado.
En todas las condiciones ensayadas, la expresion de GrhD1 se redujo
drasticamente en la mutante AphoP con respecto a la cepa WT (Figura 13A y B).
Como se esperaba, la presencia del plasmido pK3-PhoP, pero no del vector
pMPM-K3, restauré la expresion de GrhD1 en la mutante AphoP al nivel de la cepa
WT (Figura 13B). Estos resultados indican que PhoP controla positivamente la
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expresion de grhD1 cuando S. Typhimurium crece en medio LB o en medio
minimo.

Adicionalmente, para determinar si otros reguladores de genes de virulencia
en Salmonella que se ha reportado estan activos tanto en medio LB y medios
minimos, estan involucrados en la expresion de GrhD1, se determiné la expresion
de GrhD1-FLAG en las mutantes AompR y AslyA, en los medios LB, ISM o PCN
acidificado. En medio PCN la expresion de GrhD1-FLAG disminuy6 en la mutante
AompR en comparacion con la cepa WT y no se afecté en medio LB e ISM. En
contraste, en todas las condiciones probadas la expresién de GrhD1-FLAG se
redujo en la mutante AslyA con respecto a la cepa WT (Figura 13A). Estos
resultados indican que OmpR puede regular la expresion de GrhD1 en medio
minimo &cido, y que SlyA, al igual que PhoP, también esta involucrado en la
activacion de la expresion de GrhD1 en medio rico y minimo, esto ultimo
concuerda con resultados obtenidos por métodos transcriptomicos (Colgan et al.,
2016).
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Figura 13. PhoP y SIyA regulan positivamente la expresion de GrhD1l en diferentes
condiciones de crecimiento. La expresién de GrhD1-FLAG fue evaluada en la cepa de S.
typhimurium WT y sus mutantes isogénicas AphoP, AompR y AslyA crecidas en medio LB, PCN
acidificado o ISM a 37°C (A). Adicionalmente, también se evalué en la cepa de S. Typhimurium
WT y su mutante isogénica AphoP conteniendo o no el plasmido pK3-PhoP que expresa
constitutivamente a PhoP, o el vector pMPM-K3 (B). Se prepararon lisados celulares totales de
muestras de cultivos bacterianos y se analizaron por Western blot usando anticuerpos
monoclonales anti-FLAG. Como control de carga, se determind la expresién de GroEL usando
anticuerpos policlonales anti-GroEL. Como control de carga, se determind la expresién de GroEL
usando anticuerpos policlonales anti-GroEL.
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Para determinar si PhoP regula a grhD1 directa o indirectamente, se
realizaron EMSAs con la proteina purificada PhoP-6XHis (PhoP-H6) fosforilada y
un fragmento de DNA marcado radioactivamente que contenia la region
reguladora de grhD1. Fragmentos de DNA que contenian la region reguladora de
los genes orgB o ges fueron utlizados como control positivo y negativo,
respectivamente. PhoP-H6 se unié a los fragmentos grhD1 y orgB desde una
concentracion de 3 uM. En contraste, PhoP-H6 no se uni6 al fragmento de ges
incluso a una concentracion de 6 uM (Figura 14A). La union especifica de PhoP-
H6 a grhD1 se confirmé mediante EMSAs competitivos (Figura 14B). En conjunto
con los analisis de expresion, estos resultados demuestran que PhoP regula de
manera directa la expresion del gen grhD1. Cabe mencionar que al realizar una
basqueda en la region intergénica corriente arriba de grhD1 de la secuencia
consenso de union de PhoP que se ha reportado, no se identificaron sitios de
unién para PhoP con base en esa secuencia; sin embargo, se han reportado otros
blancos directos de PhoP donde no se ha localizo esa secuencia, lo que sugiere
gue PhoP estaria reconociendo otros sitios.
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Figura 14. PhoP se une especificamente a la region reguladora de grhD1. EMSASs con la
proteina purificada PhoP y fragmentos de DNA conteniendo la region reguladora de los genes
grhD1, ges y orgB (A). Fragmentos de DNA marcados en su extremo 5’ con *2P de cada gen fueron
incubados con concentraciones crecientes de PhoP-H6 (0, 3y 6 puM). Los genes ges y orgB fueron
usados como control negativo y positivo, respectivamente. La unién de PhoP a grhD1 se confirmé
con EMSAs competitivos (B). El fragmento de DNA de grhD1 marcado en su extremo 5’ con 2P se
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incubod con 1 uM de PhoP-H6 fosforilada en ausencia o presencia de un exceso de 5, 30 y 100
veces de un competidor especifico (grhD1) y no especifico (nusA) no marcados. Los complejos
DNA-proteina, indicados por un asterisco, fueron analizados en geles de poliacrilamida Tris-borato-
EDTA no desnaturalizantes al 8%. Después de la electroforesis, los geles fueron secados y
analizados en un escéaner laser Typhoon FLA 7000 IP.

9.1.3. HilD regula positiva e indirectamente la expresién de phoP en
medio LB

Con base en nuestros resultados, sabemos que se requiere de ambos, HilD
y PhoP, para la expresion del gen grhD1 en medio LB. M&s aln, en nuestro grupo
se ha encontrado que existe un sobrelape entre los regulones de HilD y PhoP,
donde HilD est& involucrado en la expresion de varios genes regulados por PhoP
(Pérez-Morales, D., datos no publicados). Asi, podria ser que estos dos
reguladores actuaran uno a través del otro para inducir la expresion del gen
grhD1. Por esta razon se evalu6é si HilD podria estar regulando a PhoP o
viceversa, PhoP a HilD. Para esto, se construyo la fusion transcripcional phoP-cat
y se determind su expresion en las cepas de S. Typhimurium WT y su derivada
mutante AhilD, crecidas en medio LB a 37°C. La expresion de la fusion phoP-cat
disminuy0 alrededor de 2 veces en la mutante AhilD (Figura 15A). En contraste, el
nivel de expresion de una fusion hilD-cat fue similar en la cepa de S. Typhimurium
WT y en su derivada mutante AphoP (Figura 15C). Estos resultados indican que
HilD regula positivamente la expresion de PhoP, pero no al contrario. Para
corroborar estos resultados, se transformé la cepa AhilD que contiene la fusion
phoP-cat con el vector pMPM-K6Q o el plasmido pK6-HilD. La presencia del
plasmido pK6-HilD incrementod la expresion de la fusién phoP-cat en la mutante
AhilD, a un nivel incluso mayor que el mostrado en la cepa WT (Figura 15A), lo
cual corrobora que HilD regula de manera positiva a PhoP.

E. coli K-12 carece de hilD, asi como de alrededor de otros 1400 genes
presentes en S. Typhimurium. La expresion de genes que son regulados
directamente por HilD, como hilA, puede ser inducida en E. coli K-12 cuando HilD
estd presente (Martinez-Flores et al., 2016). Entonces, para determinar si HilD
estd regulando directamente la expresion de phoP o lo hace a través de otro
regulador de S. Typhimurium, analizamos la expresion de la fusién phoP-cat en la
cepa de E. coli MC4100 WT conteniendo al vector pMPM-K6Q o el plasmido pK6-
HilD. La presencia del plasmido pK6-HilD no incremento la expresion de la fusion
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phoP-cat en E. coli (Figura 15B), sugiriendo que HilD regula la expresion de phoP
de forma indirecta, a través de un regulador presente en S. Typhimurium y no en
E. coli. En apoyo a este resultado, mediante EMSAs, utilizando un fragmento de
DNA que contiene la regién reguladora de phoP y la proteina purificada MBP-HilD,
comprobamos que HilD no se une a la regién reguladora de phoP, ni a la del
control negativo, sigD (Figura 15D). MBP-HilD si se unio a la region reguladora de
hilA, el cual fue utilizado como control positivo (Figura 15E). Estos datos muestran
qgue HilD regula positiva e indirectamente la expresion de phoP. Asi, es posible
gue HilD induzca de manera indirecta a través de PhoP la expresion de varios
genes, incluyendo a grhD1.
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Figura 15. HilD regula de forma indirecta la expresion de phoP. La expresién de la fusion
transcripcional phoP-cat, contenida en el plasmido pphoP-cat, se monitoreé en la cepa WT de S.
Typhimurium SL1344 y su derivada mutante AhilD, conteniendo o no el vector pMPM-K6 o el
plasmido pK6-HilD (A), asi como en la cepa WT de E. coli MC4100 conteniendo o no el vector
pPMPM-K®6 o el plasmido pK6-HilD (B). Asimismo, la expresion de la fusién transcripcional hilD-cat,
contenida en el pldsmido philD-cat, se monitored en la cepa WT de S. Typhimurium SL1344 y su
derivada mutante AphoP (C). La expresion de HilD a partir del plasmido pK6-HilD fue inducida con
0.001% de L-arabinosa. La actividad especifica de CAT fue determinada en muestras colectadas
de cultivos bacterianos crecidos durante 9 h en medio LB a 37°C. Los datos son el promedio de
tres experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan las
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desviaciones estandar. Se indican los valores estadisticamente diferentes (**, p<0.01; ***
p<0.001). Se llevaron a cabo EMSAs con la regiéon reguladora de phoP (D) o hilA (E), con
concentraciones crecientes de la proteina purificada MBP-HilD. Se us6 un fragmento de la region
reguladora de sigD negativo interno en todas las reacciones. Los complejos DNA-proteina fueron
analizados en geles de poliacrilamida al 6% tefiidos con bromuro de etidio.

9.1.4. HIID y PhoP controlan independientemente la expresion de
grhD1

Nuestros resultados indican que HilD y PhoP controlan positivamente la
expresion de grhD1, los cuales pueden actuar de manera independiente o uno a
través del otro; por ejemplo, como HilD regula indirectamente a phoP y grhD1,
este podria actuar a través de PhoP para regular a grhD1. Para investigar esto,
primero se comparé la actividad de la fusion grhD1l-cat en las cepas de S.
Typhimurium WT y las mutantes AhilD, AphoP y AphoP AhilD, crecidas en LB o
MM-N. En LB, la fusion grhD1-cat mostro una reduccion de dos veces su actividad
en las mutantes AhilD o AphoP, con respecto a la cepa WT, mientras que en la
doble mutante AphoP AhilD su actividad fue cuatro veces mas baja que en las
mutantes sencillas (Figura 16A), indicando que HilD y PhoP tienen un efecto
aditivo sobre grhD1. En contraste, en medio MM-N la actividad de la fusion grhD1-
cat no se afectd en la mutante AhilD y mostré una disminucion de 2.5 veces en las
mutantes AphoP y AphoP AhilD (Figura 16B), mostrando que PhoP regula a grhD1
independientemente de HilD en esta condicion de crecimiento. Posteriormente,
determinamos la actividad de la fusion grhD1-cat en la doble mutante AphoP AhilD
conteniendo el vector pMPM-K3 o los plasmidos pK3-PhoP, pK6-HilD o pK3-SirA,
gue expresan a PhoP, HilD y SirA, respectivamente, en medio LB. SirA es un
regulador transcripcional que no esta involucrado en la expresion de grhD1. La
expresion de PhoP o HilD, no asi de SirA, indujo la actividad de la fusién grhD1-
cat en la doble mutante AphoP AhilD (Figura 16C). En conjunto, estos resultados
muestran que PhoP y HilD regulan de forma independiente a grhD1;
interesantemente, la sobre-expresion de uno de estos reguladores compensa la
ausencia del otro para la expresiéon de grhD1.
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Figura 16. HilD y PhoP inducen la expresion de grhD1 en medio LB de manera
independiente. La expresién de la fusién transcripcional grhD1-cat, contenida en el plasmido
pgrhD1-cat, se monitoreé en la cepa WT de S. Typhimurium SL1344 y sus derivadas mutantes
AhilD, AphoP y AphoP AhilD, crecidas en LB (A) o medio minimo MM-N (B) a 37°C. Asimismo, se
determind la expresion de la fusién grhD1-cat en la cepa WT y en la doble mutante AphoP AhilD
conteniendo el vector pMPM-K3, o los pladsmidos pK3-PhoP, pK6-HilD o pK3-SirA, crecidas a 37°C
(C). La expresion de HilD a partir del plasmido pK6-HilD fue inducida con 0.001% de L-arabinosa.
pK3-PhoP y pK3-SirA expresan constitutivamente a PhoP y SirA, respectivamente, a partir de un
promotor lac. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes realizados por

duplicado. Las barras de error representan las desviaciones estandar. Se indican los valores
estadisticamente diferentes (**, p<0.01; ***, p<0.001).

Un analisis previo de RNA-seq reveld un sitio de inicio de la transcripcion
(SIT) primario y otro secundario en la regién intergénica corriente arriba de grhD1,
localizados a 230 y 148 pb del coddn de inicio de grhD1, respectivamente (Figura
17A) (Kroger et al.,, 2013). La fusién grhD1-cat utilizada en los experimentos
descritos anteriormente abarca la region del DNA que contiene los dos SITs. Por
lo tanto, para definir si la expresion de grhD1 esta mediada por dos promotores, y
si ese es el caso, determinar si HilD y PhoP afectan a uno o a ambos promotores,
se construyeron tres fusiones transcripcionales de grhD1-cat adicionales. La fusion
grhD1L-cat tiene el extremo 3’ extendido de la region corriente arriba de grhD1 con
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respecto a la region contenida en la fusion inicial grhD1-cat, mientras que las
fusiones grhD1+1p-cat y grhD1+1s-cat contienen segmentos de la region corriente
arriba de grhD1 que contienen solo el SIT primario o secundario, respectivamente
(Figura 17A). La actividad de estas nuevas fusiones fue monitoreada en la cepa
WT de S. Typhimurium asi como en la doble mutante AphoP AhilD, crecidas en
LB. Las fusiones grhD1L-cat, grhD1+1p-cat y grhD1l+1s-cat se expresaron a
niveles similares en la cepa WT (Figura 17B-D). En conjunto con el reporte de
RNA-seq que indica dos SIT corriente arriba de grhD1 (Kréger et al., 2013), estos
resultados muestran que dos promotores independientes controlan la expresion de
grhD1 en las condiciones de crecimiento probadas. La fusion grhD1L-cat, que
contiene ambos promotores, mostrd una reduccion de 17 veces de su actividad en
la mutante AphoP AhilD, la cual fue restaurada a niveles de la cepa WT por la
expresion de PhoP o HilD a partir de los plasmidos pK3-PhoP o pK6-HilD,
respectivamente (Figura 17B). Estos resultados en conjunto con los mostrados en
la Figura 16C, muestran que HilD y PhoP pueden inducir de manera independiente
la transcripcion de los dos promotores de grhD1. Sorpresivamente, la actividad de
las fusiones grhD1+1p-cat y grhD1+1s-cat no se vio afectada significativamente en
la mutante AphoP AhilD conteniendo o no el plasmido pK3-PhoP con respecto a
los niveles de expresion de la cepa WT; solo la presencia del plasmido pK6-HilD
incrementd la actividad de estas fusiones (Figura 17C y D). Estos resultados
sugieren que el control apropiado de la expresion de grhD1 requiere de
secuencias de regulacion negativa localizadas alrededor de los promotores; en
ausencia de estas secuencias la expresion de grhD1 se vuelve independiente de
HilD y PhoP.
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Figura 17. Dos diferentes promotores regulados por HilD y PhoP inducen la expresion de
grhD1. Representacion esquematica de la region intergénica corriente arriba de grhD1 (A). El sitio
de inicio de la transcripcion primario (+1p) y secundario (+1s) de grhD1, previamente reportados
(Kroger et al., 2013), estan indicados por una flecha doblada. Los fragmentos de DNA contenidos
en las fusiones transcripcionales grhD1-cat, grhDl1L-cat, grhD1+1p-cat y grhD1+1s-cat son
mostrados; las posiciones son indicadas con respecto al sitio de inicio de la transcripcion primario
de grhD1. La expresién de las fusiones transcripcionales grhD1L-cat (B), grhD1+1p-cat (C), y
grhD1+1s-cat (D), contenidas en pgrhD1L-cat, pgrhD1+1p-cat y pgrhD1+1s-cat, respectivamente,
fueron analizadas en la cepa WT de S. Typhimurium y su mutante isogénica AphoP AhilD
conteniendo o no los plasmidos pK3-PhoP o pK6-HilD, o el vector pMPM-K3. La actividad
especifica de CAT fue determinada en muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos
durante 9 h en LB a 37°C. La expresiéon de HilD a partir del plasmido pK6-HilD fue inducida al
agregar 0.001% de L-arabinosa al medio al inicio del experimento. pK3-PhoP expresa
constitutivamente a PhoP. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. Las barras de error representan las desviaciones estandar. Se indican los
valores estadisticamente diferentes con respecto a la cepa WT (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).
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9.1.5. H-NS reprime la expresion de grhD1

La proteina semejante a histona H-NS es un regulador transcripcional
global que silencia la expresion de genes adquiridos por Salmonella (Lucchini et
al., 2006; Navarre et al., 2006). Por lo tanto, se investigo si las secuencias de
regulacién negativa en grhD1 podrian mediar la represion por H-NS. Dado que las
mutaciones nulas de hns generan un defecto severo en el crecimiento de
Salmonella (Navarre et al., 2006), se analizé el efecto de H-NS en grhD1 sobre-
expresando la mutante H-NS®!3P que no tiene actividad de unién al DNA pero si
puede formar heterodimeros con monémeros de H-NS WT (Ueguchi et al., 1996),
actuando como una mutante dominante negativa (De la Cruz et al., 2007). La
actividad de la fusiébn grhD1-cat se determiné en las cepas mutantes AhilD y
AphoP que contienen el plasmido pT6-HNS-G113D que expresa H-NS®13P asi
como en la cepa WT. La expresion de H-NS®'P indujo la actividad de la fusion
grhD1-cat en la mutante AhilD, no asi en la mutante AphoP (Figura 18A). Estos
resultados indican que al inactivar H-NS la expresion de grhD1 se vuelve
independiente de HilD, y revelan que H-NS reprime la expresion de grhD1.

Para determinar si H-NS regula directa o indirectamente a grhD1, se
realizaron EMSASs con la proteina purificada H-NS-3XFLAG-6XHis (H-NS-FH) y un
fragmento de DNA que contiene la region reguladora de grhD1. Se analizaron
también fragmentos de DNA que contienen las regiones reguladoras de sigD y
ssrAB, como control negativo y positivo, respectivamente. Se observé que H-NS-
FH se une a la regién reguladora de grhD1 y de ssrAB, desde una concentracion
de 0.5 y 0.25 uM, respectivamente; como se esperaba, H-NS-FH no se unié al
control negativo sigD (Figura 18B y C). En conjunto con los resultados de andlisis
de expresion, estos resultados demuestran que H-NS reprime directamente la
expresion de grhD1 y que HilD quita esta represiéon mientras que PhoP actua por
otro mecanismo para activar la transcripcion.
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Figura 18. H-NS reprime directamente la expresién de grhD1. La expresién de la fusién
transcripcional grhD1-cat (A) contenida en el plasmido pgrhD1-cat, se monitore6 en la cepa WT de
S. Typhimurium SL1344 y sus derivadas mutantes AhilD y AphoP, conteniendo el vector pMPM-
T6Q o el plasmido pT6-HNS-G113D, que expresa la mutante dominante negativa H-NS®!13P, | a
actividad especifica de CAT fue determinada en muestras colectadas de cultivos bacterianos
crecidos durante 9 h en medio LB a 37°C. 0.1% de L-arabinosa se agreg6 (+) o no (-) al medio
para inducir la expresion de H-NS®1% a partir del plasmido pT6-HNS-G113D. Los datos son el
promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error
representan las desviaciones estandar. Se indican los valores estadisticamente diferentes (***,
p<0.001). EMSAs con la proteina purificada H-NS-FH (0, 0.25, 0.5, 0.75 y 1 uM) y fragmentos de
DNA que contienen la regién reguladora de los genes grhD1 (B) o ssrAB (C). Un fragmento de
DNA conteniendo la region reguladora de sigD se us6 como control negativo interno. Los
complejos DNA-proteina, indicados con un asterisco, fueron analizados en geles de poliacrilamida
al 6% tefidos con bromuro de etidio.

9.1.6. GrhD1 se requiere para la invasion de S. Typhimurium a células
hospederas

HilD controla la expresion de un gran niumero de genes que se requieren
principalmente para la invasién de Salmonella a células de su hospedero (Fabrega
and Vila, 2013). Por lo tanto, investigamos si el gen grhD1, regulado por HilD, esta

73



Resultados

involucrado en este fenotipo de virulencia. Se utilizé6 un ensayo de proteccién a
gentamicina para analizar la invasion de las bacterias de la cepa WT de S.
Typhimurium y la mutante AgrhD1 a células HelLa y macréfagos de raton
RAW264.7. Las mutantes AhilD y AssrB fueron utilizadas como control positivo y
negativo, respectivamente. El numero de UFCs intracelulares recuperadas a 1 h
post-infeccion se consider6 como el nimero de bacterias que invadieron. La
mutante AgrhD1 mostré una reduccion de 4 veces en el numero de bacterias que
invadio tanto a células HeLa como a macréfagos en comparacion con la cepa WT
(Figura 19A y B). Como se esperaba, la mutante AssrB no estuvo afectada en el
fenotipo de invasion mientras que la mutante AhilD fue incapaz de invadir células
HelLa y macréfagos (Figura 19A 'y B). El defecto para invadir de la mutante AgrhD1
se observd también en fibroblastos NRK-49F (Figura 19C). En los ensayos de
invasion se puede utilizar un paso de centrifugacion para acelerar el contacto entre
las bacterias y las células eucariotes, lo cual ayuda a superar la deficiencia en la
invasion debida a un defecto en la movilidad. La mutante AgrhD1 mostré un
fenotipo de invasion reducido en células HeLa en comparacion con la cepa WT
con y sin el paso de centrifugacion (Figura 19 A y D), lo que sugiere que no esta
afectada en su movilidad. En contraste, la mutante AflhDC, que carece de
movilidad, recuperé notablemente su capacidad de invadir las células HelLa con el
paso de centrifugacion (Figura 19E).
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Figura 19. Se requiere de GrhD1 para la invasion de S. Typhimurium a células Hela,
macrofagos y fibroblastos. Se infectaron células HelLa (A) y macréfagos RAW264.7 (B) con la
cepa WT de S. Typhimurium y sus mutantes isogénicas AssrB, AgrhD1 y AhilD. Se infectaron
fibroblastos NRK-49F (C) con la cepa WT de S. Typhimurium y su mutante isogénica AgrhD1.
También se infectaron células HelLa con la cepa WT de S. Typhimurium y sus mutantes isogénicas
AgrhD1 (D) y AflnDC (E), con o sin centrifugacion. El valor de invasion de cada cepa se obtuvo al
contabilizar las UFCs intracelulares a 1 h post-infeccion, usando un ensayo de proteccién a la
gentamicina. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes realizados por
triplicado. Las barras de error representan las desviaciones estandar. Se indican los valores
estadisticamente diferentes (**, p<0.01; ***, p<0.001; ****, p<0.0001).

Posteriormente, se intenté complementar el fenotipo de invasion de la
mutante AgrhD1 con un plasmido que expresara a GrhD1. Para esto, se
construyeron los plasmidos de bajo niumero de copias pK3-GrhD1 y pK3-GrhD1-
FLAG, que expresan constitutivamente las proteinas GrhD1 y GrhD1-FLAG,
respectivamente, a partir de un promotor lac. Inesperadamente, los plasmidos
pK3-GrhD1 y pK3-GrhD1-FLAG disminuyeron mas la invasion de la mutante
AgrhD1 a células Hela; ademas, estos plasmidos también inhibieron
drasticamente la invasion de la cepa WT (Figura 20A). Para investigar mas este
fendmeno, se monitored por medio de Western blot la expresion de la proteina
GrhD1-FLAG a partir del gen grhD1::3XFLAG localizado en el cromosoma vy la
producida a partir del plasmido pK3-GrhD1-FLAG. Como se muestra en la figura
20B, GrhD1-FLAG alcanza unos niveles mucho mas altos de expresion a partir del
plasmido pK3-GrhD1-FLAG que del gen cromosomal. En conjunto, estos
resultados indican que tanto la ausencia como la sobre-expresion de GrhD1
afectan negativamente la invasion de S. Typhimurium a células del hospedero de
manera independiente a la movilidad.
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Figura 20. La sobre-expresion de GrhD1 disminuye la invasion de S. Typhimurium a células
HelLa. (A) Se infectaron células HelLa con la cepa WT de S. Typhimurium y su mutante isogénica
AgrhD1, conteniendo o no el vector pMPM-K3 o los plasmidos pK3-GrhD1 o pK3-GrhD1-FLAG, que
expresan constitutivamente a las proteinas GrhD1 y GrhD1-FLAG, respectivamente. El valor de
invasion de cada cepa se obtuvo al contabilizar las UFCs intracelulares a 1 h post-infeccion,
usando un ensayo de proteccion a la gentamicina. Los datos son el promedio de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. Las barras de error representan las desviaciones
estandar. Se indican los valores estadisticamente diferentes (**, p<0.01; ***, p<0.001). La
expresion del gen grhD1-FLAG del plasmido pK3-GrhD1-FLAG y del localizado en el cromosoma
de la cepa WT de S. Typhimurium (B), o la expresion del gen grhD1-FLAG localizado en el
cromosoma de la cepa WT de S. Typhimurium y del insertado en el cromosoma de la cepa mutante
AgrhD1 (C), fue analizada mediante Western blot usando anticuerpos monoclonales anti-FLAG. Se
prepararon lisados celulares totales de muestras de cultivos bacterianos crecidos en LB a 37°C.
Como control de carga, se determind la expresion de GroEL usando anticuerpos policlonales anti-

GroEL.

Debido a que los resultados anteriores indican que se requiere de una
concentracion especifica de GrhD1 para su funcion en la invasion de S.
Typhimurium a células de su hospedero, se decidid6 complementar la mutante
AgrhD1 insertando el alelo grhD1::3XFLAG en el cromosoma (Figura 21A). La
expresion de GrhD1-FLAG fue similar en la cepa complementada AgrhD1 + grhD1-
FLAG-kan y la cepa WT con el alelo grhD1::3XFLAG (Figura 20C). De acuerdo a
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lo esperado, la cepa complementada AgrhD1 + grhD1::3XFLAG-kan present6 un
fenotipo de invasion similar al de la cepa WT en células HelLa y macrofagos
(Figura 21Ay B). Estos resultados confirman que GrhD1 es un factor adicional que
requiere S. Typhimurium para la invasion de sus células hospederas.
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Figura 21. Generacion de las cepas mutantes AgrhD1 y la cepa complementada AgrhD1 +
grhD1-FLAG-kan, y su fenotipo de invasién. (A) La cepa mutante AgrhD1::kan fue obtenida
reemplazando el gen grhD1 en la cepa WT de S. Typhimurium con un gen de resistencia
kanamicina usando la recombinasa ARed; posteriormente, el gen de kanamicina fue eliminado de
la mutante AgrhD1::kan usando la recombinasa FLP, obteniéndose la mutante AgrhD1. La cepa
complementada AgrhD1 + grhD1-FLAG-kan se obtuvo al insertar en cis el gen grhD1-FLAG junto
con el gen de resistencia a kanamicina en direccién opuesta, dentro del cromosoma de la mutante
AgrhD1, usando la recombinasa ARed. Se infectaron células HelLa (B) y macr6fagos RAW264.7
(C) con la cepa WT de S. Typhimurium y su mutante isogéncia AgrhD1 asi como con la cepa
complementada AgrhD1 + grhD1-FLAG-kan, durante 15 min, posteriormente se cambié el medio
DMEM por uno suplementado con gentamicina para matar a las bacterias extracelulares. El valor
de invasién de cada cepa se obtuvo al contabilizar las UFCs intracelulares a 1 h post-infeccién. Los
datos son el promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado. Las barras de
error representan las desviaciones estandar. Se indican los valores estadisticamente diferentes
(***, p<0.001).
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También se investigd si grhD1 tiene un papel durante la
sobrevivencia/replicacion de Salmonella dentro de células hospederas. Para esto,
se infectaron macrofagos RAW?264.7 y células HelLa con la cepa WT de S.
Typhimurium y la mutante AgrhD1, asi como con la mutante AssrB, usada como
control positivo. A horas especificas después de la infeccion se lisaron las células
y se obtuvo el nimero de UFCs recuperadas; la replicacion fue calculada como el
incremento en el nimero de UFCs con respecto a la hora 1 post-infeccion. Como
se esperaba, la mutante AssrB presenté un fenotipo de replicacién afectado, el
cual fue mas evidente en macréfagos que en células HeLa. En contraste, el
fenotipo de replicacién de la mutante AgrhD1 fue similar al mostrado por la cepa
WT tanto en macrofagos como en células HelLa (Figura 22A y B).
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Figura 22. No se requiere de GrhD1 para la replicacién/sobrevivencia de S. Typhimurium en
células HeLa y macréfagos. Se infectaron células HeLa (A) y macréfagos de raton RAW264.7
(B) con la cepa WT de S. Typhimurium y sus mutantes isogénicas AgrhD1 y AssrB durante 15 min,
posteriormente se cambié el medio DMEM por uno suplementado con gentamicina para matar a las
bacterias extracelulares. Las UFCs intracelulares de cada cepa se determinaron a partir de lisados
de células infectadas a las 1, 4, 8 y 16 h post-infeccion. La replicacién se representa como las
UFCs recuperadas a las horas indicadas divididas entre las UFCs recuperadas a 1 h post-infeccion
para cada cepa. La linea punteada indica el valor de 1. Los datos son el promedio de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. Las barras de error representan las
desviaciones estandar. Se indican los valores estadisticamente diferentes (**, p<0.01; ***
p<0.001).
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Por lo tanto, estos resultados indican que grhD1 se requiere para la invasion de
S. Typhimurium a células de su hospedero, pero no para su replicacion
intracelular.

9.1.7. GrhD1 contribuye a la respuesta inflamatoria intestinal
producida por lainfeccion de S. Typhimurium en ratén

La invasion de Salmonella a células epiteliales del intestino eventualmente
conlleva al desarrollo de enterocolitis (Fabrega and Vila, 2013). Para determinar si
GrhD1 es necesario para la induccion de la inflamacién intestinal, se analizé la
infeccién causada por la cepa WT de S. Typhimurium y su mutante AgrhD1 en
ratones pre-tratados con estreptomicina, el cual es utilizado como un modelo de
colitis causada por S. Typhimurium (Barthel et al., 2003). Como se esperaba, la
cepa WT fue capaz de colonizar el intestino (ciego e ileon) y bazo de los ratones
(Figura 23D). Ademas, los ratones infectados con la cepa WT mostraron un peso
reducido del ciego y una infiltracion de neutréfilos incrementada en el contenido
del ciego (Figura 23A y C), dos marcadores de la respuesta inflamatoria intestinal
inducida por S. Typhimurium en ratones pre-tratados con estreptomicina (Barthel
et al., 2003). De manera interesante, la mutante AgrhD1 coloniz6 el ciego de
manera similar que la cepa WT (Figura 23D); sin embargo, los ratones infectados
con la mutante AgrhD1 tuvieron un incremento significativo en el peso del ciego y
una reduccion significativa en la infiltracién de neutrofilos en el contenido del ciego
en comparacion con los ratones infectados con la cepa WT (Figura 23A y C).
Adicionalmente, la mutante AgrhD1 mostré una reduccién de 3 veces en la
colonizacion del ileon con respecto a la cepa WT (Figura 23D). En contraste, la
mutante AgrhD1 y la cepa WT colonizaron de manera similar el bazo (Figura 23D),
y los ratones infectados con estas cepas tuvieron un peso similar del bazo (Figura
23B). Estos resultados muestran que GrhD1 esta involucrado en la infeccion
intestinal, particularmente en la respuesta inflamatoria intestinal inducida por S.
Typhimurium en el modelo del ratén pre-tratado con estreptomicina.
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Figura 23. GrhD1 contribuye a la respuesta inflamatoria intestinal inducida por S.
Typhimurium en ratén. Ratones pre-tratados con estreptomicina fueron infectados con la cepa
WT de S. Typhimurium o la mutante AgrhD1, o tratados con PBS 1X estéril (Control). Los ratones
fueron sacrificados dos dias después de ser infectados y el peso total (g) del ciego (A) y del bazo
(B), asi como la infiltracién de los neutrdfilos en el contenido del ciego (C) y también las UFCs/g de
ciego, ileon y bazo (D), fueron calculados en cada raton. Las muestras del contenido en el ciego
fueron analizadas por microscopia para determinar el nimero de neutréfilos con respecto al total
de células eucariotas, el cual es expresado como porcentaje. Los datos son el promedio de cuatro
animales diferentes. Las barras representan las desviaciones estandar. Los valores
estadisticamente diferentes son indicados (*p<0.05; ***, p<0.001).

9.1.8. GrhD1 no se secreta y no se requiere para la secrecion de las
proteinas de SPI-1 o parala movilidad de S. Typhimurium

En S. Typhimurium el gen grhD1 codifica para una proteina de 101
aminodcidos, su estructura secundaria predicha muestra que forma cuatro hélices
a y cuatro hojas B (Figura 24). GrhD1 no tiene ortélogos en otras bacterias y no
contiene algin dominio conservado.
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Figura 24. Estructura secundaria predicha para la proteina GrhD1. Secuencia de aminoacidos
y prediccion de la estructura secundaria de GrhD1. Las flechas y los cilindros indican las hojas B y
hélices a predichas, respectivamente.

Para comenzar a elucidar la posible funcién de la proteina GrhD1, se
determind si se secreta al medio de cultivo. Se ha descrito que efectores, como
aquéllos codificados en SPI-1 y que tienen un papel en el paso de invasion, son
secretados al medio a través del SST3-1, cuando Salmonella crece en medio LB
(Fabrega and Vila, 2013). Para esto, se evaluod la presencia de la proteina GrhD1-
FLAG expresada a partir del plasmido pK3-GrhD1-FLAG, en el sobrenadante de
cultivos bacterianos de la cepa WT de S. Typhimurium, crecidos en medio LB. Las
proteinas secretadas fueron precipitadas utilizando acido tricloroacético.
Adicionalmente, se analiz6 también la presencia de esta proteina en extractos
bacterianos totales de los mismos cultivos. La proteina GrhD1-FLAG fue detectada
en el extracto total pero no en el sobrenadante (Figura 25A) Como control de este
experimento, se etiquetd con el epitope 3XFLAG a la proteina efectora AvrA,
expresada a partir de SPI-1 y que se secreta a través del SST3-1 (Fabrega and
Vila, 2013), y se analizé su expresion y secrecion. Como se esperaba, se detecto
a la proteina AvrA-FLAG en el extracto total asi como en el sobrenadante (Figura
25B). Estos resultados muestran que GrhD1 es una proteina que no se secreta al
medio cuando Salmonella crece en medio LB.
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Figura 25. GrhD1 es una proteina que no se secreta. Deteccién de GrhD1-FLAG a partir de
extractos celulares totales y proteinas secretadas en la cepa WT de S. Typhimurium conteniendo el
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plasmido pK3-GrhD1-FLAG, que expresa constitutivamente a GrhD1-FLAG (A). Como control
positivo de secrecidn, se detectdé a AvrA-FLAG, una proteina efectora secretada por el SST3-1, a
partir de extractos celulares totales y proteinas secretadas de la cepa WT de S. Typhimurium que
contiene el gen avrA etiquetado a FLAG en el cromosoma (B). Las muestras fueron preparadas a
partir de cultivos bacterianos crecidos en medio LB durante 9 h a 37°C y analizadas por Western
blot usando anticuerpos monoclonales anti-FLAG. Como control negativo, se detect6 a la proteina
citopldsmica GroEL usando anticuerpos policlonales anti-GroEL.

Posteriormente, se decidio evaluar si la ausencia de grhD1 podria afectar la
secrecion de las proteinas de SPI-1, y como consecuencia, afectar el fenotipo de
invasion de Salmonella. Para esto, se determiné el perfil de proteinas secretadas
de la cepa WT de S. Typhimurium y sus mutantes AgrhD1 y AgrhD1 + grhD1-
FLAG-kan, asi como el de la mutante AhilD, incluida como control. Cuando S.
enterica crece en medio LB se puede detectar en el medio de cultivo la secrecion
de las proteinas SipA, SipB, SipC y SipD, proteinas efectoras de SPI-1, asi como
FliC, subunidad principal del flagelo. La mutante AgrhD1 y la cepa complementada
AgrhD1 + grhD1-FLAG-kan presentaron un perfil de secrecion similar al de la cepa
WT; como se esperaba, en la mutante AhilD solo se detecté la proteina FliC
(Figura 26A). Estos datos indican que la ausencia de grhD1 no tiene un efecto
evidente en la secrecion de proteinas codificadas en SPI-1, y descartan que la
disminucién en el fenotipo de invasién de la mutante AgrhD1 se deba a un
inadecuado funcionamiento del SST3-1.

Finalmente, se decidi0 determinar el fenotipo de movilidad de S.
Typhimurium en ausencia de grhD1. S. enterica requiere ser movil para poder
llegar a contactar a las células del epitelio intestinal de sus hospederos; un defecto
en la movilidad de la bacteria puede conllevar a un fenotipo de invasion
disminuido. Aunque nuestros resultados muestran que el complejo FIhDC, el
regulador positivo maestro de los genes para la movilidad, no regula la expresién
de grhD1 (Figura 11B), y que la invasién a células HelLa sigue afectada cuando se
favorece el contacto de Salmonella con estas células por medio de un paso de
centrifugacion, se decidié corroborar que la ausencia de este gen no afecta la
movilidad de S. Typhimurium. Para esto realizamos ensayos de movilidad en agar
LB suave, donde la movilidad de S. Typhimurium se observa como halos de
difusion radial alrededor del indculo inicial, mientras que las cepas no moviles
crecen Unicamente en el punto de inoculacion. La movilidad de la cepa mutante
AgrhD1 no se afect6 significativamente con respecto a la movilidad de la cepa WT;
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la cepa complementada AgrhD1 + grhD1-FLAG-kan presenté una movilidad similar
gue la cepa WT. En contraste, la mutante AflhDC, incluida como control positivo,
no mostr6 movilidad (Figura 26B). Este resultado indica que el fenotipo de
movilidad de S. Typhimurium no se afecta en ausencia del gen grhD1,
descartando que el fenotipo de invasion disminuido en células HeLa y macrofagos
de la cepa mutante AgrhD1 se deba a un defecto en la movilidad.
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Figura 26. GrhD1 no se requiere para la actividad del SST3-1 o para la movilidad. (A) Perfil de
proteinas secretadas de la cepa WT de S. Typhimurium y sus mutantes isogénicas AgrhD1 y
AgrhD1 + grhD1-FLAG-kan. Las proteinas SipA, SipB, SipC y SipD son proteinas codificadas en
SPI-1 y se secretan por el SST3-1. La mutante AhilD, que no expresa las proteinas SipA-D, fue
utilizada como control. FliC es una proteina flagelar cuya secrecién no es dependiente de SPI-1.
Las cepas bacterianas se crecieron en LB a 37°C durante 9 h. (B) Movilidad de la cepa WT de S.
Typhimurium y sus mutantes isogénicas AgrhD1 y AgrhD1 + grhD1-FLAG-kan. La mutante AflhnDC
que carece de FIhDC, el regulador positivo central de los genes flagelares, fue evaluada como
control positivo. Las cepas fueron inoculadas en placas de agar LB suave (0.3%) a 37°C por 7 h.
La distancia (mm) migrada por cada cepa mutante se compar6 con la de la cepa WT, la cual es
mostrada como el porcentaje con respecto a la cepa WT. Los datos son el promedio de tres
experimentos independientes realizados por quintuplicado. Las barras de error representan las
desviaciones estandar. Se indican los valores estadisticamente diferentes (****, p<0.0001).
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9.2.Regulacion y papel en virulencia del gen grhD2 (SL1770)

9.2.1. HilD regula de manera positiva la expresion de grhD2 a través de
SprB

Para investigar el mecanismo de regulacion mediado por HilD para grhD2,
inicialmente se complement6 la cepa mutante AhilD con el plasmido pK6-HilD, que
expresa a HilD, y se monitored la expresion de la proteina GrhD2-FLAG. Para
esto, se obtuvieron extractos de proteina total de muestras de cultivos de las
cepas de S. Typhimurium SL1344 WT y la mutante isogénica AhilD conteniendo o
no el plasmido pK6-HilD o el vector pMPM-K6Q, crecidas en medio LB a 37°C y
fueron analizados por Western blot utilizando anticuerpos anti-FLAG. La expresion
de GrhD2-FLAG se redujo drasticamente en la mutante AhilD con o sin el vector
pMPM-K6Q, mientras que la expresion de HilD a partir del plasmido pK6-HilD
restauro la expresion de GrhD2-FLAG en la mutante AhilD al nivel alcanzado en la
cepa WT (Figura 27). Este resultado, junto con aquéllos reportados previamente
en nuestro grupo, demuestra que HilD induce la expresion del gen grhD2.
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Figura 27. HilD regula positivamente la expresién de GrhD2. Expresién de GrhD2-FLAG en la
cepa WT de S. Typhimurium y su mutante derivativa AhilD conteniendo o no el plasmido pK6-HilD,
gue expresa a HilD a partir de un promotor inducible por arabinosa, o conteniendo el vector pMPM-
K6Q. La expresion de GrhD2-FLAG fue analizada a partir de lisados celulares totales de muestras
de cultivos bacterianos crecidos en LB a 37°C por Western blot usando anticuerpos monoclonales
anti-FLAG. Como control de carga, se determind la expresién de GroEL usando anticuerpos
policlonales anti-GroEL.

Posteriormente, para definir si HilD regula directa o indirectamente a grhD2,
se analizd la interaccion de HilD con la regién reguladora de grhD2 mediante
EMSAs, utilizando la proteina MBP-HIID purificada y la region reguladora
contenida en la fusion transcripcional grhD2-cat; como control negativo interno de
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estas reacciones se uso la region reguladora de sigD y como control positivo la
region reguladora de hilA. La proteina MBP-HiID no se unié a los fragmentos de
DNA que contienen la regiones reguladoras de grhD2 o sigD (Figura 28A) pero si
a hilA (Figura 28B). Estos resultados muestran que HilD regula de manera
indirecta la expresion de grhD2.
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Figura 28. HilID no se une alaregion reguladora del gen grhD2. Se llevaron a cabo EMSAs con
las regiones reguladoras de los genes grhD2 (A) y hilA (B), con concentraciones crecientes de la
proteina purificada MBP-HIID (0, 0.1, 0.5 y 1 uM). Un fragmento de DNA conteniendo la region
reguladora de sigD fue usado con control negativo interno. Los complejos DNA-proteina fueron
analizados en geles de poliacrilamida al 6% tefiidos con bromuro de etidio.

Diferentes estudios han mostrado que HilD induce la expresion de un gran
numero de genes de virulencia a través de distintas cascadas que involucran a los
reguladores transcripcionales HilA, InvF, HilC, RtsA, SsrA/B y FIhDC (Bustamante
et al., 2008; Golubeva et al., 2012; Fabrega and Vila, 2013; Mouslim and Hughes,
2014; Singer et al., 2014; Smith et al., 2016). Para investigar si alguno de estos
reguladores se requiere para la expresion de grhD2 mediada por HilD, se
monitoreo la actividad de la fusion transcripcional grhD2-cat en la cepa WT de S.
Typhimurium y las mutantes AhilC, AhilA, AinvF, ArtsA, AssrB, y AflnDC, asi como
en las mutantes ASPI-1 y AhilD, utilizadas como control positivo. Como se
esperaba, la expresion de la fusion grhD2-cat disminuyd en las mutantes ASPI-1 y
AhiID; sin embargo, su expresion no se afecté en las mutantes AhilC, AhilA, AinvF,
ArtsA, AssrB y AfIhDC, con respecto a la cepa WT (Figura 29). Estos resultados
indican que HilD induce la expresion de grhD2 a través de una cascada de
regulacion diferente a alguna caracterizada previamente.

Resultados de RNA-seq previos indican que HilD controla positivamente la
expresion de otros dos reguladores transcripcionales especificos de Salmonella,
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SprB y SinR (Colgan et al., 2016; Smith et al., 2016), codificados en SPI-1 y SPI-6,
respectivamente. SprB ha sido involucrado en la expresion de algunos genes de
virulencia de S. Typhimurium (Saini and Rao, 2010; Smith et al., 2016), mientras
gue SinR permanece sin caracterizar. Para investigar si SprB y/o SinR estan
involucrados en la expresion de grhD2 mediada por HilD, se monitored la
expresion de la fusién grhD2-cat en las mutantes AsprB y AsinR. La expresién de
esta fusiéon disminuy6 en la mutante AsprB, a un nivel similar que en las mutantes
ASPI-1 y AhilD, mientras que no se afecté en la mutante AsinR (Figura 29), lo cual
sugiere que también se requiere de SprB para la expresion de grhD2.
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Figura 29. HilD y SprB controlan positivamente la expresién del gen grhD2, no asi HilC, HilA,
InvF, RtsA, SsrB, SinR o FIhDC. La expresién de la fusién transcripcional grhD2-cat, contenida en
el plasmido pgrhD2-cat, se monitoreé en la cepa WT de S. Typhimurium SL1344 y sus cepas
mutantes ASPI-1, AhilD, AsprB, AhiIlC, AhilA, AinvF, ArtsA, AssrB, AsinR y AflhDC. La actividad
especifica de CAT fue determinada en muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos
durante 9 h en LB a 37°C. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. Las barras de error representan las desviaciones estandar. Se indican los
valores estadisticamente diferentes (***, p<0.001).

Entonces, para confirmar que SprB regula de manera positiva a grhD2, se
determind la expresion de la fusion grhD2-cat en la cepa WT de S. Typhimurium y
en la mutante AsprB conteniendo o no el vector pMPM-K6Q, o el plasmido pK6-
SprB, que expresa a la proteina SprB bajo un promotor inducible por arabinosa, en
medio LB. El plasmido pK6-SprB restaurdé la expresiéon de la fusién grhD2-cat en la
mutante AsprB a un nivel incluso mayor que el de la cepa WT (Figura 30A).
Interesantemente, la expresion de HilD a partir del plasmido pK6-HilD indujo la
expresion de la fusion grhD2-cat en la mutante AhilD, pero no en la mutante
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AsprB, mientras que la expresion de SprB a partir del pldsmido pK6-SprB si fue
capaz de inducir la expresidon de esa fusion en la mutante AhilD (Figura 30A). Se
obtuvieron resultados similares por medio de ensayos de Western blot, donde se
monitored la expresion de la proteina GrhD2-FLAG en las mismas cepas usadas
anteriormente (Figura 30B). En conjunto, estos resultados indican que HilD
requiere de SprB para activar la expresiéon de grhD2 en medio LB.
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Figura 30. HilD actla a través de SprB para activar la expresiéon del gen grhD2. (A) La
expresiéon de la fusién transcripcional grhD2-cat, contenida en el pldsmido pgrhD2-cat, se
monitored en la cepa WT de S. Typhimurium SL1344 y su derivada mutante AsprB conteniendo o
no el vector pMPM-K6Q, el plasmido pK6-SprB o el plasmido pK6-HilD, que expresan a SprB o
HilID bajo un promotor inducible por arabinosa, respectivamente; asi como en la mutante AhilD
conteniendo el vector pMPM-K6Q o los plasmidos pK6-SprB o pK6-HilD. Los datos son el promedio
de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan las
desviaciones estandar. Se indican los valores estadisticamente diferentes (***, p<0.001). (B) La
expresion de GrhD2-FLAG en la cepa WT de S. Typhimurium y su derivada mutante AsprB
conteniendo el vector pMPM-K6Q o el plasmido pK6-HilD, asi como en la mutante AhilD
conteniendo el vector pMPM-K6Q o el plasmido pK6-SprB, fue analizada por Western blot
mediante anticuerpos monoclonales anti-FLAG. Como control de carga, los niveles de expresion de
la proteina GroEL fueron determinados usando anticuerpos policlonales anti-GroEL. La expresion
de SprB y HilD a partir del plasmido pK6-SprB y pK6-HilD, respectivamente, fue inducida con
0.001% de L-arabinosa. La actividad especifica de CAT y la expresién de GrhD2-FLAG fue
determinada a partir de muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos durante 9 h en
medio LB a 37°C.
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Resultados obtenidos mediante secuenciacion de inmunoprecipitacion de la
cromatina (ChlP-seq) revelaron que SprB se une a la region reguladora de grhD2
in vivo (Smith et al., 2016). Aunque se planteé confirmar por medio de EMSAs que
SprB se une a la region reguladora de grhD2, no se logré purificar a la proteina
SprB etiquetada con el epitope 6XHis, probablemente por su alta insolubilidad. Por
lo que como alternativa, se investigd si SprB requiere de otro regulador de
Salmonella para inducir la expresién de grhD2. Para esto, se analizé la expresién
de la fusion grhD2-cat en la cepa WT de S. Typhimurium y en la cepa WT de E.
coli MC4100 conteniendo o no el vector pMPM-K6Q o el plasmido pK6-SprB, en
este experimento también se evalu6 el efecto del plasmido pK6-HilD. Como control
negativo, se monitored la actividad de una fusion transcripcional al gen reportero
cat de sirA, un gen cuya expresion se esperaba no fuera controlada por SprB; un
ortdlogo de sirA (uvrY) esta presente en E. coli K-12 (Pernestig et al.,, 2001,
Goodier and Ahmer, 2001). La presencia de SprB, pero no de HilD, indujo la
actividad de la fusion grhD2-cat en E. coli a un nivel similar al que alcanza esta
fusion en S. Typhimurium (Figura 31A); en contraste, SprB no afecto la actividad
de la fusion sirA-cat (Figura 31B). Estos resultados apoyan que SprB activa
directamente la expresion de grhD2.
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Figura 31. SprB no requiere otro regulador de S. Typhimurium para inducir la expresién del
gen grhD2 en E. coli K12. La expresién de las fusiones transcripcionales grhD2-cat (A) y sirA-cat
(B), contenidas en los plasmidos pgrhD2-cat y psirA-cat, respectivamente, se monitore6 en la cepa
WT de S. Typhimurium SL1344 y en la cepa WT de E. coli MC4100 conteniendo o no el vector
pMPM-K6Q o el plasmido pK6-SprB o pK6-HilD. La expresién de SprB o HilD a partir del plasmido
pK6-SprB o pK6-HilD, respectivamente, fue inducida con 0.001% de L-arabinosa. La actividad
especifica de CAT fue determinada en muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos
durante 9 h en medio LB a 37°C. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. Las barras de error representan las desviaciones estandar. Se indican los
valores estadisticamente diferentes (***, p<0.001).
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9.2.2. HilD induce directamente la expresion de sprB al desplazar a H-
NS de su region reguladora

Los resultados descritos arriba sugieren que HilD regula positivamente la
expresion de sprB. Un reporte previé mostré que la expresion de sprB puede estar
controlada por la region reguladora corriente arriba de hilC, que genera un
transcrito hilC-sprB, o por la region localizada corriente arriba de sprB (Smith et al.,
2016). La regulacion de HilD sobre el promotor localizado corriente arriba de hilC
ha sido mostrada en estudios previos (Ellermeier et al., 2005; Olekhnovich and
Kadner, 2007; Petrone et al.,, 2014; Smith et al., 2016). Entonces, se decidio
evaluar el efecto de HilD sobre la regidén reguladora situada corriente arriba de
sprB construyendo una fusion transcripcional sprB-cat que contiene esta region.
Se analiz6 la expresion de esta fusion en la cepa WT de S. Typhimurium y su
mutante AhilD, conteniendo o no el vector pMPM-K6Q y el plasmido pK6-HilD,
creciendo a las cepas en LB. La expresion de la fusion sprB-cat se redujo 2 veces
en la mutante AhilD con respecto a la cepa WT; la expresion de HilD a partir del
plasmido pK6-HilD incrementd 3 veces la actividad de la fusion en la mutante
AhilD (Figura 32A). Estos resultados indican que HilD también regula de manera
positiva la expresion de sprB al actuar sobre la region reguladora localizada
corriente arriba de este gen.

Para investigar si HilD regula la expresion de sprB directamente o a traves
de otro factor adicional especifico de Salmonella, se analizé la expresion de la
fusidon sprB-cat en la cepa WT de S. Typhimurium y en la cepa WT de E. coli
MC4100 conteniendo o no el vector pMPM-K6Q o el plasmido pK6-HilD en medio
LB. Como se esperaba, la actividad de la fusion sprB-cat fue 3 veces mas baja en
la cepa de E. coli MC4100 que en la cepa WT de S. Typhimurium (Figura 32B). La
expresion de HilD a partir del plasmido pK6-HilD indujo 3 veces la actividad de la
fusién en E. coli (Figura 32B), lo que indica que HilD induce la expresién de sprB
directamente. En apoyo a este resultado, experimentos de EMSASs revelaron que
la proteina purificada MBP-HIID se une a la region reguladora situada corriente
arriba de sprB, a partir de una concentracion de 0.5 puM, pero no se une a la region
reguladora del gen ppK, usado como control negativo en estos ensayos (Figura
32C). Ademas, resultados previos del analisis por ChlP-seq indican que HilD se
une a la region reguladora corriente arriba de sprB in vivo (Smith et al., 2016).

Colectivamente, estos resultados indican que HilD controla positivamente la
expresion de grhD2 a través de SprB.
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Figura 32. HilD regula positiva y directamente la expresion del gen sprB. La expresion de la
fusidn transcripcional sprB-cat contenida en el pldsmido psprB-cat, se monitored en la cepa WT de
S. Typhimurium SL1344 y su mutante AhilD que lleva el vector pMPM-K6Q o el plasmido pK6-HilD
(A), asi como en la cepa WT de E. coli MC4100 conteniendo el vector pMPM-K6Q o el plasmido
pK6-HilD (B). La expresion de HilD a partir del plasmido pK6-HilD fue inducida con 0.001% de L-
arabinosa. La actividad especifica de CAT fue determinada en muestras colectadas de cultivos
bacterianos crecidos durante 9 h en medio LB a 37°C. Los datos son el promedio de tres
experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan las
desviaciones estandar. Se indican los valores estadisticamente diferentes (***, p<0.001). (C) Se
llevaron a cabo EMSAs con la regién reguladora de sprB, con concentraciones crecientes de la
proteina purificada MBP-HIID. La region reguladora de ppK se incluyé como control negativo
interno en todas las reacciones. Los complejos DNA-proteina (indicados con un asterisco) fueron
analizados en geles de poliacrilamida al 6% tefiidos con bromuro de etidio.

HilD induce la expresion de sus genes blanco principalmente antagonizando
la represion que ejerce H-NS sobre los respectivos promotores (Fabrega and Vila,
2013). Para conocer si HilD induce la expresion de sprB por un mecanismo similar,
se determind si la inactivacion de H-NS conlleva a la expresiéon de sprB de manera
independiente de HilD. Debido a que una mutante Ahns de Salmonella presenta un
defecto severo en el crecimiento (Navarre, 2006), se inactivo la actividad de H-NS
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sobre-expresando a la mutante dominante negativa H-NS®'*P| que no es capaz
de unirse al DNA pero si de de formar heterodimeros con monémeros de H-NS
WT (Ueguchi et al., 1996). Entonces, se monitored la actividad de la fusion sprB-
cat en la cepa WT de S. Typhimurium y su mutante AhilD que contiene o no el
vector pMPM-T6Q, el plasmido pT6-HNS-WT que expresa a H-NS WT, y el
plasmido pT6-HNS-G113D, el cual expresa a H-NS mutado. La induccion de la
expresion de H-NS mutado, no asi de H-NS WT, restaur6 la expresion de sprB en
la mutante AhilD al nivel que alcanza en la cepa WT (Figura 33A). Asimismo, al
analizar la expresion de la fusion sprB-cat en la cepa de S. Typhimurium WT y en
las cepas de E. coli MC4100 WT y Ahns, en medio LB, se observé que la
expresion de la fusion disminuyé 5 veces en la cepa WT de E. coli, en
comparacién con la cepa WT de S. Typhimurium, y que su expresion se indujo en
la mutante E. coli Ahns (Figura 33B). Adicionalmente, para determinar si H-NS
regula directamente a sprB, se realizaron EMSASs. En estos ensayos se utilizaron
concentraciones crecientes de la proteina purificada H-NS-FH y la region
reguladora localizada corriente arriba de sprB. Se incluyo la region reguladora de
ppK como control negativo. Se observd que H-NS-FH se une a la region
reguladora de sprB a partir de una concentracion de 0.45 uM, pero no a la de ppK,
incluso a la concentracion mas alta de proteina utilizada (Figura 33C). Estos
resultados muestran que H-NS reprime directamente la expresion de sprB y que
cuando se inactiva a H-NS, o cuando no esta presente H-NS, la expresion de este
gen se vuelve independiente de HilD, lo que apoya que HilD actia como un factor
anti-H-NS en sprB.

Para determinar si HilD desplaza a H-NS de la region reguladora de sprB,
se llevaron a cabo EMSAs competitivos. Se puso a interaccionar un fragmento de
DNA que abarca la region reguladora de sprB con una concentracion constante de
H.NS-FH (0.6 uM) y posteriormente se agregaron concentraciones crecientes de la
proteina MBP-HIID. También se incluyeron reacciones de unién que solo
contuvieran a H-NS-FH o MBP-HIID. Los complejos DNA-proteina se detectaron
tifendo los fragmentos de DNA con bromuro de etidio; adicionalmente, se detectd
la presencia de H-NS-FH en estos complejos mediante Western blot con
anticuerpos anti-FLAG. Como se muestra en la Figura 33D, conforme se fue
incrementando la concentracion de MBP-HIID, el complejo DNA-H-NS se fue
modificando a un complejo de menor migracion, similar al formado por MBP-HilD
(panel superior); ademas, el Western blot muestra que al incrementarse la
concentracion de MBP-HIID la cantidad de H-NS-FH unida al fragmento de DNA
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va disminuyendo (panel inferior), lo que indica que HilD es capaz de desplazar a
H-NS de sprB.

En conjunto, estos resultados demuestran que HilD induce la expresion de
sprB contrarrestando la represion de H-NS en sprB.
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Figura 33. HilD desplaza a H-NS de la regién reguladora de sprB. La expresién de la fusién
transcripcional sprB-cat contenida en el plasmido psprB-cat, se monitoreé en la cepa WT de S.
Typhimurium SL1344 (A, B) y su derivada mutante AhilD conteniendo el vector pMPM-T6Q, el
plasmido pT6-HNS-WT que expresa a H-NS WT, o el plasmido pT6-HNS-G113D, el cual expresa a
H-NS mutante (A), asi como en la cepa WT de E. coli MC4100 y su derivada mutante Ahns (B). La
expresion de H-NS a partir de los plasmidos pT6-HNS-WT y pT6-HNS-G113D fue inducida con
0.1% de L-arabinosa. La actividad especifica de CAT fue determinada en muestras colectadas de
cultivos bacterianos crecidos durante 9 h en medio LB a 37°C. Los datos son el promedio de tres
experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan las
desviaciones estandar. Se indican los valores estadisticamente diferentes (***, p<0.001). (C) Se
llevaron a cabo EMSAs con la regién reguladora de sprB y concentraciones crecientes de la
proteina purificada H-NS-FH. Se incluyé como control negativo la region reguladora de ppK. Los
complejos DNA-proteina (indicados con un asterisco) fueron analizados en geles de poliacrilamida
al 6% tefiidos con bromuro de etidio. (D) EMSA competitivo entre HilD y H-NS con la region
reguladora de sprB. Se agreg6 proteina purificada H-NS-FH a una concentracion constante de 0.6
MM (carriles3-8) y se afadié a la proteina MBP-HIID a concentraciones crecientes de 0.2, 0.4, 0.6,
0.8y 1 uM (carriles 4 -8). No se afiadio proteina en el carril 1 y se afiadié 1 uM de la proteina MBP-
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HilD en el carril 2. Los complejos DNA-proteina (indicados con un asterisco) fueron analizados en
geles de poliacrilamida al 6% tefiidos. con bromuro de etidio. El panel superior muestra los
complejos DNA-proteina tefiidos con bromuro de etidio y el panel inferior muestra la deteccion de
la proteina H-NS-FH en los complejos DNA-proteina mediante Western blot.

9.2.3. H-NS no esta involucrado en la expresion de grhD2 en medio LB

Debido a los pocos blancos directos conocidos que son regulados por SprB,
hasta el momento se desconoce el mecanismo por medio del cuél SprB induce la
expresion de esos genes. Para comenzar a investigar esto, se decidié conocer si
H-NS participa directamente en el control de la expresién de grhD2, pues de ser
asi, se necesitaria de un anti-represor de H-NS para inducir la expresion de grhD2,
el cual podria ser SprB. Para esto, se analizé la expresion de la fusion grhD2-cat
en la cepa de S. Typhimurium WT y en las cepas de E. coli MC4100 WT y Ahns,
en medio LB. Aunque la expresion de la fusion disminuy6 5 veces en la cepa WT
de E. coli, en comparacion con la cepa WT de S. Typhimurium, su expresion no se
indujo en la mutante E. coli Ahns (Figura 34A). Estos resultados apoyan que la
expresion de grhD2 no esta regulada por H-NS en medio LB. Para corroborar lo
anterior, se realizaron EMSAs con concentraciones crecientes de la proteina
purificada H-NS-FH y la region reguladora de grhD2. Se incluyd la region
reguladora de sigD como control negativo. Como se esperaba, se observo que H-
NS-FH no se une a la region reguladora de grhD2 o de sigD (Figura 34B). Este
resultado, en conjunto con los analisis de expresion, muestra que H-NS no regula
la expresion de grhD2, e indican que SprB no actia como un factor anti-H-NS para
inducir la expresion de grhD2.
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Figura 34. La expresion de grhD2 no es regulada por H-NS. (A) La expresion de la fusion
transcripcional grhD2-cat contenida en el plasmido pgrhD2-cat, se determin6 en la cepa WT de S.
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Typhimurium, asi como en la cepa WT de E. coli MC4100 y su mutante isogénica Ahns. La
actividad especifica de CAT se determind de muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos
en LB durante 9 h a 37°C. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. Las barras de error representan las desviaciones estandar. (B) EMSAs
con la proteina purificada H-NS-FH (0, 0.2, 0.45 y 0.7 uM) y un fragmentos de DNA que contiene la
region reguladora de grhD2. Este fragmento de DNA corresponde al contenido en la fusién
transcripcional grhD2-cat. Un fragmento de DNA conteniendo la region reguladora de sigD fue
usado con control negativo interno. Los complejos DNA-proteina fueron analizados en geles de
poliacrilamida no desnaturalizantes al 6% tefiidos con bromuro de etidio.

9.2.4. GrhD2 se requiere para la invasion de S. Typhimurium a células
hospederas

HilID regula positivamente la expresiébn de numerosos genes que estan
principalmente implicados en el paso de invasion de S. Typhimurium a sus células
hospederas (Fabrega and Vila, 2013; Colgan et al., 2016; Smith et al., 2016;
Martinez-Flores et al., 2016). Para definir si se requiere grhD2 para este fenotipo
de virulencia de Salmonella, se evaluo el fenotipo de invasion de la cepa WT de S.
Typhimurium y su mutante AgrhD2 en células HeLa y macréfagos RAW264.7 en
cultivo. Como controles, en estos ensayos se incluyeron a las cepas mutantes
AhilD y AssrB. La mutante AgrhD2 presenté una reduccion en su capacidad de
invadir a células HeLa y macréfagos de alrededor de 4 veces, con respecto a la
cepa WT. Como se esperaba, la mutante AssrB tuvo el mismo fenotipo de invasion
gue la cepa WT, mientras que la mutante AhilD no fue capaz de invadir (Figura
35A y B). Estos resultados indican que se necesita de grhD2 para que S.
Typhimurium pueda invadir a sus células hospederas.
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Figura 35. Se requiere de GrhD2 para la invasion de S. Typhimurium a células HelLa y
macréfagos. Se infectaron células HelLa (A) y macrofagos RAW264.7 (B) con la cepa WT de S.
Typhimurium y sus mutantes isogénicas AssrB, AgrhD2 y AhilD. El valor de invasion de cada cepa
se obtuvo al contabilizar las UFCs intracelulares a 1 h post-infeccion, usando un ensayo de
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proteccién a la gentamicina. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes
realizados por triplicado. Las barras de error representan las desviaciones estandar. Se indican los
valores estadisticamente diferentes (***, p<0.001; **** p<0.0001).

Para corroborar el fenotipo de invasion observado en ausencia de grhD2, se
construyo la cepa mutante complementada AgrhD2 + grhD2-FLAG-kan, insertando
el alelo grhD2::3XFLAG en el cromosoma de la mutante AgrhD2 (Figura 36A), y se
analiz6 su fenotipo de invasion. Esta cepa complementada expresa a GrhD2-
FLAG al mismo nivel que la cepa WT GrhD2-FLAG (Figura 36B). Los resultados
obtenidos muestran que la cepa complementada AgrhD2 + grhD2-FLAG-kan
presenta un fenotipo de invasion similar al de la cepa WT en células HelLa y
macroéfagos (Figura 36C y D), por lo que estos datos confirman que GrhD2 es un
factor adicional que requiere S. Typhimurium para la invasion de sus células
hospederas.
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Figura 36. Generacion de las cepas mutantes AgrhD2 y de la cepa complementada AgrhD2 +
grhD2-FLAG-kan y su fenotipo de invasion. (A) La cepa mutante AgrhD2::kan fue obtenida
reemplazando al gen grhD1 en la cepa WT de S. Typhimurium con un gen de resistencia
kanamicina usando la recombinasa ARed; posteriormente, el gen de kanamicina fue eliminado de
la mutante AgrhD2::kan usando la recombinasa FLP, obteniéndose la mutante AgrhD2. La cepa
complementada AgrhD2 + grhD2-FLAG-kan se obtuvo al insertar en cis el gen grhD2-FLAG junto
con el gen de resistencia a kanamicina en direccién opuesta, dentro del cromosoma de la mutante
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AgrhD2, usando la recombinasa ARed. (B) La expresion del gen grhD2-FLAG localizado en el
cromosoma de la cepa WT de S. Typhimurium y del insertado en el cromosoma de la cepa mutante
AgrhD2, fue analizada mediante Western blot usando anticuerpos monoclonales anti-FLAG. Se
prepararon lisados celulares totales de muestras de cultivos bacterianos crecidos en LB a 37°C.
Como control de carga, se determind la expresion de GroEL usando anticuerpos policlonales anti-
GroEL. Se infectaron células HelLa (C) y macréfagos RAW264.7 (D) con la cepa WT de S.
Typhimurium SL1344 y su cepa derivada mutante AgrhD2, asi como con la cepa complementada
AgrhD2 + grhD2-FLAG-kan, durante 15 min, posteriormente se cambié el medio DMEM por uno
suplementado con gentamicina para matar a las bacterias extracelulares. Después de 1 h se
lisaron las células y las bacterias intracelulares se contabilizaron obteniendo las UFCs en cajas de
LB agar. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado.
Las barras de error representan las desviaciones estandar. Se indican los valores estadisticamente
diferentes con respecto a la cepa WT (***, p<0.001).

Adicionalmente, aunque en ausencia de grhD2 no se afecto la movilidad de
Salmonella en agar suave (Figura 37A), se realizaron experimentos de invasion en
células HelLa centrifugando las placas de cultivo después de la infeccion con las
bacterias. Con la centrifigacion se reduce el requerimiento de la movilidad de
Salmonella para la invasion a los cultivos de células. En estos ensayos también se
observo que la mutante AgrhD2 presenta un fenotipo de invasion disminuido con
respecto a la cepa WT (Figura 37B). Como control, en estos experimentos se
analizé a la mutante AflnDC, la cual no es moévil y por lo tanto no invade a células
en cultivo; sin embargo, con la centrifugacion se recuperd notablemente su
fenotipo de invasion a estas células (Figura 37C). Estos resultados descartan que
la movilidad esté involucrada en el defecto de invasion de la mutante AgrhD2 en
células Hela.
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Figura 37. La movilidad no esta involucrada en el defecto de invasion de la mutante AgrhD2.
(A) Movilidad de la cepa WT de S. Typhimurium y su derivada mutante AgrhD2. La mutante AflhDC
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que carece de FIhDC, el regulador positivo central de los genes flagelares, fue evaluada como
control positivo. Las cepas fueron inoculadas en placas de agar LB suave (0.3%) a 37°C por 7 h.
La distancia (mm) migrada por cada cepa mutante se comparé con la de la cepa WT, la cual es
mostrada como el porcentaje con respecto a la cepa WT. Los datos son el promedio de tres
experimentos independientes realizados por quintuplicado. Las barras de error representan las
desviaciones estandar. Se indican los valores estadisticamente diferentes (****, p<0.0001). Se
infectaron células HelLa con la cepa WT de S. Typhimurium SL1344 y su cepa derivada mutante
AgrhD2 (B) o con la cepa mutante AflnDC (C), en los casos indicados inmediatamente se
centrifugaron las placas durante 10 min a 1,000 g, y posteriormente se dejaron durante 10 min a
37°C, de lo contrario Unicamente se infectaron durante 15 min. A continuacién se cambio6 el medio
DMEM por uno suplementado con gentamicina para matar a las bacterias extracelulares. Después
de 1 h se lisaron las células y las bacterias intracelulares se contabilizaron obteniendo las UFCs en
cajas de LB agar. Los datos son el promedio de dos experimentos independientes realizados por
triplicado. Las barras de error representan las desviaciones estandar. Se indican los valores
estadisticamente diferentes (***, p<0.001; **** p<0.0001).

9.2.5. GrhD2 se requiere para la adherencia de S. Typhimurium a
células HeLa

El primer paso para la invasion de Salmonella a sus células hospederas es
la adherencia (Fabrega and Vila, 2013). Se ha reportado que en S. Typhimurium
este paso se da rapidamente antes de la invasion, por lo que, en los experimentos
de adherencia es necesario utilizar cepas que no sean capaces de invadir o
adicionar agentes inhibidores del rearreglo del citoesqueleto, que es necesario
para la invasion. Para evaluar si GrhD2 tiene un papel en el paso de adherencia
de S. Typhimurium a sus células hospederas, se realizaron experimentos de
adherencia en células Hela utilizando las mutantes AinvC, AinvC AgrhD2, AinvC
AssrB y AinvC AsiiE. El gen invC codifica para la ATPasa del SST3-1, por lo tanto,
la mutante AinvC no es capaz de invadir. Las mutantes AinvC AssrB y AinvC AsIiiE
se usaron como control negativo y positivo, respectivamente, ya que el gen ssrB
no es necesario para la adherencia pero el gen siiE si lo es. Interesantemente, los
resultados obtenidos muestran una disminucion significativa en el fenotipo de
adherencia de la cepa AinvC AgrhD2 en comparacion con el de la cepa AinvC
(Figura 38A). Como era esperado, la mutante AinvC AssrB no present6 un defecto
en la adherencia, mientras que la mutante AinvC AsIiiE presentd una capacidad de
adherirse a la células menor que la cepa AinvC (Figura 38A). Para corroborar el
resultado anterior, se construyé la cepa complementada AinvC AgrhD2 +
grhD2::FLAG-kan, la cual presentd un fenotipo de adherencia similar al de la cepa
AinvC (Figura 38B).
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Figura 38. Se requiere de GrhD2 para la adherencia de S. Typhimurium a células HelLa. Se
infectaron células HelLa con la cepa mutante AinvC de S. Typhimurium SL1344, y las dobles
mutantes AinvC AgrhD2, AinvC AssrB y AinvC AsiiE (A), asi como con las cepas AinvC, AinvC
AgrhD2 y la cepa complementada AinvC AgrhD2 + grhD2::FLAG-kan (B), durante 30 min,
posteriormente las monocapas de células se lavaron cuatro veces con PBS-1X para eliminar a las
bacterias no adheridas. Después se lisaron las células y las bacterias adheridas se contabilizaron
obteniendo las UFCs en cajas de LB agar. Los datos son el promedio de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. Las barras de error representan las desviaciones
estandar. Se indican los valores estadisticamente diferentes (*, p<0.05, **, p<0.01).

Estos resultados indican que la ausencia de grhD2 disminuye la capacidad
de S. Typhimurium de adherirse a células HelLa. Asi, la disminucion en la invasion
gue produce la ausencia de grhD2 puede deberse a un defecto en la adherencia.

9.2.6. La ausencia de GrhD2 aumenta la replicacion de S. Typhimurium
dentro de macrofagos, no asi en células HeLa

Asimismo, determinamos si grhD2 se necesita para que S. Typhimurium
pueda replicarse cuando se encuentra dentro células epiteliales y macrofagos.
Para esto, se comparé el fenotipo de replicacion en células HeLa y macréfagos
RAW264.7 de la cepa WT y la mutante AgrhD2; asimismo, se analiz6 como control
la cepa mutante AssrB. En estos ensayos se determind la replicacion de las cepas
a las horas 4, 8 y 16 post-infeccion, asi como la invasion, para calcular cuantas
veces se incrementaba el numero de bacterias en las diferentes horas con
respecto a las que inicialmente invadieron. Los resultados obtenidos muestran que
la mutante AgrhD2 presenta un fenotipo de replicacién intracelular similar al de la
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cepa WT en células HelLa (Figura 39A). Asimismo, en macréfagos su replicacion
intracelular también fue similar al de la WT, hasta la hora 8 post-infeccion;
interesantemente, a la hora 16 la mutante AgrhD2 presentd un fenotipo de hiper-
replicacion, pues se replicé 2 veces mas que la cepa WT (Figura 39B). Como
esperabamos, la cepa AssrB presenté un fenotipo de replicacion disminuido, el
cual es més evidente en macréfagos (Figura 39A 'y B).
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Figura 39. La ausencia de GrhD2 promueve una hiper-replicacion de S. Typhimurium en
macréfagos, no asi en células HelLa. Se infectaron células HeLa (A) y macréfagos de raton
RAW?264.7 (B) con la cepa WT de S. Typhimurium y sus mutantes isogénicas AgrhD2 y AssrB
durante 15 min, posteriormente se cambi6 el medio DMEM por uno suplementado con gentamicina
para matar a las bacterias extracelulares. Las UFCs intracelulares de cada cepa se determinaron a
partir de lisados de células infectadas a las 1, 4, 8 y 16 h post-infeccion. La replicacién se
representa como las UFCs recuperadas a las horas indicadas divididas entre las UFCs
recuperadas a 1 h post-infeccién para cada cepa. La linea punteada indica el valor de 1. Los datos
son el promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado. Las barras de error
representan las desviaciones estandar. Se indican los valores estadisticamente diferentes (**,
p<0.01; ***, p<0.001).

Estos resultados indican que no se requiere de GrhD2 para que S.
Typhimurium se replique eficazmente dentro de células HelLa; sin embargo, su
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ausencia promueve una mayor replicacion intracelular en macréfagos RAW264.7 a
un tiempo tardio post-infeccion.

Posteriormente, se evaluo si la cepa complementada AgrhD2 + grhD2-
FLAG-kan presentaba el mismo fenotipo de replicacién que la cepa WT a las 16 h
en macrofagos y en células HelLa. En macrofagos, donde la mutante AgrhD2 se
replica alrededor de dos veces mas que la cepa WT, se observé que la cepa
complementada se replico el mismo numero de veces que la cepa WT (Figura
40A), mientras que en células HelLa, como se esperaba, todas las cepas
evaluadas se replicaron igual nimero de veces (Figura 40B).
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Figura 40. Se requiere de GrhD2 para el control de la replicacion de S. Typhimurium en
macrofagos. Se infectaron macréfagos RAW?264.7 (A) y células HelLa (B) con la cepa WT de S.
Typhimurium SL1344 y su cepa derivada mutante AgrhD2 asi como con la cepa complementada
AgrhD2 + grhD2-FLAG-kan, durante 15 min, posteriormente se cambié el medio DMEM por uno
suplementado con gentamicina para matar a las bacterias extracelulares. La invasion y replicacion
fue medida contando las UFCs recuperadas a 1 h (invasion) y 16 h post-infeccién. La replicacion
se representa como las UFCs recuperadas a las 16 h divididas entre las UFCs recuperadas a 1 h.
Los datos son el promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado. Las
barras de error representan las desviaciones estandar. Se indican los valores estadisticamente
diferentes con respecto a la cepa WT (***, p<0.001).

Con esto se corrobora que grhD2, ademas de requerirse en S. Typhimurium
para la adherencia e invasion a células, contribuye también al adecuado control de
la replicacion de S. Typhimurium dentro de macrofagos, ya que en su ausencia se
observa un fenotipo de hiper-replicacién a las 16 h.
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9.2.7. GrhD2 se requiere para la colonizacién intestinal de S.
Typhimurium en ratones

La invasion de Salmonella a células epiteliales del intestino eventualmente
conlleva al desarrollo de enterocolitis (Fabrega and Vila, 2013). Nuestros
resultados muestran que GrhD2 es un factor necesario para la adherencia e
invasion de S. Typhimurium a sus células hospederas, lo cual sugiere que este
factor podria ser importante para que Salmonella pueda establecer una infeccién a
nivel intestinal eficaz. Para determinar si GrhD2 es necesario para el
establecimiento de la infeccion intestinal, se analizé la infeccién causada por la
cepa WT de S. Typhimurium, su mutante AgrhD2 y la mutante complementada
AgrhD2 + grhD2-FLAG-kan, en ratones pre-tratados con estreptomicina, el cual es
utilizado como un modelo de colitis provocada por S. Typhimurium (Barthel et al.,
2003). Como control, se incluydé a la mutante AsiiE, que presenta también un
fenotipo de adherencia disminuido. Los resultados preliminares mostraron que al
llevar a cabo la cuantificacion de UFCs en las heces de los ratones infectados, lo
cual se tomo como indicador de la colonizacion intestinal, se recuperé un menor
namero de UFCs de la mutante AgrhD2, en comparacion con la cepa WT,
mientras que de la mutante complementada se obtuvo un nimero de UFCs similar
al de la cepa WT (Figura 41). Como se esperaba, de la mutante AsIiE se recupero
un namero de UFCs menor que de la cepa WT (Figura 41). Estos resultados
apoyan la conclusion de que GrhD2 esta involucrado en la infeccion intestinal en
ratones. Se evaluaran otros marcadores de colonizacion e inflamacion intestinal
para determinar un papel mas especifico para GrhD2 en este modelo de infeccion.
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Figura 41. GrhD2 contribuye a la infeccién intestinal causada por S. Typhimurium en ratén.
Ratones pre-tratados con estreptomicina fueron infectados con la cepa WT de S. Typhimurium o
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las mutantes AgrhD2, AgrhD2 + grhD2-FLAG-kan o AsiiE, o tratados con PBS 1X estéril (Control).
Los ratones fueron sacrificados dos dias después de ser infectados y el niumero de UFCs
recuperadas por gramo de heces fueron calculados en cada raton. Los datos son el promedio de
cuatro animales diferentes. Las barras representan las desviaciones estandar. Los valores
estadisticamente diferentes son indicados (*p<0.05).

9.2.8. GrhD2 se secreta al medio de cultivo por Salmonella pero no por
E. coli K-12

En S. Typhimurium grhD2 codifica para una proteina de 79 aminoacidos, su
estructura secundaria predicha muestra que forma una hélice a y seis hojas B
(Figura 42).

10 20 30 40 50 60

MRLIIRAIVLFALVWIGLLMSGY GILVGSKVNAAGLGLQCHYLTARGTSTAQYLHTNSGI

Pred: — D — 0
70

IGFSDCPIFRKIATVVDNG
Pred: Q) (NI

Figura 42. Estructura secundaria predicha para la proteina GrhD2. Secuencia de aminoacidos
y prediccion de la estructura secundaria de GrhD2. Las flechas y los cilindros indican las hojas B y
hélices a predichas, respectivamente.

Para comenzar a elucidar la posible funcién de la proteina GrhD2, se
decidi6 determinar si ésta se secreta. Para esto, se construyo el plasmido pK3-
GrhD2-FLAG que expresa a la proteina GrhD2-FLAG a partir de un promotor
constitutivo. Entonces, se evalué la presencia de la proteina GrhD2-FLAG en el
sobrenadante de cultivos de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene el
plasmido pK3-GrhD2-FLAG, crecidos en LB, mediante ensayos de Western blot.
Como control de este experimento, se analiz6 también la presencia de esta
proteina en extractos bacterianos totales de los mismos cultivos. La proteina
GrhD2-FLAG fue detectada en el extracto total y en el sobrenadante, lo que indica
gue es secretada al medio de cultivo (Figura 43A). Entonces, para determinar si
GrhD2 es secretada a través del SST3 de SPI-1 (SST3-1), se analizd si se
secretaba en la cepa mutante AinvC, que no expresa un SST3 funcional, pues
InvC es una ATPasa indispensable para el funcionamiento de este sistema (Moest
and Méresse, 2013). En ausencia de invC también se pudo detectar a GrhD2-
FLAG en el sobrenadante (Figura 43A), lo que indica que GrhD2 no es secretada
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al medio de cultivo a través del SST3-1. Como control, se analiz6 la expresion y
secrecion de la proteina efectora AvrA (codificada en SPI-1 y secretada por el
SST3-1) etiqguetada con el epitope 3XFLAG (Jones et al., 2008). Como se
esperaba, AvrA-FLAG fue secretada al medio de cultivo en la cepa WT pero no en
la mutante AinvC (Figura 43B).

S. Typhimurium cuenta con un segundo SST3, codificado en SPI-2 (SST3-
2). Entonces, para definir si GrhD2 es secretada a través del SST3-2, se construy6
la mutante AssaV, que no expresa un SST3-2 funcional, pues SsaV es
indispensable para el ensamblaje de este sistema de secrecion. En medio MM-N,
condicién donde se expresan los genes de SPI-2, se pudo detectar a GrhD2-FLAG
en el sobrenadante de la cepa WT y de mutante AssaV (Figura 43C), lo que indica
gue GrhD2 también se secreta en esta condicion de crecimiento aunque no es a
traves del SST3-2. Como control, en estos experimentos se analizo la expresion y
secrecion del efector AvrA, que se ha reportado también se secreta a traves del
SST3-2 (Geddes et al., 2005). Para estos experimentos se expreso a AvrA-FLAG
constitutivamente a partir del plasmido pK3-AvrA-FLAG. Como se esperaba, la
proteina AvrA-FLAG se secretdo al medio de cultivo y debido a que en esta
condicion de crecimiento su secrecion es a traves del SST3-2, no se detecto en el
sobrenadante de la mutante AssaV (Figura 43D).

Posteriormente, para determinar si GrhD2-FLAG se secreta a través de un
sistema de secrecion global o especifico de Salmonella, evaluamos su secrecion
en la cepa WT de E. coli MG1655 conteniendo el plasmido pK3-GrhD2-FLAG,
crecida en LB. Experimentos de Western blot revelaron la presencia de GrhD2-
FLAG en el extracto total de E. coli, pero no en el sobrenadante de los cultivos
(Figura 43E), indicando que esta proteina sblo se puede secretar en S.
Typhimurium.

Estos resultados indican que la proteina GrhD2 se secreta por un sistema
presente o activo en S. Typhimurium, pero no en E. coli K-12. Asimismo, estos
resultados muestran que la proteina GrhD2 se secreta por un sistema que esta
presente o es activo en S. Typhiumrium crecida tanto en LB como en MM-N, y se
descarta que su secrecidn sea a través de los sistemas SST3-1y SST3-2.
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Figura 43. La proteina GrhD2 se secreta en S. Typhimurium de manera independiente a los
SST3-1y SST3-2, y no se secreta en E. coli K-12. Presencia de la proteina GrhD2-FLAG (A, C,
E) o de la proteina AvrA-FLAG (B, D) en extractos totales o sobrenadantes de cultivos de las
bacteria WT y AinvC de S. Typhimurium crecidas en LB (A, B), de las bacterias WT y AssaV de S.
Typhimurium crecidas en MM-N (C, D), o de E. coli MG1655 crecida en LB (E). Todas la cepas que
expresaron a GrhD2 contenian el plasmido pK3-GrhD2-FLAG que expresa constitutivamente esta
proteina; en medio LB la expresién de AvrA-FLAG fue a partir del gen etiquetado en el cromosoma
de las cepas evaluadas mientras que en medio MM-N su expresion fue a partir del plasmido pK3-
AvrA-FLAG, que expresa constitutivamente a esta proteina. Las muestras fueron tomadas de
cultivos crecidos durante 9 h en LB a 37°C. La presencia de GrhD2-FLAG y AvrA-FLAG se detect6
mediante ensayos de Western blot, usando anticuerpos monoclonales anti-FLAG. Como control, se
detectd la presencia de GroEL, una proteina citopldsmica, usando anticuerpos policlonales anti-
GroEL.
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Para investigar si la proteina homologa de GrhD2 de E. coli, lamada YobH,
también se secreta, ésta se etiquetd con el epitope de 3XFLAG en la cepa E. coli
MG1655. A partir de los respectivos genes cromosomales, YobH-FLAG se
expresé a un nivel menor que GrhD2-FLAG, creciendo a las bacterias en LB
(Figura 44A). Esto puede explicarse por la regulacion positiva de la expresiéon de
GrhD2 por HilD-SprB en S. Typhimurium. Llama la atencion que YobH-FLAG
mostré un tamafio significativamente mayor que GrhD2-FLAG, aun cuando el
namero de aminoacidos de las dos proteinas, deducido de los respectivos genes
anotados, es igual. Para investigar si YobH-FLAG se secreta tanto en E. coli como
en S. Typhimurium, se construyo el plasmido pK3-YobH-FLAG, el cual expresa a
YobH-FLAG a partir de un promotor constitutivo. Entonces, se evalu6 mediante
Western blot la presencia de la proteina YobH-FLAG en extractos bacterianos
totales y en el sobrenadante de cultivos de las cepas WT de S. Typhimuriumy E.
coli MG1655 que contienen el plasmido pK3-YobH-FLAG, crecidas en LB. La
proteina YobH-FLAG fue detectada en el extracto total y en el sobrenadante en
ambas bacterias (Figura 44B), lo que indica que es secretada al medio de cultivo
tanto por E. coli como por S. Typhimurium.
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Figura 44. La proteina YobH de E. coli se secreta por E. coli K-12y por S. Typhimurium. (A)
Expresién de GrhD2-FLAG y YobH-FLAG (ortélogo de GrhD2) a partir de los respectivos genes
cromosomales en S. Typhimurium y E. coli K12, creciendo a las bacterias en medio LB. (B)
Presencia de la proteina YobH-FLAG en extractos totales o sobrenadantes de cultivos de las
bacterias WT S. Typhimurium WT y E. coli MG1655, conteniendo el plasmido pK3-YobH-FLAG que
expresa constitutivamente a YobH-FLAG, crecidas en medio LB. La presencia de GrhD2-FLAG y
YobH-FLAG se detect6 mediante ensayos de Western blot, usando anticuerpos monoclonales anti-
FLAG. Las muestras fueron tomadas de cultivos crecidos durante 9 h en LB. Como control, se
detect6 la presencia de GroEL, una proteina citopldsmica, usando anticuerpos policlonales anti-
GroEL.

105



Resultados

Para continuar con la bausqueda del sistema de secrecion por medio del cual
la proteina GrhD2 es secretada en S. Typhimurium, se decidié evaluar la
secrecion de esta proteina en mutantes de los reguladores HilD, OmpR y FIhDC,
debido a que estos estan involucrados en la expresion de genes requeridos para
diversas funciones en Salmonella, incluyendo los genes que codifican para los
SST3-1, SST3-2 y el SST3 flagelar (el aparato flagelar es homdlgo a los SST3),
respectivamente (Fabrega and Vila, 2013). Se detecté a GrhD2-FLAG tanto en el
extracto total como en el sobrenadante de los cultivos de las cepas que carecen
de estos reguladores (Figura 45A). Como control, se analizé también la secrecién
de YobH-FLAG de E. coli en las mismas cepas de S. Typhimurium; YobH-FLAG
también se secretd6 en todas las cepas evaluadas (Figura 45B). Con estos
resultados se descarta algun papel de los genes regulados por HilD, OmpR y
FIhDC en la secrecion de GrhD2 en S. Typhimurium.
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Figura 45. GrhD2 y YobH se secretan en ausencia de los reguladores HilD, OmpR o FIhDC.
Presencia de la proteina GrhD2-FLAG (A) o de la proteina YobH-FLAG (B) en extractos totales o
sobrenadantes de cultivos de las bacterias WT, AhilD, AompR y AflhDC de S. Typhimurium
crecidas en LB; todas estas bacterias contenian el plasmido pK3-GrhD2-FLAG que expresa
constitutivamente a GrhD2-FLAG o el plasmido pK3-YobH-FLAG que expresa constitutivamente a
YobH-FLAG. La presencia de GrhD2-FLAG y YobH-FLAG se detect6 mediante ensayos de
Western blot, usando anticuerpos monoclonales anti-FLAG. Como control, se detecté la presencia
de GroEL, una proteina citoplasmica, usando anticuerpos policlonales anti-GroEL.

El género Salmonella se divide en dos especies: S. enterica y S. bongori.
Debido a que los resultados anteriores muestran que GrhD2 se secreta en S.
Typhimurium (serovariedad de S. enterica) y no en E. coli K-12, se decidi6 evaluar
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si esta proteina se secreta a través de un sistema especifico del género
Salmonella o de la especie S. enterica. Para esto, se evalud la secrecion de
GrhD2-FLAG en la cepa WT de S. bongori conteniendo el plasmido pK3-GrhD2-
FLAG, crecida en LB. En estos experimentos también se analizé la secrecion de
YobH-FLAG a partir de su expresion del plasmido pK3-YobH-FLAG. Se detecto la
presencia de GrhD2-FLAG y YobH-FLAG en el extracto total y en el sobrenadante
de los cultivos de S. bongori (Figura 46). Estos resultados indican que la proteina
GrhD2 probablemente se secreta por un sistema presente o activo en el género
Salmonella, pero no en E. coli K-12, mientras que el sistema por el cual se secreta
YobH debe estar presente o activo tanto en Salmonella como en E. coli.
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Figura 46. GrhD2 y YobH se secretan en S. bongori. Presencia de la proteina GrhD2-FLAG y de
la proteina YobH-FLAG en extractos totales o sobrenadantes de cultivos de la cepa WT de S.
bongori conteniendo el plasmido pK3-GrhD2-FLAG, el cual expresa constitutivamente a GrhD2-
FLAG, o el plasmido pK3-YobH-FLAG que expresa constitutivamente a YobH-FLAG; los cultivos se
crecieron en LB. La presencia de GrhD2-FLAG y YobH-FLAG se detect6 mediante ensayos de
Western blot, usando anticuerpos monoclonales anti-FLAG. Como control, se detecté la presencia
de GroEL, una proteina citoplasmica, usando anticuerpos policlonales anti-GroEL.

9.2.9. La cascadareguladora HilD-SprB controla la expresion de los
genes sIrP y ugtL

Andlisis previos por RNA-seq y ChIP-seq indican que HilD y SprB controlan
positivamente la expresion de varios otros genes en comun, ademas de grhD2,
incluyendo a sIrP y ugtL (Colgan et al., 2016; Smith et al., 2016), los cuales se han
involucrado en la virulencia de Salmonella (Tsolis et al., 1999; Shi et al., 2004;
Cordero-Alba et al., 2016; Choi and Groisman, 2017; Goto et al., 2017). La
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regulacién de sIrP por HilD se ha confirmado anteriormente (Cordero-Alba and
Ramos-Morales, 2014). Para conocer si HilD y SprB actian en cascada en sIrP y
ugtL, se analizo la actividad de las fusiones transcripcionales slrP-cat y ugtL-cat en
la cepa WT de S. Typhimurium y su mutante AhilD conteniendo el plasmido pK6-
SprB o el vector pMPM-K6Q. Como control negativo, se analizé la fusién
transcripcional invF-cat; HilD induce la expresion de invF a través de HilA (Bajaj et
al., 1995; Ellermeier and Slauch, 2007). La expresién de las tres fusiones
analizadas disminuy6 en la mutante AhilD con respecto a la cepa WT (Figura 47A-
C). La expresion de SprB a partir del plasmido pK6-SprB indujo la actividad de las
fusiones slrP-cat y ugtL-cat, pero no de la fusién invF-cat, en la mutante AhilD
(Figura 47A-C). Esto indica que HilD controla la expresion de sIrP y ugtL a través
de SprB, lo cual corresponde con los datos del andlisis por ChIP-seq que
muestran union de SprB, y no de HilD, en las regiones reguladoras de slrP y ugtL.

>
vy

sirP-cat ugtL-cat C invF-cat
F*kkk
-

K700 4 — g 2000 - — < 1600 ;

% 600 e 9 1400

T —~ —_ —_

5 400 — S - o £ 1000 1

Qo E 2 £ 1000 A 8 E 800 -

&= 300 o= S

o g o 0 2 600

g3 20 R 500 82 400 {

2 100 1 2 = 200 4

3 0 2 0 < 0 -

WT Vector pK6-SprB WT Vector pK6-SprB WT Vector pK6-SprB
AhIID AhilD AhilD

Figura 47. HilD regula a través de SprB la expresion de los genes sIrP y ugtL. La expresién de
las fusiones transcripcionales sprB-cat (A), ugtL-cat (B) e invF-cat (C), contenidas en los plasmidos
psirP-cat, pugtL-cat y pinvF-cat, respectivamente, se monitore6 en la cepa WT de S. Typhimurium
SL1344 y su mutante AhilD que lleva el vector pMPM-K6Q o el plasmido pK6-SprB. La expresién
de SprB a partir del plasmido pK6-SprB fue inducida con 0.001% de L-arabinosa. La actividad
especifica de CAT fue determinada en muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos
durante 9 h en medio LB a 37°C. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. Las barras de error representan las desviaciones estandar. Se indican los
valores estadisticamente diferentes (***, p<0.001, ****, p<0.0001).

Por lo tanto, nuestros resultados indican que la cascada de regulacion
formada por HilD y SprB, controla la expresién de un subconjunto de genes de
virulencia de Salmonella, incluidos grhD2, siIrP y ugtL.
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10. DISCUSION

La adquisicibn de nuevos genes a través de eventos de transferencia
horizontal representa un paso fundamental en la evolucion de la virulencia de
Salmonella (Porwollik and McClelland, 2003). Para que estos genes se expresen
en el momento y nicho adecuado, y asi le confieran un beneficio a la bacteria, se
han seleccionado diferentes mecanismos de regulacion que involucran
reguladores ancestrales y/o adquiridos (llyas et al., 2017). HilD es un regulador
transcripcional adquirido que controla la expresion de un gran nimero de genes de
virulencia en Salmonella, la mayoria de los cuales estan implicados en la invasion
a células hospederas (Fabrega and Vila, 2013). El conocer mas acerca de HilD,
asi como de los genes cuya expresion se controla por este regulador, permite
identificar nuevos factores que son importantes para la virulencia de Salmonella.
Nuestros resultados revelan dos genes adicionales de virulencia regulados por
HilD, grhD1, el cual probablemente fue adquirido por transferencia horizontal, y
grhD2 que es un gen ancestral, pues su ortdlogo yobH estad presente en una
region sinténica del genoma de E. coli. La expresion de grhD1 requiere también
del regulador PhoP, mientras que la de grhD2 require del regulador SprB, pues en
este caso HilD regula la expresion de sprB y la proteina SprB regula directamente
a grhD2.

Cuando S. Typhimurium prolifera en condiciones que favorecen la
expresion de los genes de SPI-1, y de otros genes requeridos para la invasion de
Salmonella a las células hospederas, tanto HilD como PhoP controlan la expresion
de grhD1. Nuestros resultados muestran que HilD y PhoP afectan de manera
independiente los dos promotores localizados corriente arriba de grhD1; PhoP
directamente y HilD a través de un factor adicional que queda por ser identificado.
Adicionalmente, nuestros resultados también muestran que la proteina similar a
histona H-NS reprime directamente la expresion de grhD1; H-NS silencia la
expresion de muchos otros genes adquiridos en Salmonella (Lucchini et al., 2006;
Navarre, 2006). El modelo de regulacion de la expresion de grhD1 se esquematiza
en la Figura 48.
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Figura 48. Modelo de regulacion y papel del gen grhD1 en la virulencia de S. Typhimurium
SL1344. La participacion de GrhD1 y EcgA en la virulencia de S. Typhimurium, asi como la
regulacién de este proceso por HilD, PhoP y H-NS son indicadas.

Existen otros casos donde HilD y PhoP regulan de manera independiente la
expresion de genes de virulencia de Salmonella. Por ejemplo, HilD y PhoP
también controlan positivamente y de manera independiente la expresion del
operon orgBC de SPI-1, en condiciones de crecimiento que inducen la expresion
de los genes de SPI-1; PhoP de manera directa y HilD a través de HilA (Aguirre et
al., 2006; Fabrega and Vila, 2013). Este operon codifica para OrgB y OrgC, una
proteina citoplasmatica requerida para la invasion y una proteina efectora
secretada a través del SST3-1, respectivamente (Klein et al., 2000; Day and Lee,
2003). De manera interesante, se ha reportado una regulacion opuesta mediada
por HilD y PhoP para el gen hilA, que codifica para un regulador transcripcional de
los genes de SPI-1 (Bajaj et al., 1996; Schechter et al., 1999; Schechter and Lee,
2001; Baxter and Jones, 2015). Adicionalmente, HilD y PhoP regulan de manera
positiva e independiente la expresion del gen sIrP, en condiciones de crecimiento
gue inducen la expresion de los genes de SPI-1; PhoP directamente y HilD a
través de un mecanismo desconocido (Cordero-Alba and Ramos-Morales, 2014).
El gen sIrP codifica para una proteina efectora de virulencia que es translocada
dentro de los macréfagos a través de los SST3-1 y SST3-2 (Miao and Miller,
2000). El sobrelape entre los regulones de HilD y PhoP se extiende a varios otros
genes, como se ha revelado por un analisis de transcriptoma (Colgan et al., 2016)
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y por otros resultados de nuestro grupo (Pérez-Morales D., datos no publicados).
Es interesante que de acuerdo a nuestros resultados HilD regula positivamente la
expresion de PhoP, y aunque ambos reguladores actian de manera
independiente sobre varios genes, también es posible que HilD regule a través de
PhoP la expresion de otros genes, como lo muestran datos recientes de nuestro
grupo (Pérez-Morales D., datos no publicados). Resultados de transcriptomas
apoyan que HilD controla de manera positiva la expresion de PhoP (Colgan et al.,
2016).

Nuestros resultados muestran que HilD regula la expresion de grhD1 a
través de un factor que aun no hemos identificado. Los resultados obtenidos por
transcriptomas indican que ademas de HilD, el regulador transcripcional Fur (del
inglés, “Ferric uptake regulator”) controla positivamente la expresion de grhD1 en
condiciones de crecimiento que inducen la expresion de los genes de SPI-1
(Colgan et al., 2016). Se ha reportado que Fur regula la expresion de los genes de
SPI-1 a través de HilD (Ellermeier and Slauch, 2008). Sin embargo, no existen
reportes que indiquen que HilD regule la expresion de Fur, y que por lo tanto actue
a través de este regulador para inducir la expresion de otros genes. Asimismo,
nuestros resultados indican que se requieren PhoP y SlyA para la expresion de
grhD1 en condiciones de crecimiento que inducen la expresion de los genes de
SPI-1 y SPI-2, lo cual puede ser explicado por la regulacion positiva reciproca
entre PhoP y SIlyA que se ha demostrado en Salmonella (Norte et al.,, 2003;
Navarre et al.,, 2005; Song et al., 2008; Zhao et al., 2008). Sin embargo, datos
obtenidos recientemente en nuestro grupo indican que HilD regula positivamente
la expresion de SlyA en medio LB (Zavala-Alvarado C., datos no publicados). Se
ha reportado que SlyA puede actuar como anti-represor de H-NS para inducir la
expresion de sus genes blancos (Perez et al.,, 2008). Nuestros resultados
muestran que H-NS reprime directamente la expresion de grhD1 e indican que el
regulador que no hemos identificado actuaria como anti-represor de H-NS para
inducir la expresion de este gen, ya que al inactivar la funcion de H-NS no se
requiere de la regulacidén positiva mediada por HilD. Por lo tanto, es posible que
HilD actie a través de SlyA para inducir la expresion de grhD1, aunque esto
gueda por definirse. PhoP no actia desreprimiendo la represién de H-NS, por lo
gue queda descartado como el regulador mediante el cual HilD afecta la expresion
de grhD1.
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Durante el crecimiento de S. Typhimurium en medio minimo, en donde se
favorece la expresion de los genes de SPI-2 y de otros genes requeridos para la
replicacion de Salmonella dentro de sus células hospederas, se requiere de PhoP
pero no de HilD para la expresion de grhD1. En condiciones de crecimiento que
inducen la expresion de los genes de SPI-2, PhoP también regula de manera
positiva la expresion del operon orgBC y del gen sIrP, independientemente de HilD
(Aguirre et al., 2006; Thijs et al., 2007). Ademas de PhoP y SlyA, posiblemente
otros reguladores estén involucrados en la expresion de grhD1 en condiciones
inductoras de la expresion de SPI-2, como se mostré en los resultados de un
analisis de transcriptomas (Colgan et al.,, 2016) y confirmado por nuestros
resultados. PhoP y SIyA inducen la expresién de genes de virulencia cuando
Salmonella se encuentra dentro de sus células hospederas (Fabrega and Vila,
2013); el gen grhD1 se expresa dentro de los macrofagos (Eriksson et al., 2003;
Srikumar et al., 2015). Nuestros resultados indican que el gen grhD1 no es
necesario para la replicacion de S. Typhimurium dentro de células HeLa y de
macrofagos de raton RAW264.7. Ademas, nuestros resultados muestran que
grhD1 tampoco se necesita para la colonizacion del bazo en ratones pre-tratados
con estreptomicina, lo cual sugiere que este gen no esta involucrado en la
infeccion sistémica causada por S. Typhimurium. Ademas de regular a grhD1,
PhoP controla positivamente la expresion del operén ecgA-SL1874, localizado
cerca de grhD1 en la misma isla gendmica; este operon codifica para EcgA, una
endopeptidasa que contribuye para la infeccion sistémica en ratones, pero que no
se requiere para la invasion o replicacion dentro de células HelLa de S.
Typhimurium (Rico-Pérez et al., 2016).

En cuanto al mecanismo de regulacion que definimos para la expresion del
segundo gen analizado en este trabajo, grhD2, nuestros resultados muestran que
cuando S. Typhimurium crece en condiciones que inducen la expresion de los
genes de SPI-1, HilD regula a través de SprB la expresion de grhD2. Nuestros
resultados demuestran que HilD controla de manera positiva la expresion de sprB
al desplazar a H-NS de la region reguladora de este gen; HilD induce la expresion
de otros genes blanco por un mecanismo similar (Schechter et al.,, 1999;
Schechter and Lee, 2001; Martinez et al., 2014). El modelo de regulacién de la
expresion de grhD2 se esquematiza en la Figura 49.
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Figura 49. Modelo de regulacién y papel del gen grhD2 en la virulencia de S. Typhimurium
SL1344. El papel de GrhD2 en el proceso de virulencia, asi como su regulacion a través de la
cascada HilD-SprB son indicadas. Otros genes de virulencia (sIrP y ugtL) también son regulados a
través de esta cascada de regulacion.

Anteriormente se habia reportado que HilD estaria regulando la expresion
de sprB, actuando directamente sobre el promotor localizado corriente arriba de
hilC, gen que se encuentra adyacente a sprB en SPI-1, generandose asi el
transcrito hilC-sprB (Smith et al., 2016). Nuestros resultados demuestran que HilD
es capaz de inducir la expresion de sprB actuando directamente sobre la regién
reguladora corriente arriba de este gen. En conjunto, estos resultados indican que
la expresion de sprB puede ser controlada por la accién de HilD sobe dos regiones
reguladoras diferentes, la que se encuentra corriente arriba de hilC y la localizada
corriente arriba de sprB. Adicional a la regulacion vista sobre grhD2, pudimos
comprobar que la cascada de regulacién formada por HilD y SprB controla la
expresion de los genes sIrP y ugtL, los cuales han sido involucrados en la
virulencia de Salmonella (Tsolis et al., 1999; Shi et al., 2004; Cordero-Alba et al.,
2016; Choi and Groisman, 2017; Goto et al., 2017). Por lo tanto, esta cascada de
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regulacion representa una via adicional por medio de la cual HilD puede inducir la
expresion de algunos genes requeridos para la invasion o para otras funciones
involucradas en la virulencia de esta enterobacteria. Cabe mencionar que la
cascada de regulacién HilD-SprB no se habia descrito anteriormente, y es de
interés en nuestro grupo continuar con la busqueda de mas genes controlados por
esta cascada.

Debido a los pocos blancos directos reportados para SprB y a los pocos
estudios que existen sobre este regulador, hasta el momento se desconoce el
mecanismo de accion de SprB para controlar la expresion de sus genes blancos.
Para el caso de grhD2, pudimos descartar que H-NS regule la expresiéon de este
gen, y por lo tanto, en este caso SprB no tendria un papel de anti-represor de H-
NS. Resultados preliminares de nuestro grupo sugieren que SprB actia como
activador clasico en grhD2, favoreciendo la interaccion de la RNA polimerasa
sobre el promotor de este gen (Valdespino-Diaz M., datos no publicados).

Otro de los objetivos de este trabajo fue determinar si los genes grhD1 y
grhD2 podrian estar involucrados en la virulencia de Salmonella. Los resultados de
este trabajo demuestran que GrhDl1 se requiere para la invasion de S.
Typhimurium a sus células hospederas. Es interesante que encontramos que tanto
la ausencia como la sobre-expresion de GrhD1 disminuye el fenotipo de invasion.
Consecuentemente, también mostramos que GrhD1 esta involucrada en la
respuesta inflamatoria intestinal inducida por S. Typhimurium en ratones pre-
tratados con estreptomicina (Figura 48). Muchos otros genes regulados por HilD y
gue se requieren para la invasion de las células hospederas, como los genes de
SPI-1, también contribuyen a la induccidn de esta respuesta inflamatoria intestinal
(Hapfelmeier et al., 2005; Coburn et al., 2005; Coombes et al., 2005; Fabrega and
Vila, 2013). Nuestros resultados indican que GrhD1 no se secreta cuando S.
Typhimurium crece en condiciones inductoras de la expresion de los genes de
SPI-1; por otra parte, la ausencia de GrhD1 no afecta el perfil tipico de proteinas
secretadas a través de SPI-1 o tiene un efecto significativo en la movilidad, los
cuales son factores involucrados en la invasion de Salmonella a sus células
hospederas. Por lo tanto, el papel especifico de GrhD1 en la invasién queda aun
por ser determinado.

Para el caso de GrhD2, determinamos que esta proteina se requiere para la
adherencia e invasion de S. Typhimurium a sus células hospederas (Figura 49). El
defecto visto en invasion puede ser resultado del fenotipo de adherencia

114



Discusion

disminuido. Nuestros resultados preliminares muestran que se requiere de GrhD2
para la colonizacion intestinal de S. Typhimurium en ratones pre-tratados con
estreptomicina (Figura 49). Sin embargo, queda por definir si al igual que GrhD1,
GrhD2 puede estar implicado en la respuesta inflamatoria intestinal o si participa
en otra respuesta desencadenada durante la infeccidbn por Salmonella. Cabe
mencionar que en este estudio se decidio utilizar el modelo del raton para evaluar
la infeccion intestinal producida por S. Typhimurium, debido al fenotipo de invasién
disminuido que se obtuvo en ausencia de GrhD1 y GrhD2, que nos sugeria que
estos factores podrian ser importantes para que la bacteria pudiera establecer una
infeccién eficaz a nivel intestinal. Aunque el modelo del raton pre-tratado con
estreptomicina es actualmente el mas empleado en el estudio de la infeccion
intestinal causada por Salmonella, debido a que se producen signos similares a
los de la gastroenteritis producida en humanos por S. Typhimurium, existen otros
modelos animales que se han empleado exitosamente para evaluar la infeccion
intestinal por Salmonella, como el de pollos, bovinos y cerdos (Aabo et al., 2000;
Santos et al., 2001; Tsolis et al., 2011). Por lo tanto, aunque en este estudio solo
se utiliz6 el modelo del raton, nuestros resultados podrian ser corroborados y
ampliados usando otros modelos animales.

De manera sorpresiva, al evaluar el efecto de GrhD2 en la replicacion de
Salmonella en células en cultivo, encontramos que la ausencia de esta proteina
causa un fenotipo de hiper-replicacion cuando Salmonella se encuentra en
macrofagos en cultivo. Existen reportes contradictorios en cuanto a la expresion
de grhD2 dentro de macrofagos, en un estudio previo de analisis de
transcriptomas mediante microarreglos, se encontré que grhD2 se expresa dentro
de los macrofagos a un nivel similar que en un medio de cultivo rico en
nutrimentos (Eriksson et al., 2003), condicion de crecimiento que asemeja el
ambiente del lumen intestinal. En contraste, en un estudio de transcriptomas
mediante RNAseq, se encontré que la expresion de grhD2 disminuye dentro de los
macrofagos en comparacion con la que alcanza en un medio de cultivo rico en
nutrimentos (Srikumar et al., 2015). Nuestros datos indican que grhD2 se expresa
de manera similar en medio rico y en medio minimo, esta Ultima condicion de
crecimiento considerada similar al ambiente intracelular de los macrofagos. Con
base en estos resultados, y al requerimiento de GrhD2 para un adecuado control
de la replicacion, esperariamos que GrhD2 si se expresara dentro de los
macrofagos. Cabe mencionar que el efecto de GrhD2 sobre la replicacion de S.
Typhimurium se observo solo en macréfagos, no en células HelLa. Asi, GrhD2
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estaria teniendo una funcion especifica dentro de macrofagos, que seria controlar
la tasa de replicacion de Salmonella, lo cual es importante para evitar una
sobrepoblacion de bacterias que pudiera desencadenar, entre otras cosas, una
respuesta inmune que conlleve a la muerte de los macréfagos, lo que impediria
gue Salmonella fuera capaz de diseminarse. COmo es que GrhD2 modula la
replicacion de Salmonella es un aspecto que queda por definir.

En otros estudios se han reportado factores de Salmonella que permiten
controlar la replicacion intracelular de esta bacteria en diferentes tipos celulares
(Tierrez and Garcia-del Portillo, 2005). Previamente se identificé y reporté que una
proteina codificada en SPI-6, SciS, reportada como una proteina de membrana
con un péptido sefal en su dominio N-terminal (Folkesson et al., 2002), limita la
replicacion intracelular de Salmonella en macréfagos, en un estado tardio de la
infeccion y que ademas, atenua la virulencia de S. Typhimurium en el raton, pues
en ausencia de este factor la bacteria es hipervirulenta en ese modelo animal
(Parsons and Heffron, 2005). Previo a este reporte, se habia determinado que una
mutante de SPI-6 presenta un fenotipo de invasion disminuido en células
eucariotes en cultivo (Folkesson et al., 2002); sin embargo, no se ha reportado el
fenotipo de invasion de una mutante de sciS. También se ha reportado que en
fibroblastos una cepa que carece del regulador PhoP presenta un fenotipo de
hiper-replicacion, lo que indica que PhoP controla la replicacion de Salmonella en
fibroblastos (Cano et al., 2001; Nufiez-Hernandez et al., 2013), contrario a lo que
se ha reportado para macrofagos, donde es un factor que promueve la replicacion
de Salmonella (Fabrega and Vila, 2013). De manera interesante se encontré que
dentro de los fibroblastos la proteina codificada en SPI-6, PagN, se sobre-expresa
(Nunez-Hernandez et al., 2013). PagN es una proteina de membrana externa que
le sirve a Salmonella para adherirse e invadir a células de su hospedero y su
expresion es regulada por PhoP (Lambert and Smith, 2008; Lambert and Smith,
2009). Nufiez-Hernandez y cols., proponen que PagN podria estar involucrada en
la regulacion mediada por PhoP sobre la replicacion de Salmonella dentro de
fibroblastos. Aunque no se ha podido definir un mecanismo por medio del cual
todos estos factores estén modulando la replicacién de Salmonella, se ha visto
gue este control es importante para la permanencia de la bacteria dentro de sus
células hospederas, y por lo tanto, para su virulencia.

GrhD2 posee un dominio transmembranal en su extremo amino-terminal, y
nuestros resultados demuestran que es una proteina que se secreta cuando
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Salmonella crece en medio rico y minimo, aunque nuestros resultados descartan
gue su secrecion sea a través de los SST3 activos en esas condiciones de
crecimiento, o a través de algun sistema regulado por HilD, OmpR o FIhDC. Es
interesante que GrhD2 se secreta exclusivamente en bacterias del género
Salmonella; a diferencia de YobH, su proteina ortéloga de E. coli que puede
secretarse en E. coliy Salmonella. YobH es una proteina cuya funcion tampoco se
ha caracterizado en E. coli y tiene 73% de identidad con GrhD2 de S.
Typhimurium; YobH también contiene un posible dominio transmembranal, en la
misma region que GrhD2. De acuerdo a los datos obtenidos hasta el momento, el
sistema por el cual se secreta GrhD2 debe estar activo en Salmonella en las
condiciones de crecimiento probadas. Ademéas de los SST3, S. Typhimurium
cuenta con el SST6 codificado en SPI-6; sin embargo, se ha reportado que este
sistema no es activo en las condiciones de crecimiento que nosotros probamos
(Brunet et al., 2015). Por lo tanto, queda por identificar el sistema por el cual se
secreta GrhD2. Aunque aun no conocemos la funcion especifica de GrhD2, los
resultados obtenidos nos permiten especular que esta proteina podria ser
translocada a la membrana de las células hospederas, para asi actuar como un
factor que promueve la adherencia de Salmonella y que evita la hiper-replicacion
de Salmonella dentro de los macréfagos.

En conjunto, los resultados obtenidos sobre la secrecion de GrhD2 y YobH
nos indican que se generd una especializacion para la secrecion de GrhD2 en
Salmonella. Ademas, nuestros resultados indican que en S. Typhimurium se
adapto la regulacion de grhD2 por HilD y SprB, para la expresion de este gen en
condiciones de crecimiento que favorecen la expresion de varios otros genes de
virulencia. Probablemente, ambas cosas, la adaptacion o especializacion de la
secrecion y de la regulacion de la expresion de GrhD2, contribuyeron para que en
S. Typhimurium GrhD2 sea un factor de virulencia. Si YobH (el ortélogo de GrhD2
de E. coli) es capaz de reemplazar la funcibn de GrhD2 en S. Typhimurium, es
algo que se esta estudiando en nuestro grupo.

En resumen, los hallazgos de este trabajo complementan la informacion
gue se tenia sobre los regulones de HilD, PhoP, SprB y SlyA. Adicionalmente, se
aportan evidencias sobre el sobrelape entre estos regulones y se revela una
nueva cascada de regulacion por la cual HilD induce la expresion de genes de
virulencia. Lo mas importante de todas estas evidencias es que permitieron
identificar dos nuevos factores de virulencia de Salmonella, GrhD1 y GrhD2.
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11. CONCLUSIONES

grhD1 (SL1872)

% Para la expresion del gen grhD1 se requiere de HilD y PhoP en medio LB,
los cuales actian de manera independiente. Sélo se requiere de PhoP en
medio minimo.

% El gen grhD1 tiene dos promotores funcionales en LB.

% H-NS reprime directamente la expresion de grhD1.

% La ausencia de GrhD1 o su sobre-expresion afecta la capacidad de S.
Typhimurium para invadir eficazmente células epiteliales HeLa, macrofagos
y fibroblastos.

% No se requiere de GrhD1 para que S. Typhimurium se replique
intracelularmente en células epiteliales HeLa y macréfagos.

% GrhD1 contribuye a la respuesta inflamatoria intestinal producida por la
infeccion de S. Typhimurium en raton.

% GrhD1 no se secreta, y su ausencia no afecta la secrecion de proteinas de
SPI-1, asi como tampoco tiene un efecto en la motilidad de S. Typhimurium.

X/

 HilD regula indirectamente de manera positiva la expresion de phoP.

grhD2 (SL1770)

% HilD regula positivamente la expresion del gen grhD2 a través de SprB.

% La cascada de regulacion HilD-SprB induce la expresion de slIrP y ugtL.

% H-NS no controla la expresion de grhD2.

% La ausencia de GrhD2 afecta la capacidad de S. Typhimurium para invadir
eficazmente células epiteliales HeLa y macrofagos.

% La ausencia de GrhD2 afecta la capacidad de S. Typhimurium para
adherirse a células Hela.

% La ausencia de GrhD2 incrementa la replicacion de S. Typhimurium en
macréfagos a las 16 h post-infeccidén. Sin embargo, en células HeLa esto no
ocurre.
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o
A5

o
A5

GrhD2 contribuye a la infeccion intestinal causada por S. Typhimurium en
raton.

GrhD2 es una proteina que se secreta especificamente en Salmonella de
manera independiente a los SST3 de SPI-1 o SPI-2. Este proceso no ocurre
en E. coli K-12.

En medio LB, YobH (proteina ortéloga de GrhD2) de E. coli se expresa de
manera limitada en S. Typhimurium.

YobH es secretada tanto en E. coli K-12 como en Salmonella.
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11. PERSPECTIVAS
Identificar el regulador intermediario involucrado en la regulacién positiva de
grhD1 por parte de HilD.
Determinar la localizacion subcelular de GrhD1 en S. Typhimurium.

Definir el sistema de secrecion a través del cual GrhD2 se secreta en S.
Typhimurium asi como el correspondiente a YobH en E. col..

Determinar si GrhD2 se transloca a las células hospederas.

Identificar posibles factores de S. Typhimurium o de células hospederas
gue interaccionen con GrhD1 o GrhD2.

Determinar el papel de GrhD1 y GrhD2 en el proceso de infeccion de S.
Typhimurium a otros hospederos.

Definir el mecanismo por el cual SprB regula a sus genes blanco.
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. When Salmonella is grown in the nutrient-rich lysogeny broth (LB), the AraC-like transcriptional

. regulator HilD positively controls the expression of genes required for Salmonella invasion of host

. cells, such as the Salmonella pathogenicity island 1 (SPI-1) genes. However, in minimal media, the

. two-component system PhoP/Q activates the expression of genes necessary for Salmonella replication
inside host cells, such as the SPI-2 genes. Recently, we found that the SL1344_1872 hypothetical gene,
located in a S. Typhimurium genomic island, is co-expressed with the SPI-1 genes. In this study we
demonstrate that HilD induces indirectly the expression of SL1344_1872 when S. Typhimurium is grown

. inLB; therefore, we named SL1344_1872 as grhD1 for gene regulated by HilD. Furthermore, we found

. that PhoP positively controls the expression of grhD1, independently of HilD, when S. Typhimurium

. isgrown in LB or N-minimal medium. Moreover, we demonstrate that the grhD1 gene is required for

: the invasion of S. Typhimurium into epithelial cells, macrophages and fibroblasts, as well as for the

. intestinal inflammatory response caused by S. Typhimurium in mice. Thus, our results reveal a novel

. virulence factor of Salmonella, whose expression is positively and independently controlled by the HilD

. and PhoP transcriptional regulators.

The acquisition of DNA fragments by horizontal transfer events has played a major role in the evolution of path-
ogenic bacteria. The acquired DNA may encode different factors that confer the ability to survive and replicate
. in distinct biological niches within an animal or human host, which leads to bacterial infection and disease'2. To
. take advantage of the information contained in the acquired DNA, bacteria adapt regulatory mechanisms that
allow the expression of the gained genes in those conditions where it is beneficial®.
: Salmonella enterica is an important pathogen of humans and animals, causing a mild self-limiting gastroen-
© teritis or a severe systemic infection*. Salmonella enterica serotype Typhimurium (S. Typhimurium) is a major
. cause of gastroenteritis in humans and several animals; but can also produce a systemic infection in laboratory
mice, similar to the typhoid fever produced by S. Typhi in humans*>. Therefore, S. Typhimurium is widely used
as a model in infections to mice, cattle or eukaryotic cell cultures, to investigate the molecular mechanisms gov-
erning Salmonella virulence. Most of the virulence genes of Salmonella are grouped in acquired genomic regions
called Salmonella pathogenicity islands (SPIs)*®. SPI-1 and SPI-2 are major determinants for the Salmonella
intestinal and systemic infection, respectively®. SPI-1 is present in the two Salmonella species, S. enterica and
S. bongori, whereas SPI-2 is only conserved in the S. enterica species, suggesting that SPI-1 was acquired before
SPI-2 during Salmonella evolution”’. SPI-1 and SPI-2 both encode type III secretion systems (T3SSs), their
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cognate effector proteins, chaperones and transcriptional regulators controlling the expression of the respective
genes within each island®!?. During initial infection, Salmonella invades host intestinal epithelium using the
SPI-1-encoded T3SS (T3SS-1) and cognate effector proteins, which leads to gastroenteritis; by contrast, the SPI-
2-encoded T3SS (T3SS-2) and cognate effector proteins provide to Salmonella the ability to survive and replicate
inside epithelial cells and macrophages; within a membrane-bound compartment called Salmonella-containing
vacuole (SCV), which leads to the systemic disease®®. The SPI-2 genes also mediate a Salmonella non-proliferative
stage inside phagocytes and non-phagocytic cells'*'? and contribute to the development of the intestinal inflam-
matory response’*1°,

The SPI-1 and SPI-2 genes are expressed in different in vivo niches; the SPI-1 genes are activated when
Salmonella is in the intestinal lumen and also in the cytosol of epithelial cells'®’; whereas the SPI-2 genes are
activated within the SCV of host cells, such as macrophages, epithelial cells and fibroblasts!>!%18-2. The SPI-2
genes are also expressed in the intestinal lumen?!, in the lamina propria or in the underlying mucosa'’. In vitro,
the SPI-1 genes are induced when Salmonella is grown at early stationary phase in the nutrient-rich lysogeny
broth (LB)?*"%% in contrast, the SPI-2 genes are induced when Salmonella is grown at late stationary phase in
nutrient-rich media, as well as in minimal media containing low concentrations of phosphate, calcium and
magnesium'*»-2,

The expression of the SPI-1 genes is controlled by the HilD, InvF and HilA regulators encoded in SPI-1, in a
cascade fashion. HilD, an AraC-like transcriptional regulator, induces the expression of HilA, a regulator with
an OmpR-ToxR-like DNA binding domain, which in turn activates the expression of InvF, another AraC-like
regulator®*-*!. HilA and InvF activate the expression of the SPI-1 genes encoding the T3SS-1 components and
effector proteins, respectively®. HilD also induces the expression of HilA through a feed-forward regulatory
loop that it forms with HilC and RtsA3**2, which are AraC-like regulators that bind the DNA sites recognized
by HilD**% HilC and RtsA are encoded within and outside SPI-1, respectively®. Furthermore, HilD induces,
directly or through HilA, InvF or several other regulators, the expression of many horizontally acquired viru-
lence genes located in different islands, as well as ancestral genes including those for flagella biosynthesis and
chemotaxis®?**?>-#, Interestingly, HilD is involved in the expression of the ssrAB operon encoding the SsrA/B
two-component system, the central positive regulator for the SPI-2 genes, but only when Salmonella is grown
in LB**, When Salmonella is grown in minimal media, the expression of the ssrAB operon, and thus the SPI-2
genes, is induced by other regulators such as the MarR-like regulator SlyA and the two-component systems
OmpR/EnvZ and PhoP/PhoQ, independently of HilD%%.

The PhoP/PhoQ two-component system is formed by the sensor kinase protein PhoQ and its cognate
response regulator PhoP*~#8, In response to environmental signals such as acidic pH, low concentration of mag-
nesium and antimicrobial peptides, PhoQ autophosphorylates and then phosphorylates PhoP, which binds to
target genes*->3. Orthologous of PhoP/PhoQ are present in several bacteria, controlling the expression of genes
for different cellular functions, including virulence, Mg?* homeostasis, modification of lipopolysaccharides and
resistance to antimicrobial peptides and acidic pH'****-%°. PhoP directly or indirectly regulates the expression
of ~9% of the S. Typhimurium genome, including the SPI-2 genes, thus having a fundamental role in phisiology
and virulence!*4160-62,

In this study, we show that the transcriptional regulator HilD indirectly induces the expression of the
SL1344_1872 hypothetical gene, when S. Typhimurium is grown in LB. Furthermore, we demonstrate that
SL1344_1872, here named as grhD1, ‘gene regulated by HilD) is required for the invasion of S. Typhimurium into
host cells and for the intestinal inflammatory response caused by S. Typhimurium in mice. In addition, we found
that the response regulator PhoP also positively regulates the expression of grhD1I, directly and independently of
HilD, in response to different growth conditions. Therefore, our results from this study reveal a novel Salmonella
virulence factor, GrhD1, whose expression is controlled by two major transcriptional regulators of Salmonella
pathogenicity, HilD and PhoP.

Results

HilD positively regulates the expression of the SL1344_1872 (grhD1) gene. Ina previous study, we
identified a set of novel genes that are co-expressed with the SPI-1 genes in S. Typhimurium, by an in silico global
expression analysis*2. The characterization of some of these genes revealed a strong link between the co-expres-
sion with SPI-1 and the regulation by HilD. One uncharacterized gene co-expressed with SPI-1is SL1344_1872,
which is located in a S. Typhimurium acquired genomic island flanked by the yecA gene of unknown function
and the tRNA-encoding leuZ gene (Fig. 1A). This island contains two additional genes, SL1344_1873 (ecgA) and
SL1344_1874, as well as the pseudogene SL1344_1874A; SL1344_1873 and SL1344_1874 encode a peptidoglycan
enzyme (EcgA) with L-endopeptidase activity, involved in S. Typhimurium virulence, and a hypothetical mem-
brane protein, respectively (Fig. 1A)%. The SL1344 1872 gene encodes a hypothetical protein of 101 amino acids,
predicted to form four a-helices and four 3-strands (Fig. 1B). SL1344_1872 has no orthologs in other bacteria and
does not present any conserved domain. Recent transcriptomic analysis supports that HilD positively regulates
the expression of SL1344_1872%1.

To determine whether SL1344_1872 indeed codes for a protein and to confirm whether its expression is con-
trolled by HilD, the SL1344_1872 chromosomal gene was tagged in the wild-type (WT) S. Typhimurium SL1344
strain and its isogenic AhilD mutant, with the sequence encoding a 3XFLAG epitope. Total protein extracts
were obtained from culture samples of these strains grown in LB at 37 °C, conditions that induce the expres-
sion of the SPI-1 genes, which were analyzed by Western blotting using anti-FLAG antibodies. An expression
signal was detected in the WT strain, with the expected size for the SL1344_1872-FLAG protein (Fig. 2A). The
expression of SL1344_1872-FLAG was drastically reduced in the AhilD mutant; the pK6-HilD plasmid expressing
HilD restored the expression of SL1344_1872-FLAG in the AhilD mutant to WT levels (Fig. 2A). To investigate
whether HilD regulates SL1344_1872 at transcriptional level, a transcriptional fusion of the intergenic region
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Figure 1. Genetic context, regulatory model and role in virulence of the grhD1 (SL1344_1872) gene of

S. Typhimurium, as well as sequence and predictive secondary structure of its product. (A) Schematic
representation of the S. Typhimurium SL1344 genome region harbouring grhD1. Arrows indicate coding
sequences and lines represent intergenic regions. Black arrows indicate all the genes that are located in the
genomic island containing grhD1. Bent arrows represent the primary (+1p) and secondary (+1s) transcription
start sites reported in a previous study®*. The virulence role for GrhD1 and EcgA, as well as the regulation by
HilD, PhoP and H-NS, are also indicated. (B) Amino acid sequence and prediction of the secondary structure
prediction of GrhD1. Arrows and cylinders indicate predicted (3-strands and a-helices, respectively.
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Figure 2. HilD positively regulates the expression of grhD1 (SL1344_1872). (A) Expression of GrhD1-FLAG

in the WT S. Typhimurium SL1344 strain and its derivative AhilD mutant containing or not the pK6-HilD
plasmid, which expresses HilD from an arabinose-inducible promoter, or containing the pMPM-K6€) vector.
The expression of GrhD1-FLAG was analyzed from samples of bacterial cultures grown in LB at 37 °C by
Western blotting, using monoclonal anti-FLAG antibodies. The expression of GroEL was also determined using
polyclonal anti-GroEL antibodies, as a loading control. (B) Expression of the grhD1I-cat transcriptional fusion
contained in the pgrhD1-cat plasmid was determined in the WT S. Typhimurium strain and its derivative AhilD
mutant carrying or not pK6-HilD or pMPM-K6Q. Expression of HilD from pK6-HilD was activated by adding
0.001% L-arabinose to the medium. CAT specific activity was determined from samples of bacterial cultures
grown in LB at 37 °C. Data are the average of three independent experiments done in duplicate. Bars represent
the standard deviations. Statistically different values are indicated (*#*p < 0.001).
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upstream of SL1344_1872 to the cat reporter gene was constructed in the pKK232-8 plasmid. The chloramphen-
icol acetyl transferase (CAT)-specific activity from this fusion was determined in the WT S. Typhimurium strain
and its isogenic AhilD mutant, grown in LB. The activity of the SL1344_1872-cat fusion showed a 2-fold decrease
in the AhilD mutant with respect to the WT strain, and was induced 3-fold in the AhilD mutant by the expression
of HilD from the pK6-HilD plasmid (Fig. 2B). Together, these results demonstrate that HilD positively regulates
the expression of SL1344_1872, herein named grhD1 for gene regulated by HilD.

We next investigated whether the control of grhD1 expression by HilD is direct or indirect. Hence, electropho-
retic mobility shift assays (EMSAs) were performed using affinity-purified maltose-binding protein (MBP)-HilD
and the DNA fragment carrying the intergenic region upstream of grhD1. DNA fragments containing the
regulatory regions of hilA or sigD were also tested as positive and negative controls, respectively. As expected,
MBP-HilID specifically bound the DNA fragment of hilA, at concentrations of 0.5 to 1 uM; in contrast, at the same
concentrations it did not shift the DNA fragment of grhD1, or that of the negative control, sigD (Fig. S1A and B).
These results support that HilD regulates grhD1 indirectly; alternatively, an additional factor could be required
for HilD binding on grhD1.

Escherichia coli K-12 lacks hilD, hilA and grhD1, as well as around 1400 other genes present in S. Typhimurium.
The expression of genes known to be directly controlled by HiD, such as hilA, can be induced in E. coli K-12 when
HilD is present*. Therefore, to further test if HilD regulates grhD1 indirectly, the activity of the grhD1-cat fusion
was determined in the E. coli MC4100 strain carrying the pK6-HilD plasmid, grown in LB. As a positive control, a
hilA-cat transcriptional fusion was also examined. As expected, the activity of both grhD1-cat and hilA-cat fusions
was decreased in E. coli MC4100 with respect to the WT S. Typhimurium strain (Fig. S1C and D). Expression of
HilD from the pK6-HilD plasmid activated the hilA-cat fusion, but not the grhD1-cat fusion, in E. coli MC4100
(Fig. S1C and D), indicating that an additional Salmonella factor is required for the HilD-mediated expression
of grhD1.

HilD induces the expression of several transcriptional regulators, including HilC, HilA and InvF, encoded
in SPI-1, as well as RtsA, SsrB and FIhDC, encoded outside SPI-1%23313840_ Ty jnvestigate whether HilD regu-
lates grhD1 through any of these regulators, the expression of the grhD1-cat fusion was determined in the WT
S. Typhimurium strain and its derivative ASPI-1 ArtsA mutant, as well as in AssrB, AflhiDC, AhilA, and AinvF
mutants, grown in LB. As expected, the grhDI-cat fusion presented a 2-fold-reduced expression in the ASPI-1
ArtsA mutant, since it lacks HilD; nevertheless, its expression was restored to WT levels in the presence of the
pK6-HilD plasmid (Fig. S2A). On the other hand, the grhD1-cat fusion showed similar expression levels in the
WT strain and its isogenic AssrB, AfliDC, AhilA, and AinvF mutants (Fig. S2B). These results indicate that the
expression of grhD1 induced by HilD does not require any other regulator encoded in SPI-1 (HilC, HilA, InvE,
SprB), neither RtsA, SsrB or FIhDC, in the growth condition tested.

Collectively, these results show that HilD indirectly induces the expression of grhD1I, through a yet-unknown
regulator controlled by HilD, found in S. Typhimurium but not in E. coli MC4100.

PhoP positively regulates the expression of grhD1. Recently, we reported that the response regulator
PhoP positively and directly controls the expression of the operon containing the ecgA and SL1344_1874 genes,
which is located close to grhD1, in the same S. Typhimurium genomic island (Fig. 1A)%. Therefore, we thought
that PhoP could also be involved in the expression of grhD1, which is supported by recent transcriptomic anal-
yses*l. In order to determine this, we examined the activity of the grhD1-cat transcriptional fusion in the WT S.
Typhimurium strain and its derivative AphoP mutant, grown in LB or N-minimal medium (N-MM). PhoP is
known to be active when S. Typhimurium is grown in the nutrient-rich LB or in minimal media containing low
concentrations of magnesium®. As positive and negative controls, the activity of transcriptional fusions to cat
reporter of pagK, a gene positively regulated by PhoP, and sirA, a gene not regulated by PhoP, was also tested. The
activity of the grhD1-cat, pagK-cat and sirA-cat fusions was higher in N-MM than in LB; however, the expres-
sion pattern for each fusion in the different genetic backgrounds tested was similar in both growth conditions
(Fig. 3). The activity of the grhDI-cat and pagK-cat fusions was reduced in the AphoP mutant, with respect to
the WT strain; expression of PhoP from pK3-PhoP recovered the activity of both fusions in the AphoP mutant
to WT levels (Fig. 3A,B,D and E). In contrast, the activity of the sirA-cat fusion was not affected by the absence
or overexpression of PhoP (Fig. 3C and F). To further support these results, we monitored the expression of
GrhD1-FLAG in the WT strain and the AphoP mutant, grown in LB, intracellular salt medium (ISM) or acidified
PCN (phosphate-carbon-nitrogen) medium. In all the conditions tested, the expression of GrhD1-FLAG was
severely reduced in the AphoP mutant with respect to the WT strain (Fig. S3A and B). As expected, the presence
of the pK3-PhoP plasmid restored the expression of GrhD1-FLAG in the AphoP mutant to WT levels (Fig. S3B).
These results indicate that PhoP positively regulates the expression of grhD1 in S. Typhimurium growing in LB
or minimal media.

To determine whether PhoP regulates grhD1I directly or indirectly, we performed EMSAs with phosphorylated
affinity-purified PhoP-6XHis (PhoP-H6) fusion protein and a labelled DNA fragment containing the regulatory
region of grhD1. DNA fragments carrying the regulatory region of the orgB or ges®* genes were also tested as
positive and negative controls, respectively. PhoP-H6 shifted the grhD1 and orgB fragments starting at a concen-
tration of 3uM; in contrast, the ges fragment was not shifted even at a concentration of 6 uM (Figs 4A and S4).
Specific binding of PhoP-H6 to grhDI was confirmed by competitive EMSAs (Fig. 4B). Together with the results
from expression analyses, these binding assays indicate that PhoP directly regulates the expression of the grhDI
gene.

HilD and PhoP independently control the expression of grhD1. Our results indicate that both HilD
and PhoP positively control the expression of grhD1, which could act independently of each other or one through
the other; for instance, since HilD regulates grhD1I indirectly, it could act through PhoP. To investigate this, firstly,
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Figure 3. PhoP actives the expression of grhD1. Expression of the grhDI-cat (A,D), pagK-cat (B,E) and sirA-
cat (C,F) transcriptional fusions contained in the pgrhD1-cat, ppagK-cat and psirA-cat plasmids, respectively,
was determined in the WT'S. Typhimurium strain and its derivative AphoP mutant containing or not the pK3-
PhoP plasmid or the pMPM-K3 vector, grown in N-MM (A-C) or LB (D-F) at 37 °C. pK3-PhoP constitutively
expresses PhoP from a lac derivative promoter. Data are the average of three independent experiments done in
duplicate. Bars represent the standard deviations. Statistically different values are indicated (***p < 0.001).

the expression of the grhD1-cat fusion was compared in the WT S. Typhimurium strain and its isogenic AhilD,
AphoP and AphoP AhilD mutants, grown in LB or N-MM. In LB, the grhD1-cat fusion showed a similar 2-fold
reduction of its activity in the AhilD and AphoP mutants with respect to the WT strain, whereas in the AphoP
AHhilD double mutant its activity was even 4-fold lower than in the single mutants (Fig. 5A), indicating that HilD
and PhoP have an additive effect on grhD1I. In contrast, in N-MM, the activity of the grhD1-cat fusion was not
affected in the AhilD mutant and presented a similar 2.5-fold decrease in the AphoP and AphoP AhilD mutants
(Fig. 5B), showing that PhoP regulate grhD1I independently of HilD in these growth conditions. Then, we deter-
mined the activity of the grhDI-cat fusion in the AphoP AhilD double mutant expressing PhoP, HilD and SirA
from the pK3-PhoP, pK6-HilD or pK3-SirA plasmids, respectively, grown in LB. SirA is a transcriptional regu-
lator expected to be not involved in the expression of grhD1. Expression of PhoP or HilD, but not SirA, induced
the activity of the grhD1-cat fusion in the AphoP AhilD mutant (Fig. 5C). Together, these results show that PhoP
and HilD regulate grhD1 independently of each other; interestingly, the overexpression of one of these regulators
compensates the absence of the other for grhDI expression.

Previous RNA-sequencing analyses revealed a primary and a secondary transcriptional start site (TSS) in
the intergenic region upstream of grhD1, located at 230 and 148 bp from the start codon of grhD1I, respectively
(Fig. 6A)**. The grhD1-cat fusion tested in the experiments described above carries a DNA region containing
these two TSSs. Therefore, to define whether the expression of grhD1 is sustained by two promoters and in that
case, whether HilD and PhoP each affects one or both promoters, we constructed three additional grhD1-cat
transcriptional fusions. The grhD1L-cat fusion carries an extended 3’ grhD1 upstream region with respect to that
contained in the initial assessed grhDI-cat fusion, whereas the grhD1 + Ip-cat and grhD1 + Is-cat fusions carry
segments of the grhD1I upstream region containing only the primary or secondary TSS, respectively (Fig. 6A). The
activity of these new constructed fusions was monitored in the WT S. Typhimurium strain and its isogenic AphoP
AhilD double mutant, grown in LB. The grhD1L-cat, grhD1+ Ip-cat and grhD1 + Is-cat fusions were similarly
expressed in the WT strain (Fig. 6B-D), indicating that two independent promoters sustain the expression of
grhD1 in these growth conditions. The grhD1L-cat fusion, carrying both promoters, showed a 17-fold-reduced
activity in the AphoP AhilD mutant, which was restored to WT levels or even higher by the expression of PhoP
or HilD from the pK3-PhoP or pK6-HilD plasmids, respectively (Fig. 6B). Thus, these results, together with those
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Figure 4. PhoP specifically binds to the grhD1I regulatory region. EMSAs with PhoP-H6 and DNA fragments
containing the regulatory regions of the grhD1, ges or orgB genes (A). 3*P-5'-end-labelled DNA fragments of
the respective gene were incubated with increasing concentrations of purified and phosphorylated PhoP-H6
(0, 3 and 6 uM). The ges and orgB genes were used as negative and positive controls, respectively. PhoP binding
to grhD1 was further tested by competitive EMSAs (B). The 3*P-5'-end-labelled DNA fragment of grhD1 was
incubate with 1 uM of purified and phosphorylated PhoP-H6 in the absence or presence of 5-, 30- and 100-fold
excess of unlabelled specific (grhDI) or non-specific (nucA) competitors. The DNA-protein complexes, which
are indicated by an asterisk, were resolved in a nondenaturing 8% Tris-borate-EDTA-polyacrylamide gel. After
electrophoresis, the gel was dried and analyzed in a Typhoon FLA 7000 IP laser scanner.

from Fig. 5C, support that HilD and PhoP independently induce the transcription of both grhDI promoters.
Surprisingly, the activity of the grhDI + Ip-cat and grhD1 + Is-cat fusions was not significantly affected in the
AphoP AhilD mutant containing or not the pK3-PhoP plasmid, with respect to the WT strain; only the presence
of pK6-HilD further increased the activity of these fusions (Fig. 6C and D). These results suggest that proper
control of grhD1 expression requires negative regulatory sequences located around the promoters; in the absence
of these sequences the expression of grhD1 becomes independent of HilD and PhoP.

H-NS represses the expression of grhD1. The histone-like protein H-NS works as a global transcrip-
tional regulator that silences the expression of genes acquired by Salmonella®>®. We investigated whether the
negative regulatory sequences on grhDI could mediate repression by H-NS. Given that the hns null mutation
generates severe growth defects in Salmonella, we analyzed the effect of H-NS on grhD1 by overexpressing
the H-NSC!P mutant, which does not have DNA-binding activity but still forms heterodimers with WT H-NS
monomers® and thus acts as a dominant negative mutant®®. The activity of the grhDI-cat fusion was tested in the
AhilD and AphoP mutants containing the pT6-HNS-G113D plasmid expressing H-NSG'3P, as well as in the WT
strain. The expression of H-NSS3P induced the activity of the grhDI-cat fusion in the AhilD mutant, but not in
the AphoP mutant (Fig. S5A). These results indicate that with the inactivation of H-NS the expression of grhDI
becomes independent of HilD, thus revealing that H-NS represses grhD1.

To determine whether H-NS regulates grhD1 directly or indirectly, we performed EMSAs with the
affinity-purified H-NS-3XFLAG-6XHis (H-NS-FH) protein and a fragment containing the grhDI regulatory
region. DNA fragments containing the regulatory regions of ssrAB or sigD were also tested as positive and nega-
tive controls, respectively. H-NS-FH bound the DNA fragments of grhDI and ssrAB, starting at a concentration
of 0.5 and 0.25 uM, respectively; as expected, it did not bind the negative control sigD (Fig. S5B and C). Together
with the expression analyses, these binding assays demonstrate that H-NS directly represses the expression of
grhD1.

GrhD1 is required for invasion of S. Typhimurium into host cells. HilD controls the expression of
a high number of genes mainly required for Salmonella invasion of host cells®*-**. Therefore, we investigated
whether the grhD1 gene, also regulated by HilD, is involved in this virulence phenotype. Gentamicin protection
assays were used to analyze the bacterial invasion of the WT S. Typhimurium strain and its derivative AgrhDI
mutant into HeLa cells and RAW264.7 mouse macrophages. The AhilD and AssrB mutants were also assessed
as positive and negative controls, respectively. The AgrhD1 mutant showed a 4-fold reduction in the invasion
of both HeLa cells and macrophages in comparison to the WT strain (Fig. 7A and B). As expected, the AssrB
mutant was not affected in the invasion phenotype and the AhilD mutant was unable to invade the HeLa cells and
macrophages (Fig. 7A and B). The invasion defect of the AgrhDI mutant was also observed in NRK-49F fibro-
blasts using two different initial infection times (10 and 20 min) (Fig. S6). A centrifugation step can be used in
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Figure 5. HilD and PhoP induce the expression of grhDI independently. Expression of the grhD1-cat
transcriptional fusion contained in the pgrhD1-cat plasmid was determined in the WT S. Typhimurium and

its derivative AhilD, AphoP and AphoP AhilD mutants grown in LB (A) or N-MM (B) at 37°C, as well as in the
WT S. Typhimurium strain and its isogenic AphoP AhilD mutant carrying or not the pMPM-K3 vector or the
pK3-PhoP, pK6-HilD and pK3-SirA plasmids, grown in LB at 37 °C (C). Expression of HilD from pK6-HilD
was induced by adding 0.001% L-arabinose to the medium at the beginning of the bacterial cultures. pK3-PhoP
and pK3-SirA constitutively express PhoP and SirA, respectively. Data are the average of three independent
experiments done in duplicate. Bars represent the standard deviations. Statistically different values are indicated
(*¥%p < 0.01; #+%p < 0.001).

the invasion assays to accelerate the contact between bacteria and eukaryotic cells, which overcomes an invasion
deficiency by a motility defect®. Even with the centrifugation step the AgrhD1 mutant showed a reduced invasion
phenotype in HeLa cells, compared to the WT strain (Fig. S7A); in contrast, the AflhDC mutant, which lacks of
motility, greatly recovered its ability to invade HeLa cells with the centrifugation step (Fig. S7B). Next, we sought
to complement the invasion phenotype of the AgrhDI mutant with a plasmid expressing GrhD1. For this, we
constructed the low-copy number pK3-GrhD1 and pK3-GrhD1-FLAG plasmids, which constitutively express
GrhD1 and GrhD1-FLAG proteins, respectively, from a constitutive lac promoter. Unexpectedly, the pK3-GrhD1
and pK3-GrhD1-FLAG plasmids further decreased the invasion of the AgrhDI mutant to HeLa cells; moreover,
these plasmids also drastically inhibited the invasion of the WT strain (Fig. S8A). To further explore this phe-
nomenon, we monitored by Western blot the expression of the GrhD1-FLAG protein from the grhD1::3XFLAG
gene located in the chromosome and that carried by the pK3-GrhD1-FLAG plasmid. As shown in Fig. S8B,
GrhD1-FLAG reached much higher levels from the pK3-GrhD1-FLAG plasmid that from the chromosomal
gene. Together, these results support that both the absence and overexpression of GrhD1 negatively affects the S.
Typhimurium invasion of host cells independently of motility.

Since a specific concentration of GrhD1 seems to be required for its role in the S. Typhimurium invasion of
host cells, we decided to complement the AgrhDI mutant by inserting the grhD1::3XFLAG allele into the chro-
mosome (Fig. $9). Expression of GrhD1-FLAG was similar in the complemented AgrhDI + grhD1-FLAG-kan
strain and the WT strain carrying the grhD1::3XFLAG allele (Fig. S8C). Accordingly, the complemented
AgrhD1+ grhD1-FLAG-kan strain presented an invasion phenotype similar to that of the WT strain, in both
HeLa cells and macrophages (Fig. 7C and D). These results confirm that GrhD1 is an additional S. Typhimurium
factor required for invasion of host cells.

We also investigated whether grhD1 have a role during survival/replication of Salmonella inside host cells. For
this, we infected RAW264.7 macrophages and HeLa cells with the WT S. Typhimurium strain and its isogenic
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Figure 6. Two different promoters regulated by HilD and PhoP induce the expression of grhD1. Schematic
representation of the intergenic region upstream grhDI (A). The primary (+1p) and secondary (41s)
transcription start sites of grhD1, previously reported®, are indicated by a bent arrow. The DNA fragments
carried by the grhDI-cat, grhD1L-cat, grhD1+ 1p-cat and grhD1 + Is-cat transcriptional fusions, are shown;
positions are indicated with respect to the primary transcriptional start site of grhD1. Expression of the grhDI1L-
cat (B), grhD1 4 1p-cat (C), and grhD1 + 1s-cat (D) transcriptional fusions contained in the pgrhD1L-cat,
pgrhD1 + 1p-cat and pgrhD1 + 1s-cat plasmids, respectively, was tested in the WT S. Typhimurium strain

and its isogenic AphoP AhilD mutant carrying or not the pK3-PhoP or pK6-HilD plasmids, or the pMPM-K3
vector. CAT specific activity was determined from samples of bacterial cultures grown in LB at 37°C.
Expression of HilD from pK6-HilD was induced by adding 0.001% L-arabinose to the medium at the beginning
of the bacterial cultures. pK3-PhoP constitutively expresses PhoP. Data are the average of three independent
experiments done in duplicate. Bars represent the standard deviations. Statistically different values are indicated
(*p <0.05; ¥*p < 0.01; ***p < 0.001).

AgrhDI mutant, as well as with the AssrB mutant, used as a positive control. As expected, the AssrB mutant
presented an affected replication/survival ability, which was more evident in macrophages that in HeLa cells; in
contrast, the replication/survival phenotype of the AgrhD1 mutant was very similar to that showed by the WT
strain, in both macrophages and HeLa cells (Fig. SI0A and B).

In all, these results indicate that grhD1I is necessary for invasion of S. Typhimurium into host cells, but not for
its intracellular replication/survival.

GrhD1 is required for the intestinal inflammatory response induced by S. Typhimurium in
mice. Salmonella invasion of intestinal epithelial cells eventually leads to the development of enterocolitis®. To
determine whether GrhD1 is necessary for the induction of intestinal inflammation, we analyzed the infection
caused by the WT S. Typhimurium strain and the AgrhDI mutant in streptomycin-pretreated mice, which is
used as a S. Typhimurium colitis model”®. As expected, the WT strain was able to colonize the intestine (cecum
and ileum) and the spleen of mice (Fig. S11). Furthermore, the mice infected with the WT strain showed a
reduced cecum weight and an increased infiltration of neutrophils in the cecum content (Fig. 8A and C), two
hallmarks of the intestinal inflammatory response induced by S. Typhimurium in streptomycin-pretreated
mice’”. Interestingly, the AgrhDI mutant colonized the cecum similarly to the WT strain (Fig. S11); however,
the mice infected with the AgrhDI mutant showed a significant higher weight of the cecum and a significant
lower infiltration of neutrophils in the cecum content, than those infected with the WT strain (Fig. 8A and C).
Additionally, the AgrhDI mutant showed a 3-fold reduction in the colonization of the ileum, with respect to the
WT strain (Fig. S11). In contrast, the AgrhDI mutant and the WT strain colonized similarly the spleen (Fig. S11)
and the mice infected with these strains showed a similar weight of the spleen (Fig. 8B). These results show that
GrhDl1 is involved in the intestinal infection, particularly in the intestinal inflammatory response induced by S.
Typhimurium in the streptomycin mouse model.
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Figure 7. GrhD is required for invasion of S. Typhimurium into HeLa cells and macrophages. Epithelial HeLa
cells (A) and murine RAW 264.7 macrophages (B) were infected with the WT S. Typhimurium strain or its
isogenic AssrB, AgrhD1I and AhilD mutants. Epithelial HeLa cells (C) and murine RAW 264.7 macrophages
(D) were infected with the WT S. Typhimurium strain and its isogenic AgrhD1 and AgrhD1+ grhDI1-FLAG-
kan mutants. Invasion was measured by enumerating the intracellular CFUs at 1h post-infection, using a
gentamicin protection assay. Data are the average of three independent experiments done in triplicate. Bars
represent the standard deviations. Statistically different values are indicated (***p < 0.001; ***¥p < 0.0001).
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Figure 8. GrhD1 is involved in the intestinal inflammatory response induced by S. Typhimurium in mice.
Mice pretreated with streptomycin were infected with the WT S. Typhimurium strain or the AgrhDI1 mutant,
or treated with sterile 1X PBS (Control). The mice were sacrificed two days post-infection and the total weight
(g) of the cecum (A) and the spleen (B), as well as the infiltration of neutrophils in the cecum content (C), was
measured for each mouse. Samples of the cecum content were analyzed by microcopy to determine the number
of neutrophils with respect to the total eukaryotic cells, which is expressed as a percentage score. Data are the
average from four separate animals. Bars represent the standard deviations. Statistically different values are
indicated (*p < 0.05; ***p < 0.001).
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Discussion

HilD and PhoP are two major transcriptional regulators controlling the expression of virulence genes in
Salmonella®. Our results reveal one additional virulence gene, grhD1, which is regulated by HilD and PhoP. When
S. Typhimurium proliferates in conditions that favor expression of the SPI-1 and other genes required for the
Salmonella invasion of host cells, both HilD and PhoP are required for the expression of grhDI. We show that
HilD and PhoP independently affect two promoters located upstream grhD1; PhoP directly and HilD through
an additional factor that remains to be identified. Furthermore, our data also show that the histone-like protein
H-NS directly represses the expression of grhDI; H-NS silences the expression of many other genes acquired by
Salmonella®>®. A model for the regulation of the grhDI expression is depicted in Fig. 1A.

HilD and PhoP also positively and independently regulate the expression of the orgBC SPI-1 operon, in SPI-
1-inducing growth conditions, PhoP directly and HilD through HilA®. This operon codes for a cytoplasmic
protein required for invasion and an effector protein secreted through the T3SS-1, OrgB and OrgC, respec-
tively”"72. Opposite regulation mediated by HilD and PhoP on the hilA gene, encoding a master regulator for the
SPI-1 genes, has also been reported?®?*7>7*, Additionally, HilD and PhoP positively and independently regulate
the expression of the slrP gene, in SPI-1-inducing growth conditions, PhoP directly and HilD by an unknown
mechanism®. The sirP gene encodes a virulence effector protein that is translocated into macrophages through
both T3SS-1 and T3SS-2%. The overlap between the HilD and PhoP regulons extends to several other genes, as
revealed by recent transcriptomic analyses*! and by our results (unpublished).

We found that GrhD1 is required for the invasion of S. Typhimurium to host cells; interestingly, both the
absence or overexpression of GrhD1 inhibit the invasion phenotype. Consistently, we show that GrhD1 is
involved in the intestinal inflammatory response induced by S. Typhimurium in streptomycin-pretreated mice.
Many other genes regulated by HilD, such as the SPI-1 genes, required for the invasion of host cells, also contrib-
ute to the induction of intestinal inflammatory response®'*!>7>, Our results indicate that GrhD1 is not secreted
when S. Typhimurium is grown in SPI-1-inducing growth conditions (Fig. S12); on the other hand, the absence
of GrhD1 does not affect the typical SPI-1-mediated protein secretion profile or has a significant effect on motility
(Fig. S13), which are all factors involved in the Salmonella invasion of host cells. Therefore, the specific role of
GrhD1 for invasion remains to be defined, which is a matter of our current investigation.

During the growth of S. Typhimurium in minimal media, which favor expression of the SPI-2 and other genes
required for the Salmonella replication inside host cells, the expression of grhD1 requires PhoP, but not HilD.
In SPI-2-inducing growth conditions, PhoP also positively controls transcription of the orgBC operon and the
slrP gene independently of HilD*”*. In addition to PhoP, SlyA and possibly other regulators are also involved
in the expression of grhD1 in SPI-2-inducing growth conditions, as revealed by transcriptomic analyses*' and
confirmed by our results (Fig. S3A). PhoP and SlyA induce expression of virulence genes when Salmonella is
within host cells’; consistently, the grhD1 gene is expressed inside macrophages®®’¢. Our results indicate that
the grhDI gene is not necessary for the replication of S. Typhimurium inside HeLa cells and RAW264.7 mouse
macrophages. Furthermore, our results show that grhD1I is not required for the colonization of the spleen of
streptomycin-pretreated mice, which suggests that it is not involved in the systemic infection caused by S.
Typhimurium. PhoP positively regulates the ecgA-SL1344_1874 operon, located close to the grhD1I gene, in the
same genomic island; this operon codes for EcgA, a peptidoglycan D,L-endopeptidase that contributes to systemic
infection in mice, but it is not required for the invasion of or replication within HeLa cells of S. Typhimurium®.

Our results indicate that PhoP and SlyA are required for the expression of the grhDI gene in both SPI-
1-inducing and SPI-2-inducing growth conditions, which could be explained by the reciprocal positive regulation
between PhoP and SlyA that has been demonstrated in Salmonella” 0.

Our findings further expand the HilD, PhoP and SlyA regulons, provide additional evidence on the overlap
between these virulence regulons, and reveal a novel virulence factor of Salmonella.

Methods

Bacterial strains and growth conditions. Bacterial strains used in this work are listed in Table SI.
Bacterial cultures were grown at 37 °C in nutrient-rich lysogeny broth (LB), N-minimal medium (N-MM), phos-
phate-carbon-nitrogen (PCN) minimal medium or intracellular salts medium (ISM) as described previously®2.
When needed, the antibiotics ampicillin (200 ug/ml), streptomycin (100 ug/ml), kanamycin (20 ug/ml) or tetra-
cycline (10 ug/ml) were added to the media. The chloramphenicol acetyltransferase (CAT) assays were performed

as we described previously®*.

Construction of plasmids. Tables S1 and S2 indicate the plasmids and primers used in this study,
respectively. To construct the plasmids containing the transcriptional fusions pgrhD1-cat, pgrhD1L-cat,
pgrhD1 + 1p-cat and pgrhD1 + 1s-cat, different segments of the upstream region of grhDI were amplified by
PCR with the combination of primers 1872FW-1/1872RV-2, 1872FW-1/1872Rv-3, 1872FW-1/1872Rv + 1s, and
1872Fw + 1p/1872Rv-3, respectively. The generated PCR products were digested with Sall and HindIII restric-
tion enzymes, purified and cloned into the vector pKK232-8, which carries a cat reporter gene lacking the pro-
moter (Amersham Pharmacia LKB Biotechnology), digested with the same restriction enzymes. To construct
the ppagK-cat plasmid, the upstream region of pagK was amplified by PCR with the primers pagKyM-Fw and
pagKyM-Rv. This PCR product was digested with BamHI and HindIII restriction enzymes, purified and cloned
into the vector pKK232-8 digested with the same restriction enzymes. To construct the pK3-PhoP plasmid, the
phoP gene was amplified by PCR using the primers PhoP-RV11 and PhoPFW?22. This PCR product was digested
with BamHI and HindIII restriction enzymes, purified and ligated into the pMPM-K3 vector® digested with the
same restriction enzymes. The pK3-PhoP plasmid expresses PhoP from the vector lac promoter. To construct
the pBAD-H-NS-FH plasmid, the hns gene was amplified by PCR using the primers HNS-Ncol and Flag-His,
and chromosomal DNA from the EPEC E2348/69 hns::3xFLAG-kan strain (V.H. Bustamante, unpublished)
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as template. This PCR product was digested with Ncol and HindIII restriction enzymes, purified and cloned
into the vector pPBADMycHisA digested with the same restriction enzymes. The pBAD-H-NS-FH plasmid
expresses H-NS fused to 3XFLAG and 6XHis (H-NS-FH) from an arabinose-inducible promoter. To construct
the pT6-H-NS-G113D plasmid, the G113D hns mutant allele was amplified by PCR using the primers hns-Nco
and hns-22R and chromosomal DNA from the E. coli HM52 strain® as template. The resulting PCR product
was digested with Ncol and HindIII, purified and ligated into the pMPM-T6Q vector® digested with the same
restriction enzymes. The pT6-HNS-G113D plasmid expresses H-NSG!3P under an arabinose-inducible promoter.
To construct the pK3-GrhD1 and pK3-GrhD1-FLAG plasmids, the grhD1 gene was amplified by PCR using the
primers 1872Fw-K3 and 1872Rv-K3, and chromosomal DNA from the WT and DTM106 (grhD1::3XFLAG) S.
Typhimurium strains, respectively, as template. The PCR products were digested with KpnI and Sacl restriction
enzymes, purified and ligated into the pMPM-K3 vector digested with the same restriction enzymes. Plasmids
pK3-GrhD1 and pK3-GrhDI1-FLAG express GrhD1 and GrhD1-FLAG, respectively, from the vector lac pro-
moter. To construct the p2795-GrhD1-FLAG plasmid, the grhD1 gene was amplified by PCR using the primers
1872-SallFw and 1872Rv-3, and chromosomal DNA from the S. Typhimurium DTM106 strain (grhD1::3XFLAG)
as template. The PCR products were digested with BamHI and Sall restriction enzymes, purified and ligated into
the p2795 vector®® digested with the same restriction enzymes.

Chloramphenicol acetyltransferase (CAT) assays. The CAT specific activity was determined as
described previously®.

Construction of deletion mutant strains and strains expressing FLAG-tagged proteins. The
grhD1 and phoP genes were replaced with a selectable kanamycin resistance cassette in the S. Typhimurium
SL1344 strain by the ARed recombinase system, as reported previously®’, thus generating the DTM101 (Agrh-
D1I::kan) and DTM103 (AphoP::kan) strains. The chromosomal grhD1 and avrA genes were FLAG-tagged in
the S. Typhimurium SL1344 strain, using a previously reported method based on the A\Red recombinase sys-
tem®, generating the DTM107 (grhD1::3XFLAG-kan) and DTM113 (avrA::3XFLAG-kan) strains. P22 trans-
duction was used to transfer the AhilD::kan allele from JPTM5 into DTM104, generating the DTM105 strain,
and to transfer the grhD1::3XFLAG-kan allele from DTM107 into JPTM25, DTM104, SV4198 and SV4235,
generating the DTM109, DTM111, MD3883 and MD3870 strains, respectively. The kanamycin resistance cas-
sette was excised from the DTM101, DTM103, DTM105, DTM107, DTM109 and DTM111 strains, by using
helper plasmid pCP20, expressing the FLP recombinase, as described previously”’, generating the DTM102,
DTM104, DTM106, DTM 108, DTM110 and DTM112 strains, respectively. The complemented DTM114 strain
(AgrhD1+ grhD1::3XFLAG-kan) was generated by inserting in cis the grhD1::3XFLAG-kan into the chromosome
of the DTM102 strain (AgrhD1), using a previously reported method based on the \Red recombinase system%
and the p2795-GrhD1-FLAG plasmid. All modified strains were verified by PCR amplification and sequencing.

Western blotting. Whole-cell extracts were prepared from samples of bacterial cultures and analyzed by
Western blot as described previously®?. Antibodies anti-FLAG M2 (Sigma) or anti-GroEL (StressGen) were used
at 1:2 000 and 1:100 000 dilutions, respectively. The secondary antibodies Horseradish peroxidase-conjugated
anti-mouse or anti-rabbit (Pierce) were used at a dilution of 1:10 000. Reaction bands on membranes were devel-
oped with the Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin-Elmer) and the exposition to Kodak
X-Omat films.

Protein secretion analysis. Protein secretion assays were performed as described previously®.

Expression and purification of MBP-HilD. The maltose binding protein (MBP)-HilD was expressed
and purified from E. coli BL21/DE3 containing the pMAL-HilD1 plasmid, using an amylose affinity column, as
described previously®.

Expression and purification of PhoP-H6. The His-tagged fusion protein PhoP-H6 was expressed in
E. coli BL21/DE3 carrying the pPB1020 plasmid and purified by using a Ni**-NTA-agarose affinity column, as
described previously®.

Expression and purification of H-NS-FH.  The His-tagged fusion protein H-NS-FH was expressed in
E. coli BL21/DE3 containing the pPBAD-H-NS-FH plasmid and purified by using a Ni**-NTA-agarose affinity
column, as described previously®.

Electrophoretic mobility shift assays (EMSAs). For EMSAs with MBP-HilD or H-NS-FH, the upstream
regions of hilA, sigD, grhDI and ssrAB were amplified by PCR using the combination of primers hilA1FBamHI/
hilA2RHindIII, SigDBHIF/SigDH3R, 1872Fw-1/1872Rv-2 (or 1872Fw-1/1872Rv-3) and SsaBFBglII/SsrBRS6E,
respectively. The generated PCR products were purified with the QIAquick PCR purification kit (Qiagen).
Binding reactions were performed by mixing each PCR product (=100 ng) with increasing concentrations of
purified MBP-HilD or H-NS-FH in binding buffer containing 10 mM Tris-HCI (pH 8), 50 mM KCI, 1 mM DTT,
0.5mM EDTA, 5% glycerol and 10 pg/ml bovine serum albumin (BSA), in a total volume of 20 pl. These reactions
were incubated at room temperature for 20 min and then analyzed by electrophoresis on 6% nondenaturing
acrylamide gels ran with 0.5X Tris-borate-EDTA buffer, at room temperature. The DNA fragments were visual-
ized by staining with ethidium bromide, in an Alpha-Imager UV transilluminator (Alpha Innotech Corp.).

For EMSAs with PhoP-HS6, the primers that anneal to the coding strand of the promoters analyzed were
labeled with T4 polynucleotide kinase and [-*?P] ATP. The promoter regions of grhD1, orgB, ges, and nucA were
amplified by PCR using primer pairs stm1939 Fwd/stm1939 rv, orgB PE 3/PROM 2869, ges1/ges2, and nucA FW/
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nuclease RV, respectively. Approximately 6 fmol of labeled promoter region DNA in a 20-ul volume was incubated
at room temperature for 30 min with the indicated amounts of purified PhoP-H6 protein, which was previously
phosphorylated by incubation for 3 h at 25 °C with 25 mM acetyl phosphate as reported”. The binding buffer used
for protein-DNA incubations contained 20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 50 mM KCl, 5 mM MgCl,, 10% glycerol, and
25 ug/ml BSA. Samples were separated in an 8% nondenaturing Tris-borate-EDTA-polyacrylamide gel at room
temperature. After electrophoresis, the gel was dried and analyzed in a Typhoon FLA 7000 IP laser scanner.

Motility assays. Salmonella strains were grown overnight at 37 °C with appropriate antibiotics. Then, the
strains were sub-cultured 1:100 in fresh LB and grown at 37 °C with shaking until an ODg, ~ 1. At this point, 1l
of each culture was spotted onto LB 0.3% agar plates and allowed to dry for 3 min at room temperature. Plates
were incubated for 7h at 37 °C and the diameter of the motility haloes was measured.

Cell infection assays. Invasion of HeLa cells or RAW264.7 macrophages was tested by gentamicin assays
as previously described®®2. Monolayers of HeLa cells or RAW264.7 macrophages were infected at a multiplicity
of infection (MOI) of 40:1 and 10:1 (bacteria to eukaryotic cells), respectively. In some experiments, monolayers
were centrifuged at 1000 g for 10 min immediately after addition of the bacteria and then incubated for 10 min
at 37°C. To test the intracellular replication/survival, the monolayers of HeLa cells or RAW264.7 macrophages
were further incubated with DMEM containing 10 ug/ml gentamicin up to the indicated times. After removing
the DMEM, the cells were lysed at 1, 4, 8, and 16 h post-infection in 1 ml or 200 ul of 0.2% (w/v) sodium deoxy-
cholate in 1X PBS for HeLa cells and RAW264.7 macrophages, respectively. Serial dilutions of the cell lysates were
plated onto LB agar containing streptomycin at 100 ug/ml. To evaluate invasion, the CFUs were counted at 1h
post-infection; to test intracellular replication/survival, the CFUs were enumerated at 4, 8, or 16 h post-infection.
Fold-replication represents the CFUs recovered at 4, 8, or 16 h relative to the CFUs at 1 h post-infection.

The fibroblast cell line NRK-49F (ATCC CRL-1570) of rat origin, were propagated in DMEM containing 10%
(v/v) fetal bovine serum, as described previously®'. For the invasion assay, bacteria were grown at 37 °C in static
non-aerated cultures obtained upon inoculation of 2ml of LB with a bacterial colony and subsequent overnight
incubation (final ODy, ~ 1.0). Infection was carried out for either 10 or 20 min using a MOI of 10:1, as previously
described”. After extensive washing, fibroblasts were incubated in fresh tissue culture medium containing 100 pg/
ml gentamicin up to 2 h post-infection. At that time, fibroblasts were lysed in 1X PBS pH 7.4, 1% (v/v) Triton
X-100. Number of viable intracellular bacteria was determined by plating.

Mouse infection experiments. Animal manipulation in this work was carried out according to the stand-
ard and operating protocols approved by the Internal Committee for Animal Care and Use from CICUAL-UNAM,
and by the Official Mexican Norm NOM-062Z00-1999. Pathogen-free BALB/c mice (6- to 7-week-old) were
obtained from the Experimental Medicine Research Unit, School of Medicine, UNAM, Mexico. Groups of four
animals were maintained in different ventilated cages. Water and food were withdrawn 4h before treatment of
mice with 50 mg of streptomycin by orogastric administration; then, animals were supplied with water and food
ad libitum. For infection, overnight cultures of the Salmonella strains were diluted 1:100 in 5ml of fresh LB and
incubated at 37 °C with shaking for 3h. After 24 h of the streptomycin treatment, water and food were withdrawn
again for 4 h before the infection of mice with 50 pl of a bacterial suspension containing 1 x 108 CFUs/ml in 1X
PBS, or the administration of 50 ul of sterile 1X PBS (control). Thereafter, drinking water and food were offered to
the animals ad libitum. At 48 h post-infection, the animals were euthanatized with an overdose of the anesthetics

Ketamine plus Xylazine administrated intraperitoneally, in a workstation hood (Thermo-Scientific). The
spleen, cecum and terminal ileum were aseptically removed, weighed and homogenized in 1 ml of sterile and
cold 1X PBS. To evaluate infiltration of neutrophils, samples of the cecum contents were analyzed by microscopy
to determine the number of neutrophils and total eukaryotic cells from 15 different fields, using the Diff-Quick
staining method and an inverted microscope Nikon TE300 (objective 60X). To analyze bacterial colonization, 2%
Triton X-100 was added to the organ homogenizates and CFUs were determined by plating serial dilutions of the
obtained cell lysates onto LB agar containing streptomycin at 100 ug/ml.

Statistical analysis. Data were analyzed with the GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Inc., San Diego,
CA) using two-tailed Student’s t-test. P values of <0.05 were considered significant.
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Abstract

The evolution of bacterial pathogenicity, heavily influenced by horizontal gene transfer, pro-
vides new virulence factors and regulatory connections that alter bacterial phenotypes. Sal-
monella pathogenicity islands 1 and 2 (SPI-1 and SPI-2) are chromosomal regions that
were acquired at different evolutionary times and are essential for Salmonella virulence. In
the intestine of mammalian hosts, Salmonella expresses the SPI-1 genes that mediate its
invasion to the gut epithelium. Once inside the cells, Salmonella down-regulates the SPI-1
genes and induces the expression of the SPI-2 genes, which favor its intracellular replica-
tion. The mechanism by which the invasion machinery is deactivated following successful
invasion of host cells is not known. Here, we show that the SPI-2 encoded transcriptional
regulator SsrB, which positively controls SPI-2, acts as a dual regulator that represses
expression of SPI-1 during intracellular stages of infection. The mechanism of this SPI-1
repression by SsrB was direct and acts upon the hilD and hilA regulatory genes. The pheno-
typic effect of this molecular switch activity was a significant reduction in invasion ability of
S. enterica serovar Typhimurium while promoting the expression of genes required for intra-
cellular survival. During mouse infections, Salmonella mutants lacking SsrB had high levels
of hilA (SPI-1) transcriptional activity whereas introducing a constitutively active SsrB led to
significant hilA repression. Thus, our results reveal a novel SsrB-mediated mechanism of
transcriptional crosstalk between SPI-1 and SPI-2 that helps Salmonella transition to the
intracellular lifestyle.
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SUMMARY

Bacterial two-component regulatory systems (TCS)
couple the detection of niche-specific cues with
adaptive gene expression to optimize fithess. In
Salmonella Typhimurium (STM), the SsrA-SsrB TCS
regulates virulence genes needed for survival within
host cells, yet the impact of this TCS on regulatory
evolution in this pathogen remains incompletely un-
derstood. Here, we show that SsrB alters a transcrip-
tional network controlling bacterial motility to limit
inflammasome activation during host cell infection.
Using comparative RNA sequencing between STM
and S. bongori (SBG) engineered to express SsrB,
we show that SsrB represses flagellar gene expres-
sion in STM but activates this pathway in SBG, which
has evolved in the absence of SsrB. Motility repres-
sion in STM is driven by an SsrB-binding region
upstream of flhDC that appears to have evolved in
STM following divergence from SBG. These data
reveal a divergent regulatory circuit in non-coding
DNA that reduces flagellar gene expression to evade
host defenses.

INTRODUCTION

The evolution of Salmonella as a pathogen has been shaped
prominently by genomic evolution via horizontal gene transfer.
Horizontally acquired loci, called Salmonella pathogenicity
islands (SPIs), are differentially distributed in different strains
and serovars and contribute to strain-specific traits. For example,
the acquisition of SPI-2 following divergence of S. enterica from
S. bongori conferred on S. enterica the ability to survive and
replicate within immune cells (Jennings et al., 2017). Thus, the
acquisition of SPI-2 allowed S. enterica serotypes to exploit
new intracellular host niches, thereby expanding their pathogenic
potential.

Co-inherited with SPI-2 was SsrA-SsrB, a two-component
regulatory system (TCS) that controls the expression of SPI-2
genes following intracellular invasion. Under acidic conditions,

Cell Reports 25, 825-832, October 23, 2018 © 2018 The Author(s).
This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

the SsrA sensor kinase phosphorylates the SsrB response regu-
lator, which then binds to the regulatory region of target genes to
regulate their expression directly, or through counter-silencing of
H-NS (Mulder et al., 2015; Tomljenovic-Berube et al., 2010;
Walthers et al., 2007, 2011). We and others have shown that
genes outside SPI-2 have also been captured into the SsrB
regulon through mutations in regulatory DNA (Osborne et al.,
2009; Pérez-Morales et al., 2017; Tomljenovic-Berube et al.,
2010; Worley et al., 2000). The optimized transcriptional output
of these genes, in addition to that of the classical SPI-2 virulence
genes, contributes to bacterial fitness within the host.

Many of the genes outside of SPI-2 that are controlled by SsrB
have orthologs in S. bongori (SBG), which is interesting because
SBG lacks SPI-2 and has evolved in the absence of SsrA-SsrB.
Here, we used comparative transcriptomics between S. Typhi-
murium (STM) and SBG, engineered to express SsrB, to probe
the extent to which SsrB has shaped the regulatory landscape
in STM. We identified 396 orthologous Salmonella genes from
11 functional classes that were divergently regulated by SsrB
in both species, including more than 100 genes of unknown
function. One of these functional classes, bacterial motility,
was systematically repressed by SsrB in STM but was activated
in SBG. We demonstrate that the SsrB-mediated repression
of flagellar-based motility is required to limit inflammasome
activation during intracellular infection of macrophages.

RESULTS

Comparative RNA Sequencing Reveals Divergent Gene
Regulation by SsrB

The SsrB response regulator is essential for Salmonella virulence
because it controls expression of genes required for intracellular
survival. To investigate the extent of regulatory rewiring in STM,
we compared gene expression in the SsrB-naive species, SBG,
with that of an SsrB-adapted species, STM. We engineered a
constitutively active SsrB variant (SsrB D56E) that does not
require input from SsrA and expressed it in SBG and in STM
AssrAB. RNA extracted from SsrB-expressing strains (SsrB™)
and from vector-controlled strains (SsrB~) was sequenced and
analyzed by Rockhopper (McClure et al., 2013; Tjaden, 2015)
(Data S1). Sequencing reached an average of ~10 million reads
from three biological replicates per strain with ~150 X genome

825


mailto:coombes@mcmaster.ca
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2018.09.078
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.celrep.2018.09.078&domain=pdf
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

‘Ll amemcan  Journal of
SOCIETY FOR ; ®
3 MICROBIOLOGY Bacterlology

RESEARCH ARTICLE

L)

Check for
updates

SlyA and HilD Counteract H-NS-Mediated Repression on the
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ABSTRACT H-NS-mediated repression of acquired genes and the subsequent adap-
tation of regulatory mechanisms that counteract this repression have played a cen-
tral role in the Salmonella pathogenicity evolution. The Salmonella pathogenicity is-
land 2 (SPI-2) is an acquired chromosomal region containing genes necessary for
Salmonella enterica to colonize and replicate in different niches of hosts. The ssrAB
operon, located in SPI-2, encodes the two-component system SsrA-SsrB, which posi-
tively controls the expression of the SPI-2 genes but also other many genes located
outside SPI-2. Several regulators have been involved in the expression of ssrAB, such
as the ancestral regulators SlyA and OmpR, and the acquired regulator HilD. In this
study, we show how SlyA, HilD, and OmpR coordinate to induce the expression of
ssrAB under different growth conditions. We found that when Salmonella enterica se-
rovar Typhimurium is grown in nutrient-rich lysogeny broth (LB), SlyA and HilD addi-
tively counteract H-NS-mediated repression on ssrAB, whereas in N-minimal medium
(N-MM), SlyA antagonizes H-NS-mediated repression on ssrAB independently of HilD.
Interestingly, our results indicate that OmpR is required for the expression of ssrAB
independently of the growth conditions, even in the absence of repression by H-NS.
Therefore, our data support two mechanisms adapted for the expression of ssrAB
under different growth conditions. One involves the additive action of SlyA and
HilD, whereas the other involves SlyA, but not HilD, to counteract H-NS-mediated re-
pression on ssrAB, thus favoring in both cases the activation of ssrAB by OmpR.

IMPORTANCE The global regulator H-NS represses the expression of acquired genes
and thus avoids possible detrimental effects on bacterial fitness. Regulatory mecha-
nisms are adapted to induce expression of the acquired genes in particular niches to
obtain a benefit from the information encoded in the foreign DNA, as for pathogen-
esis. Here, we show two mechanisms that were integrated for the expression of viru-
lence genes in Salmonella Typhimurium. One involves the additive action of the reg-
ulators SlyA and HilD, whereas the other involves SlyA, but not HilD, to counteract
H-NS-mediated repression on the ssrAB operon, thus favoring its activation by the
OmpR regulator. To our knowledge, this is the first report involving the coordinated
action of two regulators to counteract H-NS-mediated repression.

KEYWORDS H-NS, HilD, OmpR, SPI, Salmonella, SlyA, transcriptional regulation, ssrAB

almonella enterica serovar Typhimurium, a facultative intracellular pathogen, gen-

erally causes mild self-limiting gastroenteritis in humans and several animals, but it
can also produce severe systemic infections in different hosts, including humans (1, 2).
Thus, S. Typhimurium has been extensively used as a model for studying the molecular
mechanisms governing S. enterica virulence (1, 3, 4).

Around one-quarter of the S. Typhimurium genome was shaped by the gain of DNA
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