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Sinopsis

The genomes of Gram-negative bacteria encode paralogues and/or orthologues of global
modulators. The nucleoid-associated proteins H-NS and Hha are an example: several
enterobacteria such as Escherichia coli or Salmonella harbor H-NS, Hha and their
corresponding paralogues, StpA and YdgT proteins, respectively. Remarkably, the
genome of the pathogenic enteroaggregative E. coli strain 042 encodes, in addition to the
hha and ydgT genes, two additional hha paralogues, hha2 and hha3. We show in this
work that there exists a strong correlation between the presence of these paralogues and
the virulence phenotype of several E. coli strains. hha2 and hha3 predominate in some
groups of intestinal pathogenic E. coli strains (enteroaggregative and Shiga toxin-
producing isolates), as well as in the widely distributed extraintestinal ST131 isolates.
Because of the relationship between the presence of hha2/hha3 and some virulence
factors, we have been able to provide evidence for Hha2/Hha3 modulating the expression
of the antigen 43 pathogenic determinant. We show that tracking global modulators or
their paralogues/orthologues can be a new strategy to identify bacterial pathogenic clones
and propose PCR amplification of hha2 and hha3 genes as a virulence indicator in

environmental and clinical E. coli isolates.

The enteroaggregative E. coli strain 042 also carries, in addition to the hns and stpA genes,
a third gene encoding an hns paralogue (termed hns2). This novel H-NS paralogue is
widespread within pathogenic strains of the Enterobacteriaceae bacterial family. We
present information about the biological function of this novel H-NS paralogue.
Compared with H-NS, H-NS2 expression levels are lower and, in addition, its expression
exhibits specific features: it is sensitive to the growth temperature and to the nature of the
culture medium. Transcriptomic analysis has shown that the H-NS2 protein targets a
subset of the genes targeted by H-NS. Genes targeted by H-NS2 correspond mainly with
horizontally transferred (HGT) genes and are also targeted by the Hha protein, a fine-
tuner of H-NS activity. Growth temperature significantly influences the effect of the
H-NS2 protein on the expression of E. coli 042 genes. In addition, we also show that
H-NS2 expression can be modified by a reversible C-T transition in the promoter region
of the hns2 gene, thus facilitating that increased H-NS2 levels can compensate for H-NS

loss.



We also assessed the role of virulence plasmid pAA2 in the pathogenesis of E. coli 042,
with special emphasis on the role of the AggR transcriptional regulator. To date, the
existing information on the role of this regulator on the virulence of the enteroaggregative
strains of E. coli had been obtained mainly by analyzing the effect of mutations in the
aggR gene on the overall expression pattern of the 042 strain. Our interest in analyzing
the interactions of the pAA2 plasmid with the regulatory networks of the E. coli 042 strain
led us to observe an unexpected phenotype, which has allowed us to better understand the
role of the AggR regulator. We found that insertion of a genetic sequence in the 3’UTR
region of the aggR gene or in the IS element located downstream it results in a notable
increase of AggR expression, generating a phenotype that is different from that of the
wild type strain (decreased growth rate, increased cellular autoaggregation, increased
bacterial motility, increased frequency of pAA2 plasmid conjugation and higher plasmid
instability). We also show that higher amounts of AggR protein are correlated with
overexpression of genes involved in several metabolic pathways (arginine degradation
and P-oxidation of fatty acids), whose products are involved in immunomodulation
processes and bacterial pathogenesis in the intestinal tract. We hypothesize that these

factors can be related to the ability of strain 042 to colonize the gut.

These results demonstrate that in the 3’UTR region of aggR gene are located important
genetic sequences involved in post transcriptional regulation of the aggR gene expression

levels.
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1. INTRODUCCION

1.1 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) es una especie bacteriana perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, clasificada en la clase gamma englobada dentro del filo
Proteobacteria. E. coli es una bacteria gramnegativa que presenta morfologia en forma
de bacilo y un tamafio de 0,5-1 um (figura 1.1), con un metabolismo anaerobio
facultativo, no genera esporas y presenta motilidad a través de una flagelacion peritrica.

Es un microorganismo capaz de fermentar la lactosa, catalasa positivo y oxidasa negativo.

Las primeras anotaciones cientificas de dicha bacteria datan de 1885, cuando el pediatra
y microbidlogo aleméan Theodor Escherich logro aislar a este microorganismo “de rapido
crecimiento” durante un estudio sobre la relacion entre el microbioma de un recién nacido

y la fisiologia de la digestion. Dicho microorganismo fue bautizado como “Bacterium

coli commune”, conocido actualmente como Escherichia coli (Escherich, 1885; revisado
en 1988).

Figura 1.1. (A) Imagen de microscopia Optica donde se representa la preparacion y tincién con
violeta de genciana en anilina acuosa de Escherichia coli. Imagen adaptada de (Escherich, 1885;
revisado y adaptado en 1988). (B) Microfotografia realizada mediante microscopia electrénica de
rastreo de un cultivo de E. coli. Fuente de la imagen: Rocky Mountain Laboratories, NIAID, NIH
(www.niaid.nih.gov/about/rocky-mountain-laboratories). En ambas iméagenes se puede observar
la morfologia en forma de bacilo que presenta esta bacteria.

Debido a diferentes factores, tales como (i) la posibilidad de hacer crecer a esta bacteria
de una forma réapida en el laboratorio bajo condiciones controladas de crecimiento, (ii) a
que la cepa E. coli K-12 poseyese el plasmido conocido como factor F (Lederberg y col.,
1952) y, (iii) la relativa facilidad de manipular dicha bacteria genéticamente y su elevada

versatilidad, E. coli se ha convertido en el microorganismo mas ampliamente estudiado,
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especialmente desde el crecimiento exponencial de la genética bacteriana a partir de 1950
y de la biologia molecular a partir de 1970. Toda esta investigacion realizada sobre esta
especie bacteriana ha permitido situar a E. coli en el epicentro como modelo de estudio
tanto en el ambito de la investigacion basica (elucidacion de la naturaleza del cddigo
genético (Crick y col., 1961), de la replicacion (Lehman y col., 1958) y transcripcién
(Stevens y col., 1960) del ADN, los primeros modelos mecanisticos sobre la regulacion
de la expresion génica (Jacob y Monod, 1961) etc.) como en el &mbito de la investigacion
aplicada, utilizdndose como herramienta para el desarrollo de multiples aplicaciones
biotecnologicas tales como la sintesis de proteinas recombinantes utilizadas en el &mbito
farmacéutico (insulina, eritropoyetina, hormona de crecimiento, taxol, antibiéticos,
anticuerpos, aminoacidos, vitaminas, etc. (Kamionka, 2011)) y la sintesis de compuestos
utilizados en la industria quimica (fenol, etanol, biocombustibles, etc. (Liu y Khosla,
2010; Hildebrand, 2013; Kim y col., 2014)). Ademas, debido a los grandes avances
relacionados con la secuenciacién masiva y el ensamblaje de genomas en la época post-
genomica, disponemos de una notable cantidad de genomas secuenciados de este
microorganismo. La comparacion de los mismos ha permitido corroborar la gran
diversidad gendmica que presenta esta bacteria, con un nucleo de genoma (comun a todas
las cepas de E. coli) de algo més de 2.000 genes y un pangenoma de mas de 16.000 genes
(Kaas y col., 2012), aunque dichos valores (estimados) se incrementaran a medida que se

secuencien mas genomas de esta especie.

E. coli es uno de los microorganismos constituyentes del microbioma intestinal de los
mamiferos (normalmente reside en las capas mucosas del ciego y del colon).
Concretamente, las cepas comensales de E. coli representan entre el 0,1-1% de la biomasa
de la microbiota humana (Balows y col., 1992; Eckburg y col., 2005). Este relativo bajo
porcentaje es debido principalmente al hecho de que el intestino humano es un ambiente
principalmente anoxico, en el que se favorece esencialmente el crecimiento de bacterias
que presentan un metabolismo anaerobio estricto, tales como Bacteroides y Firmicutes,
géneros que representan el 90% de la poblacion microbiana intestinal (Eckburg y col.,
2005; Claesson y col., 2009). E. coli también forma parte, aunque en una menor
proporcién que en el caso del microbioma humano, de la microbiota intestinal de pajaros,

reptiles, peces (Hartl y Dykhuizen, 1984; Leimbach y col., 2013).

A pesar de que muchas de las cepas de esta especie bacteriana residen en el tracto

gastrointestinal humano como bacterias comensales, algunos linajes de las mismas han
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adquirido elementos genéticos adicionales que codifican para diversos factores de
virulencia. Por ello, la cepa que los adquiere se convierte en un microorganismo patdégeno
para el ser humano y otros muchos animales domésticos (Leimbach y col., 2013). Esta
elevada plasticidad genética ha provocado que E. coli sea una bacteria capaz de colonizar
muchos huéspedes distintos y adaptarse a un gran nimero de condiciones de crecimiento
diferentes, hecho que la ha convertido en uno de los mejores modelos para estudiar un
amplio nimero de mecanismos evolutivos, adaptativos y patogénicos (Kawecki y col.,
2013).

En funcion del tipo de infeccidn que causan, las cepas patdgenas de E. coli se agrupan en
patotipos. Las infecciones causadas por los distintos patotipos de E. coli cursan con
manifestaciones clinicas que abarcan tanto patologias extraintestinales (infecciones del
tracto urinario, septicemia, meningitis, peritonitis, neumonia, etc.) como patologias
intestinales, esencialmente diarreas agudas, aunque también son responsables de cuadros

diarreicos persistentes e incluso crénicos.

Dentro del patotipo responsable de causar enfermedades extraintestinales (ExPEC, de
extraintestinal pathogenic E. coli) se engloban los subtipos UPEC (uropathogenic
E. coli), NMEC (neonatal meningitis-associated E. coli), SEPEC (sepsis-associated

E. coli) y APEC (avian pathogenic E. coli) (Sarowska y col., 2019).

Por otro lado, los patotipos asociados con enfermedades intestinales se engloban dentro
del grupo DEC (diarrheagenic E. coli). Dentro de dicho colectivo existen 7 patotipos,
cada uno de ellos definido por sus propiedades de virulencia: E. coli enterotoxigénica
(ETEC, enterotoxigenic E. coli), enterohemorréagica (EHEC, enterohemorrhagic E. coli),
enteroinvasiva (EIEC, enteroinvasive E. coli), enteropatdégena (EPEC, enteropathogenic
E. coli), con adherencia difusa (DAEC, diffusely-adherent E. coli), adherente invasiva
(AIEC, adherent invasive E. coli) y enteroagregativa (EAEC, enteroaggregative E. coli)
(Nataro y Kaper, 1998). Las cepas pertenecientes a cada uno de estos patotipos de E. coli
presentan caracteristicas distintivas relacionadas con su perfil filogenético, su
epidemiologia, mecanismos de patogénesis, factores de virulencia y los cuadros clinicos
generados y el tratamiento necesario para hacer frente a cada tipo de infeccién. Los
factores de virulencia de las cepas patdgenas de E. coli se encuentran codificados
principalmente en elementos genéticos maviles tales como plasmidos, transposones,
bacteriofagos e islas de patogenicidad, que presentan la capacidad de movilizarse entre

diferentes cepas, generando de esta manera combinaciones especificas de elementos de

5
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virulencia que han provocado la aparicion (a lo largo de la historia evolutiva) de los

diferentes patotipos diarreicos de E. coli mencionados anteriormente (figura 1.2).

AIEC ETEC

? CF,LT and/or ST
pAA stx2
EPEC T Escherichia coli \ » EAEC \‘ > STEC 0104:H4

LEE, nle,
bfp* Afa/Dr LEES, nleS,
stx

DAEC STEC
Shigella PAls, pINV, stx* \

\ antivirulence genes, t Primarily S. dysenteriae 1
flagella/fimbria*, * Not all EIEC
catabolic genes § LEE-positive STEC

\ / 9 Typical EPEC
EIEC/Shigella

Figura 1.2. Esquema general de los procesos de adquisicién de genes a través de mecanismos de
transferencia horizontal génica que han dado lugar a la aparicion de los diferentes patotipos
diarreicos de E. coli a lo largo de la evolucion. Los principales elementos méviles implicados en
esta transferencia génica son transposones, profagos y plasmidos. Imagen adaptada de (Croxeny
col., 2010).

1.1.1 Patotipos diarreicos de E. coli

Las enfermedades diarreicas son un problema de salud publica mundial, especialmente
en los paises en vias de desarrollo, siendo una de las principales causas de mortalidad en
nifilos menores de cinco afnos de edad. Escherichia coli es, junto con rotavirus, uno de los
principales agentes etioldgicos responsables de estos cuadros diarreicos que provocan una
gran tasa de mortalidad en paises subdesarrollados (World Health Statistics, 2018) (figura
1.3).

Por lo general, estas diarreas son consecuencia de la exposicion a alimentos o agua
contaminados con heces humanas procedentes de aguas residuales, fosas sépticas o
letrinas. Dentro de cada patotipo diarreico de E. coli se agrupan cepas que poseen algunos
factores de virulencia comunes y causan enfermedades con una sintomatologia y

patologia muy similares.
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Figura 1.3. Principales causas de mortalidad en nifios menores de 5 afios en todo el mundo en
2016. Datos extraidos de (World Health Statistics 2018: Monitoring health for the SDGS).

En este primer apartado de la Introduccion se refieren los diferentes patotipos de E. coli,
con especial énfasis al patotipo enteroagregativo de E. coli, al que pertenece la cepa 042,
objeto de estudio de esta Tesis Doctoral. A fin de no alargar excesivamente este apartado,
se incluyen en el Anexo Introductorio (como informacion complementaria) detalles mas
especificos de los diferentes mecanismos de virulencia de los diferentes patotipos
diarreicos de E. coli.

1.1.1.1 E. coli enteropatdgena

E. coli enteropatdgena (EPEC) fue el primer patotipo diarreico de E. coli caracterizado
(Robins-Browne, 1987). En paises en vias de desarrollo, dicho patotipo de E. coli es uno
de los principales agentes causantes de cuadros diarreicos agudos que, a diferencia de
otros patdgenos diarreicos como rotavirus, adenovirus, Campylobacter y Salmonella,
pueden convertirse en cuadros persistentes que pueden ir acomparfiados de fiebre y
vomitos y, en casos graves, pueden provocar muerte prematura en bebés (Nguyen y col.,
2006).

El principal elemento definitorio de este patotipo de E. coli es la presencia de la isla de
patogenicidad LEE (locus of enterocyte effacement) (McDaniel y Kaper, 1997; Robins-
Browne y Hartland, 2002). Esta isla gendmica es un elemento esencial para la virulencia
de la bacteria. Tiene un tamafio de 40 kilobases aproximadamente y codifica para un
sistema macromolecular encargado de secretar un gran numero de proteinas efectoras

responsables de la union de la bacteria a las células epiteliales intestinales y provocar
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grandes lesiones en los enterocitos. Las diferentes cepas que forman parte de este patotipo
se pueden clasificar como cepas “tipicas” o “atipicas” en funcion de la presencia o
ausencia del plasmido pEAF (adherence factor plasmid). EI Gnico reservorio conocido
para las cepas “tipicas” de EPEC (tEPEC) es el humano, a diferencia de las cepas
“atipicas” (aEPEC) que ademas de humanos, también pueden infectar a otros animales
como perros, conejos, monos y ovejas (Moura y col., 2009; Sekse y col., 2011) (figura
1.4).

Globalmente, el sello distintivo de la infeccion por parte de EPEC es la formacion de
lesiones de “adhesion y borrado” (A/E, attaching and effacing) en el epitelio intestinal y
la secrecion de proteinas efectoras que presentan toxicidad sobre los enterocitos. La
histopatologia A/E se caracteriza por el borrado de las microvellosidades intestinales, la
adherencia de las bacterias a la membrana plasmatica apical del enterocito y la
acumulacion de actina polimerizada debajo de las bacterias adheridas a la superficie de
las células eucariotas (Knutton y col., 1987) (figura A.1.3 del Anexo Introductorio de esta

memoria).

La aparicién de cuadros diarreicos en el huésped infectado por parte de este patotipo se
produce por la sucesion de los procesos responsables de la union de la bacteria al
enterocito y la posterior secrecion de las proteinas efectoras. El dafio que la bacteria causa
en las microvellosidades del intestino cuando ésta se une al enterocito provoca una
disminucion de la superficie en la que se encuentran los canales responsables de la
absorcion de electrolitos. Ademas, las proteinas efectoras EspF, EspH, Tir y Map tienen
la capacidad de inhibir el transportador de sodio-glucosa SGLT1, responsable de la
absorcion de fluidos en el intestino (Dean y col., 2006; Dean y Kenny, 2009), mientras
que las proteinas EspG y EspG2 también estan implicadas en alteraciones en el transporte
de iones de CI" en la membrana apical (Gill y col., 2007). Todo ello provoca grandes
alteraciones de la homeostasis entre la absorcion y el flujo de liquidos y electrolitos en el

intestino, generando la consecuente enfermedad diarreica.

1.1.1.2 E. coli enterohemorragica

Las cepas enterohemorrégicas de E. coli (EHEC) son patdgenos de caracter zoonotico de
gran importancia en la salud puablica. Sus infecciones evolucionan generando diversas
fisiopatologias, entre las que destacan el dolor abdominal, la diarrea sanguinolenta y

cuadros febriles. Este patotipo engloba a todas las cepas de E. coli caracterizadas por la
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produccién de toxinas muy similares a la toxina tipo 1 (Stx) producida por Shigella
dysenteriae. Ya que las toxinas Stx activas pueden detectarse utilizando el test de
toxicidad en células Vero, a las cepas de E. coli productoras de toxinas Shiga (STEC, de
Shiga-toxin producing E. coli) también se les denomina como E. coli verotoxigénicas
(VTEC, de Verocytoxin-producing Escherichia coli). Actualmente, ambas anotaciones se

utilizan indistintamente.

El patotipo EHEC tiene una gran importancia en el ambito clinico ya que es el principal
agente etioldgico causante de colitis hemorragica (CH) que puede derivar en el sindrome
urémico hemolitico (SUH) (Nguyen y Sperandio, 2012), el cual tiene lugar en
aproximadamente entre el 5y 10% de los casos, y cuyas manifestaciones clinicas son

anemia hemolitica, trombocitopenia y fallo renal.

En 1983, el serotipo O157:H7 de E. coli fue identificado por primera vez a través de su
asociacion con brotes de colitis hemorragica (Nataro y col., 1998). Desde entonces, dicha
cepa ha sido caracterizada como la cepa prototipo del patotipo EHEC principalmente
debido a que, aunque las cepas STEC que causan infecciones en los seres humanos
pertenecen a un amplio nimero de serotipos, la mayoria de los brotes y casos de SUH
asociados a este patotipo de E. coli han sido atribuidos al serotipo O157:H7. Por todo
ello, debido a la gran relevancia clinica de este serotipo, es comun hablar de dos categorias
dentro del patotipo STEC: STEC 0157 y STEC no-O157. EIl principal reservorio del
patotipo enterohemorragico de E. coli es el ganado bovino (figura 1.4), donde, a
diferencia de los seres humanos, las infecciones por parte de este patdgeno son
asintomaticas (Wray y col., 2000). El contagio con dicho patdgeno tiene lugar a través de
maultiples maneras, principalmente a través del consumo de alimentos contaminados,
como frutas y hortalizas frescas (lechuga, rabanos, alfalfa, etc.), zumos de naranja y
manzana no pasteurizados, carne parcialmente cocinada, agua contaminada, leche recien
ordefiada y productos derivados como mayonesa, yogur y quesos, etc., o a través del

contacto directo con animales y humanos infectados (Lee, 2004) (figura 1.4).

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la presencia de la toxina Shiga es el principal
factor de virulencia caracteristico de este patotipo de E. coli. Los genes que codifican las
toxinas se encuentran codificados en profagos integrados en el cromosoma bacteriano de
manera que, ante una situacion de estrés, los fagos portadores de la toxina inducen el ciclo
litico, provocando la lisis de la bacteria, lo cual conlleva la liberacion de la toxina Shiga

al medio extracelular (Neely y Friedman, 1998).
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Las toxinas Shiga producidas por E. coli se pueden clasificar en dos tipos, toxina Shiga 1
(Stx1) y toxina Shiga 2 (Stx2). Existen 3 subtipos diferentes de Stx1 (a, cy d), y 7 subtipos
de Stx2 (de la “a” a la “g”) (Scheutz y col., 2012). La toxina Shiga 1 producida por
E. coli enterohemorragica difiere de la toxina Shiga de Shigella dysenteriae en de uno a
siete aminoacidos, y comparte un 60% de homologia con la toxina Shiga 2. Las cepas
EHEC pueden presentar una Unica variante de la toxina Shiga o una combinacion de
ambas. Sin embargo, se ha observado que las cepas que codifican el gen stx tienen una
mayor prevalencia a la hora de provocar infecciones que derivan en SUH con mas
frecuencia y de una manera mas severa (Boerlin y col., 1999), siendo los subtipos Stx2a
y en menor medida Stx2d y Stx2c, los comunmente asociados a SUH (Friedrich y col.,
2002; Feng y col., 2011).

La toxina Shiga estd compuesta por dos subunidades principales, designadas A y B
(O'Brieny col., 1992; Paton y Paton, 1998). La subunidad A tiene una actividad de ARN
N-glicosidasa contra el ARNr 28S (Endo y col., 1988), lo cual provoca la inhibicion de
la sintesis proteica y produce la apoptosis celular (Sandvig, 2001; Karmali y col., 2010).
Por su parte, la subunidad B forma un pentdmero que se une al receptor glicolipidico
globotriaosilceramida-3 (Gb3) (Lingwood y col., 1987). Esta especificidad determina
dénde la toxina Shiga media su fisiopatologia. Debido a que los enterocitos no expresan
el receptor Gb3, el efecto de la toxina Shiga sobre las células epiteliales intestinales se
ejerce a través de otros mecanismos de union. Se desconoce exactamente el proceso a
través del cual la toxina Stx es capaz de pasar del lumen intestinal a través de la barrera
epitelial. Una hipotesis es que la inflamacién inducida por EHEC al infectar al hospedador
pueda proporcionar a la toxina la oportunidad de travesar la barrera epitelial (Schuller,
2011); otra hipdtesis es que las bacterias EHEC puedan travesar la barrera epitelial
internalizadas en células M, un tipo de enterocitos especializados en la captacion de
antigenos luminales situados en la superficie de los parches de Peyer (Etienne-Mesmin y
col., 2011). La secrecién de la toxina tipo Shiga también provoca la desregulacion de los
canales de iones de membrana presentes en la membrana epitelial del intestino, hecho que
conduce a la pérdida de iones y de una gran cantidad de agua generando grandes
desequilibrios en el flujo de electrolitos a nivel intestinal, dando lugar a los cuadros

diarreicos.

Otra toxina importante presente en el patotipo EHEC es la citotoxina subtilasa (SubAB).

Dicha toxina se ha encontrado tanto en plasmidos de virulencia (Paton y col., 2004) como
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en islas de patogenicidad cromosomicas (Tozzoli y col., 2010; Michelacci y col., 2013).
En ensayos in vitro realizados con células Vero, se ha podido observar que la proteina
SubAB recombinante ejerce efectos mas tdxicos que las propias Stx1 o Stx2 (Patony col.,
2004); ademas, la administracién de la proteina pura a ratones es letal y causa hemorragias
en el intestino delgado y una enfermedad similar al SUH, que incluye dafio renal,
hemorragias intestinales, anemia hemolitica y trombocitopenia (Wang y col., 2007;
Furukawa y col., 2011).

1.1.1.3 E. coli enteroinvasiva

Tanto las cepas enteroinvasivas de E. coli (EIEC) como las de Shigella spp. son patdgenos
intracelulares facultativos y potenciales agentes etiolégicos de la disenteria bacilar (o
shigelosis). Los sintomas caracteristicos en personas infectadas con estos
microorganismos son diarrea acuosa, con sangre, moco y dolor abdominal. Las cepas
EIEC se asocian mas a brotes que a casos aislados, en los que la transmision via fecal-
oral puede ser de persona a persona o por ingestion de alimentos o agua contaminados
(figura 1.4). Shigella, originalmente conocida como Bacillus dysenteriae, fue descrita por
primera vez por Kiyoshi Shiga en 1897 durante una epidemia en Japén, donde la bacteria
infectd a mas de 91.000 personas y causé una tasa de mortalidad de mas del 20% (Shiga,
1898; Trofa y col., 1999). El patotipo EIEC fue descubierto unos 50 afios después y
comparte propiedades bioguimicas, genéticas y patogénicas con el género Shigella
(Nataro y Kaper., 1998; Lan y col., 2004). EIEC y Shigella son patdgenos altamente
invasivos que utilizan el medio intracelular de las células epiteliales intestinales en el
intestino grueso como su nicho replicativo. Estos patdgenos son capaces de adaptarse con
relativa facilidad a los diferentes cambios de las condiciones ambientales a los que se
enfrentan durante el curso de la infeccion, incluidos el bajo pH géstrico, los cambios de
temperatura, la disponibilidad de oxigeno y el estres oxidativo, asi como también la
osmolaridad (Marteyny col., 2012). La infeccion por parte de este patdgeno es un proceso
de varias etapas que implica la penetracion de la barrera epitelial, la induccién de la
muerte de los macréfagos, la invasién de las células epiteliales intestinales, la supresion
de la respuesta inmune y el movimiento infectivo intra e intercelular, provocando de esta

manera grandes lesiones en la integridad del epitelio intestinal.
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Figura 1.4. Descripcién general de los potenciales reservorios y los modos de transmision de las
cepas patdgenas entéricas de E. coli. Las mismas se pueden encontrar en varios reservorios
animales entre los que se propagan con relativa facilidad. Ademas, la materia fecal puede
contaminar los alimentos (debido a una mala practica de coccién, contaminacién por parte de
manipuladores de alimentos sintomaticos o asintomaticos como consecuencia de una higiene de
manos inadecuada, etc.), el agua de riego o el agua potable, donde los humanos podemos quedar
expuestos después de su consumo o0 por contacto directo con animales infectados o con otros
humanos (transmision secundaria). Imagen adaptada de (Croxeny col., 2013).

1.1.1.4 E. coli enterotoxigénica

El patotipo enterotoxigénico de E. coli (ETEC) incluye un grupo muy heterogéneo de
cepas que difieren entre ellas en muchas caracteristicas. Dichas cepas son uno de los
principales responsables de los cuadros de diarrea del viajero y diarrea endémica en la
mayoria de los paises subdesarrollados, donde presentan una amplia distribucién (Qadri
y col., 2005). En algunos casos la diarrea causada por ETEC puede ser leve, sin presencia
de moco o sangre; en otros casos, los cuadros diarreicos pueden ser abundantes causando
deshidrataciéon grave, generando también cuadros de cefalea, fiebre, dolor abdominal,
nauseas y vomitos (Dalton y col., 1999; Konishi y col., 2011). La infeccion por parte de
ETEC se produce a traves de la via fecal-oral por el consumo de agua o alimentos
contaminados (figura 1.4). Ademas, las cepas del patotipo ETEC provocan grandes

pérdidas en la industria porcina ya que son importantes patdgenos de lechones recién
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nacidos y también en fase post-destete (transicion), provocando una gran morbilidad y

mortalidad.

El principal factor de virulencia de las cerpas ETEC lo constituye la secrecion de
enterotoxinas, tanto termoestables (ST: heat-stable enterotoxin) como termolébiles (LT:
heat-labile enterotoxin). Estas cepas también expresan diferentes factores de colonizacion
(CF) necesarios para la adherencia de la bacteria al epitelio intestinal. A diferencia de la
mayoria de los otros tipos de patogenos, casi todos los factores de virulencia conocidos
dentro del patotipo ETEC se codifican principalmente en los plasmidos de virulencia
(Gaastra y Svennerholm, 1996). Los detalles de los mecanismos de virulencia de este

patotipo se detallan en el Anexo Introductorio de esta memoria.

Pathotype Host(s) Site of colonization Disease(s)
tEPEC Cluldren <3 yr, adults at mgh mocula Small mtestine Profuse watery diarrhea
aEPEC
STEC Adults. children Distal ileum, colon Watery diarrhea, hemorrhagic colitis, HUS
Children <5 yr, adults, travelers, immunocompromised
EIEC/Shigella persons Colon Shigellosis/bacillary dysentery, potential HUS
EAEC Adults Small intestine and/or colon Traveler's diarrhea, HUS (stx+)
Chuldren Persistent diarthea
Immunocompromised persons Persistent diarthea
ETEC Chuldren <35 yr, travelers Small mtestme Watery diarrhea
Children (increasing in severity from 18 mo to 5 yr), Persistent watery diarrhea in children. speculated to
DAEC adults Inteste (uncharacterized location) contribute to Crohn's disease in adults
AIEC Adults, children Small intestine Crohn's disease
Pathotype Known reservoir(s)/source(s) of contamination Treatment Adhesion Genetic identifiers
tEPEC Humans Oral rehydration, antibiotics for persistent cases Attaching and effacing eaet, bipt, stx—
aEPEC Humans, animals eaet, stx—
STEC Humans, ammals, food, water Hydration, supportive for HUS Attaching and effacing eaet/—, stx+
1paH+, 1al+, stx+ (S.
EIEC/Shigella Humans, ammals, food, water Oral rehydration, antibiotics NA (mvasive) dysenteriae)
Stacked brick and/or aatA+, aaiC+, other
EAEC Food, occasionally adult carriers Antibiotics, oral rehydration invasive candidates
Antibiotics, oral rehydration, potentially probiotics
Fluoroquinolones
ETEC Food. water, humans, animals Rehydration. antibiotics CF mediated CFs, LT, ST
Inffuse adherent and/or
DAEC Unknown Rehydration mvasive No uniform markers
AIEC Unknown Antibiotics, surgical resection NA (mvasive) Uncharacterized

Tabla 1.1. Tabla resumen de la descripcién general de los diferentes patotipos entéricos de
E. coli. Se indica el huésped principal, el lugar de colonizacidn de la bacteria, la enfermedad que
causa, los posibles lugares de contaminacion y los potenciales reservorios transmisores de la
bacteria, el tratamiento recomendado ante las infecciones, los mecanismos a través de los cuales
las bacterias se adhieren al intestino y los marcadores genéticos utilizados para identificar cada
uno de los patotipos descritos. Tabla adaptada de (Croxen y col., 2013).

1.1.1.5 E. coli con adherencia difusa

El patotipo de E. coli con adherencia difusa (DAEC) engloba a aquellas cepas diarreicas
de E. coli que se unen a las células epiteliales intestinales sin utilizar los patrones clasicos
de adherencia, como la adherencia localizada A/E (propia de los patotipos EPEC o STEC)
o en forma de microcolonias (como el patotipo EPEC). Dichas cepas tienen la capacidad

de unirse con una adherencia difusa a las células epiteliales HEp-2 en cultivo, donde la
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adherencia bacteriana se produce en toda la superficie de la célula epitelial siguiendo un
patron disperso. El patotipo DAEC esta asociado con cuadros diarreicos acuosos que
pueden volverse persistentes en nifios pequefios, mientras que los adultos suelen ser
portadores asintomaticos (Le Bouguenec, 1999). Se desconoce cual es el reservorio de
DAEC vy su principal mecanismo de transmision. Los detalles de los mecanismos de

virulencia de este patotipo se detallan en el Anexo Introductorio de esta memoria.

1.1.1.6 E. coli adherente invasiva

El patotipo adherente invasivo de E. coli (AIEC) ha sido reconocido como uno de los
agentes causantes de la enfermedad de Crohn, una enfermedad inflamatoria intestinal que
afecta principalmente al intestino delgado. Sin embargo, no existe un agente etioldgico
responsable unico de esta enfermedad. La hipotesis actual es que la enfermedad esta
causada por una combinacion de factores, entre los que se incluyen factores genéticos del
huésped, la microbiota intestinal, factores ambientales y microorganismos patégenos
entéricos, tales como Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, Campylobacter,

citomegalovirus o la propia E. coli adherente invasiva (Mann y Saeed, 2012).

El patotipo AIEC se define por la capacidad que presentan las bacterias de adherirse e
invadir células epiteliales y replicar en el interior de las mismas y en los macréfagos.
Dicho patotipo no expresa los factores de virulencia comunes encontrados en otras cepas
patdgenas de E. coli, por lo que el componente genético de su fenotipo inflamatorio e

invasivo no esta descrito completamente (Nash y col., 2010).

La organizacion del genoma AIEC es similar al de otras cepas patégenas de E. coli, con
grandes regiones del genoma central interrumpidas por islas genémicas (probablemente
adquiridas por transferencia horizontal (Miquel y col., 2010)), donde se encuentran los
factores de virulencia que contribuyen a la adherencia bacteriana, la invasion y la
supervivencia intracelular (Martinez-Medina y col., 2009; Nash y col., 2010; Krause y
col., 2011). Entre estos factores de virulencia destaca el sistema de secrecion tipo VI
(necesario para la secrecion de proteinas al medio extracelular), varios genes que
codifican adhesinas, entre los que destaca el pili de tipo I, la proteina de adhesion FimH
(proteina muy importante para la adhesion al epitelio intestinal) y largas fibrillas polares
que juegan un papel crucial en la invasion, ademas de genes implicados en la adquisicién
de hierro (Nash y col., 2010). Los detalles del proceso de infeccion por parte de este

patotipo se detallan en el Anexo Introductorio de esta memoria.
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1.1.2 E. coli enteroagregativa y su cepa prototipo 042

El patotipo enteroagregativo de E. coli (EAEC) fue descrito por primera vez en 1987
(Nataro y col., 1987), en un estudio cuyo objetivo era estudiar el diferente patron de
adherencia a células epiteliales Hep-2 por parte de las diferentes cepas de E. coli aisladas
en un estudio clinico cuyos pacientes eran nifios de Chile con diarrea. En 1995 se
demostré una asociacion significativa del patotipo EAEC con la aparicion de diarreas
cuando en un estudio clinico con voluntarios pudo ponerse de manifiesto que la cepa
E. coli 042 fue responsable de causar cuadros diarreicos en la mayoria de los voluntarios
sometidos a dicho estudio (Nataro y col.,1995). Diferentes ensayos clinicos posteriores
han mostrado la asociacion de diferentes cepas EAEC con casos de diarreas infantiles
endémicas tanto en paises en vias de desarrollo como en paises industrializados, con
diarreas persistentes en enfermos de sida, con la denominada diarrea de viajero en paises
subdesarrollados, con brotes diarreicos asociados a agua y alimentos contaminados y con
simples casos esporadicos de diarrea (Huang y col., 2006). Las manifestaciones clinicas
de las infecciones causadas por cepas EAEC cursan con diarreas acuosas/mucosas
ocasionalmente con pequefias hemorragias, poca fiebre y sin vomitos (Nataro y Kaper,
1998). Ademas, pacientes con una infeccién activa por parte de este patdgeno muestran
sefiales de inflamacidn intestinal (elevada presencia de citoquinas proinflamatorias y
lactoferrina fecal) (Steiner y col., 1998; Harrington y col., 2005; Strauman y col., 2010).

Las cepas EAEC se pueden diferenciar de otros patotipos intestinales de E. coli debido a
que presentan un patron de adherencia a células Hep-2 en forma de “apilado de ladrillos”
(Nataro y col., 1987), muy diferente al patrén de adherencia difuso propio del patotipo
DAEC, o al patron de adherencia basado en la formacion de microcolonias propio del
patotipo EPEC (figura 1.5).

Desde el estudio referido anteriormente (Nataro y col.,1995), se ha adoptado la cepa
E. coli 042 como la cepa modelo de referencia de este patotipo bacteriano. En 2010 se
anotd la secuencia completa del genoma de esta cepa y se caracterizaron sus factores de

virulencia (Chaudhuri y col., 2010).
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Figura 1.5. Patron de adherencia especifico de los patotipos EPEC, DAEC y EAEC a células
epiteliales Hep-2. (A) Adherencia localizada de células EPEC. Las bacterias son capaces de
formar acumulos densos de microcolonias en la superficie de las células Hep-2. (B) Adherencia
difusa propia del patotipo DAEC. Las células se dispersan sobre la superficie de las células
Hep-2. (C) Patron de adherencia autoagregativo especifico de las células EAEC. Las bacterias se
agregan entre ellas y se adhieren a las células epiteliales en forma de “apilado de ladrillo”. (D)
De manera analoga a lo representado en la imagen (A), en el patrén de adherencia tipico del
patotipo EPEC las células bacterianas también presentan la capacidad de agruparse en forma de
microcolonias alrededor de las células epiteliales de una manera menos compactada. Imagen
adaptada de (Scaletsky y col., 1999).

El potencial patogénico de las cepas EAEC es debido a la capacidad que presentan las
mismas para adherirse a las células intestinales de la mucosa del ileo y del colon, producir
enterotoxinas y citotoxinas, y de inducir procesos inflamatorios, provocando de esta
manera una gran toxicidad sobre la mucosa intestinal, generando lesiones definidas por
la dilatacion de las criptas intestinales, la vesiculacién de las microvellosidades y la
extrusion de las células epiteliales de la mucosa entérica (Henderson y col., 1999) (figura
1.6).
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Intestinal lumen

Figura 1.6. Representacidn esquematica de las etapas implicadas en el mecanismo patogénico de
las cepas EAEC. (1) Aglutinacion de las bacterias EAEC planctdnicas. (2) Adherencia al epitelio
intestinal e inicio de la colonizacion del intestino. (3) Formacion de biopeliculas bacterianas en
la superficie del epitelio intestinal. (4) Secrecion de toxinas bacterianas, que producen lesiones en
el epitelio y un aumento de la secrecidn idnica. (5) Formacion de biopeliculas adicionales sobre
el epitelio dafiado. Imagen adaptada de (Hebbelstrup Jensen y col., 2014).

Los diferentes aislamientos clinicos de este patotipo enteroagregativo presentan
resistencia mdltiple a varios antibidticos: tetraciclina, espectinomicina, cloranfenicol,
estreptomicina y ampicilina, tal y como se ha descrito en estudios epidemioldgicos
realizados sobre dichos aislamientos (Yamamoto y col., 1992; Vila y col., 2000). De
manera especifica, en la cepa E. coli 042, la multirresistencia de este patdégeno es debida
a la insercién del transposon Tn2411 en su cromosoma, que le aporta genes que codifican
por elementos que otorgan resistencia al cloranfenicol (gen cat), a la tetraciclina (gen
tetA), a la estreptomicina y espectinomicina (casetes aadAl), a la sulfonamida (gen sul),
al bromuro de etidio (gen emrE) y al mercurio (operén merRTPCAD) (Chaudhuri y col.,
2010) (figura 1.7).

Ethidium bromide

Chloramphenicol Streptomycin Sulphonamide Mercury Tetracycline

r T T L T T T
4345000 4350000 4355000 4360000 4365000 4370000 4375000

Fimbriae In 2 Integron
Tn21

Figura 1.7. Representacion esquematica del transposoén Tn2411 de la cepa E. coli 042. En la
figura se representan los genes que codifican los elementos de resistencia al cloranfenicol, a la
tetraciclina y al mercurio, a los que la bacteria es resistente. En esta imagen también se representa
el integrén In 2, que codifica para genes que confieren resistencia a otros antibidticos
(estreptomicina, espectinomicina, sulfonamida) y resistencia a elementos mutagénicos como el
bromuro de etidio y el cloruro de mercurio. Imagen adaptada de (Chaudhuri y col., 2010).
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El genoma de la cepa E. coli 042 tiene un tamarfio de 5,2 Mb y codifica 4886 genes, de
los cuales 93 codifican para tARNS, 22 para rARNs y 110 son pseudogenes. Ademas, un
11% de los genes codifican para proteinas hipotéticas conservadas sin funcion conocida
y un 10% codifican para elementos moviles tales como transposasas, integrasas y
elementos genéticos relacionados con bacteriofagos. También se identificaron 78 islas
gendmicas, las cuales tienen unas secuencias altamente divergentes entre ellas y se
encuentran distribuidas de forma variable entre las diferentes cepas de E. coli
secuenciadas. Estas islas genomicas, designadas como ROD (regions of difference) tienen
un tamario total de 1,26 Mb y representan el 24% del genoma de E. coli 042. Dichas
regiones génicas codifican para un gran ndmero de factores de virulencia, enzimas
metabdlicas, proteinas sin funcion atribuida y elementos mdviles tales como profagos o

el propio transposon conjugativo Tn2411, presente en laRODG66 (Chaudhuri y col., 2010).

1.1.2.1 Factores de virulencia de la cepa E. coli 042: sistemas de
secrecion y toxinas entéricas

El genoma de la cepa E. coli 042 contiene genes que codifican para sistemas de secrecion
(TSS) correspondientes a los 6 tipos distintos descritos hasta la fecha (del tipo I al tipo
VI). Dichos sistemas, funcionales en su totalidad, incluyen proteinas estructurales,
proteinas chaperonas y proteinas efectoras (Chaudhuri y col., 2010).

La cepa 042 codifica para tres copias del T1SS (dos copias cromosémicas y una copia
plasmidica). El sistema de secrecion tipo | plasmidico permite la expresion de la
dispersina (codificada en el gen aap, antiaggregation protein), una proteina de superficie
celular que se une mediante enlaces no covalentes al lipopolisacarido (LPS) de la bacteria,
neutralizando de esta manera la fuerte carga negativa del mismo permitiendo que las
fimbrias AAF (que presentan a su vez una elevada carga positiva) puedan extenderse a lo
largo de la superficie bacteriana y unirse asi a los receptores correspondientes para mediar
la unién bacteria-célula intestinal (Harrington y col., 2006). Respecto a los otros dos
sistemas de secrecion tipo | codificados en el cromosoma de E. coli 042, el primero
presenta homologia con el T1SS de EHEC O157:H7 y es responsable de la secrecion de
la toxina RTX; el segundo es responsable de la secrecion del péptido con actividad
antibidtica microcina H47 (Rodriguez y col., 1999).

El sistema de secrecion tipo 1l del cromosoma de E. coli 042, transcrito a partir de un

ARNM policistronico (Yang y col., 2007), se describid por primera vez en la cepa ETEC
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H10407 como el sistema responsable de la secrecion de la enterotoxina LT (Tauschek y
col., 2002). Aunque dicho sistema de secrecion se encuentra altamente conservado entre
bacterias patdgenas, ni la cepa 042 (ni muchas otras cepas) codifican para la toxina LT.
Sin embargo, de manera especifica, E. coli 042, a traves de este sistema, secreta al medio
extracelular la proteina YghJ, una proteina con homologia al factor de colonizacion AcfD

de Vibrio cholerae (Parsot y col., 1991).

El sistema de secrecion tipo Ill se encarga de producir el sistema flagelar e inyectar
proteinas efectoras en la célula huésped (Pallen y Gophna, 2007). Dicho sistema flagelar
confiere el serotipo H18 a la cepa E. coli 042. La cepa E. coli 042 también codifica en su
cromosoma otros dos T3SS no flagelares: los sistemas ETT2 y eip. La isla de
patogenicidad ETT2 contiene un gran nimero de genes ortdlogos presentes en las islas
de patogenicidad 1, 2 y 3 de Salmonella, entre los que destacan la proteina YgeH
(codificada en el gen ort6logo al que codifica por la proteina reguladora HilA, regulador
global de la SPI-1) e YgeK (codificada en el gen ortélogo al que codifica por la proteina
reguladora SsrB, regulador global de la SPI-2) (Ren y col.,, 2004). La isla de
patogenicidad eip también contiene otro gen que codifica para una proteina homoéloga a
HilA (la proteina EilA en eip), ademés de proteinas homologas a las proteinas efectoras
SipB y SipD de la SPI-1 de Salmonella (EipB y EipD, respectivamente) y la chaperona
SicA (EipA en eip) (Reny col., 2004). Tanto las proteinas YgeH y EilA de la cepa E. coli
042 son plenamente funcionales ya que son capaces de complementar un fenotipo hilA

en Salmonella Typhimurium (Hiittener y col., 2014).

El sistema de secrecidn tipo 1V codifica por el aparato necesario para que se produzca la
conjugacion del plasmido pAA2 (sistema de transferencia conjugativo tipo-F). El
plasmido pAAZ2 codifica para una maquinaria conjugativa completa muy similar a la de
los plasmidos pUT189 y R100 (Chaudhuri y col., 2010), sistema comun a la mayoria de

los plasmidos IncFIl.

La cepa E. coli 042 codifica un gran repertorio de sistemas de secrecion del tipo V.
Concretamente, su genoma codifica para 14 genes que codifican proteinas englobadas
dentro de la familia de autotransportadores AT-1, entre los que destacan la mucinasa Pic
y la toxina plasmidica Pet, proteinas del tipo serin proteasas que una vez secretadas al
medio extracelular juegan un papel importante en la colonizacién bacteriana. Ademas,
E. coli 042 posee tres copias del autotransportador Antigeno-43 (EC042_2242,
EC042_4511, EC042_4803). El antigeno 43 es una proteina de membrana externa
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implicada en el contacto célula-célula cuando las bacterias forman biofilm (Danese y col.,
2000). Las dos primeras copias (EC042_2242 y EC042_4511) son muy similares entre si
(87% de identidad); la tercera copia (EC042_4803) es més divergente, con una identidad
del 72% y 65% respecto a las copias EC042_ 2242 y EC042_4511, respectivamente. Otro
sistema de secrecion tipo 5 que E. coli 042 codifica en su genoma es el sistema TPS (two-
partner secretion system), formado por los genes yaeT e ytfM que codifican para una
proteina de membrana externa y su sustrato, aunque la funcion de estas proteinas en la
virulencia de la cepa 042 se desconoce (Stegmeier y col., 2007; Knowles y col., 2009).
Otro sistema de secrecidn del tipo 5 que contiene E. coli 042 en su genoma es el formado
por autotransportadores triméricos AT-2. Concretamente, esta cepa codifica para un gen
ortélogo al que codifica por la proteina UpaG en la cepa uropatogénica CFT073 de
E. coli. De manera analoga a la familia de autotransportadores AT-1, la proteina UpaG
estd implicada en la interaccion celula-célula, en la formacion de biofilm y en la
adherencia a las células epiteliales. Ademas, como otros miembros de la familia AT-2,
dicha proteina es capaz de unirse a las proteinas de la matriz extracelular (Valle y col.,
2008).

En referencia al sistema de secrecidn tipo VI, E. coli 042 contiene tres copias del mismo
en su genoma. Dos de estos sistemas (EC042_4524 a 4555 y EC042_4562 a 4577), se
encuentran separados por apenas 4 Kb y su expresion depende del regulador
transcripcional plasmidico AggR (Dudley y col., 2006) (ver apartado 1.1.3). El tercer
T6SS (EC042_0210 a 0226) codificado dentro del genoma de E. coli 042 se encuentra
insertado el locus de ARNLt aspV. Este T6SS esta ampliamente distribuido entre cepas
patdgenas de E. coli de los patotipos UPEC, APEC y EAEC (Brzuszkiewicz y col., 2006;
Cheny col., 2006; Johnson y col., 2007; Touchon y col., 2009).

Ademas, el cromosoma de E. coli 042 codifica dos toxinas diferentes: ShET1 y HIyE.
HIYE es una toxina de 34 kDa, cuya estructura secundaria se encuentra enriquecida por
hélices-a y es capaz de oligomerizar en estructuras mas complejas para formar una toxina
capaz de crear poros en la superficie de las células infectadas. Esta toxina tiene la
capacidad de provocar efectos citoliticos y citopaticos sobre células humanas en cultivo
in vitro (Mueller y col., 2009). Sin embargo, dicha toxina también se encuentra presente
en cepas no patdgenas de E. coli (von Rhein y col., 2008), por lo que su papel en la
patogénesis de la cepa E. coli 042 parece tener un rol secundario. Por el contrario, la

toxina ShET1 es una proteina formada por 2 subunidades (codificadas en los genes setA
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y setB) que oligomerizan para formar un complejo formado por una subunidad de SetA 'y
un pentdmero de SetB, dando lugar a la forma activa de la toxina que se encarga de
provocar un incremento en la secrecion intestinal via AMPc y GMPc (Henderson y col.,
1999).

1.1.3 El plasmido pAA2 y el regulador transcripcional AggR

Una caracteristica gendmica comun a la mayor parte de cepas EAEC es la presencia de
un plasmido de virulencia denominado pAA (plasmid of Aggregative Adherence).
Concretamente, la cepa E. coli 042 posee un plasmido de este tipo, denominado pAAZ2.
Su tamario supera las 100 Kb de masa molecular y pertenece al grupo de incompatibilidad
IncFIIA (Chaudhuri y col., 2010). La mayoria de los genes del plasmido de virulencia
pAA2 a los que al menos puede atribuirse una funcion se clasifican en tres categorias
funcionales: una gran variedad de genes de virulencia hipotéticos, genes que forman parte
del aparato de conjugacion (y transferencia) del plasmido y genes que conforman la
maquinaria de replicacion del mismo. Concretamente, el plasmido pAA2 contiene 152
pautas abiertas de lectura, de las cuales 32 son pseudogenes, 23 son proteinas hipotéticas
conservadas sin funcion atribuida, 7 proteinas hipotéticas sin homologia previa con
ninguna proteina descrita en las bases de datos, 18 elementos moviles que codifican para
elementos de insercion y transposasas, 17 genes caracterizados como factores de
virulencia putativos y 55 genes responsables de la replicacion, mantenimiento y la
transferencia del plasmido. A diferencia de la gran mayoria de los plasmidos tipo-F que
presentan multiples replicones, el plasmido pAAZ2 tiene un Unico replicon identificable
regulado por las proteinas RepA 'y CopB (Chaudhuri y col., 2010).

El plasmido de virulencia pAA2 codifica para las toxinas Pet (plasmid-encoded toxin) y
EAST-1. La proteina Pet es una proteasa secretable perteneciente a la familia de serin
proteasas. Una vez secretada, la proteina es internalizada por las células huésped y tiene
la capacidad de promover la degradacion de las proteinas del citoesqueleto
(concretamente de la espectrina) de las células que la internalizan (Villasecay col., 2000;
Navarro-Garcia y col., 2001). La toxina Pet se encuentra regulada de manera sinérgica
por parte de las proteinas CRP y Fis (Rossiter y col., 2011). A pesar de su importante
papel en la patogénesis de las cepas enteroagregativas de E. coli, la presencia de la
proteasa Pet se encuentra restringida a un pequefio nimero de cepas (Czeczulin y col.,

1999). La proteina EAST-1, codificada por el gen astA, se localiza en el plasmido pAA2
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de manera adyacente al gen pet y es capaz de provocar un incremento en la secrecion de
aniones en la célula infectada (Ménard y col., 2004). Sin embargo, esta proteina también
estd presente en cepas enteroagregativas que no producen diarreas en estudios con
voluntarios (Nataro y col., 1995; Ménard y col., 2004), por lo que la funcion de esta toxina
parece no jugar un papel principal a la hora de provocar diarreas en los pacientes

infectados.

El plasmido pAA2 también codifica para una familia de fimbrias, denominadas fimbrias
adherentes (AAF). A ellas, hay que sumar otros 11 tipos de fimbrias diferentes
codificados en el cromosoma de E. coli 042 (figura 1.8). El potencial que presenta dicha
cepa de expresar este gran repertorio de fimbrias puede deberse a que los diferentes
sistemas alélicos estén implicados en diferentes mecanismos adaptativos asociados a la
colonizacién de diferentes hospedadores o diferentes nichos dentro de un mismo

hospedador (Humphries y col., 2005).

Existen 5 variantes alélicas de las fimbrias AAF codificadas en los plasmidos pAA de
virulencia de las distintas cepas de E. coli enteroagregativas: AAF/I, AAF/11, AAF/III,
AAF/IV y AAF/V (Nataro y col., 1992; Czeczulin y col., 1997, Bernier y col., 2002,
Boisen y col., 2008, Jonsson y col., 2017). De manera mas concreta, en el plasmido pAA2
de la cepa 042 se encuentra presente la clase de fimbrias AAF/II. Los genes requeridos
para la sintesis de estas fimbrias adherentes se hallan codificados en dos operones
distintos (aafDA y aafCB), cuya expresion es dependiente del regulador transcripcional
AggR.
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Figura 1.8. Distribucion filogenética de los loci fimbriales presentes en cepas patdgenas y no
patdgenas de E. coli y Shigella. Los loci que codifican los distintos sistemas fimbriales presentan
una distribucién diferencial entre la filogenia de E. coli. Las cepas pertenecientes a los diferentes
grupos filogenéticos estdn marcadas de colores diferentes: en azul estdn marcadas las cepas
pertenecientes al grupo filogenético A, en rojo al grupo B1, en verde claro al B2, en azul celeste
al D1, en verde oscuro al D2 y en morado al grupo E. En negro se remarcan las cepas de Shigella.
Imagen adaptada de (Chaudhuri y col., 2010).

La proteina AggR se encuentra codificada en el plasmido pAA2 de la cepa E. coli 042 y
en otros plasmidos pAA de adherencia agregativa. Dicha proteina es un importante factor
de transcripcion perteneciente a la familia de reguladores transcripcionales AraC/XylS
(Nataro y col., 1994; Gallegos y col., 1997). Las proteinas pertenecientes a este grupo de
reguladores transcripcionales se caracterizan por presentar un dominio C-terminal de 99
aminoacidos (altamente conservados) y por regular diversas funciones celulares
incluyendo el metabolismo, la respuesta al estrés y la sintesis de factores de virulencia.
Diferentes estudios epidemioldgicos realizados con cepas EAEC sugieren que las cepas
gue expresan la proteina AggR son mas propensas a causar enfermedad diarreica que las
cepas que no codifican por este regulador transcripcional. De esta manera, se ha propuesto

el término “EAEC tipico” para describir las cepas que codifican para la proteina AggR y



1. INTRODUCCION

sus genes diana (el regulén AggR), y el término “EAEC atipicas” a aquellas que no

codifican el gen aggR (Jiang y col., 2002; Huang y col., 2006).

La gran mayoria de reguladores tipo AraC presentan mecanismos de autorregulacion (Yu
y DiRita, 1999; Munson y Scott, 2000; Ibarra y col., 2003). En concordancia con esto, la
proteina AggR también es capaz de autoactivar su propia expresion. Para ello, este factor
transcripcional es capaz de unirse en dos sitios diferentes de su propio promotor, situados
antes (caja -35) y después (nucleotidos +27 a +58) del inicio de transcripcion del gen
(Moriny col., 2010). Ademas, su expresion también se encuentra regulada positivamente
por la proteina asociada al nucleoide Fis, y regulada negativamente por H-NS (Morin y
col., 2010) y por la proteina Aar (AggR activated regulator). Esta pequefia proteina (63
aminoéacidos y 7,23 kDa) pertenece a la familia de reguladores ANR (AraC Negative
Regulators), que incluye a un gran numero de reguladores de la expresion génica
presentes en un gran nimero de cepas patdgenas gramnegativas entre las que destacan
Vibrio spp., Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp., Citrobacter spp., cepas de
E. coli pertenecientes a los patotipos ETEC y EAEC, y miembros de la familia
Pasteurellaceae (Santiago y col., 2014; Santiago y col., 2016). A pesar de no presentar
capacidad de union al ADN, la proteina Aar es capaz de modular la expresion de AggR
uniéndose a esta proteina inhibiendo de esta manera su capacidad de unirse a los

promotores de los genes que regula (Santiago y col., 2016).

Los primeros genes descritos como genes regulados por la proteina AggR fueron las
fimbrias aafA de tipo Il (Nataro y col., 1994). En afios posteriores se acab6 de definir el
regulén completo de AggR, formado principalmente por el gen aap, cuyo producto génico
es la dispersina (Sheikh y col., 2002), y los genes que codifican por el sistema de secrecién
de esta proteina (sistema de secrecion tipo | denominado Aat), necesario para su
exportacion a la superficie bacteriana (Nishi y col., 2003). La proteina AggR también
regula la expresion de un gran nimero de genes cromosomicos que se hallan presentes en
un operoén de la isla de patogenicidad localizada en el locus pheU (Dudley y col., 2006).
Esta isla de patogenicidad mide 117 Kb, y AggR se encarga de regular la expresion de
varios genes que codifican el sistema de secrecion tipo VI denominado Aai. Todo ello
pone de manifiesto que, a pesar de estar codificado en el plasmido pAAZ2, el regulador
transcripcional AggR no solamente se limita a modular la expresion de genes
plasmidicos, sino que también es capaz de regular la expresion de genes situados en

cromosoma de la bacteria. En 2013 se definio el regulén completo de AggR en la cepa
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E. coli 042 mediante un analisis transcriptomico realizado por microarray (Moriny col.,
2013). En este estudio se demostré que AggR se encarga de activar la expresion de al
menos 44 genes, de los cuales 16 son proteinas hipotéticas. De manera mas especifica,
dentro de los genes plasmidicos regulados por AggR (21 genes en total), AggR controla
la expresion de su propio gen, del gen aar (que codifica por la proteina represora de la
expresion de AggR), de 5 genes pertenecientes al sistema de secrecion de la dispersina
(aatA, gen que codifica para la proteina de membrana externa con homologia a TolC;
aatB, gen que codifica para una proteina hipotética de membrana; aatC, gen que codifica
para el transportador ABC de union a ATP; aatD, gen que codifica para una proteina
putativa de membrana necesaria para la secrecion de la dispersina y la permeasa,
codificada en el gen aatP), la propia dispersina (aap), de 4 genes implicados en la
biosintesis de fimbrias del tipo Il (aafA, que codifica para la subunidad mayor de la
fimbria adherente agregativa de tipo 1l; aafB, que codifica para la adhesina; aafC, gen
que codifica para la proteina acomodadora de la fimbria adherente agregativa tipo Il 'y
aafD, gen que codifica para la chaperona del sistema), de los genes EC042_pAA003 y
EC042_pAA004 (genes implicados en la formacion de biofilm), del gen shf (cuyo
producto es una desacetilasa de polisacarido), y de 7 genes adicionales que codifican para

proteinas putativas (Morin y col., 2013).

A nivel cromosomico, la proteina AggR se encarga de regular la expresion de 23 genes,
localizados en dos regiones separadas (el primer cluster alberga los genes del
EC042_3181 al EC042 3187 y el otro cluster de la posicion EC042_4562 a la
EC042_4583, ademas de una pauta abierta de lectura aislada (EC042_4006).

El gen EC042_3181 es un gen homologo al que codifica para el activador transcripcional
PerC, presente en cepas enteropatdgenas de E. coli. El mismo se encarga de regular la
expresion de la isla de patogenicidad LEEL. ElI gen EC042_3182 codifica para una
nucleasa tipo ParB, altamente conservada en E. coli, Shigella spp., y Klebsiella
pneumoniae. EC042_3183 codifica para una hipotética proteina citoplasmatica presente
en los patotipos EAEC y el patotipo patogénico aviar de E. coli. La proteina EC042_3187
presenta dominios conservados caracteristicos de la familia de helicasas UvrD, presentes
en E. coli, Vibrio spp., Salmonella spp y Citrobacter rodentium. De manera analoga, la
ORF EC042_4006 (gen yicS) codifica para una proteina hipotética altamente conservada

en E. coli, Salmonella spp., Shigella spp., y Citrobacter rodentium.
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Los otros 20 genes cromosémicos regulados por AggR se encuentran en la isla de
patogenicidad PAI-1, insertada de manera adyacente al ARNt pheU. Toda esta region
incluye el sistema de secrecion tipo VI denominado Aai (ORFs de EC042_4562 a
EC042_4577), entre los que se encuentra la proteina efectora secretada AaiC (codificada
en el gen EC042_4564). La region comprendida entre los genes EC042_ 4580 al
EC042_4583 también forma parte de la PAI-1 regulada por AggR, aunque estos genes no
forman parte del sistema de secrecién tipo V1. Concretamente, estos genes codifican para
cuatro proteinas hipotéticas altamente conservadas dentro del genoma de otras cepas
patdgenas de E. coli, incluida la cepa 0104:H4 C227-11, cepa codificante para la toxina

Shiga y responsable del brote de SUH en Europa en 2011 (apartado 1.1.4).

Sin embargo, como en los analisis de la expresion génica global mediante microarrays
los disefios de las sondas y la anotacion del genoma pueden influir en el resultado de los
mismos, ademas de presentar algunos problemas de deteccion de transcritos de baja
abundancia, en 2019 se repitio el analisis para caracterizar el regulon de AggR mediante
la metodologia RNA-seq de alto rendimiento (Yasir y col., 2019). Mediante esta nueva
aproximacion, ademas de los genes plasmidicos regulados por AggR reportados por
microarray (Morin y col., 2013), se identificaron nuevos genes del plasmido pAA2
regulados por este activador transcripcional. Concretamente, se identificaron nuevos
pseudogenes de funcion desconocida (EC042_pAA006, EC042 pAAO019,
EC042_pAA033, EC042_pAA051, EC042_pAA053, EC042_pAAO6lL vy
EC042_pAA105), ademas de virK (gen que codifica para una proteina de virulencia con
una alta homologia a la proteina VirK de Shigella flexnieri) como nuevos genes regulados
por la proteina AggR (figura 1.9).
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Figura 1.9. Expresion génica diferencial entre la cepa E. coli 042 salvaje y el mutante aggR
determinada por RNA-seq, tanto de los genes presentes en el ndcleo cromosémico (A) como en
el plasmido pAA2 (B). Las lineas rojas méas externas identifican algunos de los genes expresados
diferencialmente (etiquetados con su nombre o nimero de gen), seguidos de la localizacién en la
que se encuentran (etiquetada en Kb 0 en Mb). Los genes anotados estan indicados en funcion de
su orientacion (cadena sense y antisense, marcados en azul claro y azul oscuro respectivamente).
Las regiones cromosdmicas de diferencia (ROD) identificadas por (Chaudhuri y col., 2010) se
muestran en naranja. Los genes regulados positivamente por AggR se representan en verde y los
genes reprimidos por este factor transcripcional se representan en rojo. Es destacable que los
genes regulados por AggR se localizan en una mitad del plasmido, mientras que los genes
necesarios para la replicacion del plasmido y la transferencia conjugativa del mismo estan
ubicados en la otra mitad y son independientes del control de AggR. Adaptado de (Yasir y col.,
2019).
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A nivel cromosémico, ademas de los genes identificados mediante el microarray, en el
mutante aggR se encontraron reprimidos genes asociados con la motilidad flagelar,
mientras que los genes homdlogos del antigeno 43 (Agn43) (EC042_4803, fluly flu2) se
encontraron sobreexpresados. Este hecho que sugiere que la proteina AggR podria estar

implicada en la regulacién de la motilidad y la agregacion celular (Yasir y col., 2019).

En este mismo trabajo también se determind la arquitectura de los promotores regulados
por AggR Yy la secuencia consenso de unién de esta proteina al ADN. Para establecer esta
secuencia consenso se analizaron con detalle los dos clusters génicos responsables de la
biosintesis de las fimbrias AAF/Il (aafDA y aafCB) en la cepa E. coli 042. Dicha
secuencia consenso también se encontrd presente en los promotores de los genes que
codifican para las otras 4 clases de fimbrias presentes en los genomas de las cepas EAEC
(AAF/1, AAF/I, AAF/IV y AAF/V). Globalmente se pudo determinar que la secuencia
de union de AggR responsable de la expresion de los promotores regulados por esta
proteina se encuentra localizada entre 21-22 nucle6tidos aguas arriba de la caja -10 y esta
formada por una caja TATC altamente conservada flanqueada aguas arriba por una

secuencia rica en A/T (Yasir y col., 2019) (figura 1.10).
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Figura 1.10. (A) Secuencia nucleotidica consenso de union de la proteina AggR al ADN. Dicha
secuencia estd formada por una caja TATC flanqueada por una secuencia rica en A 'y T. (B)
Organizacion estructural de los promotores regulados por el factor transcripcional AggR. Se
indica el lugar de union de dicha proteina separado unos 21-22 nucledtidos de la caja -10 del gen
regulado. Imagen adaptada de (Yasir y col., 2019).
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1.1.4 Un ejemplo de la heterogeneidad gendémica de las cepas
EAEC: el brote en 2011 de SUH en Alemania

Una caracteristica de las cepas enteroagregativas de E. coli es su elevada heterogeneidad
gendémica. Ello implica que muchos de los factores de virulencia caracteristicos de este
patotipo estan ausentes en muchas cepas EAEC, lo cual ha dificultado hasta la fecha la
comprension de los mecanismos implicados en la patogénesis de estas bacterias. Un
ejemplo de la gran variabilidad genémica de las cepas EAEC hace referencia al brote de
intoxicacion alimentaria (cuyo origen fueron unas semillas de soja contaminadas) que
tuvo lugar en 2011 en Alemania (figura 1.11). El agente etioldgico responsable de dicho
brote fue una cepa de E. coli productora de toxina Shiga. Este brote infeccioso se saldo
con 3.842 pacientes hospitalizados, de los cuales 855 desarrollaron sindrome urémico
hemolitico (SUH) que provocé una elevada mortalidad (54 personas fallecieron)
(Buchholz y col., 2011).
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Figura 1.11. Evolucién temporal de los sucesos que desencadenaron el brote de SUH en Europa
en la primavera de 2011. En la linea de arriba (color gris) se representa el viaje de las semillas
sospechosas desde los campos donde se cultivaron hasta las instalaciones en Alemania y Francia
donde germinaron. En la linea inferior (a escala ampliada el fragmento de calendario en color
rojo, que se extiende durante algo mas de dos meses) se representan la serie sucesos ocurridos
durante el brote epidémico. Imagen adaptada de (Karch y col., 2012).

29



1. INTRODUCCION

La cepa responsable de esta gran intoxicacion, serotipada como O104:H4, presentaba el
patron de adherencia a células Hep-2 en forma de apilado de ladrillos (patrén
caracteristico del patotipo EAEC), ademas de dar positivo para los genes mas
representativos de dicho patotipo, como aggR, aggA, setl, pic y aap (Bielaszewskay col.,
2011). Notoriamente, la cepa causante de este brote también contenia un profago que
codificaba el gen de la toxina 2 de Shiga, stx2, factor de virulencia caracteristico del
patotipo STEC pero totalmente ausente en el cromosoma de las cepas EAEC (figura 1.12).

Shiga toxin 2-encoding prophage CTX-M15 — aggR o
integrated at wrbA site TEM-1 Transcription
regulator (AggR)

—| sepA
Shigella extracellular
protein A (SepA)

+—| aggABCD
Aggregative adherence
K"“‘ fimbriae (AAF/I)
N \ | aap

Dispersin

T “— aatPABCD
iha Dispersin transporter
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adhesin:{ha) High pathogenicity
terZABCDEF island (HPI)
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sigA
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IgA protease-like
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Figura 1.12. Representacion esquematica de los genes codificados por la cepa E. coli 0104:H4
(EAEC/STEC), cepa responsable del brote de SUH en Europa durante el afio 2011. Se destacan
los genes: stx2 (que codifica para la toxina Stx2); pic, sigA y sepA (que codifican para las proteinas
SPATE); Pic, proteina implicada en la colonizacion intestinal; SigA, un homdlogo de Pet, con
actividad citotdxica; SepA, (un factor de colonizacién de Shigella), set1AB (que codifica ShET1,
una holotoxina AB5); iha (que codifica para lha, una adhesina STEC que es un homélogo de
IrgA); el regulador transcripcional AggR; el operén aggABCD, que codifica para las fimbrias de
tipo I; la dispersina (codificada en el gen aap) y su sistema transportador (codificado en el operén
aatPABCD); Ipf1-2 (que codifica para la proteina Lpf de STEC); terZABCDEF (operén que
codifica para un grupo de genes que aportan resistencia al telurito) y CTX-M15 y TEM-1 (genes
de resistencia a antibidticos). Imagen adaptada de (Karch y col., 2012).

A lo largo de la historia también se han reportado otros brotes (aunque de menor
intensidad) provocados por cepas hibridas EAEC/STEC. En 1992 tuvo lugar en Francia
un brote con diez casos de SUH. Este brote se asocid a otra cepa EAEC, cuyo serotipo
era O111:H2, que también contenia el gen stx2 (Boudailliez y col., 1997). En 1999, se
diagnosticd en Japon otro caso de SUH asociado a una cepa EAEC (cuyo serotipo era
086:HNM) que también codificaba la toxina Stx2 (lyoda y col., 2000). En 2012, tuvo
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lugar otro pequefio brote infeccioso de SUH en Irlanda. En este caso, la cepa responsable
también fue una cepa EAEC (serotipada como O111:H21) que también era portadora de
la toxina Stx2 (Dallman y col., 2012). Todos estos brotes muestran el elevado potencial
de las cepas EAEC para adquirir elementos de virulencia adicionales a traves del
intercambio genético, poniendo de manifiesto la elevada heterogeneidad de este patotipo

bacteriano.
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Figura 1.13. Representacion esquematica de los patrones de adherencia y los mecanismos de
virulencia de las cepas diarreicas de E. coli. E. coli enteropatdégena (EPEC) (representada en
amarillo) y E. coli productora de toxina Shiga LEE-positiva (STEC/EHEC) (representada en
rosa), son patdgenos extracelulares que se unen al epitelio intestinal y provocan lesiones en las
microvellosidades, generando las lesiones caracteristicas A/E. Debido a la presencia del pili BFP,
EPEC es capaz de formar microcolonias, dando como resultado un patrén de adherencia
localizada (LA). E. coli enterotoxigénica (ETEC) (representada en naranja) utiliza factores de
colonizacién (CF) para la union a las células intestinales del huésped. E. coli enteroagregativa
(EAEC) (representada en verde) forma biofilms en la mucosa intestinal, donde las bacterias se
adhieren entre si para formar un patrén de adherencia agregativo (AA) conocido como "apilado
de ladrillo”. E. coli con adherencia difusa (DAEC) (representada en azul) se dispersa sobre las
superficies de las células intestinales, dando lugar a un patrén de adherencia difusa. E. coli
invasiva adherente (AIEC) (representada en parpura) coloniza las mucosas intestinales de los
pacientes con enfermedad de Crohn y es capaz de invadir las células epiteliales y de replicarse
dentro de los macréfagos. AIEC utiliza el pili tipo | para adherirse a las células intestinales, y las
fimbrias polares largas, que contribuyen a la invasion. E. coli enteroinvasiva (EIEC)/Shigella
(representada en rojo), son patdgenos intracelulares que penetran el epitelio intestinal a través de
las células M para obtener acceso a la submucosa. Ademas, escapan de los macréfagos de la
submucosa por induccion de muerte celular de los mismos para invadir basolateralmente las
células epiteliales del colon humano. Imagen adaptada de (Croxen y col., 2013).
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En la figura 1.13 se representa de forma esquematica y resumida los diferentes procesos
implicados en la union a las células epiteliales intestinales por parte de las cepas
pertenecientes a los diferentes patotipos diarreicos de E. coli y los procesos que

posteriormente desencadenan en la evolucién del proceso infectivo.

1.1.5 Genomica y filogenia de E. coli

Los tamafios de los genomas de las diferentes cepas de E. coli pueden diferir en més de
un millon de pares de bases entre las variantes comensales y las patdgenas. Mientras que
las cepas de laboratorio estandar tienen genomas de ~4,5 millones de pares de bases y
4.000 genes, las cepas patdgenas de E. coli pueden tener genomas de mas de 5,9 millones
de pares de bases y 5500 genes (Blattner y col., 1997; Lukjancenko y col., 2010; de
Muinck y col., 2013).

Al igual que en otras especies, en las cepas de E. coli se consideran un conjunto de genes
compartidos y conservados, llamado nucleo del genoma, y un grupo de genes flexibles
que se encuentran presentes de forma variable entre las diferentes cepas, denominado
pan-genoma. De los 16.400 genes que forman parte del pan-genoma de E. coli (conjunto
sumatorio de todos los genes diferentes presentes en el total de cepas de E. coli) (figura
1.14), tan s6lo 2000 genes son genes homologos y comunes a todas las cepas (Kaas y col.,
2012). Por ello, no es de extrafiar que, a pesar de formar parte de la misma especie
bacteriana, las cepas E. coli K-12 (comensal), E. coli O157:H7 (enterohemorragica) y
E. coli CFT073 (uropatogénica) Unicamente compartan un 39,2% de los genes (Welch y
col., 2002).
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Figura 1.14. Representacion mediante Box-plot del tamafio del pan-genoma de E. coli en funcion
del nimero de genomas secuenciados. A medida que se van secuenciando nuevos genomas de
E. coli, nuevos genes se van afiadiendo al conjunto total de genes diferentes encontrados en esta
especie. Imagen adaptada de (Chaudhuri y col., 2010).

La elevada y variada capacidad patogénica de E. coli de causar diferentes tipos de
infecciones deriva en gran medida del conjunto de genes flexibles adquiridos a través de
mecanismos de ganancia y péerdida de material genético en varios puntos criticos en todo
el genoma (Touchon y col., 2009). La gran mayoria de los factores de virulencia que se
encuentran en las cepas patogenas de E. coli se hallan asociados a elementos genéticos
moviles. Estos elementos genéticos, como los transposones, las secuencias de insercion,
los bacteriéfagos y los plasmidos, pueden existir integrados en el cromosoma o como
elementos externos que se mantienen mediante autorreplicacion dentro del nuevo
huésped, aportando nuevos genes que proporcionan nuevos rasgos, caracteristicas y
ventajas evolutivas (figura 1.15). El impacto de estos mecanismos de transferencia de
nuevos genes es tan grande que, por ejemplo, en el caso de la cepa E. coli 042, se estima
que casi una cuarta parte de su contenido gendmico estd formado por islas gendmicas

adquiridas por transferencia horizontal (Chaudhuri y col., 2010).
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Figura 1.15. Contribucién de los elementos genéticos méviles en la evolucion de las cepas
patdgenas de E. coli. Los factores de virulencia de E. coli pueden estar codificados por varios
elementos genéticos maviles, incluidos los transposones (Tn) (por ejemplo, la enterotoxina
estable al calor (ST) de ETEC), plasmidos (por ejemplo, la enterotoxina termolabil (LT) de ETEC
y los factores de invasion de EIEC), bacteritéfagos (por ejemplo, la toxina Shiga de EHEC) e islas
de patogenicidad (PAI), como el locus de adhesién y borrado de enterocitos (LEE) de
EPEC/EHEC. Ademas, a nivel intracelular, grandes deleciones en el genoma, mutaciones
puntuales u otros reordenamientos de ADN también pueden contribuir a la virulencia bacteriana.
Dichos cambios genéticos pueden dar lugar a la aparicion de cepas patégenas de E. coli capaces
de causar diarrea, disenteria (EIEC), sindrome urémico hemolitico (EHEC y STEC-EAEC),
infecciones del tracto urinario (UPEC) y meningitis (MNEC). Imagen adaptada de (Kaper y col.,
2004).

A nivel poblacional, las diferentes cepas de E. coli se pueden clasificar en 5 grandes
grupos filogenéticos (A, B1l, B2, D y E) (figura 1.16). La gran mayoria de cepas
comensales se agrupan principalmente en el filogrupo A; sin embargo, no todas las cepas
pertenecientes a un mismo patotipo de E. coli se agrupan juntas: las cepas del patotipo
ETEC se agrupan en los grupos filogenéticos Ay B1 (Sahl y col., 2011), mientras que las
cepas del patotipo EAEC lo hacen en los grupos filogenéticos A, B1, B2 y D (Okeke y
col., 2010). Este hecho demuestra la gran diversidad y heterogeneidad de los genotipos
de las diferentes cepas de E. coli patdgenas a pesar de pertenecer a un mismo patotipo.
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Figura 1.16. Relaciones filogenéticas entre los genomas secuenciados de diferentes cepas de
E. coli y Shigella. Las cepas de E. coli se pueden agrupar en 5 grupos filogenéticos principales:
A (azul), B1 (rojo), B2 (verde claro), D (azul turquesa) y E (morado). Shigella/EIEC también
forman un filogrupo adicional (negro). Las cepas de un mismo patotipo no siempre se agrupan en
el mismo grupo filogenético. Los genomas de Escherichia albertii y Escherichia fergusonii se
incluyen como secuencias de grupos externos. Imagen adaptada de (Chaudhuri y col., 2010).

Toda esta pluralidad presente en los genomas de E. coli se hace patente a medida que se
van secuenciando mas y mas genomas de esta especie bacteriana. Por todo ello, dada la
gran variabilidad gendmica que presentan estas bacterias, se hace dificil clasificar una
cepa Unicamente a través de su patotipo. Sin embargo, a pesar de la dificultad que ello
supone, es informativo considerar los tipos de patologia principales como un marco

clasificatorio para tener una vision general de las cepas patogenas E. coli.
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1.2 Proteinas asociadas al nucleoide como moduladores
globales de la expresion génica bacteriana

Una de las caracteristicas mas importantes de las células procariotas es la ausencia de un
nucleo celular definido. Sin embargo, a pesar de que las bacterias carecen de un nucleo
celular envuelto por una membrana, su material genético (ADN cromosémico circular) y
los tipos de macromoléculas asociados al mismo se encuentran compactados en un gran
complejo (similar a la cromatina caracteristica del nicleo celular eucariota) denominado
nucleoide bacteriano. Dicho complejo es esencial para permitir que las grandes
dimensiones del ADN cromosomico (en comparacion con el tamafio de la célula que lo
contiene) pueda confinarse en una estructura que sea compatible con su replicacion,

segregacion, expresion y regulacion génica.

Los principales factores que permiten que el cromosoma bacteriano de E. coli (4,6 Mb y
1,6 mm de longitud, en el caso de la cepa de laboratorio K-12) ocupe Gnicamente una
cuarta parte del volumen intracelular (Dame, 2005) son el superenrollamiento del ADN
(Trun y Marko, 1998), el comportamiento polimérico del mismo (Pelletier y col., 2012)

y las proteinas asociadas al nucleoide (PANSs) (Dillon y Dorman, 2010).

Las PANs son a menudo reconocidas como proteinas tipo histona ya que poseen
propiedades similares a sus homdlogos eucariotas tales como la carga eléctrica, la
capacidad de unién al ADN vy su elevada abundancia a nivel intracelular. Poseen como
caracteristicas comunes el hecho de que sus unidades monoméricas presentan un peso
molecular relativamente bajo, asi como la capacidad de las mismas de formar dimeros u
oligdbmeros de elevado grado de complejidad. Ademas, la mayoria de las PANSs tienen la
capacidad de alterar la conformacién del ADN: son capaces de flexionarlo, envolverlo y
conformar puentes de ADN-proteina-ADN (Dillon y Dorman., 2010). No obstante, en
comparacion con las histonas eucariotas, las PANs interaccionan con el ADN

cromosdmico de forma mas labil.

Ademaés de influir en la arquitectura del ADN dado su rol estructural permitiendo
compactar el ADN, las PANs también ejercen una funcion moduladora de la expresion
génica, puesto que muestran influencia sobre la replicacién, transcripcién y traduccién de
una gran variedad de genes implicados, en muchos casos, en la respuesta a estimulos

ambientales (por ejemplo, cambios en la osmolaridad, la temperatura o la disponibilidad
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de nutrientes) o genes implicados en virulencia (McLeod y Johnson, 2001). Por todo ello,

el nucleoide bacteriano es una estructura dindmica de vital importancia para la célula.

En general, las PANs se han estudiado principalmente en bacterias gramnegativas. Las
principales son: H-NS (Histone-like Nucleoid-Structuring protein), CRP (Cyclic AMP
receptor protein), IHF (Integration Host Factor), Fis (Factor Inversion Stimulation) y
HU (Heat-Unestable Nucleoid Protein) (Dame, 2005) (figura 1.17). La union de las
PANSs al ADN puede producirse de diversas maneras, ya sea reconociendo una secuencia
consenso, como en el caso de las proteinas CRP, Fis e IHF, o bien reconociendo dominios
estructurales. En este Gltimo caso, las PANs pueden unirse a regiones de ADN curvadas
ricas en adenina (A) y en timina (T), como en el caso de H-NS y HU (Dillon y Dorman,
2010). En general, debido a la sustancial afinidad inespecifica de unién al ADN, se estima
que la mayoria de PANSs celulares se encuentran unidas al ADN cromosémico con una
cobertura de aproximadamente una PAN cada 100 pares de bases de ADN (Li y col.,
2009).

Fis

Figura 1.17. Representacion esquematica de las proteinas asociadas al nucleoide H-NS, IHF, HU
y Fis con capacidad unir, envolver o flexionar al ADN, contribuyendo asi a la organizacion del
cromosoma bacteriano. H-NS en forma de dimeros (representados en azul) es capaz de unirse y
formar puentes en el ADN. HU (representada en verde) es capaz de introducir una flexion de ~
90° al ADN Yy es capaz de envolverlo alrededor de si mismo, promoviendo asi interacciones de
ADN de corto alcance. La union de IHF (representado en rojo) al ADN induce un cambio de
sentido en el ADN que cambia la trayectoria del mismo. Fis (representada en naranja) es otra
proteina asociada al nucleoide con capacidad de unir y flexionar el ADN. Imagen adaptada de
(Badrinarayanan y col., 2015).
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1.2.1 La proteina H-NS (Histone-like nucleoid-structuring
protein)

La proteina H-NS es una proteina con capacidad de union al ADN ampliamente
distribuida entre bacterias, mayoritariamente gramnegativas. Esta proteina se une a
regiones del ADN ricas en A/T (Grainger y col., 2006). H-NS ha sido estudiada y
caracterizada de forma intensiva en las enterobacterias, principalmente en E. coli y en
Salmonella, aunque también se expresa de forma generalizada en otros géneros y especies
cercanos dentro de la subdivision y de las proteobacterias. Sin embargo, también existen
analogos de la proteina H-NS en especies bacterianas mas alejadas evolutivamente a las
enterobacterias, como en el caso de la proteina BpH3 de Bordetella pertussis (Goyard y
Bertin, 1997), MvaT/U dentro del género Pseudomonas (Castang y col., 2008), Lsr2 en
Mycobacteria (Gordon y col., 2010) y Rok, en el género Bacillus (Smits y Grossman.,
2010). Globalmente, la proteina H-NS, sus paralogos, ortélogos y otras proteinas

equivalentes son considerados como una familia de proteinas.

H-NS es una proteina termoestable de pequefio tamafio (137 aminoacidos, con una masa
molecular de 15,6 kDa). En E. coli, H-NS es una proteina muy abundante
intracelularmente, con un nivel aproximado de 20.000 copias de la molécula por célula
(Azam y Ishihama, 1999). Dicha proteina fue caracterizada por primera vez en los afios
70 como una proteina asociada al nucleoide bacteriano con capacidad de estimular la
transcripcion in vitro del ADN en condiciones limitantes de ARN polimerasa (Jacquet y
col., 1971; Cukier-Kahn y col., 1972) (en esta primera publicacion H-NS se nombro
inicialmente como H1). La proteina H-NS se pudo aislar por primera vez siguiendo un
protocolo utilizado para aislar proteinas tipo histona en eucariotas (Varshavsky y col.,
1977).

La gran mayoria de bacterias inicamente contienen una unica copia cromosémica del gen
hns. Sin embargo, existen otras especies bacterianas como Shigella flexneri y
Pseudomonas putida que pueden llegar a codificar en su genoma hasta tres y cinco genes

tipo hns, respectivamente (Tendeng y Bertin, 2003).

En E. coli, los niveles de expresion de la proteina H-NS se mantienen relativamente
constantes a lo largo de las distintas fases del crecimiento bacteriano (Schroder y Wagner,
2002). Todo ello es debido a que existe una correlacion positiva entre la transcripcion del

gen hns y la replicacion del cromosoma (Free y Dorman, 1995). Ademas, a pesar de que
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H-NS se expresa de manera similar tanto a 25°C como a 37°C, afecta de manera
diferencial a la expresién de los genes que regula en funcion de la temperatura de
crecimiento de la bacteria (Goransson y col., 1990). El gen hns se transcribe como un
ARNmM monocistronico independientemente de los genes que lo flanquean y se
autorregula negativamente a nivel de la transcripcion (Falconi y col.,, 1993). La
autorrepresion de hns por su propio producto génico se ejerce de manera muy intensa
cuando se detiene el movimiento de la horquilla de replicacion cromosémica (ya sea por
cuestiones del ciclo celular o por farmacos inhibitorios de la replicacion celular), lo que
sugiere que la transcripcion de hns es sensible a la progresion del ciclo celular bacteriano
(Free y Dorman, 1995). También se ha reportado que las proteinas asociadas al nucleoide
Fis y CRP pueden activar la expresién del gen hns (Falconi y col., 1996), junto con la
proteina CspA en condiciones de choque frio (La Teana y col., 1991), ademas de por un
incremento en la presion hidrostatica del medio (Welch y col., 1993). La transcripcion de
hns también es sensible al regulador dependiente de hierro Fur (Troxell y col., 2011).
Ademas, la expresion del gen hns también se encuentra negativamente regulada a un nivel
post-transcripcional por parte de dsrA, un pequefio ARN regulador dependiente de Hfq
(Majdalani y col., 2005). Todo ello sugiere que, bajo determinadas condiciones

ambientales, los niveles de expresion de la proteina H-NS pueden variar.

La proteina H-NS ejerce un papel esencial en la estabilidad del cromosoma bacteriano.
Estudios iniciales sugirieron que H-NS se disponia de una manera mas o menos uniforme
sobre el cromosoma (Azam vy col., 2000; Atlung y Hansen, 2002). Sin embargo, en
estudios posteriores en los que se utilizaron técnicas de microscopia de alta resolucién
(microscopia de localizacidn fotoactivada y microscopia de reconstruccion estocastica)
para determinar la localizacion subcelular de H-NS, se pudo observar como la proteina
se dispone agrupada en forma de unos pocos clusters a lo largo del cromosoma, a
diferencia de otras PANs, como HU, Fis o IHF, que se distribuyen de una manera mas

homogénea a lo largo del mismo (Wang y col., 2011).

A diferencia de algunos reguladores transcripcionales que reconocen secuencias de
nucleotidos especificas para poder unirse al ADN, la union de la proteina H-NS al ADN
se considero inicialmente como una union independiente de una secuencia nucleotidica
especifica. La proteina H-NS presenta preferencias de union a regiones curvadas de ADN
de doble cadena ricas en A/T (Owen-Hughes y col., 1992). En E. coli, existe un gran

numero de genes que presentan estructuras curvadas en sus respectivos promotores
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(Bracco y col., 1989). No obstante, en 2007 se identificaron 2 motivos de union idénticos
de alta afinidad (TCGATATATT) en el gen proU de E. coli (Bouffartigues y col., 2007).
Paralelamente, se identificO una secuencia consenso de union al genoma de 10 pb por
parte de H-NS (5’-tCG(a/t) T(a/t)AATT-3’). Esta secuencia esta ampliamente distribuida
por todo el genoma de E. coli, especialmente en la region promotora de un gran niumero
de genes que presentan mecanismos de regulacion por parte de H-NS (Lang y col., 2007).
En 2009, mediante andlisis de DNAsa footprinting y espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN), se logro identificar otra secuencia de también 10 pb
(TCCTTACATT) a la que el extremo C-terminal de H-NS se unia con una alta afinidad
(Sette y col., 2009). También se han identificado otros dos sitios de unién de H-NS dentro
del promotor de LEE5 (locus of enterocyte effacement 5), presente en la isla de
patogenicidad de E. coli enteropatégena (EPEC) (Bhat y col., 2014). Estos dos sitios de
unién se encuentran en las posiciones -110 (TCGATAATTA) y -138 (TGCATATAAA)
del promotor de LEES5 y presentan una elevada similitud con la secuencia consenso
descrita anteriormente y referenciada en (Lang y col., 2007). Todas estas secuencias
presentan un alto porcentaje de Ay T, lo que pone de manifiesto la alta afinidad de esta

proteina por estas regiones ricas en dichos nucleotidos.

La principal funcién reguladora de la proteina H-NS y otros miembros de dicha familia
de proteinas es reprimir la transcripcién (Dorman, 2007). De manera especifica, debido a
gue H-NS se une a regiones del cromosoma ricas en A/T, la represion transcripcional que
ejerce H-NS va dirigida principalmente contra el ADN adquirido de manera horizontal
(cuyo contenido en Ay T es significativamente superior al contenido en A/T del core del
genoma propio de la bacteria) (Lucchini y col., 2006, Navarre y col., 2006, Oshimay col.,
2006). Por todo ello, H-NS es una proteina clave para mantener la homeostasis celular,
ya que la expresion descontrolada del ADN adquirido de manera horizontal puede dar
lugar grandes alteraciones fisiologicas y a la consecuente pérdida del fitness celular (Ali
y col., 2014).

1.2.1.1 Dominios estructurales de la proteina H-NS

1.2.1.1.1 Dominio N-terminal

La proteina H-NS esta formada por dos dominios estructurales unidos por un linker
flexible. ElI dominio N-terminal estd compuesto por 83 aminoacidos y estad formado por

4 hélices alfa, responsables de la oligomerizacion de la proteina y la formacion de
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estructuras filamentosas (Arold y col., 2010). Las dos primeras hélices o son de pequefio
tamarfio, H1 (residuos 2 al 7) y H2 (residuos del 11 al 18), seguidas de una tercera a- hélice
mayor, H3 (residuos del 22 al 67). Estas tres hélices forman la interfaz de dimerizacion
de H-NS. La cuarta a-hélice, H4 (residuos del 72 al 83), junto con la parte distal de la H3,
dan lugar a un segundo sitio de dimerizacién (residuos 57 al 83) con una conformacién
estructural de hélice giro hélice (Leonard y col., 2009; Arold y col., 2010; Ali y col.,
2012) (figura 1.18). Ademas, los 20 primeros aminoacidos del dominio N-terminal
también estan implicados en la capacidad represora o de silenciamiento génico que ejerce
la proteina H-NS. Adicionalmente, esta region participaria, junto con el dominio
C-terminal, en el reconocimiento de las regiones curvadas de ADN y por ende en la union
a los &cidos nucleicos (Dorman, 2004).

Domain organization of H-NS
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Figura 1.18. Representacion esquematica de la estructura secundaria y de la organizacion de los
dominios estructurales de la proteina H-NS. En el extremo N-terminal se encuentra el dominio de
oligomerizacidn e interaccion con otras proteinas, seguido de la region flexible, que conecta los
dos dominios funcionales de H-NS y les permite actuar de manera independiente. En el extremo
C-terminal se encuentra el dominio de unién al ADN. H y B representan a-hélices y l[dminas-p,
respectivamente. Se representan también los dos sitios de dimerizacién dentro del dominio de
oligomerizacion de la proteina (Adaptado de Winardhi y col., 2015; Grainger, 2016).

Aunque se trata de una region bastante conservada entre los distintos miembros de la
familia de proteinas H-NS, el grado de conservacion del dominio N-terminal es inferior
al grado de conservacion del dominio C-terminal de unién a acidos nucleicos (Tendeng y
Bertin, 2003). Esta elevada variabilidad del dominio N-terminal de la proteina H-NS esta
determinada por las diferentes necesidades adaptativas que presentan las bacterias que

codifican el gen hns, como pueden ser los mecanismos adaptativos a baja temperatura
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(Tendeng y col., 2003), o la diferente especificidad o afinidad de interaccion con otras
proteinas o el ADN (Bloch y col., 2003).

1.2.1.1.2 Dominio C-terminal

El dominio C-terminal de la proteina H-NS (situado entre los aminoacidos 90-137) es el
dominio responsable de la interaccion con el ADN y presenta una secuencia de
amino&cidos altamente conservada en la familia de proteinas tipo H-NS. Dicho dominio
presenta una secuencia consenso (TWTGX1GX2X3P), correspondiente a los aminoacidos
del 108 y al 116 de la proteina. En E. coli y Salmonella, los residuos X1y Xz son glutamina
y arginina, respectivamente. Experimentos de resonancia magnética nuclear han
demostrado que el motivo glutamina-glicina-arginina (QGR) es capaz de insertarse en el
surco menor del ADN rico en AT (Gordon y col., 2011). Este dominio de unién al ADN
con preferencia en regiones ricas en Ay T, denominado AT-hook motif, esta presente en
un gran numero de proteinas, como por ejemplo en las proteinas eucariotas HMG (high
mobility group) (Aravind y Landsman, 1998; Cui y Leng, 2007) y en proteinas de unién
al ADN en plantas (Meijer y col., 1996).

A nivel de estructura secundaria, dicho dominio estructural esta formado por 2 laminas
(B1 y B2), una hélice o (a5), y una hélice 310 (Gordon y col., 2011) (esta Gltima es un
motivo de estructura secundaria poco comun entre las proteinas) (figura 1.18). La region
clave responsable de la interaccion con el ADN es un bucle presente entre la lamina 2 y
la hélice o que forma el motivo estructural AT-hook que permite la unién de la proteina

al surco menor del ADN en regionesricasen Ay T.

1.2.1.2 Oligomerizacion de la proteina H-NS

Al igual que sucede con otros reguladores globales de la expresion génica, los monémeros
de la proteina H-NS oligomerizan en estructuras mas complejas para dar lugar a la forma
activa de la molécula necesaria para poder realizar sus funciones bioldgicas. Este proceso
de oligomerizacion se inicia con la formacion de la unidad estructural dimérica, y depende
de la concentracion de proteina efectiva, del tipo de cation presente en el medio y de la
temperatura (Smyth y col., 2000). A continuacion, se forman los oligdmeros, cuya
formacion recae en la regién central de la proteina (residuos 46 al 90) (Bloch y col., 2003).
La estructura de H-NS en forma oligomérica se resolvié en 2010 (Arold y col., 2010),
donde se determind la autoasociacion del dominio de oligomerizacion (aminoacidos 1-

83) de la proteina H-NS de S. Typhimurium. A través de una dimerizacion simultanea en
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las dos interfaces de los dos sitios de dimerizacion del dominio N-terminal, la proteina
H-NS va oligomerizando formando filamentos en una conformacién head to head/tail to
tail, conformacion en la que los monémeros que forman los dimeros de H-NS se orientan
de una manera antiparalela, lo que conlleva la creacion de andamios superhelicoidales
(Arold y col., 2010; Ali y col., 2012) (figura 1.19). Estudios con moléculas individuales
de H-NS en solucion han demostrado que la proteina es capaz de oligomerizar de manera
espontanea en ausencia de ADN. Como se comentaba anteriormente, la oligomerizacion
de la proteina depende de la concentracion de la misma. Cuando la concentracion de la
proteina H-NS es de 10 uM, se ve favorecida la formacion de dimeros; por el contrario,
cuando la concentracion de H-NS es muy elevada (344 uM), H-NS es capaz de formar
oligbmeros de hasta 20 unidades de proteina (Spurio y col., 1997; Smyth y col., 2000).
Para la formacion de estas estructuras de orden superior, ademas del dominio de
oligomerizacion, también es indispensable la region conectora (linker, residuos 64 al 89),
ya que proteinas truncadas en las que se habia delecionado la region conectora no eran
capaces de formar oligémeros mayores (Smyth y col., 2000), viéndose afectada también
la union cooperativa de H-NS al ADN (Giangrossi y col., 2014).

El dominio de oligomerizacion de H-NS, ademés de permitir la interaccion entre un
monomero de la proteina con otro idéntico, también permite la interaccién con otras
proteinas que presenten este mismo dominio o dominios parecidos, hecho que afectara a
la capacidad moduladora de la expresion génica por parte de H-NS (Dorman y col., 1999).
La capacidad reguladora diferencial que presenta la proteina H-NS puede modificarse en
funcion de las proteinas con las que interactle. Inicialmente, el heterémero mejor
caracterizado de H-NS con otra proteina ha sido el que se establece con su proteina
paraloga StpA (Williamsy col., 1996; Free y col., 1998; Dillon y Dorman, 2010; Dorman,
2014) (ver apartado 1.2.1.8). La proteina StpA es susceptible a la degradacion por parte
proteasas de la familia Lon, especialmente en ausencia de interaccion con H-NS. En este
proceso de formacion de heterodimeros H-NS-StpA, H-NS proporciona a StpA un
mecanismo de proteccion contra la degradacion por parte de estas proteasas (Johansson
y Uhlin, 1999; Johansson y col., 2001). Ademas, la proteina H-NS también puede
interactuar, entre otros, con el regulador transcripcional y chaperona de ARN Hfq
(Brescia y col., 2003; Dole y col., 2004), la proteina flagelar FIiG (Dorman, 2004) y las
proteinas tipo Hha (Nieto y col., 2000; Madrid y col., 2002; Paytubi y col., 2004; Ali y
col., 2013).
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Figura 1.19. (A) Representacion esquematica de un dimero H-NS/H-NS. Los dos monomeros de
H-NS (azul y amarillo) se encuentran unidos a través del mecanismo "head to head /tail to tail ".
Las hélices H1, H2 y H3 forman la interfaz de dimerizacion N-terminal. EI dominio de
dimerizacion central estd formado por un motivo hélice-giro-hélice formado entre el extremo
terminal de las hélices H3 y H4. Adaptado de (Ali y col., 2012). (B) Representacion estructural
del mecanismo de oligomerizacion de H-NS. En esta imagen se representa un oligdmero de tres
dimeros relacionados a través del dominio de dimerizacion N-terminal de cada mondmero (site
1), conectados a su vez entre si a través de su interfaz central de oligomerizacion (site 2). El
dimero central se representa coloreado, en el que los dos dominios de dimerizacion de H-NS se
encuentran enfrentados entre si de manera antiparalela. Adaptado de (Arold y col., 2010).

1.2.1.3 Union al ADN por parte de H-NS: efectos topologicos

La proteina H-NS se une al ADN de una manera cooperativa en forma de largos
complejos macroproteicos (Badaut y col., 2002). La importancia de estos elevados grados
de polimerizacion radica en el hecho de que mutaciones en el dominio de oligomerizacién
de H-NS inhiben la capacidad de silenciar la expresion génica por parte de esta proteina

(aunque retenga la capacidad de union al ADN) (Ueguchi y col., 1996; Castang y Dove,
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2010). Ademas, también se ha podido comprobar que la presencia de proteinas que alteran
la capacidad de oligomerizar por parte de H-NS (como la proteina 5.5 del fago T7 o
proteinas H-NS truncadas) también inhiben su capacidad de silenciamiento de la
expresion genica (Williamson y Free, 2005; Ali y col., 2011) (una descripcion mas

detallada de estos mecanismos se expone en el apartado 1.2.1.6).

Estudios de microscopia de fuerza atdmica (AFM, atomic force microscopy) con
moléculas individuales de H-NS han demostrado dos posibles modos de unién de H-NS
al ADN in vitro. El primer modelo describe que la proteina es capaz de formar puentes
entre varias cadenas de ADN adyacentes entre si a nivel inter e intracatenario (Dame y
col., 2005). Dicha conformacién tiene lugar cuando los dominios de unién al ADN de los
monomeros que forman el oligdmero de H-NS se orientan de manera antiparalela a lo
largo de la hélice de ADN (Arold y col., 2010; Ali y col., 2012) (figura 1.20). Este tipo
de unién formando puentes entre el ADN mediante grandes complejos proteicos también
se ha identificado en otras proteinas de la familia H-NS, como StpA en E. coli y
Salmonella (Limy col., 2012), MvaT y MvaU de Pseudomonas aeruginosa (Winardhi y
col., 2012; Winardhi y col., 2014) y Lsr2 de Mycobacterium tuberculosis (Qu y col.,
2013).

-SSR S

DNA BINDING DOMAINS ON OPPOSITE FACES
(BRIDGING)

Figura 1.20. Representacion esquemética del modelo de union de H-NS al ADN mediante
formacion de puentes (bridging mode). H-NS puede interaccionar en forma de dimero con dos
hebras de ADN para formar puentes entre las cadenas nucleotidicas cuando los dominios de union
al ADN de los monomeros de H-NS se disponen de manera antiparalela. Imagen adaptada de (Ali
y col., 2012).

En el segundo modelo descrito, denominado stiffened filament, las moléculas de H-NS se
disponen de manera extendida sobre el ADN en forma de filamentos dandole una

conformacion de mayor rigidez (Amit y col., 2003) (figura 1.21).
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DNA BINDING DOMAINS ON SAME FACE

Figura 1.21. Representacidon esquematica del modelo de unién de H-NS al ADN mediante el
mecanismo stiffening. Imagen adaptada de (Ali y col., 2012).

Se ha descrito que la transicion de un mecanismo de union a otro depende de la
concentracion de iones divalentes (concretamente magnesio) en el medio. A una
concentracion de 5 mM de MgClz o superior, H-NS es capaz de unirse al ADN en bridging
mode. Este tipo de unidn es muy estable y no es susceptible a cambios en la temperatura
o el pH del medio. Sin embargo, en ausencia de cationes divalentes en el medio, o cuando
la concentracion de los mismos es baja (menos de 1 mM), H-NS se une al ADN vy lo
recubre en forma de filamentos (stiffened mode), dando lugar a una estructura acido
nucleico-proteina rigida (Liu y col., 2010; Singh y col., 2016) (figuras 1.22 y 1.23).

Bridging Stiffened filament
High Mg?* Low Mg?*

Figura 1.22. Representacion esquematica de los dos modelos de unién de la proteina H-NS al
ADN en funcion de la concentracion de iones magnesio en el medio. Imagen adaptada de (Singh
y col., 2016).

Sin embargo, cabe destacar que a las concentraciones intracelulares de Mg?* (entre 1-2
mM) coexisten ambos métodos de unién al ADN por parte de H-NS, tanto el modo de
unién formando filamentos como el modo de union formando puentes entre las hélices de
ADN (Liuy col., 2010).
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Figura 1.23. Imagen de microscopia de fuerza atdbmica (AFM) de los diferentes complejos de
unién formados entre el ADN y H-NS. Representacion de las distintas conformaciones que
adoptan los complejos ADN/H-NS en presencia o ausencia de iones Mg?". (A y B) Interaccion
durante 40 minutos de la proteina H-NS con el ADN en ausencia de iones Mg?*. (C y D)
Interaccién durante 4 horas de la proteina H-NS con el ADN en ausencia de iones Mg?*. En ambos
casos, H-NS se une a lo largo de la cadena de ADN adquiriendo la conformacion stiffening.
(E-F-G) Interaccion durante 40 minutos de la proteina H-NS con el ADN bajo una concentracion
de iones Mg?* de 10 mM. En presencia de iones Mg?*, la proteina H-NS se une a la cadena de
ADN adquiriendo la conformacion bridging. Las flechas en blanco indican las estructuras en
forma de bucle formadas. (H) Representacion esquematica de las diferentes estructuras en forma
de bucle observadas en bridging mode. Imagen adaptada de (Liu y col., 2010).

Se ha descrito también que la proteina H-NS unida al ADN en forma de filamentos
(stiffened filament) es capaz de mediar también una unién al ADN en forma de puentes
en funcién de las condiciones del medio en el que tenga lugar la unién proteina-acido
nucleico (Winardhi y col., 2015) (figuras 1.24 y 1.25).

Head-Head Tail-Tail

—_DNABinding Domain
(not in structure)
Oligomerization Domain (PDB: 3NR7)
S. typhi H-NS .

Head-Head

DNA Binding Domain
(PDB: 2LEV)
E. coli Ler paralog

Figura 1.24. Representacion esquematica del modelo que combina los dos mecanismos descritos
para la union de H-NS al ADN: formacién de puentes de ADN (bridging mode) a partir de la
union de H-NS en forma de filamentos (stiffening mode). En este modelo, H-NS se une en forma
de dimero al surco menor del ADN rico en A/T a través del dominio de unién al ADN C-terminal,
y puede formar filamentos por los contactos de “cabeza a cabeza” y “cola a cola” a través del
dominio de oligomerizacion N-terminal. Imagen adaptada de (Kotlajich y col., 2015).
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A B
csgD-csgB intragenic region
600 nM H-NS, 200 mM KCl

H-NS forms patches of filament on DNA

DNA bridging mediated by H-NS filament

D " $ H-NS dimer
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— :filament-mediated “bridging”

DNA bridging mediated by H-NS dimer

Figura 1.25. La unidén cooperativa al ADN por parte de H-NS en stiffening mode media en la
organizacion de grandes moléculas de ADN en diversas conformaciones dependiendo del nivel
de saturacion de los enlaces H-NS/ADN y de las diferentes condiciones ambientales.
(A) Bajo condiciones de 200 mM de KCl y en ausencia de MgCl,, H-NS forma pequefios parches
de filamentos (flechas magentas). Estos filamentos pueden asociarse posteriormente con
segmentos de ADN desnudos para formar puentes de ADN (flechas verdes). (B-C-D)
Representacion esquematica del proceso de formacion de puentes en el ADN mediado por la
proteina H-NS unida al ADN en conformacidn stiffening. La unién de los dimeros de H-NS al
ADN, cada uno de los cuales proporciona dos sitios de union al ADN, permitiran la union de dos
sitios de ADN alejados para formar un puente entre ellos. Imagen adaptada de (Winardhi y col.,
2015).

1.2.1.4 Regulacion de la expresidn génica por parte de la proteina H-NS

El inicio del proceso de la transcripcion implica la union de la ARN polimerasa a una
secuencia de ADN (promotor) del gen diana. A esto le sigue el desenrollamiento del ADN
(formacion del complejo abierto) y la creacion de la cadena de ARN naciente (iniciacion
de la transcripcion). La union inicial de la ARN polimerasa estd mediada por
determinadas secuencias nucleotidicas responsables del contacto directo de la enzima con
el ADN. La subunidad 6’ de la ARN polimerasa contacta con las secuencias consenso
representativas de la caja —35 (5’-TTGACA-3’) y lacaja—10 (5’-TATAAT-3’). Ademas,
en algunos promotores, el dominio C-terminal de la subunidad o de la ARN polimerasa
(aCTD) es capaz de unirse a secuencias ricas en A/T situadas aguas arriba del promotor
nativo (Lee y col., 2012). En contraposicion a estos eventos, al unirse al ADN, H-NS es
capaz de alterar la topologia del mismo, restringiendo de esta manera las interacciones
ARN polimerasa-promotor. Ello se demostré por primera vez en los loci proU y bgl

(genes que estan sujetos a represion por parte de H-NS) (Nagarajavel y col., 2007).
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Se han propuesto varios mecanismos a través de los cuales H-NS puede reprimir la
transcripcion. El primer mecanismo reportado de silenciamiento génico mediado por
H-NS se basa en la formacion de puentes de ADN entre regiones promotoras. Estas
estructuras permitirian atrapar e inmovilizar la ARN polimerasa. De esta manera, H-NS
podria unirse a secuencias curvadas de ADN ricas en A y T y formar complejos
nucleoproteicos entre dos hélices de ADN adyacentes, formando de esta manera un bucle
represor que impediria el acceso de la ARN polimerasa (Navarre y col., 2007; Dillon y
Dorman, 2010) (figura 1.26).
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Figura 1.26. Silenciamiento génico mediado por H-NS al unirse al ADN en bridging mode.
H-NS es capaz de polimerizar a lo largo de la cadena nucleotidica y formar puentes entre cadenas
de ADN adyacentes, creando bucles que impiden el acceso de la ARN polimerasa al promotor.
Imagen adaptada de (Navarre y col., 2007).

Sin embargo, estudios posteriores han demostrado que el mecanismo mediante el cual
H-NS es capaz de provocar el silenciamiento génico es mediante la formacion de
filamentos rigidos sobre el ADN. Ello se pudo comprobar ya que se ha podido observar
que mutantes defectivos para la formacion de filamentos en el momento de unirse al ADN
también son incapaces de silenciar la expresion génica in vivo (Lim y col., 2012). De esta
manera, H-NS puede formar un filamento continuo sobre una secuencia promotora,
creando de esta manera una barrera fisica que bloquea de manera muy efectiva la
accesibilidad a dicho promotor por parte de la ARN polimerasa. Estos filamentos también
se pueden formar aguas abajo de la region promotora del gen regulado; de esta manera,
el filamento nucleoproteico actuaria como obstaculo fisico que impide el proceso de
elongacion de la ARN polimerasa. Por Gltimo, estas estructuras filamentosas también
podrian dar lugar a la formacion de estructuras represoras en forma de bucle, generandose
de esta manera un obstaculo més fuerte para translocacion de la ARN polimerasa en

comparacion con unicamente el filamento en si (Limy col., 2012) (figura 1.27).
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Figura 1.27. Representacion esquematica del proceso de silenciamiento génico mediado por
nucleofilamentos de H-NS. H-NS es capaz de inhibir la transcripcion mediante la inhibicion de
la unién de la ARN polimerasa a la regién promotora o bloqueando la translocacion de la enzima
alo largo del ADN. Todo ello es posible mediante la formacion de los filamentos nucleoproteicos
gue H-NS crea en la regién promotora o aguas abajo del promotor del gen diana. Ademas, este
filamento puede asociarse con ADN desnudo para formar puentes de ADN, lo que puede restringir
aun mas la accesibilidad de la ARN polimerasa al ADN. Adaptado de (Winardhi y col., 2015).

Ademas, estas estructuras filamentosas que forman puentes entre acidos nucleicos pueden
llegar a restringir el superenrollamiento del ADN, creando de esta manera un dominio
topoldgico cerrado en el que se acumula estrés torsional durante la transcripcién que
promueve la pausa necesaria para que tenga lugar la terminacién transcripcional
dependiente de Rho (Kotlajich y col., 2015) (figura 1.28).

Torsional stress
enhances backtrack pauses

Figura 1.28. Las estructuras filamentosas de H-NS/ADN que forman puentes nucleoproteicos
entre si generan una barrera fisica para el avance del proceso de elongacion de la ARN polimerasa.
Ademas, estos puentes crean una tension conformacional adicional en el macrocomplejo generado
que, sumado al impedimento estérico con el que se encuentra la ARN polimerasa, provocan
pausas en el proceso de la transcripcion que facilitarian la union de Rho al transcrito naciente y
el consecuente proceso de terminacion de la transcripcion mediado por esta helicasa. Imagen
adaptada de (Kotlajich y col., 2015).

50



1. INTRODUCCION

Rho es un helicasa homohexamérica de ARN dependiente de ATP que se une a 80
nucledtidos de ARN no estructurado rico en citosina (Peters y col., 2011). Una vez unido
al transcrito naciente de ARN, Rho es capaz de translocar de 5’3’ a lo largo del ARN
hasta que llega al complejo de elongacién, donde tiene la capacidad de terminar la
transcripcion. La tasa de polimerizacion del complejo de elongacion determina la ventana
cinética durante la cual Rho puede actuar sobre la transcripcion, de manera que aumentos
en la frecuencia y la potencia de los eventos que pausen la transcripcion pueden influir en
la terminacion de la transcripcion mediada por Rho (Jin y col., 1992; Kotlajich y col.,
2015). La delecidn de hns combinada con mutaciones en rho o con la inhibicién quimica
de la proteina es letal para la bacteria, o que sugiere un papel funcional de H-NS en la
terminacion de la transcripcion dependiente de Rho (Tran y col., 2011; Peters y col.,
2012).

Al igual que los diferentes mecanismos de union de H-NS al ADN estan influidos por
maltiples factores externos, estas estructuras represoras de la expresion génica también
se ven afectadas por cambios en los componentes en el medio, de manera que una
disminucion del pH del medio o de los iones magnesio del mismo favorecera la formacién
de filamentos de H-NS y, por tanto, la represion de la expresion génica (Amity col., 2003;
Liu y col., 2010). Igualmente notorio es el efecto de la temperatura, donde a 37°C se
observa una gran disminucion en la formacién de filamentos de H-NS sobre el ADN. La
termorregulacion dependiente de H-NS se debe al efecto que la temperatura ejerce sobre
los diferentes estados de oligomerizacion de H-NS. Mientras que la estructura secundaria
seria basicamente la misma a alta o baja temperatura, la disposicién de los dimeros y
oligdbmeros es diferente en funcion de la temperatura. A elevada temperatura se facilitaria
la formacion de dimeros, pero no la formacion de estructuras de orden superior. De esta
manera, se estaria generando una mayor inestabilidad de la union H-NS-ADN, lo que
facilitaria el acceso de la ARN polimerasa, su unién al ADN y la consiguiente expresion
génica. En estas condiciones de elevada temperatura, que pueden darse cuando la bacteria
infecta células humanas, la formacidn de estos filamentos se ve muy desfavorecida. Ello
tiene mucha importancia a nivel fisiolégico, ya que en condiciones de un proceso
infeccioso a la bacteria le interesa desreprimir la expresion de genes implicados en la
virulencia, muchos de los cuales se encuentran regulados por H-NS. En cambio, a
temperaturas ambientales de unos 25°C, se produce la formacién de oligémeros de mayor

orden, hecho que favorece el silenciamiento génico (Ono y col., 2005) (figura 1.29).
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Figura 1.29. Representacion esquematica del mecanismo propuesto para el modelo de actuacion
de H-NS en respuesta a un aumento de la temperatura de 25°C a 37°C. A 25°C, la proteina H-NS
es capaz de unirse a las cadenas de ADN de una manera cooperativa basada en una estructura
oligomérica de alto orden. En cambio, debido al aumento de la temperatura, a 37°C se produce el
cambio conformacional en uno de los dimeros de H-NS. EI dimero ya no puede interactuar con
el oligbmero de proteinas de alto orden y, por lo tanto, ya no se une al ADN de manera
cooperativa. La pérdida resultante en la afinidad de unién al ADN afecta la topologia del mismo
y lo hace mas accesible a la ARN polimerasa, lo que da lugar a la transcripcion génica con la
consecuente pérdida del silenciamiento génico. Adaptado de (Ono y col., 2005).

Ademas de lo mencionado anteriormente, H-NS también presenta la capacidad de regular
la expresion génica a nivel post-transcripcional. Puesto que dicha proteina también
muestra una elevada afinidad de union al ARN, H-NS es capaz de modular positivamente
las eficiencias de iniciacion de la traduccion en moléculas de ARNm que poseen sefiales

de iniciacion de traduccion deficientes (Park y col., 2010).

1.2.1.5 H-NS como represor de la expresion no deseada de ADN
Xenogenico

Uno de los papeles fundamentales de la represion de la expresion génica ejercida por
parte de la proteina H-NS es controlar la expresion de genes localizados en regiones
correspondientes a ADN adquirido de manera horizontal (HGT, horizontal gene transfer).
Los mecanismos de transferencia génica horizontal son responsables de una parte
importante de la gran variabilidad genética que se da entre las diferentes bacterias, incluso
entre cepas muy cercanas entre si. Dichos mecanismos de transferencia génica horizontal
se han observado en todos los tipos de bacterias, tanto en bacterias comensales como en
bacterias patdgenas. Teniendo en cuenta que las bacterias patdogenas necesitan adaptarse

a condiciones ambientales especificas dentro del hospedador, el papel de la transferencia
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génica intra e interespecifica ha jugado un importante papel en la evolucion de las
bacterias virulentas. Muchos de los genes asociados a la virulencia en la mayoria de los
patdégenos han sido adquiridos por estos mecanismos. Ejemplos de ello son algunos
elementos clave para la colonizacion de sus hospedadores (Park y Zhang, 2012; Harrison
y Brockhurst, 2012), y genes de resistencia a elementos antimicrobianos (Bennet, 2008)
0 a metales pesados (Pal y col., 2015). Sin embargo, la expresion descontrolada de estos
genes adquiridos de novo puede provocar la alteracion de la homeostasis celular al generar
una alteracion en los circuitos regulatorios existentes previamente. H-NS actia como un
factor clave que ha permitido la incorporacion progresiva de estos genes en las redes

regulatorias de la célula sin comprometer el fitness celular.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, las secuencias xenogénicas adquiridas
mediante mecanismos HGT muestran una composicion de bases y un uso de codones
diferentes al del nacleo del genoma de la célula huésped receptora: en la mayoria de los
casos, los genes adquiridos por HGT son relativamente ricos en adenina y timina
(Lawrence y Ochman, 1997; Daubin y col., 2003). La capacidad que presenta H-NS para
unirse selectivamente y silenciar secuencias ricas en A/T (proceso conocido como
silenciamiento xenogénico (Navarre y col., 2007)), convierte a esta proteina en uno de los
principales reguladores de la virulencia en E. coli y Salmonella, asi como en otras

especies de los géneros Yersinia y Vibrio (Dillon y Dorman, 2010).

En 2001 se realiz6 un primer andlisis para intentar definir el reguldn de H-NS en E. coli.
En dicho estudio se demostr6 que la mutacion del gen hns afectaba aproximadamente al
5% del transcriptoma de la cepa K-12 de E. coli (Hommais y col., 2001). En este analisis
se observé que varios genes anotados como ADN cuyo origen era la transferencia génica
horizontal se encontraban desregulados (principalmente genes implicados en la adhesion
celular). El problema radicaba en el hecho de que la cepa utilizada fue una cepa “de
laboratorio”, por lo que no incluia en su genoma muchos genes de virulencia,
principalmente islas de patogenicidad. En 2006 se realiz6 un estudio con un array dirigido
de manera especifica contra genes implicados en la virulencia de una cepa patogena de
E. coli, concretamente la cepa uropatdgena 536. En este caso, se pudo observar como
todos los loci de virulencia descritos hasta la fecha se vieron afectados por la mutacién
en el gen hns (Muller y col.,, 2006). De manera analoga, en sendos estudios
transcriptomicos realizados mediante microarrays sobre el mutante hns en

S. Typhimurium (Lucchini y col., 2006; Navarre y col., 2006), se observé que més de 400
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genes del genoma de Salmonella se encontraban desregulados ante la ausencia de la
proteina H-NS. La gran mayoria de estos genes eran ricos en A/T (el contenido de G/C
de los genes silenciados por H-NS era del 48%, mientras que el del genoma global es del
52%), el 90% de los cuales eran genes adquiridos por transferencia horizontal. En estudios
de inmunoprecipitacion de la cromatina combinados con estos microarrays (“ChlP-on-
chip”), se pudo determinar que la proteina H-NS se unia a mas de 400 regiones del
genoma de Salmonella (incluyendo las 5 islas de patogenicidad y su plasmido de
virulencia) donde, ademas de unirse a regiones promotoras, también se podia unir a

regiones codificantes ricas en A/T dentro de los propios genes (Navarre y col., 2006).

1.2.1.6 Mecanismos de contra silenciamiento de la expresion génica

Sin embargo, todo este silenciamiento génico mediado por la proteina H-NS tiene que
estar finamente regulado ya que, en algin momento, los genes cuya expresion génica es
reprimida por parte de H-NS, necesitardn expresarse. Esta “desrepresion” es
especialmente importante cuando la expresién de dichos genes sea necesaria para que las
bacterias patdgenas puedan poner en marcha su maquinaria de adaptacion al hospedador
(esencialmente para que las bacterias sobrevivan y prosperen) y para sintetizar los
factores de virulencia que iniciardn el proceso infectivo. Por ello, es evidente que la
represion transcripcional ejercida por H-NS no se debe de prolongar de manera
indefinida. Debido a la accion de diferentes factores de transcripcién como por ejemplo
Fis e IHF, o bajo determinadas condiciones ambientales como la temperatura o la
osmolaridad, se generan mecanismos que dan lugar a la desestabilizacion de los
complejos nucleoproteicos formados por H-NS y la consecuente desrepresion de los
genes silenciados (Navarre y col., 2007) (figura 1.30). Todos estos procesos reciben el

nombre de contra silenciamiento.
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Figura 1.30. Mecanismos de activacion de la expresion de genes del nacleo del genoma (core
genome) y contra silenciamiento de genes adquiridos por transferencia horizontal. Los genes del
nucleo del genoma se encuentran en un estado de no expresion (estado “OFF”) hasta que un
activador transcripcional (representado mediante 6valos verdes) se une a posiciones conservadas
en los promotores de dichos genes (representados con flechas verdes haciendo referencia al lugar
de inicio de la transcripcion (TSS)) e interactda directamente con la ARN polimerasa (amarillo)
para permitir la transcripcion y la consecuente expresion del gen (estado “ON”). Por el contrario,
los genes HGT se encuentran silenciados por la proteina H-NS (representada en circulos lilas), la
cual se une y polimeriza a lo largo de la secuencia promotora impidiendo de esta manera la union
y actuacién de la ARN polimerasa. Sin embargo, cuando la expresidn de estos genes es necesaria,
un factor de contra silenciamiento de la transcripcion (representado en circulos verdes) se puede
unir a un sitio alternativo al promotor para desestructurar el complejo H-NS-ADN, permitiendo
de esta manera la unién de la ARN polimerasa y la consecuente transcripcién y expresion génica.
Imagen adaptada de (Will y col., 2015).

Se han propuesto varios mecanismos de contra silenciamiento de la represion ejercida por
parte de la proteina H-NS (Navarre y col., 2007). Dichos mecanismos quedan resumidos

en la figura 1.31.

Uno de los principales mecanismos de contra silenciamiento del papel represor de H-NS
es el ejercido por algunas proteinas con capacidad de union al ADN que son capaces de
antagonizar las funciones de silenciamiento realizadas por H-NS. El mecanismo
propuesto para la actuacion de estas proteinas incluye principalmente la competicion con
H-NS por los sitios de union al ADN (como en el caso de las proteinas Ler y SsrB)
(Walthers y col., 2011; Whinardhi y col., 2014) y la formacion de complejos
heteroméricos que inhiben la funcion represora de H-NS. Este ultimo mecanismo es el
ejercido principalmente por proteinas con capacidad de interaccionar con H-NS
interrumpiendo su estado oligomérico, como es el caso de la proteina 5.5 del fago T7 (Liu
y Richardson, 1993; Aliy col., 2011) o las proteinas de la familia H-NST, proteinas tipo
H-NS (presentes principalmente en pequefias islas gendmicas de los patotipos UPEC,
EAEC y ETEC) pero truncadas de manera natural a las que les falta el dominio de union
al ADN vy la region flexible (Williamson y Free., 2005). Otro mecanismo de contra
silenciamiento es el ejercido por factores de transcripcién que se unen al ADN con una
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alta afinidad y compiten contra H-NS por la union a los &cidos nucleicos, como es el caso
de ToxT en Vibrio cholerae o SIyA/RovA en Yersiniay E. coli (Yu y DiRita, 2002; Tran
y col., 2005).
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Figura 1.31. Mecanismos de contra silenciamiento génico descritos para una gran variedad de
promotores regulados por H-NS. (A) La interrupcion de los complejos represores generados por
H-NS por parte de antagonistas de la multimerizacion tales como H-NST, Ler, SstB o la proteina
5.5 del fago T7. (B) La competencia por la unién al ADN por parte de proteinas que presentan
una capacidad especifica de union al ADN de alta afinidad, tales como ToxT o RovA. (C) La
activacion de ciertos promotores por factores sigma alterativos, como el promotor spv de
Salmonella o el promotor hdeAB de E. coli, activados por el factor o RpoS. (D) Cambios en la
arquitectura del promotor debido a la union de proteinas especificas 0 cambios ambientales que
interrumpen la formacion del complejo H-NS, como ocurre en el promotor virF en Shigella.
Imagen adaptada de (Navarre y col., 2007).

Ademas, bajo ciertas condiciones, las secuencias promotoras de ciertos genes se
encuentran reguladas positivamente por el factor sigma alternativo (RpoS) de la ARN
polimerasa. Estos factores, asociados con la ARN polimerasa E, tienen la capacidad de
poder activar la expresion de promotores de genes adquiridos por HGT aln siendo
sometidos al proceso de silenciamiento ejercido por H-NS. Ejemplos de estos loci son
spv, LEE1 (Laaberki y col., 2006), asr (Seputiene y col., 2004), gadBC (De Biase y col.,
1999), proU (Rajkumari y Gowrishankar, 2001), hdeAB (Shiny col., 2005), csgBA (Olsen
y col., 1993), spvR (Robbe-Saule y col., 1997), csiD (Marschall y col., 1998), y yciEFG
(Navarre y col., 2006).

Este antagonismo contra el silenciamiento xenogénico provocado por H-NS también tiene
lugar bajo ciertas condiciones en las que se producen alteraciones en la topologia y
arquitectura del promotor. Estas alteraciones, causadas por proteinas de union al ADN o

por cambios ambientales (como por ejemplo, un incremento en la temperatura), provocan
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que se interrumpa la formacion de los complejos H-NS-ADN. Un claro ejemplo de ello

se da en el caso del promotor virF de Shigella (Falconi y col., 1998).

Cabe destacar que todos estos mecanismos de contra silenciamiento descritos no son
excluyentes entre ellos y pueden coexistir a la hora de regular la expresion de un mismo

promotor.

1.2.1.7 Efecto de la proteina H-NS sobre la transcripcion espuria

Como se comentaba anteriormente, la ARN polimerasa que se expresa de manera
constitutiva en bacterias asociada al factor o', Ginicamente necesita reconocer una
secuencia parcial que coincide con la secuencia consenso (5'-TATAAT-3) y
coincidencias parciales con secuencias accesorias (todas ellas ricas en Ay T) para iniciar
la transcripcidn. Por todo ello, y por una cuestidn probabilistica, en E. coli, los genes con
un contenido en A 'y T mayor del 60% contienen secuencias nucleotidicas capaces de
dirigir y llevar a cabo la transcripcion tanto in vitro como in vivo (Decker y Hinton, 2013).
A lo largo de la historia evolutiva, la evolucion natural de los microorganismos (y de
manera especifica en el caso de E. coli) ha permitido que la presencia de estas secuencias
“tipo promotor” que puedan dar lugar a una transcripcion aberrante sean minimas en el
interior de los genes, donde el porcentaje de contenido A/T es un 5-9% menor que en

regiones intergénicas (Blattner y col., 1997).

Sin embargo, los mecanismos para evitar la transcripcion espuria (transcripcion aberrante
a partir de promotores intragénicos no especificos) no son eficientes al 100%, por lo que
a lo largo de la historia evolutiva se han seleccionado de manera positiva mecanismos
implicados en evitar la formacion de estos transcritos aberrantes. El principal mecanismo
protector ante estos transcritos es el acople entre los procesos de transcripcion y
traduccion. Como la mayoria de los codones de inicio de la traduccién y los sitios de
unién al ribosoma se encuentran localizados de manera especifica y rara vez ocurren por
casualidad, la mayoria de los transcritos espurios no se traducen al no contener estas

secuencias en el orden necesario para su traduccion.

A pesar de ello, existen mecanismos adicionales para suprimir la transcripcién génica en
promotores intragénicos que darian lugar a transcritos aberrantes y su traduccion
indeseada. En E. coli, uno de estos mecanismos supresores es el complejo nucleoproteico
represor que ejerce la proteina H-NS cuando se une al ADN y polimeriza en estructuras

proteicas de un orden mayor que son capaces de provocar la represion de la transcripcion
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espuria (Grainger, 2016) (figura 1.32). Por todo ello, se ha descrito que mutaciones en el
gen hns provocan una transcripcion descontrolada de moléculas de ARN de dentro de los
genes con un elevado contenido de Ay T (Lamberte y col., 2017).

Intergenic 38 % 29 %Intragenic (sense)
FE N ‘°°"'“9/\ s
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© H-NS D H-NS nucleation site Intergenic (non-coding) 17 % 16 %(antisense)

Figura 1.32. La proteina H-NS es capaz de silenciar la expresion de un gran numero de genes al
reprimir la transcripcién canénica. Ademas, otra funcion principal de esta proteina es silenciar la
transcripcion espuria de ARN no codificantes. Al suprimir la transcripcion intragénica, con ello
se evita el gasto innecesario de recursos celulares para dar lugar a transcritos no deseados, la
formacion de estructuras de 4cido nucleico peligrosas y una eventual transferencia con los
procesos de transcripcion realmente funcionales. Imagen adaptada de (Singh y col., 2014).

Junto con H-NS, el factor de terminacion de la transcripcion Rho, presente en el 90% de
las bacterias, también es capaz de reconocer y finalizar la transcripcion de ARN no
codificante, proporcionando a la bacteria otro mecanismo de proteccién ante la
transcripcion no deseada (D'Heygeére y col., 2013) (figura 1.33).

Rho
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Figura 1.33. La proteina H-NS puede suprimir la actividad de promotores espurios dentro de los
genes y puede impedir la elongacion de la transcripcion. Aquellos transcritos que hayan superado
la represion de la transcripcion inicial suelen estar sujetos a una terminacion prematura de la
misma por parte de Rho. Finalmente, los transcritos resultantes pueden ser objeto de degradacion
por parte de las ARNasas celulares. Imagen adaptada de (Wade y Grainger, 2017).

1.2.1.8 La proteina StpA y otros paralogos de H-NS

Los genomas de diferentes bacterias entéricas (Salmonella, Escherichia y Shigella),
codifican un segundo paralogo de la proteina H-NS, la proteina StpA (Supressor of td-
mutant phenotype A). EI gen stpA codifica para una proteina de 134 aminoéacidos y 15,3
kDa, que presenta unos niveles de similitud del 67% y una identidad del 58% a nivel de
secuencia aminoacidica respecto H-NS, ademas de presentar unos dominios estructurales
muy similares: un dominio N-terminal involucrado en la dimerizacion e interaccion con

otras proteinas y un dominio C-terminal implicado en la unién al ADN. Dichos dominios
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presentan una estructura secundaria muy parecida a los de la proteina H-NS (Zhang y
Belfort, 1992; Williams y col., 1996; Cusick y Belfort, 1998; Dorman, 2004) (figura
1.34).
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Figura 1.34. Representacion esquematica de la comparacion de los dominios estructurales y las
estructuras secundarias predichas para las proteinas H-NS y StpA de Salmonella Typhimurium.
De color verde se representan las hélices-a y de color rosa oscuro los dominios en forma de bucle
desestructurados. En dorado se indica el dominio tipo histona H-NS extraido de la base de datos
Pfam. Dicho dominio proteico es comun para H-NS y StpA. Imagen adaptada de (Dillon y
Dorman, 2010).

De manera analoga a H-NS, la proteina StpA tiene capacidad de unirse al ADN (Sonden
y Uhlin, 1996; Uyar y col., 2009) en regiones ricas en A/T con curvatura intrinseca y
formar puentes entre cadenas adyacentes (Dame y col., 2000; Dame y col., 2005).

Ademas, también presenta actividad de chaperona de ARN (Zhang y col., 1995).

En E. coli, el patron de expresion de StpA y H-NS es diferente. Mientras que los niveles
de H-NS son mas o menos constantes a lo largo de las diferentes etapas de la curva de
crecimiento bacteriano, la expresion de StpA depende de la fase de crecimiento. Los
niveles de expresion de StpA se mantienen bajos al inicio de la fase exponencial, pero
aumentan hasta un 50% mas en la fase estacionaria. Ademas, la expresion de este
paralogo de H-NS se ve inducida cuando las bacterias crecen bajo condiciones de estrés
o cuando crecen en medio minimo bajo una limitaciéon en el nimero de nutrientes del
medio (Free y Dorman, 1997). La diferencia entre los niveles intracelulares de ambas
proteinas puede deberse a que H-NS y StpA se autoregulan y a la vez muestran una
regulacién cruzada negativa, en la que H-NS es capaz de reprimir la transcripcion del gen
stpA de una manera mas fuerte e intensa que la represion que StpA puede ejercer sobre el
gen hns (Johansson y Uhlin, 1999).

StpA presenta la capacidad de formar heterodimeros tanto con H-NS (Williams y col.,
1996; Free y col., 1998) como con proteinas tipo Hha, como por ejemplo con su paralogo
YdgT (Paytubi y col., 2004). Es una proteina relativamente estable en un fondo genético

salvaje, pero se degrada rapidamente por accion de la proteasa Lon en ausencia de H-NS,
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un efecto que se exacerba alin mas en ausencia de YdgT o Hha (Johansson y Uhlin, 1999;
Paytubi y col., 2004). La formacion de estos heterocomplejos proteicos con H-NS vy
proteinas tipo Hha proporciona a StpA un mecanismo de proteccion contra la degradacion

por parte de la proteasa Lon.

Mediante un analisis de ChlP-chip a lo largo del cromosoma de E. coli se pudo determinar
que los perfiles de union de H-NS y StpA eran practicamente superponibles. La
eliminacién de StpA no dio lugar a ningn cambio significativo en el perfil de union de
H-NS; por el contrario, la supresion de hns redujo de manera significativa el nimero de
regiones a las que se podia unir StpA (aproximadamente dos tercios de las regiones de
unién de StpA requerian de la presencia de H-NS para que se produjera la unién a los
acidos nucleicos). Una explicacion de ello es la necesidad que presenta StpA de formar
heterodimeros con H-NS para unirse a regiones especificas del ADN. Otra posibilidad es
que los cambios locales en la arquitectura del nucleoide provocados por la ausencia de
H-NS causaron una disminucion en la afinidad de StpA para unirse a ciertas regiones del

cromosoma (Uyar y col., 2009).

Muy pocos fenotipos han podido ser atribuidos a la mutacion del gen stpA en cepas de
E. coli que contienen una copia salvaje del gen hns (Zhang y col., 1996; Bertin y col.,
2001). Ello puede ser debido a los mecanismos de compensacion ejercidos por H-NS,
ademas de la baja expresion de StpA en las células de fondo genético salvaje. Sin
embargo, se ha podido observar que la expresion de StpA se incrementa
aproximadamente 20 veces en un mutante de H-NS. A pesar de ello, debido a su
inestabilidad en ausencia de H-NS, la proteina StpA no se acumula en mutantes hns méas
alla del 10% de los niveles observados para H-NS (Sonnenfield y col., 2001). Sin
embargo, StpA puede complementar parcialmente la inactivacion del gen hns y actuar
como reservorio molecular de H-NS (Shi y Bennett, 1994; Williams y col., 1996; Bertin
y col., 2001).

A pesar de converger en la mayoria de los genes regulados, existen algunos genes
regulados de manera diferencial por StpA y H-NS en E. coli. Un ejemplo de ello es la
regulacién del gen ompF a través del ARN antisentido micF complementario al ARN
mensajero de ompF. Mientras que H-NS incrementa de manera indirecta los niveles de
OmpF mediante la inactivacion de la transcripcion de micF, StpA permite la expresion
de ompF en E. coli mediante la union y desestabilizacion de este ARN antisentido
(Deighan y col., 2000).
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De manera analoga a H-NS, la proteina StpA también presenta la capacidad de formar un
filamento rigido (stiffening mode) a lo largo del ADN. De este modo, una vez que la
proteina StpA forma un filamento proteico sobre los &cidos nucleicos, provoca la
generacion de conformaciones locales totalmente inaccesibles a cualquier tipo de enzima,
generado de esta manera un mecanismo de silenciamiento de la expresion génica al

impedir el acceso de la ARN polimerasa a su estructura promotora.

Sin embargo, a diferencia del filamento H-NS-ADN, el filamento StpA-ADN es en gran
medida insensible a los cambios fisioldgicos en las concentraciones de sal, de iones
magnesio o de cambios en el pH y en la temperatura del medio. Todo ello parece indicar
que la proteina StpA es mas resistente a cambios en los estimulos ambientales que la
proteina H-NS. Dado que filamento formado por StpA sobre el ADN es mas estable que
el formado por H-NS, y esta estabilidad se mantiene en condiciones de estrés osmotico o
de elevada temperatura, StpA parece estar implicada en mecanismos de resistencia a
cambios en la osmolaridad del medio y a cambios bruscos de temperatura cuando la

modulacion por parte de la proteina H-NS deja de ser funcional (Lim y col., 2012).

En algunas cepas patdgenas extraintestinales de E. coli, ademas de los genes hns y stpA,
se ha logrado identificar un tercer gen paralogo a dichos genes. Este gen, denominado
hfp, se ha caracterizado inicialmente en la cepa uropatdgena de E. coli 536. La proteina
Hfp es capaz de formar heterocomplejos con la proteina H-NS, y actia como reservorio

molecular de H-NS cuando las bacterias crecen a bajas temperaturas (Muller y col., 2010).

1.2.2 Familia de proteinas tipo Hha

La familia de proteinas tipo Hha esta formada por un grupo de proteinas de bajo peso
molecular (aproximadamente 8 kDa) que juegan un papel importante en la regulacion de
la expresion génica en enterobacterias (principalmente se encuentran asociadas a la
regulacién de elementos de virulencia bacterianos). La proteina prototipo de esta familia,
Hha (High Hemolytic Activity), fue identificada originalmente como un regulador
negativo del gen plasmidico que codifica para la produccion de la toxina alfa-hemolisina
(hlyA), presente en cepas patdgenas de E. coli (Godessart y col., 1988; Nieto y col., 1991).
El gen hha presenta unos niveles de transcripcion y expresién mas elevados cuando las
células se encuentran en fase exponencial; en cambio, esta elevada expresion disminuye

cuando las celulas llegan a la fase estacionaria. Ademas, factores ambientales tales como
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la osmolaridad del medio y la temperatura afectan también a los niveles intracelulares de
Hha (Mourifio y col., 1998).

Paralelamente al descubrimiento y caracterizacion de la proteina Hha, también se
descubrid otra proteina miembro de esta familia: la proteina ortdloga a Hha en Yernisina
enterocolitica, denominada YmoA. Ambas proteinas comparten una identidad
negativo del factor transcripcional VirF, y posteriormente como un importante regulador
de un gran numero de factores de virulencia en Yersinia, entre los que destaca la invasina
(Cornelis y col., 1991; de la Cruz y col., 1992; Ellison y col., 2003). La gran mayoria de
aislamientos de cepas de E. coli, Shigella y Salmonella expresan al menos un paralogo
adicional de la proteina Hha: la proteina YdgT (a veces denominada Cnu). A nivel de
secuencia aminoacidica, YdgT presenta una similitud del 66% y una identidad del 35%
respecto a la proteina Hha. Ademas, algunas cepas también presentan paralogos
adicionales codificados en elementos genéticos mdviles tales como plasmidos
conjugativos (Forns y col., 2005). A diferencia de H-NS, donde genes paralogos y
ortologos se encuentran en un gran nimero de proteobacterias gramnegativas mas alla del
linaje entérico, la presencia de proteinas tipo Hha se encuentra Unicamente restringida a

las Enterobacteriaceae (Madrid y col., 2007).

A nivel estructural, Hha es una proteina enriquecida en hélices-a (figura 1.35), ordenadas
entre si de manera helicoidal y estabilizadas por enlaces hidrofobicos. La distribucion de
las cargas en la proteina Hha no es homogénea: mientras que las primeras hélices del
extremo N-terminal de la molécula son ricas en residuos basicos que conforman una
superficie cargada positivamente, la cara opuesta de la molécula es mayormente acidica
(Paytubi y col., 2011).
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Figura 1.35. Representacion esquematica comparativa de los dominios estructurales y las
estructuras secundarias predichas para las proteinas Hha e YdgT de Salmonella Typhimurium. En
color verde se representan las hélices-a y en rosa oscuro los dominios en forma de bucle
desestructurados. En dorado se indica el dominio tipo Hha extraido de la base de datos Pfam.
Dicho dominio proteico es comUn tanto para Hha como para su parélogo YdgT. Imagen adaptada
de (Dillon y Dorman, 2010).
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Los miembros de la familia de proteinas similares a Hha comparten una redundancia
funcional significativa (Nieto y col., 2002). Los parélogos de Hha, como YmoA e YdgT,
pueden complementar a los mutantes hha de E. coli en la regulacién de varios loci;
reciprocamente, Hha puede reemplazar funcionalmente a YmoA en mutantes de Yersinia,
aunque el grado de complementacion observado depende del numero de copias de la
proteina (Mikulskis y Cornelis, 1994; Balsalobre y col., 1996; Nieto y col., 2002; Paytubi
y col., 2004; Forns y col., 2005). Debido a su redundancia funcional, las mutaciones
individuales en hha o ydgT en E. coli o Salmonella son bien toleradas por parte de las
bacterias y no dan lugar a grandes cambios en el fitness celular. En los loci que muestran
alguna alteracion regulatoria, el efecto es casi siempre mas notorio para la mutacion hha
que para la mutacion ydgT. Concretamente, en el caso de Salmonella, mutantes hha
muestran defectos leves de crecimiento y aumento en la expresion de genes codificados
dentro de SPI-1 (responsables de la invasion bacteriana de células epiteliales) al verse
afectada la expresion de su regulador principal HilA (Fahlen y col., 2001), asi como de
genes codificados dentro de SPI-2 requeridos para la supervivencia intracelular
(Olekhnovich y Kadner, 2007; Silphaduang y col., 2007). También cabe destacar que Hha
desempefia un papel importante en la regulacién de la conjugacién y la transposicion.
Mutaciones en el gen hha provocan un aumento en la frecuencia de conjugacion
plasmidica, mientras que la sobreexpresién de Hha conduce a una disminucion en la
frecuencia de conjugacion, un efecto que se ha observado en mas de una familia de
plasmidos (Mikulskis y Cornelis, 1994; Nieto y col., 1998; Forns y col., 2005). La
sobreexpresion de Hha también provoca un aumento de la transposicion por un
mecanismo hasta ahora no comprendido, similar a lo que se ha observado en el caso de
H-NS en la transposicion de los transposones 1S903, Tn10 y Tn552 en E. coli (Mikulskis
y Cornelis, 1994; Balsalobre y col., 1996; Shiga y col., 2001; Swingle y col., 2004).

Estas alteraciones reguladoras observadas en los mutantes sencillos se potencian en un
doble mutante hha ydgT a un grado considerablemente mayor que las contribuciones
aditivas de ambos mutantes individuales (Paytubi y col., 2004; Silphaduang y col., 2007).
El analisis transcriptomico realizado para analizar el efecto de las mutaciones combinadas
de los genes hha e ydgT en S. Typhimurium mostrd la expresion alterada de un gran
namero de genes que se encuentran localizados en regiones de ADN adquiridas a través
de mecanismos de transferencia horizontal. Ademés, muchos de estos genes coinciden

con genes cuya expresion se encontraba alterada en un mutante hns, entre los que destacan
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genes que forman parte de las islas de patogenicidad SPI-1, 2, 3y 5, asi como un gran
namero de otros genes presentes en pequefias islas gendmicas (Navarre y col., 2006;
Vivero y col., 2008).

Todas estas observaciones indican que las moléculas similares a Hha son altamente
redundantes con respecto a su funcion y que, en fenotipos salvajes de E. coli y Salmonella,
Hha es el efector funcional dominante, mientras que YdgT aparentemente desempefia un
papel secundario o de respaldo en ausencia de Hha, similar al descrito para StpA y H-NS

en E. coli.

Para estudiar el mecanismo especifico de actuacion de la proteina Hha se utilizd6 como
modelo la regulacion ambiental del operon hemolitico hlyCABD de E. coli, el cual
codifica para la sintesis y secrecion de la toxina alfa-hemolsina (Nieto y col., 1991;
Carmona y col., 1993). Estos estudios determinaron que Hha no era capaz de unirse a
secuencias especificas de la region reguladora del operon hlyCABD, pero si de
interaccionar con la proteina H-NS, la cual si se une de manera especifica a secuencias
presentes en la region reguladora del operén (Madrid y col., 2002). En un doble mutante
hha hns se produce una gran expresion de la hemolisina codificada en este operon; ello
nos indica que el complejo nucleoproteico formado por H-NS/Hha/ADN presenta la
capacidad de modular y reprimir la expresion del operédn hly, de manera que en ausencia
de ambas proteinas se produce una gran desrepresion de la represion ejercida por el

complejo macroproteico (Nieto y col., 2000).

Tanto la demostracion in vitro de la interaccién de Hha con H-NS, como la superposicién
de los genes controlados por Hha/YdgT y por H-NS, sugiere la existencia de interacciones
directas entre las proteinas de estas dos familias para regular la expresion génica.

Estudios transcriptomicos globales realizados por microarray también han puesto de
manifiesto que algunos de los genes silenciados directamente por H-NS, entre los que
destaca proU, no se ven afectados por mutaciones en hha e ydgT (Vivero y col., 2008).
Ello es de esperar ya que los niveles de Hha/YdgT son mucho maés bajos que los niveles
de H-NS, y por esto es imposible que estas proteinas puedan actuar en un complejo
proteico junto con H-NS en una relacion molar de 1:1 (o 1:2) en todos los promotores;
mas bien sugiere que Hhay YdgT pueden actuar selectivamente con H-NS solo en ciertos

promotores, mientras que en otros la interaccion no es posible.

64



1. INTRODUCCION

A pesar de que la secuencia aminoacidica completa de los miembros de la familia de
proteinas tipo Hha y H-NS no es significativamente similar, las proteinas tipo Hha y el
dominio N-terminal de H-NS presentan pequefios blogques con una alta identidad a través

de los cuales tiene lugar la interaccién proteica (Nieto y col., 2002) (figura 1.36).

Figura 1.36. Representacion esquematica del complejo de union de la proteina Hha con el
dominio N-terminal de H-NS. Dos monomeros de Hha se unen en dos sitios simétricos a cada
lado del dimero de H-NS. Los residuos cargados positivamente, altamente conservados y
representados en color azul, quedan expuestos en la superficie cuando se forma el complejo con
H-NS, hecho que favorece la interaccion del complejo proteico con el ADN. Imagen adaptada de
(Aliy col., 2013).

Estudios de resonancia magnética nuclear con el dominio N-terminal de la proteina
H-NS han permitido identificar el aminoacido arginina R12 (altamente conservado entre
las proteinas H-NS y StpA de enterobacterias) como el residuo esencial para la interaccion
con Hha (Garcia y col., 2006). En el caso de Hha, el residuo clave en la interaccion con
H-NS es el &cido aspartico en la posicion 48 (D48), ademas de los residuos R16, E25,
R50y P64 (Nieto y col., 2002). En el caso de YdgT, los residuos claves para la interaccion
con H-NS son la serina 15 (S15) y la glutamina en la posicién 70 (Q70) (Yuny col.,
2012). Cualquier cambio en los residuos anteriormente nombrados alteran la capacidad
de union de los complejos proteicos al ADN. Todo ello pone de manifiesto la capacidad
que tienen las proteinas de la familia Hha de modular la actividad de unién de H-NS al
ADN (figura 1.37).
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Figura 1.37. Representacion esquematica del complejo de unién de H-NS/Hha al ADN. Los
mondémeros de Hha (representados en naranja) flanquean ambos lados del dominio N-terminal de
H-NS. Esta disposicion proyecta las superficies de unién al ADN de Hha y H-NS en lados
opuestos del oligbmero. Imagen adaptada de (Singh y col., 2016).

La interaccion entre las proteinas Hha e YdgT con la proteina H-NS no es Unicamente
exclusiva a estas dos proteinas, sino que también es extensible a otros miembros de ambas
familias. Se han descrito interacciones entre Hha y StpA, YdgT y StpA (Paytubi y col.,
2004) y entre YmoA y H-NS (Ellison y Miller, 2006) (figura 1.38).
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Figura 1.38. Representacion esquematica del modelo predicho para la interaccién entre H-NS,
Hha y StpA en la formacién de nucleofilamentos sobre el ADN y la posterior formacion de
estructuras en forma de puente entre dos cadenas de &cidos nucleicos. Imagen adaptada de
(Boudreau y col., 2018).

Todo ello pone de manifiesto la existencia de una relacién funcional entre las proteinas
de ambas familias. Esta interaccion no se limita Gnicamente a procesos moduladores de
la expresion génica, sino que también es responsable de otros mecanismos, como por
ejemplo la interaccién de Hha o YdgT con la proteina StpA, donde dicha interaccién
protege a StpA de la degradacion proteolitica por parte de Lon (Paytubi y col., 2004), de

la misma manera que lo hace su interaccion con H-NS (Johansson y col., 2001).

El mecanismo por el cual las moléculas tipo Hha son capaces de regular la expresion
génica en los loci regulados por H-NS sigue sin estar claro y existe un debate considerable
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en cuanto a si las proteinas similares a Hha son capaces de realizar sus acciones uniéndose
al ADN directamente 0 a través de una interaccion con H-NS. A pesar de que la proteina
Hha presenta motivos de hélice-giro-hélice que son frecuentes en proteinas que tienen la
capacidad de unirse al ADN, muy pocos estudios han mostrado la capacidad de esta
proteina de unirse al ADN por si misma de manera independiente a H-NS (Fahlen y col.,
2001; Sharma 'y Zuerner, 2004; Olekhnovich y Kadner, 2007; Sharma y Bearson, 2013;
Sharma y Casey, 2014). A excepcion de la union observada de Hha al ADN en el caso
del gen rtsA de S. Typhimurium (Olekhnovich y Kadner, 2007), para obtener las
preparaciones de proteina Hha utilizadas en el resto de ensayos de union in vitro no se
utilizé un fondo genético Ahns, por lo que no se puede garantizar que Hha no se haya
copurificado con H-NS vy los resultados de unién al ADN se produzcan de manera
indirecta via union H-NS. Ademas, los estudios realizados en E. coli que indicaron que
Hha puede afectar la expresion génica en ausencia de H-NS, se realizaron en células que
expresaban StpA, por lo que no es descartable que Hha pudiera estar ejerciendo su funcion

reguladora uniéndose a esta proteina de manera alternativa.

Lo que parece evidente es que la interaccién de las proteinas tipo Hha con las proteinas
de la familia H-NS permite el establecimiento de complejos reguladores que presentan
propiedades especificas que las proteinas tipo H-NS por si solas no tendrian (Ali y col.,
2013).

Recientemente se ha descrito que las interacciones entre Hha y el dominio N-terminal de
la proteina H-NS incrementan la afinidad de unién de H-NS al ADN, ademés de
incrementar la capacidad que presenta esta proteina para formar puentes entre cadenas de
ADN, incluso en ausencia de iones Mg?* (Ali y col., 2013; van der Valk y col., 2017). De
esta manera, al incrementar la capacidad del macrocomplejo proteico para formar puentes
entre cadenas de ADN, tanto Hha como StpA son capaces de promover eventos de pausa
de la ARN polimerasa una vez H-NS se encuentra unida al ADN en forma de
nucleofilamentos (Boudreau y col., 2018). Todo ello refuerza el concepto de que la
interaccion de las proteinas tipo Hha con las proteinas tipo H-NS es esencial para la
regulacion de la expresion génica en enterobacterias en respuesta a cambios en las
condiciones ambientales del medio, donde el principal grupo de genes regulados por los
complejos Hha-H-NS son genes adquiridos a través de mecanismos de transferencia

génica horizontal (Barfios y col., 2009; Ali y col., 2013).
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1.3 Regulacion post-transcripcional por secuencias 3’
UTR en bacterias

El papel principal de las moléculas de ARNm es transmitir la informacion genética. No
obstante, ademas de la secuencia codificante de los correspondientes polipéptidos, dichas
moléculas contienen en sus extremos no traducidos, tanto en el extremo 5’UTR (5’
untranslated region) como en el extremo 3’UTR (3’ untranslated region), secuencias que
pueden jugar un papel muy importante en la regulacién post-transcripcional de la
expresion génica. En eucariotas, la interaccion de proteinas y/o moléculas de ARN tiene
lugar en ambas regiones (Pesole y col., 2001). En cambio, en procariotas, los mecanismos
clasicos de regulacién post-transcripcional han sido asociados principalmente a
interacciones en la region 5’UTR (Winkler, 2005; Waters y Storz, 2009; Storz y col.,
2011), region en la que se producen mecanismos de atenuacion y donde actuan
termometros de ARN vy ribointerrumptores. Ademas, en dicha region también se unen
proteinas de union al ADN para modular la accesibilidad de los ribosomas a los RBSs

(ribosome binding site).

En el mundo procariota se ha considerado tradicionalmente que las regiones 3’UTR
contenian principalmente terminadores transcripcionales tanto dependientes como
independientes de Rho. No obstante, en los ltimos afios, debido al desarrollo y a la mayor
disponibilidad de una tecnologia de secuenciacion de alta eficiencia, ha empezado a
ponerse de manifiesto que secuencias bacterianas 3’UTR juegan papeles importantes en
la regulacion de la expresion génica més alla de la terminacion transcripcional (revisado
en (Reny col., 2017)).

Entre los diferentes papeles que juegan en bacterias las regiones 3’UTR, uno de los
fundamentales es convertirse en reservorios de pequefios ARNSs regulatorios (Miyakoshi
y col., 2015), los cuales se generan bien por un proceso de procesamiento del ARN o por
el eventos de inicio de la transcripcion a partir de promotores internos presentes en la
pauta abierta de lectura del gen. Algunos de tales ARNSs generados a partir de secuencias
3’UTR pueden actuar en trans sobre otros genes, o interaccionar con la secuencia 5’UTR
de su propio promotor para modular la expresion del gen en cuestion (Ren y col., 2017)
(figura 1.39). Un ejemplo de ello tiene lugar en la region 3’UTR del gen icaR de
Staphylococcus aureus, que es capaz de interaccionar con su region 5’UTR para regular

su traduccion (Ruiz de los Mozos y col., 2013). Las secuencias 3’UTR también presentan
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la capacidad de regular la expresion génica al permitir la union de proteinas que se unen
al ARN, las cuales a su vez pueden mediar la unién de otras proteinas efectoras (Mayr,
2017). Teniendo en cuenta que en bacterias gramnegativas la chaperona Hfq se asocia a
muchos de los pequeiios ARNSs regulatorios facilitando su papel regulador al protegerlos
de la degradacion ribonucleotidica (Kavita y col., 2018), ha podido ponerse de manifiesto

que algunas secuencias 3’UTR bacterianas presentan dianas para Hfq (Chao y col., 2012).
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Figura 1.39. Mecanismos implicados en la regulacién post-transcripcional de la expresion génica
por parte de la region 3°UTR en bacterias. (A) La region 3’UTR puede ser reconocida por una
ribonucleasa que inicia la degradacion del ARN mensajero. (B) La region 3’UTR puede
comportarse como un reservorio de pequefios ARNs que presentan capacidad de regular la
expresion génica. (C) La region 3’UTR puede ser diana de pequefias moléculas de ARN
reguladoras que actuen sobre dicha region protegiéndola de la degradacion o, en sentido contrario,
estimulando su degradacion. (D) La region 3’UTR puede interaccionar con la region 5’UTR de
su propio gen, estimulando la iniciacion de su traduccidn o incrementando la estabilidad del ARN
mensajero del mismo. Imagen adaptada de (Reny col., 2017).

Otros estudios han puesto de manifiesto que secuencias 3’UTR pueden modular la
expresion génica actuando en cis. En este caso, la regulacion de la degradacién del ARNm
es un mecanismo importante de control de la expresion génica a nivel post-
transcripcional, ya que el procesamiento endonucleotidico inicial de la molécula de
ARNmM dictara la degradacion del transcrito catalizada por exoribonucleasas (Laalami y
col., 2013). Teniendo en cuenta que los ribosomas protegen al ARNm de la degradacién
endonucleolitica (Deneke y col., 2013), las regiones no traducidas pueden ser dianas de
las ribonucleasas. Aunque las regiones 5’UTR suelen estar mas implicadas en la
inestabilidad del transcrito que las regiones 3’UTR (Selinger y col., 2003), también se
han reportado diferentes casos de inestabilidad asociada a la region 3’UTR, como en el
caso del gen aceA de C. glutamicum (Maeda y Wachi, 2012), cuya region 3’UTR es diana
de la ARNasa E/G, o la region 3’UTR del gen hilD de Salmonella enterica, cuya

69



1. INTRODUCCION

secuencia es diana del degradosoma, donde la actividad nucleolitica de este complejo
reduce la expresion de hilD (Lopez-Garrido y col., 2014). Asimismo, la region 3’UTR
del gen hmsT de Y. pestis (que codifica para una diguanilato ciclasa que estimula la
formacion de biofilm en este microorganismo), de 283 nucledtidos, modula
negativamente la degradacion del ARNm de hmsT, implicando una PNPasa (Zhu y col.,
2016). Estudios posteriores han identificado en Y. pestis nuevas regiones 3’UTR de
longitud significativa y de elevado porcentaje AU. Las mismas parecen también potenciar
la degradacion del ARNm de los genes situados aguas arriba (Zhao y col., 2018). Por el
contrario, determinadas regiones 3’UTR también pueden ayudar a incrementar la vida
media de un determinado ARNm al ser dianas de otros ARNSs pequefios con capacidad de
proteger al transcrito del complejo de degradacion (Reny col., 2017) (figura 1.39).
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2. OBJETIVOS

En el momento del inicio de esta tesis doctoral, nuestro grupo de investigacion,
analizando el genoma de la cepa enteroagregativa E. coli 042 pudo comprobar que,
ademés de los genes hha e ydgT (presentes en la mayoria de las enterobacterias), el
cromosoma de dicha cepa contenia dos genes muy similares al gen hha, a los que se les
denomin6 hha2 y hha3. También pudo comprobarse que, ademas del gen hns y su
parélogo stpA, la cepa E. coli 042 también codificaba un nuevo paralogo adicional de hns,
que se denomind hns2. Una parte de los objetivos de esta tesis doctoral se han centrado
en tratar de caracterizar el producto génico de estos nuevos paralogos con el fin de
entender qué papel bioldgico presentan estas copias extra de los genes hha y hns dentro

del cromosoma y las vias reguladoras de la bacteria.

También en el momento del inicio de este trabajo, el grupo de investigacion estaba
estudiando el papel de la alarmona (p)ppGpp en la expresion del gen aggR del plasmido
PAA2 de la cepa E. coli 042. Tal y como se ha comentado en la Introduccion de esta
memoria, el producto del gen aggR, la proteina AggR, es un importante regulador de la
virulencia bacteriana. Al realizar fusiones transcripcionales del gen aggR con el gen
reportero lacZ, situando dicho gen marcador en el extremo 3’ del gen aggR, pudimos
observar como los clones obtenidos presentaban un fenotipo muy diferente al de la cepa
salvaje. Dedicamos una parte de nuestro trabajo a estudiar este fenémeno y los cambios
fenotipicos derivados del mismo, lo que la llevado a describir nuevos aspectos de la
regulacién de la expresion del gen aggR por secuencias localizadas aguas abajo de su

pauta abierta de lectura.
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3.1 Cepas y plasmidos

Las diferentes cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se detallan en la siguiente tabla:

Cepa Descripcién Referencia
E. coli 042 Aislamiento clinico: Cm" Sm" T¢' Prof. I.Henderson
E. coli 042 AlacZ E. coli 042 mutante sencillo para el gen lacZ Este trabajo

E. coli 042 AlacZ Acat

E. coli 042 mutante doble para los genes lacZ y
cat

Este trabajo

Guyer y col., 1981

E. coli MG1655 K-12 F~ 2" ilvG™ rfb-50 rph-1 Blattner y col., 1987
recAl endAl gyrA96 thil hsdR17 (rk-mk+)

E. coli XL1 Blue supE44  relAl J- lac- (F’ proA+ Bullocky col., 1987
B+laclglacZAM15 Tnl0) Tcr

E_ coli 5K Rif F-, hsdR, hsdM, rpsL, thr, thi, leu, lac, Nietoy col., 1998

resistencia espontanea a Rifampicina

E. coli BL21 (DE3)

hsdS, gal, (Aclts857, indl, Sam7, nin5, lac-
UV5-T7 gene)

Studier y Moffatt,
1986

fhuAd2  lac(del)U169 phod gInV44 D80’

E. coli DH5a lacZ(del)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 Taylor y col., 1993
hsdR17

E. coli Edla Cepa comensal de E. coli Touchon y col., 2009

Coleccion LREC
(Laboratorio de
referencia de E. coli)

60 cepas de E. coli (59 cepas de origen humano
y 1 de origen aviar) de los patotipos EAEC,
EXPEC, STEC/VTEC, ETEC, tEPEC, EIEC,
AIEC aisladas en Espafia, Alemania, Francia,
Dinamarca y EE.UU

Prof. Jorge Blanco

Coleccion EAEC de
LREC (Laboratorio de

referencia de E. coli)

56 cepas del patotipo EAEC aisladas en Espafia,
Alemania y Brasil

Prof. Jorge Blanco

Coleccion de cepas de
E. coli productoras de

ESBL

25 cepas de E. coli aisladas de humanos y
animales de compafiia en Alemania

Prof. Trinad
Chakraborty

Coleccion ECOR

Coleccion de Referencia de E. coli con 72 cepas
salvajes aisladas de diferentes hospedadores y
areas geograficas

Ochman y Selander,
1984b

Cepas ambientales
stx2 positivas

84 cepas de E. coli de origen ambiental
portadoras del gen stx2

Dra. Maite Muniesa

Cepas ambientales stx

negativas

88 cepas de origen ambiental no portadoras del
gen que codifica para la toxina Stx

Dra. Maite Muniesa

E. coli 042 Ahha

E. coli 042 mutante sencillo para el gen hha

Este trabajo

E. coli 042 Ahha
Ahha2

E. coli 042 mutante doble para los genes hha y
hha2

Este trabajo

E. coli 042 Ahha

E. coli 042 triple mutante de los genes hha,

Este trabajo

Ahha2 Ahha3 hha2 y hha3

E. coli 042 E. coli 042 con el epitopo 3XFLAG insertado Este trabajo
hha::3XFLAG en el extremo C-terminal de la proteina Hha

E. coli 042 E. coli 042 con el epitopo 3XFLAG insertado Este trabajo
hha2::3XFLAG en el extremo C-terminal de la proteina Hha2

E. coli 042 E. coli 042 con el epitopo 3XFLAG insertado Este trabajo
hha3::3XFLAG en el extremo C-terminal de la proteina Hha3

E. coli 042 E. coli 042 con el epitopo 3XFLAG insertado

ydgT::3XFLAG

en el extremo C-terminal de la proteina YdgT

Este trabajo
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E. coli 042 Ahns

E. coli 042 mutante sencillo para el gen hns

Hittener y col., 2014

E. coli 042 Ahns2

E. coli 042 mutante sencillo para el gen hns2

Este trabajo

E. coli 042 AstpA

E. coli 042 mutante sencillo para el gen stpA

Este trabajo

E. coli 042 Ahns

E. coli 042 mutante doble para los genes hns y

Este trabajo

Ahns2 hns2
E. coli 042 Ahns E. coli 042 mutante doble para los genes hns y Este trabajo
AstpA StpA

E. coli MG1655 Ahns

E. coli MG1655 mutante sencillo para el gen
hns

Este trabajo

E. coli 042 Alacz
hns::lacZ

E. coli 042 AlacZ con la fusién transcripcional
cromosOmica del gen reportero lacZ bajo el
control del promotor del gen hns

Este trabajo

E. coli 042 Alacz

E. coli 042 AlacZ con la fusion transcripcional
cromosOmica del gen reportero lacZ bajo el

Este trabajo

hns2::lacZ control del promotor del gen hns2
E. coli 042 E. coli 042 con el epitopo 3XFLAG insertado Este trabajo
hns::3XFLAG en el extremo C-terminal de la proteina H-NS
E. coli 042 E. coli 042 con el epitopo 3XFLAG insertado Este trabajo
hns2::3XFLAG en el extremo C-terminal de la proteina H-NS2

. E. coli MG1655 con el epitopo 3XFLAG
Enscogxl\éﬁal\g% insertado en el extremo C-terminal de la Este trabajo

proteina H-NS

E. coli 042 Acat
hns2::3XFLAG

E. coli 042 Acat con el epitopo 3XFLAG
insertado en el extremo C-terminal de la
proteina H-NS2

Este trabajo

E. coli 042 Acat Ahns
hns2::3XFLAG

E. coli 042 Acat mutante sencillo para el gen
hns con el epitopo 3XFLAG insertado en el
extremo C-terminal de la proteina H-NS2

Este trabajo

E. coli 042 Acat Alon
hns2::3XFLAG

E. coli 042 Acat mutante sencillo para el gen lon
con el epitopo 3XFLAG insertado en el extremo
C-terminal de la proteina H-NS2

Este trabajo

E. coli 042 Acat Ahns
Alon hns2::3XFLAG

E. coli 042 Acat mutante doble para los genes
hns y lon con el epitopo 3XFLAG insertado en
el extremo C-terminal de la proteina H-NS2

Este trabajo

E. coli 042 Acat AstpA
hns2::3XFLAG

E. coli 042 Acat mutante sencillo para el gen
stpA con el epitopo 3XFLAG insertado en el
extremo C-terminal de la proteina H-NS2

Este trabajo

E. coli 042 Acat AstpA
Alon hns2::3XFLAG

E. coli 042 Acat mutante doble para los genes
stpAy lon con el epitopo 3XFLAG insertado en
el extremo C-terminal de la proteina H-NS2

Este trabajo

E. coli 042 Ahns
phns2*

E. coli 042 mutante sencillo para el gen hns con
la transicion C>T generada en la caja -10 del
promotor del gen hns2

Este trabajo

E. coli 042 Ahns
phns2*
hns2::3XFLAG

E. coli 042 mutante sencillo para el gen hns con
la transicion C>T generada en la caja -10 del
promotor del gen hns2 con el epitopo 3XFLAG
insertado en el extremo C-terminal de la
proteina H-NS2

Este trabajo

E. coli 042 pAA2-

E. coli 042 curada del plasmido pAA2

Este trabajo

E. coli 042
aafA::3XFLAG

E. coli 042 con el epitopo 3XFLAG insertado
en el extremo C-terminal de la proteina AafA

Este trabajo

E. coli 042 Alacz
aggR::lacz

E. coli 042 AlacZ con la fusion transcripcional
cromosomica del gen reportero lacZ bajo el
control del promotor del gen aggR

Hattener y col., 2018
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E. coli 042 Alacz
aggR3’UTR::lacZ

E. coli 042 AlacZ con la fusion transcripcional
cromosomica del gen reportero lacZ situada
después del codén de terminacion de la
traduccion del gen aggR

Este trabajo

E. coli 042
aggR::3XFLAG

E. coli 042 con el epitopo 3XFLAG insertado
en el extremo C-terminal de la proteina AggR

Hattener y col., 2018

E. coli 042 aggR::Km

E. coli 042 con un casete de resistencia a
kanamicina insertado en la regién codificante
del gen aggR

Este trabajo

E. coli 042 aggR+Km-
r3’UTR

E. coli 042 con un casete de resistencia a
kanamicina insertado después del coddén de
terminacion de la traduccion del gen aggR

Este trabajo

E. coli 042 AaggR

E. coli 042 mutante sencillo para el gen aggR

Este trabajo

E. coli 042 con la secuencia FRT insertada

5- C](;I—:-IO;%ZT_?’UTR después del codén de terminacion de la Este trabajo
88 traduccion del gen aggR

E. coli 042 E. coli 042 mutante para la region 3°UTR del Este trabajo

A3’UTRaggR gen aggR

E. coli 042 AIRL IS1A

E. coli 042 mutante para la region IRL del
elemento de insercién IS1A situado aguas abajo
del gen aggR

Este trabajo

E. coli 042
A3’UTRaggR AIRL
IS1A

E. coli 042 mutante para la region 3°UTR del
gen aggR vy la region IRL del elemento de
insercion IS1A situado aguas abajo del gen

aggr

Este trabajo

E. coli 042 AIS1A

E. coli 042 mutante para el elemento de
insercion IS1A situado aguas abajo del gen

aggr

Este trabajo

S. Typhimurium
SV5015

Salmonella enterica serovar Typhimurium
SL1344 his+

Prof. Josep
Casadesus

Tabla 3.1. Listado de las diferentes cepas bacterianas utilizadas durante el desarrollo de este

trabajo.
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Los diferentes plasmidos utilizados en este trabajo se detallan a continuacion:

Plasmido Descripcion Referencia
. n
0KD3 t():lr?]r(Cb) FRT cat FRT PS1 PS2 oriR6K Datsenko y Wanner, 2000
. .
0KD4 E%r(Cb) FRT ahp FRT PS1 PS2 oriR6K Datsenko y Wanner, 2000
pKD46 bla (Cb") Pgap gam bet exo pSC101 oriTS  Datsenko y Wanner, 2000
pCP20 bla (Cb") cat A cI857 IP&flp pSC101 oriTS Cherepanov y col., 1995
pSUB11 R6KoriV 3XFLAG-Km' Uzzau y col., 2001
pKG136 ahp FRT lacZY+ this oriR6K Ellermeier y col., 2002
r 1 -
pLATE 51 Pr7 lacO rep (pMB1) bla (Cb) xHis N- - 016 seientific
terminal
r 1 -
pLATE 31 Pr7 lacO rep (pMB1) bla (Cb) 6xHis C- 016 scientific

terminal

pLATES1 6HIS-Hha2

Gen hha2 clonado con el epitopo
6Histidinas en el extremo N-terminal bajo
el promotor de la ARN polimerasa T7 en el
plasmido pLATE51

Este trabajo

pLATE31 Hha2-6HIS

Gen hha2 clonado con el epitopo
6Histidinas en el extremo C-terminal bajo
el promotor de la ARN polimerasa T7 en el
pldsmido pLATE31

Este trabajo

PLATES1 6HIS-
H-NS2

Gen hns2 clonado con el epitopo
6Histidinas en el extremo N-terminal bajo
el promotor de la ARN polimerasa T7 en el
plasmido pLATE51

Este trabajo

PLATE31 H-NS2-
6HIS

Gen hns2 clonado con el epitopo
6Histidinas en el extremo C-terminal bajo
el promotor de la ARN polimerasa T7 en el
plasmido pLATE31

Este trabajo

pLG338.30 oripSC101 Cb’ Cunningham y col., 1993
pLG338.30hns Gen hns clonado en el vector pLG338.30  Este trabajo
pLG338.30hns2 Gen hns2 clonado en el vector pLG338.30  Este trabajo
Gen hns2 clonado en el vector pLG338.30
pLG338.30hns2* bajo el control del promotor con la Este trabajo
transicion C>T generada en la caja -10
pLG338.30aggR Gen aggR clonado en el vector pLG338.30 Este trabajo
Gen aggR con la cicatriz FRT insertada
R;i?nggzggR después del codon de terminacion del gen  Este trabajo
clonado en el vector pLG338.30
pFZY1 F' lac replicon lacZYA+ Cb' Koop y col., 1987
Regién promotora del gen hns2 clonada en
pFZY 1phns2wt el vector pFZY1 generando una fusion Este trabajo
transcripcional con el gen lacZ
Region promotora del gen hns2 con la
transicion C>T generada en la caja -10 .
pFZY1phns2* clonadaenel vect%r pFZY1 generantjjo una Este trabajo
fusion transcripcional con el gen lacZ
pCR2.1-TOPO Plac, orifl, Cb", Km' Invitrogen

Tabla 3.2. Listado de los diferentes plasmidos utilizados durante el desarrollo de este trabajo.
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3.2 Medios de cultivo

Los diferentes medios de cultivo bacteriano (y su composicién) utilizados a lo largo de

este trabajo fueron los siguientes:

©)

LB (Luria-Bertani): medio de cultivo rico utilizado de manera rutinaria en el

crecimiento en suspension de E. coli. Su composicién es 10 gr/l de NaCl, 10 gr/l de
peptona tripsica de caseina y 5 gr/l de extracto de levadura.

LB agar: medio de cultivo solido utilizado para el crecimiento bacteriano en placa. Se
obtiene mediante la adicion de agar a una concentracion de 15 gr/l al medio LB.

LB agar-X-Gal: medio LB agar suplementado con X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-

indolyl-beta-D-galacto-pyranoside), utilizado a una concentracion final de 40 pgr/mi
con la finalidad de analizar la actividad (3-galactosidasa de las bacterias sembradas en
placa.

LB agar motilidad: medio de cultivo semisolido utilizado para realizar ensayos de

motilidad bacteriana en placa. Se obtiene al afiadir 3 gr/l de agar al medio LB.

Medio SOB (Super Optimal Broth): medio de cultivo liquido utilizado para hacer

crecer E. coli en los experimentos de mutagénesis por reemplazamiento alélico. Su
composicion es 20 gr/l de peptona tripsica de caseina, 5 gr/l de extracto de levadura,
0,19 gr/l de KClI, 0,58 gr/l de NaCl y 20 mM de sales de Mg?* (10 mM de MgCl, y
10 mM de MgSOa).

Medio SOC (Super Optimal Broth with Catabolite repression): medio de cultivo

liquido utilizado para la recuperacién de las células después de ser sometidas
a un pulso eléctrico tras el proceso de transformacion bacteriana mediante
electroporacion. Se obtiene al suplementar el medio SOB con glucosa 0,45% (p/v).
2xXYT: medio de cultivo liquido utilizado para realizar los experimentos de
conjugacion plasmidica. Su composicion es 16 gr/l de peptona tripsica de caseina, 10
gr/l de extracto de levaduray 5 gr/l de NaCl.

DMEM: Medio de cultivo comercial (Gibco) utilizado para el crecimiento y
mantenimiento de células eucariotas. Se utilizé para realizar ensayos de biofilm y de
crecimiento bacteriano, suplementado con una solucion de glucosa al 0,45% (p/v)

como fuente de carbono.
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o M9: Medio de cultivo liquido utilizado para el crecimiento de E. coli en condiciones
limitantes de nutrientes. Su composicion es la siguiente: 2 mM de NazHPO4, 22 mM
de KH2POg4, 8,5mM de NaCl, 18,5 mM de NH4Cl, 2mM de MgSOgs, 0,1 mM de
CacCl,. Para suplementar este medio mineral (y generar un medio de cultivo minimo)

con una fuente de carbono se utilizé glucosa a una concentracion final de 0,4% (p/v).

3.3 Métodos de esterilizacion

A excepcion de los compuestos termolabiles, los medios de cultivo anteriormente
descritos, junto con el material de plastico y vidrio utilizados a lo largo de este trabajo,
fueron esterilizados por calor himedo a elevada presion en el autoclave a 121°C y 1
atmosfera de presion durante 20 minutos. En el caso de los medios de cultivo que no
pudieron ser esterilizados a elevadas temperaturas, se esterilizaron mediante filtracion

haciendo uso de filtros que presentaban un tamafio de poro de 0,22 pm.

3.4 Antibioticos

Los antibidticos utilizados en este trabajo (con la finalidad de suplementar a los medios
de cultivo anteriormente descritos) han sido un elemento esencial a la hora de seleccionar
los diferente mutantes utilizados. La preparacién de dichos antibio6ticos (concentraciones
stock y de uso, medio de preparacion y método de esterilizacion de los mismos) queda

resumida en la siguiente tabla:

Antibitico* Medio de Método de Concentracion = Concentracion
ntibiotico - e
preparacion esterilizacion stock (mg/ml) | de uso (pg/ml)

Ampicilina Agua milli-Q | Filtro de 0,22 um 100 100/50
Carbenicilina | Agua milli-Q | Filtro de 0,22 um 100 100/50
Cloranfenicol |  Etanol 100% - 100 25
Kanamicina Agua milli-Q | Filtro de 0,22 um 50 50
Rifampicina | Metanol 100 % - 50 50
Novobiocina Agua milli-Q | Filtro de 0,22 pm 15 3,3

*todos los antibioticos utilizados fueron adquiridos de la casa comercial Sigma-Aldrich.

Tabla 3.3. Listado de los antibi6ticos utilizados para suplementar los diferentes medios de cultivo
utilizados durante este trabajo, donde se detalla el medio de preparacion y el método de
esterilizacion de los mismos, ademas de las concentraciones stock y de uso final.
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3.5 Mantenimiento de los microorganismos

Todas las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se mantuvieron congeladas a -80°C
en una solucién de medio de cultivo rico LB suplementado con glicerol al 20% (v/v). Para
reconstituir los correspondientes cultivos, se descongelaron las cepas especificas en
placas de LB agar suplementadas con el antibidtico correspondiente. Las placas fueron
incubadas a 30°C o 37°C (dependiendo de los requerimientos del microorganismo a

utilizar) durante 12-16 horas.

3.6 Métodos de transferencia génica

La incorporacion o introduccion de material genético de manera exdgena a las células
bacterianas se realizO mediante dos métodos diferentes: transformacién de células
competentes con CaCl, a 4°C y posterior choque térmico a 42°C (Cohen y col., 1972), 0
transformacion mediante electroporacion (este ultimo es el método que mayor eficiencia

de transformacion nos permite obtener) (Dower y col., 1988).

3.6.1 Transformacion de células competentes mediante tratamiento en
frio con CaClz y posterior choque térmico

A partir de un cultivo crecido durante 16 horas en medio LB a 30°C/37°C, se realiz6 una
dilucion 1:100 del mismo en medio de cultivo fresco y se dejo crecer en constante
agitacion a 30°C/37°C hasta una fase exponencial temprana (D.Ogoonm de 0,2-0,3).
Posteriormente, se incubaron las células en hielo y se centrifugaron a 4.000 rpm durante
10 minutos a 4°C. Seguidamente, se resuspendié el sedimento celular con 20 ml de CaCl;
50 mM frio, y se repitié el mismo protocolo, realizandose tres lavados celulares sucesivos
con el mismo volumen de CaCl,. Después del ultimo lavado, el sedimento final se
resuspendio con 150 ul de CaCl,. La suspension celular se incub6 durante 30 minutos en
hielo antes de realizar el protocolo de transformacion. A continuacién, se mezclaron 60
pl de estas células competentes con 1-10 pl (100 ngr-1 pgr) de la solucion de ADN
plasmidico a transformar. Dicha mezcla se incubd durante 30 minutos adicionales en hielo
y a continuacién se sometié a un choque térmico a 42°C durante 2 minutos. Finalmente,
se afladié medio LB fresco a la suspension celular hasta completar un volumen final de
1 ml y se incub6 durante 1 hora a 30/37°C en agitacion constante para permitir la
expresion de los marcadores fenotipicos transferidos mediante el choque térmico, que nos
permitiran seleccionar las células correctamente transformadas al plaquearlas en medio

solido (placas de LB-agar) suplementado con el agente selectivo correspondiente.
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3.6.2 Electroporacion

La electroporacion es un método de transformacion bacteriana que permite la captacion
de ADN exogeno por parte de las bacterias mediante la creacion de poros en la membrana
celular (permeabilizacidn) provocados por una descarga eléctrica. Es un método mas
eficiente que el tratamiento celular con CaCls frio ya que permite obtener hasta 10°-10%°

transformantes/pg de ADN transferido (Dower y col., 1988).

A partir de un cultivo bacteriano crecido durante 16 horas a 30°C/37°C, se realiz6 una
dilucion 1:100 del mismo en medio de cultivo fresco y se dejé crecer en constante
agitacion a 30/37°C hasta una densidad 6ptica (D.Osoonm) de 0,6-0,8. Posteriormente, se
incubaron las células en hielo y se centrifugaron a 4.000 rpm durante 10 minutos a 4°C.
Seguidamente, se resuspendio el sedimento celular con 20 ml de glicerol al 10% (v/v)
frio, y se realizaron varias centrifugaciones sucesivas a 4.000 rpm a 4°C para tratar de
disminuir la fuerza idnica de la suspensién celular (en total, tres lavados sucesivos con
glicerol frio). Finalmente, se mezclaron 60 pl de la suspension celular con 1 pgr de ADN,
y se mantuvieron en hielo 30 minutos hasta el momento de la electroporacion. La
suspension celular con el ADN se transfirio a una cubeta de electroporacion pre
esterilizada (Electroporation Cuvette, 1mm Gap, MBP) y se someti6 a un pulso eléctrico
de 1250 V en el electroporador Electroporator 2510 (Eppendorf ®). Una vez sometidas
las células al pulso eléctrico, se afiadieron 940 pl de medio de cultivo fresco (para
completar un volumen final de 1 ml de suspension celular) y la mezcla se incubé durante
1 hora a 30/37°C para permitir la expresion de los marcadores fenotipicos transferidos.
Posteriormente, se plaque6 la suspension celular en placas de LB agar suplementadas con
los antibiodticos correspondientes para seleccionar unicamente aquellas células que

hubieran adquirido los marcadores especificos transferidos mediante la electroporacion.

3.7 Técnicas experimentales con ADN

3.7.1 Amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

Como molde a amplificar mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
utiliz6 ADN proveniente de un aislamiento plasmidico o bien una suspension de colonias
bacterianas disueltas en 100 ul de agua estéril desionizada. En funcién del uso posterior
al que se queria dar al fragmento amplificado mediante la técnica de PCR, se utilizaron

diferentes ADN polimerasas comerciales:
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Cuando dichos fragmentos de ADN amplificado fueron requeridos para su posterior
uso (por ejemplo, para realizar el clonaje de un gen especifico) se utilizo la polimerasa
de alta fidelidad de copia Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase
(Thermo Scientific). Esta enzima posee actividad polimerasa 5°—2>3°, ademas una
actividad exonucleasa 3’>5’, que le otorga la capacidad de alta fidelidad de copia
con una tasa de error de 4.4 x 107, El protocolo disefiado para el uso de dicha
polimerasa se realizd para un volumen de 50 pl con los siguientes componentes:
o 1 ul de solucion de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, Thermo Scientific) a
una concentracion final de 0,2 mM.
o 10 pl de MgCl; a una concentracion final de 1,5 mM.
o 0,5 ul de oligonucledtido forward y 0,5 ul de oligonucle6tido reverse a una
concentracion final de 0,5 uM.
o 0,5 pl de la solucion comercial de Phusion Hot Start 11 High-Fidelity DNA
Polymerase a una concentracion de 2 U/pl.
o 35 pl de agua desionizada.
o 1-10 pgr de ADN molde a amplificar.
En cambio, cuando las PCRs se disefiaron con la finalidad de realizar el genotipado
de una determinada cepa (por ejemplo, confirmar una mutagénesis), para la
amplificacion de los fragmentos de ADN no fue necesario el uso de una polimerasa
de alta fidelidad de copia. En este caso se utilizo la DreamTaq Green PCR Master
Mix (Thermo Scientific). Esta solucion comercial ya contiene MgCl2 y dNTPs a una
concentracion final de 2 mM y 0,2 mM respectivamente, ademas de la enzima Taq
ADN Polimerasa. El protocolo recomendado por el fabricante para el uso de la
DreamTaq Green PCR Master Mix se realizd para una reaccion de 25 pl con los
siguientes componentes:
o 12,5 pl de solucion Dream Taqg Master Mix 2x.
o 1 pl de oligonucleodtido forward y 1 ul de oligonucleodtido reverse a una
concentracion final de 0,5 uM.
o 9,5 ul agua desionizada.

o 10-100 pgr de ADN molde a amplificar.

El tiempo y la temperatura utilizados en el ciclo de hibridacion de los oligonucle6tidos al

molde a amplificar variaban en funcion de la longitud y secuencia de los oligonucleotidos

utilizados, mientras que el tiempo de extension por parte de la ADN polimerasa variaba
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en funcién del tamafio del fragmento a amplificar y de la velocidad de amplificacion de
la polimerasa utilizada. En el caso de la DreamTaqg Green PCR Master Mix, el programa
bésico utilizado fue de una primera etapa de desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos,
y 30 ciclos repetidos iniciados con una breve etapa (30 segundos) de desnaturalizacién
del ADN a 95°C, hibridacion de los oligonucleotidos durante 30 segundos a 55°C y un
tiempo de extension variable entre 30 segundos y 3 minutos (en funcion del tamafio del
gen diana a amplificar, asumiendo una velocidad de amplificacion por parte de la
polimerasa de 1 minuto/kilobase) a 72°C. El ciclo terminaba con una Gltima etapa de
extension (para acabar de amplificar el ADN no amplificado previamente) de 10 minutos
a 72°C. En cambio, en el caso Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase, el
programa de amplificacion utilizado consistia en una primera etapa de desnaturalizacion
a 98°C durante 5 minutos, y 25 ciclos repetidos iniciados con una etapa de 30 segundos
de desnaturalizacion del ADN a 98°C, una etapa de hibridacion de los oligonucleétidos
durante 30 segundos a 55°C y una etapa de extension variable de 15 segundos a 2 minutos
(en funcién del tamarfio del gen diana a amplificar, teniendo en cuenta que la velocidad
de polimerizacion de la enzima es de 15-30 segundos/kilobase) a 72°C. El ciclo terminaba
con una Ultima etapa de extension de 10 minutos a 72°C para acabar de amplificar el

ADN residual no amplificado durante los ciclos mencionados anteriormente.

3.7.2 Purificacion de fragmentos de ADN amplificados por PCR

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados mediante el kit comercial GeneJET
PCR Purification Kit (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones indicadas por el
fabricante. EI fundamento del kit utilizado se basa en la adsorcion especifica de los
fragmentos de ADN a purificar en una membrana de silica con el fin de eliminar los restos
de oligonucleotidos, dNTPs, enzimas y sales de los diferentes componentes utilizados

para realizar la reaccion de amplificacion por PCR.

3.7.3 Aislamiento de ADN plasmidico

El ADN plasmidico fue aislado utilizando el kit comercial GeneJET Plasmid Miniprep
Kit (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante. Dicho
aislamiento se basa en el protocolo de lisis alcalina seguido de la neutralizacion del medio
en presencia de una elevada concentracion de sal con el fin de provocar la ruptura celular,
la desnaturalizacion y precipitacion del ADN cromosomico y las proteinas, ademas de la
liberacion del ADN plasmidico. Seguidamente, el material plasmidico se hizo pasar por
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una columna con una membrana de silica en la que el ADN quedd adsorbido, se lavo
posteriormente con etanol al 70% para eliminar restos de elementos contaminantes y

finalmente fue eluido en tampdn de elucién (Tris-HCI 10 mM a pH 8,5).

3.7.4 Cuantificacion de acidos nucleicos

Para llevar a cabo un analisis cuantitativo y cualitativo del ADN se realizd un andlisis
espectrofotométrico del mismo. La cuantificacion de la concentracion y de la pureza del
ADN total de cada muestra purificada se realizd mediante la determinacion de la
absorbancia a D.Ozsonm en el espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
Spectrophotometer ND-1000 (Thermo Scientific). Ademas, también se midi6 la
absorbancia a D.O2gonm, Ya que la relacion D.O260nm/D.O280nm informa sobre el grado de
pureza del ADN. Si dicha relacion es inferior a 2, es indicativo de que hay contaminacion
proteica de la muestra. Paralelamente, también se cuantificé el ratio D.O260nm/D.0230nm

con el fin de anotar la presencia de residuos fenolicos u orgénicos en la muestra.

3.7.5 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Los productos de PCR obtenidos se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa en una cubeta horizontal. La matriz de agarosa se preparé con tamp6n TBE 0,5x
(45 mM de Tris, 45 mM de &cido bérico y 1 mM de EDTA a un pH final de 8,3). La
concentracion de agarosa utilizada en los geles vari6 en funcion de los tamafios del ADN
a analizar: para tamafios inferiores a 1 Kb se utilizaron geles con un 2% (p/v) de agarosa,
mientras que para tamafios superiores se utiliz6 una concentracion de agarosa de un 0,8%
(p/v). Conjuntamente con las muestras a analizar, también se cargaron los marcadores de
peso molecular correspondientes, que permiten realizar una estimacion del tamafio de las
moléculas de ADN presente en las muestras. En funcion del tamafio de los fragmentos a
analizar y del porcentaje de agarosa utilizado para realizar la electroforesis se utilizaron
los siguientes marcadores:
o GeneRuler 1 Kb DNA Ladder (Thermo Scientific) para analizar fragmentos de 1 a
10 Kb en un gel de agarosa al 0,8% (p/v).
o GeneRuler 100 pb DNA Ladder (Thermo Scientific) para analizar fragmentos de
hasta 1 Kb en un gel de agarosa al 2% (p/v).
La electroforesis de ADN se llevd a cabo aplicando un voltaje de 100 V durante 30
minutos. Tras la electroforesis, los geles fueron sumergidos durante 20 minutos en una

solucion de 0,5 pg/ml de bromuro de etidio (Sigma Aldrich) disuelto en tampén TBE
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0,5x. Una vez tefiidos los geles, se observaron bajo la luz ultravioleta y se tomaron las
imagenes correspondientes utilizando el equipo Molecular Imager® Gel DocTM XR+
(Bio-Rad).

3.7.6 Secuenciacion de fragmentos de ADN

Cuando fue necesario disponer de la secuencia especifica de un fragmento cromosémico
amplificado por PCR, o comprobar el correcto clonaje de un inserto en un vector, se
enviaron las muestras correspondientes al servicio de secuenciacion llevado a cabo por la
empresa Eurofins Genomics en el Parc Cientific de Barcelona. Los componentes
necesarios para cada muestra enviada a secuenciar fueron los siguientes:
o 5 ul de producto de PCR previamente purificado a una concentracion de 20-80
ngr/pl, o 5 pl de plasmido a una concentracion de 80-100 ngr/pl.
o 5 pl del oligonucleodtido complementario a la cadena de ADN a secuenciar a una
concentracion final de 5 uM.
El método de secuenciacion utilizado ha sido el método de secuenciacion por ciclo (una
modificacion del método tradicional de secuenciacion por Sanger) haciendo uso del
aparato de secuenciacion ABI13730XL DNA Analyzer.

3.7.7 Mutagénesis bacteriana: inactivacion de genes cromosomicos
utilizando fragmentos de PCR (reemplazamiento alélico)

A diferencia de otros microorganismos como, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae,
donde los genes cromosomicos pueden interrumpirse facilmente mediante la
transformacion celular con un ADN lineal con homologia a la secuencia cromosomica a
interrumpir (proceso de recombinacién mitdtica, altamente eficiente en levaduras), la
gran mayoria de las bacterias no se pueden transformar con ADN lineal puesto que éste

es facilmente degradado por parte de las exonucleasas citoplasmaticas.

En el afio 2000, Datsenko y Wanner describieron un protocolo mediante el cual es posible
reemplazar de manera dirigida una secuencia cromosomica por un gen de resistencia a un

antibiotico generado mediante una unica reaccion de PCR (Datsenko y Wanner, 2000).

Siguiendo este protocolo, para obtener dicho producto de PCR, se utilizaron dos
oligonuclettidos de aproximadamente 60 nucleétidos de extension que presentaban
homologia tanto a las regiones adyacentes al gen cromosdémico a ser inactivado como a
un plasmido que porta un casete de resistencia a un antibiotico (plasmido pKD4,

resistencia a kanamicina, o plasmido pKD3, resistencia a cloranfenicol). Este producto
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de PCR (gen de resistencia a antibiotico cuyos extremos 5’ y 3’ estan formados por
secuencias nucleotidicas homdlogas al lugar del genoma donde se quiere realizar el
reemplazamiento alélico) se utilizd para seleccionar las bacterias transformantes
(bacterias que han introducido en su genoma este producto de PCR en lugar de su gen

original) ya que éstas adquiriran una resistencia nueva (figura 3.1).
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Figura 3.1. Representacién esquematica de la estrategia utilizada en el protocolo de mutagénesis
bacteriana descrito por (Datsenko y Wanner, 2000). Dicho protocolo consiste en generar un
producto de PCR mediante el uso de oligonucleétidos que presentan regiones homoélogas al
fragmento cromosomico a reemplazar (H1 y H2, de 40 nucleétidos) y a un plasmido (pKD3 o
pKD4), mediante las colas P1 y P2 (con un tamafio de 20 nucleétidos). La amplificacion de dicho
plasmido mediante PCR generard un producto que porta un casete de resistencia a antibio6tico
(Cm"en el caso del plasmido pKD3 0 Km" en el caso del plasmido pKD4). La recombinasa Red
presente en el plasmido pKD46 catalizara la reaccion de recombinacidn entre el producto de PCR
(previamente purificado) con el molde cromosémico a través de las regiones de homologia
introducidas en las colas H1 y H2. Opcionalmente, el casete de resistencia exdgeno introducido
en el cromosoma se puede eliminar con la ayuda de la recombinasa FLP, que catalizara la reaccion
de recombinacion entre las repeticiones directas FRT que flanquean los extremos del casete de
resistencia amplificado en el producto de PCR. Imagen adaptada de (Baba y col., 2006).

Para realizar dicha amplificacion por PCR, se utilizd el set de oligonucledtidos pl/p2
especificos para cada gen a mutagenizar (cuya secuencia esta detallada en las tablas 9.1,
9.11 y 9.19 del Anexo de esta memoria), utilizando como ADN molde a amplificar el
plasmido pKD4 (o bien el plasmido pKD3) siguiendo el protocolo de PCR descrito en el
apartado 3.7.1.

Después de la amplificacién del fragmento de PCR, dicho producto fue tratado con la

enzima de restriccion Dpnl (Thermo Scientific), con el fin de digerir de manera especifica
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el ADN molde (ADN de los plasmidos pKD3 (o pKD4)) utilizado en la PCR. Ello es
posible ya que la enzima de restriccion Dpnl tiene la capacidad de reconocer y digerir la
secuencia G™ATC Unicamente cuando ésta se encuentra metilada, pero no es capaz de
digerir el ADN de nueva sintesis amplificado in vitro ya que éste no se encuentra

metilado.

Para obtener los clones mutantes, previamente se tuvo que transformar en la cepa objeto
de la mutagénesis el plasmido pKD46. Dicho plasmido, presente en un bajo nimero de
copias, contiene la recombinasa del fago A Red Recombinase bajo el control de un
promotor inducible por arabinosa (Psap). Dicha enzima es la proteina responsable de
catalizar la reaccion de recombinacion entre el producto de PCR obtenido y el lugar del
cromosoma bacteriano donde se va a dirigir la mutagénesis. Ademas de permitir la
recombinacion del fragmento de PCR con su region cromosémica target, la recombinasa
Red también inhibe la exonucleasa V celular, permitiendo de esta manera la entrada de
ADN linear ex6geno al citoplasma celular sin ser degradado.

Para realizar el protocolo experimental, se hizo crecer la cepa a mutagenizar en medio
SOB a 30°C suplementado con carbenicilina 100 pg/ml (con el objetivo de seleccionar el
crecimiento celular Unicamente de las células con el plasmido pKD46 y forzar a las
células a mantener el plasmido), L-arabinosa 10 mM (para inducir la expresion de la
recombinasa bajo el control del promotor Pgap) y 20 mM de iones Mg?* (10 mM de
MgSO4 y 10 mM MgCly) (el magnesio acta como el ion necesario para el evento de
recombinacion homologa) hasta una D.Oeoonm de 0,6-1. Seguidamente se obtuvieron
células electrocompetentes (siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.6.2), ya que
para poder introducir ADN exdgeno con alta eficiencia dentro de bacterias es necesario
inducir el estado de competencia de las mismas. Se electroporaron 60 pl de celulas
electrocompetentes con 1 ug del ADN obtenido al realizar la PCR utilizando como molde
el plasmido pKD3/pKD4. Después de someter las células al pulso eléctrico, se
resuspendieron en 1 ml de medio SOC vy se incubaron a 37°C en agitacion constante a
600 rpm para permitir la recombinacién del marcador fenotipico en el cromosoma
bacteriano y la recuperacion de las células después del choque eléctrico. La seleccion de
mutantes se realizd a 37°C en placas de LB-agar suplementadas con kanamicina 50 pg/mi
o cloranfenicol 25 pg/ml (para seleccionar aquellos clones en los que el casete de
resistencia a antibiotico amplificado por PCR habia recombinado con el gen diana de la

mutagénesis). A las colonias resistentes a los marcadores transferidos se les realiz6 una
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PCR con oligonucledtidos que hibridaban aguas arriba y aguas abajo al gen mutagenizado
para comprobar que realmente el casete marcador de la mutagénesis se habia insertado de
manera especifica en el lugar deseado (serie de oligonucle6tidos pl up-p2 down, cuya
secuencia nucleotidica se encuentra indicada en las tablas 9.1, 9.11 y 9.19 del Anexo de

esta memoria).

Sin embargo, ya que algunos genes bacterianos se cotranscriben juntos en un operén o en
un cluster génico, la disrupcion por mutagénesis insercional de una pauta abierta de
lectura en el operon puede afectar a la expresion de los genes situados aguas abajo del
gen objeto de la mutagénesis. Ello nos ofreceria un fenotipo que puede enmascarar el
verdadero fenotipo derivado de la mutacién en si (efectos polares). Por tanto, una vez
confirmada la mutacion de nuestro gen especifico, y aprovechando que el gen de
resistencia amplificado e introducido en el cromosoma bacteriano se encontraba
flanqueado por secuencias FRT, este gen de resistencia pudo ser facilmente eliminado
gracias a la transformacién de la cepa mutante con el plasmido pCP20, que aporta
resistencia a ampicilina y cloranfenicol y codifica para la recombinasa FLP (figura 3.1).
Las células transformadas con dicho plasmido se sembraron en placas de LB-agar
suplementadas con carbenicilina a una concentracion de 50 pg/ml y se incubaron a 30°C
durante toda la noche. Las colonias transformantes se sembraron de nuevo en placas de
LB-agar-carbenicilina 50 pg/ml a 30°C, repitiéndose el proceso durante dos dias
sucesivos. A dicha temperatura se favorece la expresion de la recombinasa FLP
plasmidica, que se encarga de catalizar la reaccion de recombinacion entre las
repeticiones directas FRT, eliminando de esta manera el casete marcador de la
mutagénesis y dejando una secuencia FRT residual en el cromosoma (los
oligonucleotidos pl/p2 fueron disefiados de manera que la escision del casete de
resistencia creara una delecién en pauta de lectura en el fragmento cromosémico
disrupcionado). Después de realizar una PCR para confirmar la eliminacion del gen de
resistencia a antibiético insertado (mediante oligonucle6tidos internos al casete de
resistencia insertado en el genoma (KT) y oligonucledtidos que hibridaban en la region
aguas arriba y aguas debajo de la region mutagenizada (oligonucleotidos p1 up-p2 down),
se realizo una resiembra de los clones en placas de LB a 42°C. Con este paso se produjo
el curado del plasmido pCP20 ya que éste posee un origen de replicacién termosensible
por lo que, a lo largo de diferentes pasajes a elevada temperatura, la presencia del

plasmido se fue diluyendo y perdiendo entre las diferentes generaciones bacterianas.
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3.7.8 Construccion de fusiones de genes cromosomicos y plasmidicos con
la secuencia codificante para el epitopo 3SXFLAG

Siguiendo el protocolo de mutagénesis bacteriana descrito anteriormente (con una ligera
modificacion), fue posible la construccion de fusiones génicas con la secuencia
codificante para el epitopo 3XFLAG en el extremo C-terminal del gen especifico objeto
de marcaje (Uzzau y col., 2001). Dicho protocolo presenta una gran funcionalidad y
versatilidad ya que permite inmunodetectar la expresion de una proteina determinada
mediante un anticuerpo monoclonal comercial dirigido contra la etiqueta 3XFLAG sin

necesidad de generar anticuerpos especificos contra la proteina objeto de estudio.

Para realizar la fusion de la etiqueta 3XFLAG en un gen especifico se utilizaron las series
de oligonucleotidos 3xpl/p2 (cuya secuencia esta indicada en las tablas 9.1, 9.11 y 9.19
del apartado Anexo de este trabajo). En el caso del oligonucleétido 3xpl “forward”, el
extremo 3’ del oligonucledtido se disefio de manera que fuera complementario a los 20
primeros nucleétidos de la secuencia codificante del epitopo 3XFLAG presente en el
plasmido pSUB11 (“priming site 1), mientras que el extremo 5’ fue disefiado para que
fuera complementario a los 40 nucledtidos anteriores al coddn stop del gen a fusionar con
el epitopo 3XFLAG. En el caso del oligonucledtido 3xp2 “reverse”, los oligonucleétidos
fueron disefiados con la finalidad de que el extremo 3’ fuera complementario al “priming
site 2” del plasmido pSUBI11, mientras que el extremo 5’ del oligonucledtido se disefid
de manera que fuera complementario a los 40 nucleétidos posteriores al codon de

finalizacién de la traduccion del gen en el que queriamos insertar el epitopo.

Con estos oligonucle6tidos, y utilizando como molde para la PCR el plasmido pSUBL11,
se obtuvo un fragmento de ADN que contenia un casete de resistencia a kanamicina
flanqueado aguas arriba por la region cromosdmica situada antes del coddn de
finalizacién de la traduccion del gen objeto de marcaje seguida por la secuencia
codificante para el epitopo 3XFLAG, y aguas abajo por la secuencia nucleotidica
complementaria situada tras el codén de parada de la traduccién del gen objeto de la
mutagénesis (figura 3.2). El protocolo utilizado para realizar dicha PCR se especifica en

el apartado 3.7.1.

El reemplazamiento alélico de este fragmento de PCR con el lugar cromosémico objeto
de la mutagénesis se realizo tal y como se explica en el apartado 3.7.7. Los mutantes

fueron seleccionados en placas de LB-agar suplementadas con kanamicina 50 pg/ml. La
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insercion del epitopo 3XFLAG fue confirmada mediante una PCR utilizando
oligonucleotidos que hibridaban en una region situada aguas arriba y aguas abajo del gen

diana de la mutagénesis (serie de oligonucleétidos p1 up-p2 down).

Target gene 3XFLAG Kn" or Cm®
L T 2

=3

Figura 3.2. Representacion esquematica del protocolo de fusion cromosdmica de la etiqueta
3XFLAG en el extremo 3’ de un gen especifico objeto de la mutagénesis (target gene). El médulo
de ADN que contiene la secuencia codificante del epitopo 3XFLAG (marcado en negro) y un
casete de resistencia a antibi6tico (Km") flanqueado por 2 secuencias FRT (marcadas a rayas), es
amplificado mediante el uso de oligonucledtidos que presentan secuencias homologas a la region
situada antes del codon stop del gen de interés (marcado en gris) y a la region situada aguas abajo
de dicho codén (region marcada a cuadros). El producto de PCR generado se integra en el
cromosoma de la bacteria de manera analoga a lo indicado en el apartado de mutagénesis
bacteriana descrito anteriormente. Imagen adaptada de (Uzzau y col., 2001).

3.7.9 Construccion de fusiones de genes cromosomicos con el gen
reportero lacZ mediante la recombinasa FLP

Utilizando parte del protocolo descrito por (Datsenko y Wanner, 2000), se desarrollé un
protocolo que permite generar fusiones cromosdmicas con el gen reportero lacZ
(Ellermeiery col., 2002). Paraello, a los clones que contenian una secuencia FRT residual
en el lugar del cromosoma en el que se queria insertar el gen reportero (como
consecuencia de la insercion y posterior eliminacion del casete de resistencia a antibiético
integrado), se les transformd de nuevo el plasmido pCP20. Las células transformadas con
dicho plasmido se crecieron posteriormente en medio SOB a 30°C suplementado con
carbenicilina 50 pug/mly 20 mM de Mg?* (MgSO4 y MgCl,, a una concentracion 10 mM).
A dichas bacterias se les electroporo6 posteriormente el plasmido pKG136, el cual contiene
el gen lacZ (sin promotor) precedido por una secuencia FRT. Por accion de la
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recombinasa FLP, codificada en el plasmido pCP20, se produjo la recombinacion del gen
reportero lacZ en el cromosoma a traves de las secuencias FRT. Ya que dicho gen lacZ
porta asociado un gen de resistencia a la kanamicina, y que el plasmido pKG136 es
incapaz de replicarse en una célula que no codifique por la proteina Apir, los clones
seleccionados en presencia del antibidtico fueron aquellos que habian integrado el
fragmento plasmidico en su cromosoma, generandose de esta manera la fusion del gen

lacZ bajo el control del promotor del gen mutagenizado previamente (figura 3.3).

Sin embargo, ya que E. coli es una bacteria lac™, para poder realizar estas fusiones
cromosOmicas previamente se tuvo que mutagenizar el gen lacZ de su genoma. Dado que
este proceso genera una cicatriz FRT residual extra en el cromosoma, al integrar de nuevo
el gen lacZ a través del plasmido pKG136, se tuvo que comprobar posteriormente en qué

lugar del genoma (secuencia FRT residual) se habia insertado el gen reportero.

R
Km tois
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I_V
oriR6K pKG136 lacY
FRT lacZ
‘_
+FLP (pCP20)
‘_
FRT
FRT lacZ lacY t,, Km® oriR6K FRT
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— - > H -
> - > -«
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Figura 3.3. Representacion esquematica del protocolo de fusién del gen reportero lacZ en el
cromosoma bacteriano. El gen reportero lacZ presente en el plasmido pKG136 se integra en la
secuencia FRT generada previamente en el cromosoma bacteriano mediante el protocolo de
mutagénesis basado en el reemplazamiento alélico. La recombinasa FLP presente en el plasmido
pCP20 se encarga de catalizar dicha reaccion que permite obtener fusiones cromosomicas con el
gen reportero lacZ. Imagen adaptada de (Ellermeier y col., 2002).

3.7.10 Clonaje de genes en el vector de sobreexpresion pLATE

Para realizar la sobreexpresion de proteinas a las que se les ha afiadido un epitopo de 6
histidinas, se utilizaron distintos plasmidos recombinantes (pLATE aLlCator LIC cloning
and expression vector (Thermo Fisher Scientific)), en los que el gen objeto de estudio se
encuentra bajo del control de un promotor dependiente de la ARN polimerasa del fago

T7. Con esta finalidad, el gen de interés a clonar se amplificé mediante la polimerasa de
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alta fidelidad de copia Phusion Hot Start 1l High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo
Scientific) siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.7.1. Los fragmentos
amplificados por PCR fueron purificados posteriormente mediante el kit GeneJET PCR
Purification Kit (Thermo Scientific). La ligacion de los fragmentos de PCR en los
diferentes vectores utilizados (pLATE31 para clonar el gen con la cola de 6 histidinas en
el extremo C-terminal y pLATES51 para colocar la cola de 6 histidinas en el extremo
N-terminal de la proteina) se realizd siguiendo las instrucciones indicadas por el
fabricante (figura 3.4). El fundamento de la ligacion se basa en el método de clonaje LIC
(Ligation Independent Cloning), en el que se utiliza la actividad de exonucleasa 3'- 5' de
la ADN polimerasa T4 para generar extremos de 14-21 nucledtidos cohesivos especificos
de cadena sencilla tanto en los vectores de clonaje pLATE como en los insertos de ADN
especificos (Aslanidis y Jong, 1990). El plasmido y el inserto con los extremos cohesivos
se transformaron en células de E. coli DH5a, donde se cerraron los enlaces covalentes
entre el plasmido y el inserto para generar la molécula del plasmido cerrado con el gen
objeto de interés clonado. A los clones transformantes se les realiz6 una PCR para
comprobar la correcta insercion del gen en el vector. Posteriormente, dichos plasmidos
se secuenciaron para corroborar la correcta insercién del gen en el plasmido, tanto a nivel
de clonaje en correcta pauta de lectura como la correcta insercion de las colas de 6
histidinas en los extremos amino (N-) y carboxi (-C) terminal de la proteina recombinante.

PLATE vectors
~45 kb

Figura 3.4. Representacién esquematica de los vectores pLATE utilizados para clonar y
sobreexpresar proteinas de manera inducible con colas de 6 histidinas en los extremos N- y
C-terminal de las proteinas recombinantes (plasmidos pLATE 51y pLATE 31, respectivamente).
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3.7.11 Clonaje de genes en el vector pLG338.30 para complementar una
mutacion determinada en trans

Con el fin de complementar una mutacion de un gen especifico del cromosoma con otro
gen aportado en trans, se utilizo el plasmido de bajo nimero de copias pLG338.30
(Cunningham y col., 1993) (figura 3.5). El fragmento especifico a clonar (region
promotora, regién codificante del gen y region terminadora) se amplificé mediante la
polimerasa de alta fidelidad de copia Phusion Hot Start 11 High-Fidelity DNA Polymerase
(Thermo Scientific). A los oligonucle6tidos utilizados se les afiadid en su extremo 5’ las
colas correspondientes a las dianas nucleotidicas reconocidas por parte de las enzimas de
restriccion EcoRI (en el oligonucledtido forward) y BamHI (en el oligonucleétido
reverse). Los fragmentos amplificados por PCR fueron purificados mediante el kit
GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific). Seguidamente, tanto el fragmento de
PCR obtenido como el plasmido pLG338-30 fueron digeridos con las enzimas de
restriccion EcoRI/BamHI (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones recomendadas
por el fabricante. Los productos de digestion volvieron a ser purificados con el mismo kit
citado anteriormente. El plasmido digerido y purificado fue tratado con la enzima
fosfatasa alcalina FastAP (Fermentas) con el fin de desfosforilar el extremo 5’ del ADN
para evitar la re-circularizacion del mismo. Después de dicha reaccién, el fragmento
plasmidico volvié a ser purificado. Seguidamente se realizé la reaccion de ligacion entre
el fragmento de PCR y el plasmido, ambos elementos digeridos con enzimas de
restriccion comunes. Para realizar esta reaccion se utilizé la ADN ligasa T4 (Thermo
Scientific), siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. El producto de ligacién
se transformo en células de E. coli DH5a. A los clones transformantes se les realizo una
PCR para comprobar la presencia del inserto en el plasmido pLG338.30 haciendo uso de
oligonucleotidos que hibridaban aguas arriba y aguas abajo de la region de clonaje
multiple donde se habia insertado el fragmento clonado (figura 3.5). A los clones que
presentaban el inserto se les realizd un aislamiento plasmidico con el kit GeneJET
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific). Dichos plasmidos se secuenciaron
posteriormente para corroborar el correcto clonaje del gen objeto de interés en el

plasmido.
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Multple cloning sites
EcoRI.Sstl.Kpnl.Smal.BamHI Xbal.Sall
Pstl.Apal. Xhol.MlulSphl.Hind 111
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\

pLG338.30
5215 bp
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Figura 3.5. Mapa del vector de bajo nimero de copias pLG338.30. Se indica el gen de resistencia
a ampicilina (Amp R), el origen de replicacién del plasmido (ori) y el sitio de clonaje multiple en
el que estan presentes las dianas nucleotidicas reconocidas por parte de las enzimas de restriccion
EcoRI y BamHI utilizadas para realizar el clonaje del gen de interés. Imagen adaptada de
(Cunningham y col., 1993).

3.7.12 Construccion de fusiones transcripcionales con el gen reportero
lacZ en el plasmido pFZY1

Para generar una fusion transcripcional de un determinado promotor con un gen reportero
se utiliz6 el plasmido pFZY1 (Koop y col., 1987). Este plasmido contiene el gen lacZ
carente de regidén promotora precedido por una region de clonaje maltiple (figura 3.6).
De manera analoga al apartado anterior, se amplificé la regién promotora del gen objeto
de estudio mediante oligonucleotidos que contenian en sus extremos 5’ las dianas
nucleotidicas reconocidas por parte de las enzimas de restriccion EcoRI/BamHI. Tanto el
producto amplificado como el plasmido fueron digeridos con las mismas enzimas de
restriccion. A continuacion se realiz6 la reaccidon de ligacion entre ambos fragmentos
genomicos, reaccion que fue posteriormente transformada a células de E. coli DH5a. Los
plasmidos de los clones transformantes se secuenciaron posteriormente para confirmar
que el promotor del gen de interés se habia clonado en correcta pauta de lectura respecto

al gen reportero lacZ presente en el plasmido pFZY1.
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Figura 3.6. Mapa del plasmido de bajo nimero de copias pFZY 1 utilizado para obtener fusiones
transcripcionales con los promotores de los genes objeto de estudio. Se indica el gen de resistencia
a ampicilina (Ap), el origen de replicacion del plasmido (ori F) y el gen lacZ sin promotor
flanqueado aguas arriba por el sitio de clonaje mdltiple en el que estan presentes las dianas
reconocidas por las enzimas de restriccion EcoRI y BamHlI, utilizadas para realizar el clonaje del
promotor del gen objeto de estudio. Imagen adaptada de (Koop y col., 1987).

3.8 Técnicas experimentales con ARN

3.8.1 Aislamiento de ARN

Para realizar el aislamiento del ARN total a partir de los correspondientes cultivos
bacterianos, se crecieron las cepas a analizar hasta la fase de crecimiento exponencial
(D.Os0onm de 0,4) o el inicio de la fase estacionaria (D.Osoonm de 2,0). Seguidamente, se
afiadié 1 ml del compuesto stop solution (etanol 95% (v/v) y fenol 5% (v/v)) a 5 ml del
cultivo bacteriano correspondiente con la finalidad de detener toda actividad metabdlica
bacteriana. Dicha mezcla se centrifug6 a 6.000 rpm durante 10 minutos. Se descarto el
sobrenadante y el sedimento celular se congel6 a -80°C hasta su posterior uso.

El ARN bacteriano se aislé a partir del pellet de los correspondientes cultivos haciendo
uso del kit Tripure Isolation Reagent (Roche), siguiendo las instrucciones recomendadas
por el fabricante. EI fundamento del protocolo utilizado se basa en que este producto es
una mezcla de tiocianato de guanidinio (potente agente caotrdpico, desnaturalizante) y
fenol. En su presencia, las células se lisan rapidamente, se solubilizan sus componentes y
se inactivan las ribonucleasas. Seguidamente, se afiadio cloroformo con la consiguiente

generacion de dos fases: una fase acuosa (con el ARN) y una fase organica (con las
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proteinas desnaturalizadas), mientras que el ADN quedaba en la interfase. A
continuacion, el ARN fue precipitado mediante isopropanol y la posterior adicion de
etanol al 75% (v/v). Una vez aislada la totalidad del ARN, las potenciales trazas de ADN
gendmico se digirieron mediante DNAsa | (Turbo DNA-free, Ambion). Posteriormente,
se purifico el ARN de los restos de enzima y tampon utilizados para degradar las trazas
de ADN haciendo uso de una solucién de P:C:l (fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, a
unas proporciones 25:24:1). EI ARN purificado se precipitdé seguidamente mediante la
adicion de 3 volumenes de etanol al 100% y 1/10 parte (del volumen total a precipitar) de
acetato sodico 3 M pH 5,2, durante 16 horas a -20°C. Por ultimo, la total integridad del

ARN fue comprobada mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1,2% (p/v).

3.8.2 Real time qRT-PCR

Con el fin de cuantificar los niveles de ARNm de los diferentes genes de interés se utilizo
la técnica de gRT-PCR. Una vez aislado el ARN bacteriano total, se midi6 la
concentracion y la calidad del mismo haciendo uso del espectrofotémetro Nano-Drop
1000 (Thermo Fisher Scientific). Seguidamente, se retrotranscribio 1 pg del ARN
obtenido mediante el kit High-capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems), siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. Este kit contiene
dNTPs, la transcriptasa reversa MultiScribe, MgCl> y oligonucleétidos aleatorios que
permiten retrotranscribir todo el ARN de la muestra a ADN complementario (ADNCc). El
programa utilizado para generar el ADNCc a partir de la muestra de ARN fue: 10 minutos
a 25°C, 120 minutos a 37°C y 5 minutos finales a 85°C con el fin de inactivar la enzima
retrotranscriptasa.

La PCR a tiempo real se realizo utilizando el fluorocromo SYBR green PCR master mix
2x (Life Technologies) junto con el ADNc obtenido previamente, haciendo uso del
detector de fluorescencia ABI Prism 7700 sequence detection system (Applied

Biosystems). Cada reaccion se preparé de la siguiente manera:

o 10 pl de 2x SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies) (mezcla que
contiene el colorante SYBR green, la ADN polimerasa AmpliTaq Gold, dNTPs
y los tampones correspondientes).

o 1 pl de oligonucledtido forward a una concentracion de 10 pM.

o 1 ul de oligonucleotido reverse a una concentracion de 10 uM.

o 8 ul del ADNc diluido 1:100.
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Para realizar la qPCR a tiempo real se utiliz6 un programa que consistié en una etapa
inicial de 10 minutos a 95°C, seguida por 40 ciclos consecutivos iniciados mediante una
etapa de desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos y una etapa de hibridacion y
extension a 60°C durante 1 minuto. Las reacciones se llevaron a cabo en placas de 96

pocillos MicroAmp cubiertas con film 6ptico adhesivo (Applied Biosystems).

Los oligonuclettidos especificos dirigidos a los genes de interés a analizar se disefiaron
mediante la herramienta electronica Primer Blast de la base de datos del NCBI
(https://mwww.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/). Estos oligonucleotidos se disefiaron
de manera que cumplieran las siguientes premisas: que tuvieran una longitud de 20-21
nucleétidos, que presentaran un contenido de GC igual o mayor al 50%, que no formaran
estructuras secundarias, que mostraran una temperatura de hibridacién de entre 60-62°C
y que permitieran amplificar un fragmento especifico que tuviera un tamafio de entre 80

y 150 pares de bases.

La cuantificacion relativa de la expresion de los genes objeto de estudio en los distintos
mutantes utilizados respecto a la cepa salvaje se realizd mediante el método Ct
comparativo haciendo uso del software StepOne v2.3 (Applied Biosystems). La cantidad
relativa del ADNc analizado fue normalizada utilizando el gen gapA como gen interno
referencia. Dicho gen codifica para la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) y muestra una expresion constante para todas las condiciones analizadas. Cada
muestra se analizé por triplicado y se analizé con detalle la melting curve. Un solo pico
en esta curva es sinonimo de la amplificacion especifica de un Unico amplicén; la
presencia de varios picos es un elemento indicativo de amplificaciones inespecificas por
parte de los oligonucledtidos utilizados. Los resultados obtenidos se representaron como
la expresion relativa del gen de interés en el fondo genético mutante en las condiciones
analizadas respecto a la expresion del mismo gen en la cepa salvaje bajo las mismas

condiciones de cultivo.

3.8.3 5’RACE (rapid amplification of cDNA ends)

Con el fin de identificar el primer nucledtido (+1) correspondiente al inicio de
transcripcion de un determinado ARN mensajero, se realizaron experimentos de 5’RACE
siguiendo el protocolo descrito por (Wagner y Vogel, 2005) con ligeras modificaciones.
Para ello, a partir de 12 pugr de ARN total del cultivo bacteriano correspondiente aislado

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.8.1, se elimind el extremo 5’ trifosfato de
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los &cidos nucleicos mediante el uso de 25 unidades de la pirofosfatasa tobacco acid
(TAP, Epicentre). Dicha reaccion se realizé en un volumen final de 50 pl en un tampon
formado por 50 mM de acetato sddico pH 6, 10 mM de EDTA, 1% B-mercaptoetanol y
0,1% de Triton X-100, ademas de 0,5 ul de inhibidor de RNAasas (Ambion), y se dejo
incubar durante 60 minutos a 37°C. La reaccion se detuvo mediante extraccion con P:C:l
(25:24:1), y los &cidos nucleicos se precipitaron posteriormente mediante la adicién de
etanol absoluto y acetato sédico 0,3 M pH 5,7. EI ARN precipitado se disolvié en agua 'y
seguidamente se le afiadio 500 pmoles del adaptador de 5> ARN A3 (5 GAU AUG GCG
GAA UUC CUG UAG AAC GAA CAC UAG AAG AAA 3’), desnaturalizado
previamente durante 5 minutos a 95°C y posteriormente enfriado en hielo rdpidamente.
El adaptador A3 fue ligado a los extremos 5° del ARN desfosforilado durante 12 horas a
17°C haciendo uso de 50 unidades de ADN ligasa T4 en un tampdn cuya composicion era
de 50 mM de Tris-HCI pH 7,9, 10 mM de MgClz, 4 mM de DTT, 150 uM de ATP y 10%
de DMSO. De manera analoga al paso anterior, la reaccion se detuvo mediante extraccion
con P:C:1 (25:24:1), y los &cidos nucleicos se precipitaron posteriormente mediante etanol
al 100% (v/v) y acetato sodico 3 M a pH 5,2 durante 16 horas a -20°C. Seguidamente, se
retrotranscribieron 5 pgr del ARN a ADNc haciendo uso del kit High-capacity cDNA
Reverse Transcription kit (Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones
recomendadas por el fabricante. La retrotranscripcion se realizé mediante tres etapas de
10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C y 5 minutos a 85°C. El producto resultante de la
retrotranscripcion fue amplificado por PCR mediante un oligonucleétido forward
(correspondiente a la region complementaria al adaptador A3 unido al extremo 5’ del
ARNmM) y un oligonucledtido reverse (que hibrida en la region codificante del gen objeto
de estudio) mediante el uso de la polimerasa DreamTaq Hot Start Green DNA Polymerase
(Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante. Dicho
producto de PCR se analizé electroforéticamente en un gel de agarosa al 2% (p/v), donde
los amplicones de banda Unica se purificaron mediante el kit GeneJET PCR Purification
Kit (Thermo Scientific). Posteriormente, el producto de PCR se precipito y se cloné en el
vector pCR2.1 TOPO-vector (Invitrogen), que se transformé seguidamente a bacterias
competentes comerciales NEB 5 alpha (New England Biolabs). Los clones resultantes de
la transformacion (colonias blancas en placas de LB-agar suplementadas con XGal 40
pgr/ml) fueron objeto de una PCR mediante los oligonucledtidos M13 forward-M13

reverse para confirmar la presencia del inserto clonado (figura 3.7).
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Figura 3.7. Representacidon esquematica del vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen) utilizado para
clonar el ADNCc correspondiente al gen objeto de estudio para determinar su inicio de
transcripcion mediante el experimento de 5’RACE. Se indica el lugar donde se ha clonado el
inserto rompiendo de esta manera la pauta abierta de lectura del gen lacZo. (dando lugar a colonias
blancas en placas de LB-agar XGal 40 pgr/ml), los genes de resistencia a kanamicina y ampicilina
y los origenes de replicacion pUC y f1 que contiene el vector. También se indica el lugar de
hibridacion de los oligonucleétidos M13 forward-M13 reverse utilizados para comprobar
mediante PCR la presencia del inserto y realizar su posterior secuenciacion.

De los clones positivos se aislo el plasmido correspondiente mediante Miniprep
utilizando el kit comercial GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific). Dichos
plasmidos fueron secuenciados, identificandose el inicio de transcripcion (+1) del gen
objeto de estudio como el primer nucledtido situado después de la secuencia del adaptador
de ARN ligado al extremo 5’ del ARN mensajero.

3.8.4 Northern Blot

Para poder determinar el nivel de expresion de un determinado ARN mensajero, para
analizar posibles patrones de degradacion del mismo y para tratar de identificar la
presencia de algin ARN antisentido contra el ARN mensajero objeto de estudio, se
realizaron ensayos de Northern Blot. Para ello, el ARN aislado a partir del protocolo 3.8.1,
se mezclé con tampdn de carga para ARN 2x (Bromophenol Blue 2% (p/v), Xylene
Cyanol 2% (p/v), 0,5 M EDTA pH 8,0, SDS 20% (p/v) y formamida 0,1% (v/v)). La
mezcla se hirvio durante 5 minutos a 95°C para deshacer las estructuras secundarias del
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ARN y se incubd rapidamente a 4°C para evitar que se formaran de nuevo estas
estructuras. Posteriormente se realizd la electroforesis del ARN en un gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes en tampon TBE RNAse free comercial
1x (Sigma Aldrich), utilizando la cubeta de electroforesis Protean Il xi Cell (Bio-Rad).
La composicion del gel de poliacrilamida utilizado fue de 30 ml de poliacrilamida al 6%
(PAA (19:1), Bio-Rad) mas urea 8,3 M (Bio-Rad), 300 pul de APS 10% (Bio-Rad) y 30 pl
de TEMED (Sigma Aldrich). Paralelamente a las muestras de ARN, también se cargaron
en el gel los marcadores de peso molecular pUC19 y ®X174 (Thermo Scientific),
previamente marcados radioactivamente con y-32P. La electroforesis se realiz6 durante 2
horas y 30 minutos a 300 V. Pasado este tiempo, se realizo la electrotransferencia del
ARN del gel de poliacrilamida a una membrana de Nylon (Amersham Hybond XL, GE
Healthcare) haciendo uso del aparato Trans Blot Cell (Bio-Rad) durante 16 horas en
tampon TBE 1x a 4°C. Una vez realizada la electrotransferencia, la membrana (con el
ARN transferido) se incubd durante 1 hora a 80°C (baking) con el fin de fijar los acidos
nucleicos a la misma. Pasado este tiempo, se lavo la membrana con agua milli-Q y se
incubo durante 1 hora adicional con la solucién de hibridacion (ROTI®Hybri-Quick, Carl
Roth) en tubos de hibridacién en agitacion constante de 200 rpm a 42°C. Seguidamente,
se afiadieron 25 pul de la sonda marcada radioactivamente en su extremo 5’ con el is6topo
radioactivo y-32P, cuya reaccion de marcaje (y la de los marcadores de peso molecular

utilizados previamente en la electroforesis) se especifica a continuacion:

o 2 ulde lasonda (oligonucleotido especifico a hibridar con el gen de interés) a una
concentracion de 10 uM / 2 pl del marcador de peso molecular pUC19/®X174
(Thermo Scientific)

o 2 pl de tampdn Reaction Buffer A 10x (Thermo Scientific)

o 1 pl de enzima PNK (Polynucleotide-kinase, Thermo Scientific)

o 12 pl de H20 RNAase free (Thermo Scientific)

o 3l de ATP-[y*?P] (10 uCi/ul) (Perkin Elmer)

La reaccion de marcaje se realizd durante 1 hora a 37°C, mas 5 minutos posteriores de
inactivacion de la enzima PNK a 95°C. Seguidamente, se purificaron las sondas marcadas
radioactivamente del resto de ATP-[y*2P] no unido a los oligonucledtidos mediante las
columnas Spehadex G-25 (GE Healthcare), siguiendo las instrucciones indicadas por el

fabricante.
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La membrana junto con la sonda marcada radioactivamente con y->P se dejo incubando
durante 16 horas a 42°C en agitacion constante. Pasado este tiempo, se descarto el tampdn
de hibridacion junto con el resto de los oligonucleétidos que no hibridaron con el ARN
presente en la membrana, y se realizaron tres lavados (de 20 minutos cada uno) de la
membrana con diluciones decrecientes del tampon de lavado SSC 20x (Saline-Sodium
Citrate, Sigma-Aldrich), cuya composicion es 3 M de NaCl, 0,3 M de citrato de sodio
(pH 7,0) y 0,1% SDS (los lavados se hicieron con las diluciones 5x, 1x y 0,1x de las sales
SSC descritas anteriormente). Finalmente, se expuso la membrana de Nylon radioactiva
sobre una pantalla (Imaging Screen K, Bio-Rad) durante 16 horas dentro de un casete
(Four Square Casette, Spectroline). Las imagenes de los filtros radiactivos se

digitalizaron mediante el sistema FLA-5100 imaging system (Fujifilm).

3.8.5 RNA-seq

Para analizar el efecto de una determinada mutacion sobre el perfil global de expresion
génica de las bacterias se utilizo la técnica de RNA-seq. El protocolo se realizo en
colaboracién con la empresa Vertis Biotechnologie AG (Freising-Weihenstephan,
Alemania). EI ARN de los correspondientes cultivos bacterianos fue aislado haciendo uso
del kit RNA isolation kit (Ambion). Después de comprobar la calidad y pureza del ARN
mediante electroforesis, se eliminaron las potenciales trazas de moléculas de ARNr de la
muestra utilizando el kit Ribo-Zero rRNA removal kit for bacteria (Illumina). La muestra
libre de ARNr se someti0 a ultrasonidos (2 pulsos de 30 segundos a 4°C). Después de la
fragmentacion, se ligaron adaptadores a los extremos 3’ de las moléculas de ARN.
Seguidamente, se sintetizd la primera cadena de ADNCc utilizando la transcriptasa reversa
M-MLV. Este ADNCc fue purificado, y posteriormente se le unio el adaptador 5' Illumina
TruSeq sequencing adapter. Dicho ADNc fue amplificado por PCR hasta una
concentracion de 10-20 ng/ul utilizando una ADN polimerasa de alta fidelidad de copia
y 15 ciclos de amplificacion. EI ADNc amplificado por PCR fue fraccionado en
fragmentos de 250-500 pb haciendo uso del kit Agencourt AMPure XP kit (Beckman
Coulter Genomics) (figura 3.8). El pool de ADNc fue finalmente secuenciado mediante

el sistema Illumina NextSeq 500 utilizando un tamafio de lectura de 75 pb.
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Figura 3.8. Andlisis por electroforesis de la integridad del ARN aislado de los cultivos
bacterianos (A), del ADNc después de ser amplificado por PCR (B), y del pool de ADNCc utilizado
en el experimento de secuenciacién masiva mediante Illlumina NextSeq 500 (C). Vertis
Biotechnologie AG.

3.9 Técnicas experimentales con proteinas
3.9.1 Obtencion de extractos proteicos totales

Con el fin de poder analizar el contenido total de proteina intracelular bacteriana, se
obtuvieron extractos proteicos totales de los cultivos crecidos bajo las condiciones
especificas a analizar. Para obtener el extracto proteico total de cada cultivo, se centrifugo
1 ml del mismo a 13.400 rpm, se descarto6 el sobrenadante y se resuspendio el sedimento
celular en tampon de carga de proteinas (glicerol 5% (v/v), B-mercaptoetanol 2,5% (v/v),
SDS 1,15% (p/v), Tris-HCI 31 mM a pH 6,6 y azul de bromofenol 0,05% (p/v)) en
funcion del nivel de crecimiento del cultivo. Por ello, para poder normalizar la
concentracion de proteina obtenida en funcion de la biomasa del cultivo utilizado, se

afiadié tampdn de carga de proteinas en funcién de la siguiente relacion:

D.0600nm cultivo
4

= volumen de tampon de carga de proteinas (ml)

Una vez resuspendido el sedimento celular en el tampdn de carga de proteinas, se hirvid
la muestra a 100°C durante 10 minutos para facilitar la lisis celular y la desnaturalizacion
de las proteinas del extracto. Las proteinas de dichos extractos se analizaron
posteriormente mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS
como agente desnaturalizante de las proteinas.
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3.9.2 Andlisis del secretoma bacteriano

Para poder estudiar el patron de las proteinas secretadas por las células bacterianas, se
precipitaron dichas proteinas secretadas y liberadas por las bacterias al medio de cultivo
y se analizaron posteriormente mediante electroforesis en gel de acrilamida. Con este fin,
se crecieron los correspondientes cultivos bacterianos hasta una D.Ogoonm de 2,0 y se
centrifugaron 10 ml de los mismos a 6.000 rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente. El sobrenadante obtenido se purifico mediante un filtro de 0,22 pum (Millex-
GP), con el fin de eliminar los restos celulares no sedimentados durante el proceso de
centrifugacion. A continuacion, las proteinas fueron precipitadas mediante la adicion de
acido tricloroacético (TCA) al 45% (p/v), y la posterior incubacién durante 1 hora en
hielo. Seguidamente, se centrifugaron las muestras durante 30 minutos a 13.400 rpm a
4°C. Se descarto el sobrenadante, se afiadio 0,5 ml de acetona fria y se volvio a centrifugar
la muestra en las mismas condiciones que las anteriores. Finalmente, se retird la acetona
y se dejo secar el sedimento proteico durante 10 minutos. Por Gltimo, se resuspendié el
sedimento con tampon de carga de proteinas 1x. Debido a la presencia de restos de &cido
tricloroacético utilizado para precipitar las proteinas, al afiadir el tampdn de carga, el
indicador de pH azul de bromofenol viré de color azul a amarillo. Para neutralizar el pH
acido, se afiadié Tris-Base saturado (1 M) hasta que el tampon de carga volvio al color
azul inicial. Las proteinas de dichos extractos se analizaron posteriormente mediante

electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.

3.9.3 Fraccionamiento celular

Con el fin de obtener el perfil proteico correspondiente a cada una de las diferentes
fracciones de la célula (citoplasma, periplasma, membrana interna y membrana externa),
se realizd el protocolo de fraccionamiento celular. Por ello, a partir 2 ml del cultivo
correspondiente a analizar crecido en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase
estacionaria de crecimiento, se centrifugaron las células a 13.400 rpm y se realiz0 un
lavado con 1 ml de Tris-HCI 20 mM pH 7,4. El pellet celular se resuspendid en tampon
de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM y Tritén X-100 1% (v/v)).
La mezcla se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se
centrifugo durante 2 minutos a 13.400 rpm. El sedimento celular se resuspendio en 2 mli
de H2O friay se incubo durante 10 minutos a 4°C. Seguidamente, se centrifugo la muestra

a 12.000 rpm durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido en dicha centrifugacion
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correspondia a la fraccion de proteinas del periplasma. El sedimento celular se
resuspendio en 2 ml de Tris-HCI 20 mM pH 7,4. Dicha suspension se lis6 con ultrasonidos
en el sonicador Labsonic P (B. Braun Biotech International) mediante dos ciclos seguidos
de 30 segundos y 50% de amplitud. A continuacion, se centrifugo la muestra a 5.000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se volvio a centrifugar a 10.000 rpm
durante 30 minutos adicionales a 4°C. El sobrenadante obtenido en esta ultima
centrifugacion correspondia a la fraccion de proteinas presentes en el citoplasma
bacteriano. El sedimento, correspondiente a la fraccion de las membranas bacterianas, se
resuspendio en 2 ml de H2O a 4°C, a los que posteriormente se afiadio 200 pl del
detergente lauroyl sarcosine 20% (p/v). Seguidamente, se centrifugo6 la muestra a 15.000
rpm durante 30 minutos a 4°C. El pellet, correspondiente a la fraccién de membrana
externa, se resuspendio en 40 ul de tampon de carga de proteinas. El sobrenadante
contenia la fraccién proteica correspondiente a la membrana interna. Las tres fracciones
solubles de los sobrenadantes correspondientes a las fracciones proteicas de periplasma,
citoplasma y membrana interna se precipitaron de manera analoga al apartado anterior
(3.9.2). Las fracciones obtenidas se guardaron a -20°C para ser analizadas por

electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.

3.9.4 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en presencia
de SDS

La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida se ha realizado con 4 objetivos
principales: i) analizar cualitativamente las proteinas que forman parte de los diferentes
extractos analizados; ii) comprobar que la cantidad total de proteina presente en los
extractos celulares era equivalente; iii) realizar la inmunodeteccion de proteinas
transferidas a una membrana mediante anticuerpos especificos; iv) llevar a cabo la

identificacion de proteinas mediante LC-MS/MS.

Debido a que la gran mayoria de las proteinas analizadas en este trabajo presentaban un
peso molecular relativamente bajo, para analizar dichas proteinas se realizaron las
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida en Tris-Tricina-SDS. Este tipo
de geles representan una mejor herramienta que los geles bifasicos en Tris-Glicina-SDS
para separar con una mayor resolucion proteinas cuyo peso molecular se encuentra
comprendido entre 5y 50 kDa (Schégger y von Jagow, 1987). De esta manera, los geles
utilizados estaban compuestos por 3 fases: fase de compactacion, fase espaciadora y fase

de resolucidon. La primera y segunda fase ocupaban una cuarta parte del gel cada una,
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mientras que la dltima fase (la fase de resolucion) ocupaba la segunda mitad del gel. La

composicion de este tipo de geles queda detallada en la tabla 3.4.

Fase de Fase Fase de
Componentes del gel resolucién espaciadora  compactacion
16,5%T 3%C  10%T 3%C 4%T 3%C
Acrilamida/Bis 40%T, 3,3%C
(Sigma Aldrich) 1,2 ml 0,36 ml 0,18 ml
Tampon de gel (Tris-HCI3 My
SDS 0,3% (p/v) pH 8,45 Lmi 0.5mi 045 ml
Glicerol 50% (v/v) 0,8 ml = -

Agua bidestilada - 0,64 ml 1,23 ml

APS 10% (p/v) (Bio-Rad) 20 pl 10 pul 15 ul

TEMED (Sigma Aldrich) 4l 2 ul 3ul

%T: Porcentaje de acrilamida + bisacrilamida total
%C: Porcentaje de bisacrilamida respectoa T

Tabla 3.4. Composicion de las diferentes fases (resolucion, espaciadora y compactacion) de los
geles de poliacrilamida trifasicos utilizados para resolver y analizar electroforéticamente los
diferentes extractos proteicos bacterianos aislados durante este trabajo.

Para realizar la electroforesis se utilizaron dos tampones distintos: tampén Anodo (Tris-
HCI 0,2 M pH 8,8) y tampon Catodo (Tris-HCI 0,25 M, Tricina 0,1 My SDS 0,4% (p/v),
aun pH final de 8,25). Paralelamente a las muestras proteicas a analizar, también se cargd
en el gel un marcador de peso molecular que permite estimar el tamafio de las proteinas
presentes en las muestras. ElI marcador utilizado fue Page Ruler Prestained Protein
Ladder (Thermo Scientific), que presenta 10 bandas pretefiidas correspondientes a

diferentes proteinas con pesos moleculares correspondidos entre 10 y 180 kDa.

La electroforesis se inicid a 50 V de potencia hasta que todas las muestras se igualaron
en la fase de compactacion. A continuacion, se subio el voltaje hasta 120 V vy se realiz
la electroforesis durante 2 horas adicionales, hasta que el marcador del frente de
electroforesis presente en el tampon de carga de proteinas llego al final del gel.

3.9.5 Deteccion de proteinas mediante tincion con Azul de Coomassie

Para realizar la visualizacion de las proteinas de manera rutinaria, los geles de
poliacrilamida resueltos electroforéticamente se tifieron con Azul de Coomassie. La
tincién de proteinas se realiz6 incubando los geles durante 30 minutos sumergidos en la
solucion de tincidn en agitacion suave y a temperatura ambiente. La composicion de dicha
solucion de tincion es Azul brillante de Coomassie R-250 (Bio-Rad), acido acético glacial

10% (v/v) (Bio-Rad) y metanol 20% (v/v) (Bio-Rad). Seguidamente, se realizaron
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diferentes lavados del gel con acido acético glacial al 10% (v/v) para eliminar el exceso
de colorante no unido a las proteinas. Una vez tefiidos los geles, se tomaron las imagenes
correspondientes utilizando el equipo Molecular Imager® Gel DocTM XR+ (Bio-Rad) y

se digitalizaron con el software ImageLab (Bio-Rad).

3.9.6 Deteccion de proteinas mediante tincidn de plata

En los casos en los que la tincion con Azul de Coomassie no fuera lo suficientemente
sensible para visualizar las bandas proteicas, los geles de poliacrilamida fueron tefiidos
con nitrato de plata, una tincidén que presenta una mayor sensibilidad. Esta tincion se llevo
a cabo a temperatura ambiente y en agitacion suave. En primer lugar, se introdujo el gel
en una solucion de fijacion (metanol 40%) durante 10 minutos. Transcurrido ese tiempo,
se realizaron dos lavados con agua bidestilada de 5 minutos cada uno, y a continuacién
se introdujo el gel en una solucion de tiosulfato de sodio al 0,02% (p/v) durante 1 minuto.
Seguidamente, se realizaron dos lavados con agua bidestilada de 20 segundos cada unoy
posteriormente se incub el gel durante 10 minutos es una solucién de nitrato de plata al
0,1% (p/v). Una vez finalizado este tiempo, se introdujo el gel en la solucién de tincion
compuesta por 7,5 gr de carbonato de sodio y 5 ml de tiosulfato de sodio al 0,02% (p/v),
ambos disueltos en 250 ml de agua bidestilada, a los que se afiadié 12,5 pl de
formaldehido al 37% (v/v). El gel se mantuvo en esta solucion hasta que aparecieron las
diferentes bandas proteicas tefiidas. La tincion se detuvo afiadiendo 1 ml de &cido citrico
al 2% (p/v). Finalmente, se realiz6 un lavado durante 10 minutos con agua bidestilada y
se tomaron las fotografias correspondientes con el equipo Molecular Imager® Gel
DocTM XR+ (Bio-Rad).

3.9.7 Inmunodeteccion de proteinas especificas por Western Blot

Con el fin de poder analizar el nivel de expresion de una proteina especifica, las proteinas
separadas electroforéticamente en gel de poliacrilamida se transfirieron a un soporte
solido (membrana de PVDF, fluoruro de polivinilideno), para posteriormente poder ser

inmunodetectadas mediante un anticuerpo especifico dirigido contra dicha proteina.

La membrana de PVDF utilizada (Immun-BlotTM PVDF Membrane for Protein Blotting
0,2 um, Bio-Rad) es altamente hidrofdbica, por lo que antes de realizar la transferencia de
proteinas del gel de poliacrilamida a la membrana, ésta se sumergi6 durante 1 minuto en
metanol absoluto. De esta manera, mediante el tratamiento con el disolvente organico se

consigue eliminar la hidrofobicidad de la membrana por lo que se incrementa la capacidad
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de union de las proteinas a la misma. A continuacion, tanto el gel como la membrana se
equilibraron en tampdn de transferencia (48 mM de Tris-HCI, 39 mM de glicina, 20% de
metanol (v/v), 1,3 mM de SDS) durante 5 minutos. La transferencia de las proteinas del
gel de poliacrilamida a la membrana de PVDF se realizd utilizando el sistema de
transferencia semi-seco mediante el equipo Trans-Blot-SD-Semy-Dry Transfer Cell (Bio-
Rad). Para ello, el gel de poliacrilamida se colocé sobre la membrana y el conjunto se
colocé entre papeles de filtro (Whatman 3 MM), tres por cada lado. La transferencia se
realizdé a 15 V durante 45 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, la membrana se
incubd con el tampon de blogueo (PBS-Triton X-100 0,2% (v/v) (Sigma Aldrich) + leche
descremada en polvo 5% (p/v) (Scharlau)) durante 1 hora, con el fin de eliminar posibles
interacciones inespecificas del anticuerpo. A continuacion, se descart6 la solucion de
bloqueo, y se incubd la membrana con el anticuerpo primario (diluido en PBS-Triton X-
100 0,2% (v/v) + leche descremada en polvo 3% (p/v)) dirigido contra la proteina a
detectar en agitacion constante durante 16/18 horas a 4°C. Posteriormente, se elimind el
exceso de anticuerpo no unido a la membrana mediante tres lavados sucesivos de 10
minutos con PBS-Triton X-100 0,2% (v/v) a temperatura ambiente. Seguidamente se
incubé la membrana durante 45 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario (dirigido contra el anticuerpo primario) conjugado con la peroxidasa HRP
(horseradish peroxidase, Promega) (dicho anticuerpo fue previamente diluido 1:2500 en
PBS-Triton X-100 0,2% (v/v)). Por altimo, se elimind el exceso de anticuerpo secundario
a través de tres lavados con PBS-Triton X-100 0,2% (v/v) de 30 minutos cada uno a
temperatura ambiente. Finalmente, para realizar el revelado quimioluminiscente de la
membrana, se incubo la misma durante 5 minutos con la solucion de revelado compuesta
por luminol y peroxido de hidrogeno (a concentraciones equimolares), siguiendo las
indicaciones recomendadas por el fabricante (Amershan ECL Plus, Western Blotting
Detection System, GE Healthcare). De esta manera, la peroxidasa conjugada al anticuerpo
secundario catalizara la reaccion de oxidacion del luminol dando lugar a la aparicion de
la quimioluminiscencia. La deteccion de las bandas correspondientes a la unién del
anticuerpo a la proteina objeto de estudio se realiz6 mediante el analizador de imagenes

Molecular Imager ChemiDoc XRS System y el software QuantityOne 4.6.6 (Bio-Rad).
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3.9.8 Sobreexpresion y purificacion de proteinas

Para realizar la sobreexpresion y posterior purificacion de proteinas se utilizaron los
vectores de la serie pLATE (Thermo Scientific). Estos plasmidos, que contienen el gen de
interés clonado bajo un promotor dependiente de la ARN polimerasa del fago T7, se
transformaron en células capaces de expresar dicha ARN polimerasa bajo el control de
un promotor lac inducible por IPTG (en este caso se utilizo la cepa E. coli BL21 (DE3)).
Las colonias obtenidas de la transformacion se utilizaron para inocular 1 litro de medio
de cultivo LB suplementado con carbenicilina 100 pgr/ml (elemento marcador del
plasmido pLATE) a una D.Ogoonm inicial de 0,05. Dicho cultivo se incubo posteriormente
a 37°C en agitacion constante (200 rpm). Cuando los cultivos llegaron a la fase
exponencial (D.Osoonm de 0,4), se afiadié IPTG (isopropyl-S-D-thiogalactoside) a una
concentracion final de 1 mM, y se continud con la incubacion a 37°C durante 4 horas
adicionales. Después de la incubacion, se centrifugaron las células a 10.000 rpm durante
45 minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendié en
20 ml de tampdn A50 (20 mM de HEPES, 100 mM de KCI, 5 mM de MgCl2y 50 mM de
imidazol) junto con un cocktail de inhibidores de proteasas (cOmplete™, Mini, EDTA-
free Protease Inhibitor Cocktail, Roche). La suspension celular disuelta en tampon se liso
en el homogenizador celular GEA Lab Homogenizer PandaPLUS 1000 durante 3 ciclos
repetidos a una presion de 600 bar. El lisado celular se centrifug6 durante 45 minutos a
13.000 rpm a 4°C. EIl sobrenadante (libre de células) que contenia todas las proteinas
intracelulares expresadas por la bacteria (entre las que se encontraba la proteina
sobreexpresada con las 6 histidinas en el extremo N/C-terminal) se mezcl6 con 1 ml de
resina de Ni?*-NTA agarosa (Qiagen) y se dejaron interaccionar durante 16 horas a 4°C.
La mezcla se decant6 en una columna de propileno (Prepacked Gravity Flow Columns
for lon Exchange, Bio-Rad). A continuacién, se realizaron dos lavados de la resina con
tampon A50. Para recoger y realizar la elucion de las proteinas unidas a la matriz de Ni?*-
NTA agarosa se utilizd un tampdn con una concentracion mayor de imidazol (elemento
competidor contra las 6 histidinas por los sitios de union a la matriz de niquel). Por ello,
se obtuvieron 5 fracciones correspondientes a la elucion de la resina con tampén A200
(20 mM de HEPES, 100 mM de KCI, 5 mM de MgCl>y 200 mM de imidazol). Las
diferentes fracciones obtenidas se guardaron a -20°C para ser analizadas mediante

electroforesis en geles de poliacrilamida y su posterior tincion con Azul de Coomassie.
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3.9.9 Identificacion de proteinas mediante LC-MS/MS

Con el fin de realizar la identificacién de una proteina especifica presente en un extracto
proteico se utilizo el protocolo descrito por (Henzel y col., 1993). Para ello, se realiz6 una
electroforesis de la muestra de interés en un gel de poliacrilamida y se tifié con Azul de
Coomassie. La banda de interés, correspondiente a la proteina especifica a identificar, se
recortd y se transfirié a un tubo de microcentrifuga. La identificacion de la proteina de
interes se realizd en colaboracion con la “Plataforma de Proteomica del Parc Cientific de
Barcelona”. Para ello, la banda proteica se lavo mediante bicarbonato amoénico
(NH4HCO3) a una concentracion final de 50 mM haciendo uso del filtro Amicon Ultra
(Millipore) (cuyo tamafio de poro es de 3 kDa), con el fin de eliminar posibles compuestos
que pudieran interferir en la reaccion de identificacion. Seguidamente, la muestra fue
tratada con DTT 20 mM durante 1 hora a 60°C y se alcalinizé con 25 mM de
yodoacetamina durante 30 minutos a 30°C. Posteriormente, la muestra se digirié con 200
ng de tripsina (Promega) durante 16 horas a 37°C. Seguidamente, la mezcla de péptidos
resultante fue purificada y secada al vacio. De esta manera, los péptidos digeridos se
analizaron mediante un cromatografo liquido (nanoAcquity) acoplado a un espectrometro
de masas TQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific), donde los péptidos separados y
eluidos por la cromatografia fueron sometidos a ionizacion por electrospray. Los
espectros de masas de los diferentes péptidos obtenidos se analizaron mediante el
software Thermo Proteome Discoverer (v.1.4.1.14) utilizando la base de datos Swiss-
Prot.

3.9.10 Aislamiento de flagelos

Para realizar el aislamiento de los flagelos de las diferentes cepas objeto de estudio, se
utilizaron cultivos de 250 ml (repartidos en dos matraces erlenmeyers con 125 ml de
cultivo cada uno) crecidos durante toda la noche a 37°C en estatico. Una vez crecidos, los
diferentes cultivos se centrifugaron a 5.500 rpm durante 20 minutos a 4°C. A
continuacion, se descarto el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendio en 5 ml
de tampon Tris-HCI 0,1 M a pH 7,4 utilizando una varilla de vidrio y una fuerte agitacion.
Una vez resuspendido, el sedimento celular liquido se hizo pasar a través de una
jeringuilla de 10 ml y una aguja de 21 G (Polnet). Dicho proceso se repitio en 5 ocasiones.
La suspension resultante se centrifugd a 8.200 rpm durante 30 minutos a 4°C.

Seguidamente, se recogié el sobrenadante y se volvi6 a centrifugar a 12.000 rpm durante
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20 minutos a 4°C. Finalmente, se realizd una ultracentrifugacion del sobrenadante
obtenido a 35.000 rpm durante 60 minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante, y el
sedimento, correspondiente al aislamiento flagelar, se resuspendi6 en 75 pl de tampén
Tris-HCI 0,1 M + EDTA 0,2 mM. EI correcto aislamiento de los flagelos se analizo
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y posterior tincion con Azul de

Coomassie y tincion de plata.

3.9.11 Ensayos de estabilidad proteica in vivo

Los ensayos de estabilidad proteica in vivo se realizaron siguiendo el protocolo descrito
por (Geuskens y col., 1992; Johansson y Uhlin, 1999). La estabilidad de la proteina
analizada se monitorizé después de inhibir la sintesis proteica total mediante la adicion
de cloranfenicol (a una concentracién final de 25 pgr/ml) a los cultivos crecidos hasta el
inicio de la fase estacionaria de crecimiento en medio LB. Se tom0 una muestra de cada
cultivo a tiempo 0, 1, 2 h después de afadir el antibidtico para extraer el contenido
proteico total (apartado 3.9.1) y realizar un Western Blot para analizar los niveles de

expresion de la proteina estudiada.

3.10 Ensayos fisioldgicos

3.10.1 Curvas de crecimiento y recuentos de viables

Cuando se hace crecer una cepa bacteriana en un medio de cultivo definido, ésta lo hace
a una velocidad que es caracteristica de esta cepa, del medio de cultivo utilizado y de las
condiciones del entorno. El crecimiento de esta poblacién sera equilibrado mientras no se
produzca una limitacion de alguno de los nutrientes o no se acumule algiin componente
toxico a una concentracion demasiado elevada. Este tipo de crecimiento se puede definir
matematicamente como una reaccion de primer orden en la que la velocidad de aumento
del ndmero de bacterias en un momento determinado es proporcional al nimero de

bacterias (N) presentes en ese momento:
o dN/dt= p-N,

siendo p un parametro constante y especifico a cada bacteria denominado tasa de
crecimiento. La férmula matematica que permite calcular la tasa de crecimiento de un

determinado cultivo bacteriano es la siguiente:

o M= (logN - logNo)-2,3/At
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Para poder determinar este parametro cinético, se realizaron curvas de crecimiento en las
que se definid la fase de crecimiento exponencial de los cultivos correspondientes con el
fin de poder calcular su tasa de crecimiento. Para realizar las curvas de crecimiento de las
cepas estudiadas, se realiz6 un cultivo previo de la bacteria correspondiente en 10 ml de
medio LB a 37°C en agitacion constante (200 rpm) durante 16 horas. Al dia siguiente, se
realizé una dilucion 1:100 de dicho cultivo en 25 ml de medio fresco y se determind la
cinética de crecimiento celular a la temperatura correspondiente. Para ello, en cada
intervalo de tiempo determinado, se recogio una alicuota de 1 ml de cultivo y se transfirid
a una cubeta de plastico de 1,5 ml para espectrofotometro (Quimikals Analitica S.L), para
posteriormente cuantificar la absorbancia (o turbidez) del cultivo a una longitud de onda
de 600 nm en el espectrofotdmetro Genesys 10S UV-Vis (Thermo Scientific).

Para realizar los recuentos de células viables (ufc/ml) de cada una de las cepas estudiadas
bajo las diferentes condiciones de crecimiento analizadas, se tomaron alicuotas de 1 ml
de cultivo en cada fraccion de tiempo correspondiente y se realizé un banco de diluciones
con NaCl 0,9% (p/v), sembrando por duplicado 100 pl de las diluciones especificas en

placas de LB-agar.

3.10.2 Ensayos de autoagregacion

Para realizar los ensayos de cuantificacion de la autoagregacion bacteriana, se crecieron
los cultivos correspondientes en 20 ml de medio LB durante 16 horas a 25°C 0 a 37°C en
agitacion constante (200 rpm). Una vez crecidos, se transfirieron 10 ml de cada cultivo a
un tubo de ensayo y se mantuvieron en estatico, tomandose alicuotas de 100 ul de la
superficie del cultivo cada 20 minutos para medir la densidad dptica de la muestra en el
espectrofotometro. La autoagregacion se representd como el descenso de la absorbancia

a 600 nm como consecuencia de la sedimentacion de las células hacia la base del tubo.

3.10.3 Ensayos de motilidad

Los experimentos para analizar la motilidad bacteriana en placa se realizaron a partir de
cultivos de las cepas correspondientes crecidos en 10 ml de medio rico a 37°C en
agitacion constante durante 16 horas. Para realizar los ensayos de motilidad se utilizaron
placas que contenian medio LB y medio M9, en ambos casos suplementadas con 0,3% de
agar, en las cuales se inocul6 en el centro de las mismas 5 pl del cultivo bacteriano crecido
previamente. Las placas se incubaron a 37°C hasta que se pudo observar el halo de

motilidad producido por las bacterias.
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En el caso de los ensayos realizados con medio LB 0,3% agar, las medidas del halo de
motilidad se realizaron 16 horas después de la inoculacion, mientras que en el caso de las
placas con medio M9 0,3% agar las medidas para cuantificar el halo de motilidad

bacteriano se realizaron a las 24, 48 y 72 horas post-inoculacion.

3.10.4 Ensayos de resistencia al choque &cido

Los ensayos de resistencia a pH acido se realizaron siguiendo el protocolo descrito por
(Chang y Cronan, 1999). Las diferentes cepas sometidas al shock por estrés acido se
crecieron en medio LB hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento (D.Osoonm
2,0). Seguidamente, se afiadi6 HCI 6 N hasta que el pH del cultivo correspondiente
descendi6 a 3,2. Después de la adicion del acido, los cultivos se incubaron de nuevo a
37°C en agitacion constante de 200 rpm durante 0, 40 y 120 minutos. En los
correspondientes intervalos de tiempo, se tomd una muestra de cultivo, se realizd un
banco de diluciones con NaCl 0,9% (p/v) y se plaquearon las células en placas de LB-
agar para realizar el recuento de unidades formadoras de colonias (ufc/ml) y cuantificar

de esta manera como habia afectado el estrés acido a la viabilidad celular.

3.10.5 Ensayos de resistencia al choque frio

Para realizar los ensayos de tolerancia al choque por disminucion de la temperatura, las
diferentes cepas sometidas al estrés se crecieron en medio LB hasta el inicio de la fase
estacionaria de crecimiento (D.Osoonm 2,0). Seguidamente, se disminuy¢ la temperatura
de los cultivos hasta 4°C durante intervalos de tiempo de 30 minutos, 1 hora y 4 horas.
Pasado este tiempo, se tomd una muestra de cada cultivo, se realiz6 un banco de
diluciones con NaCl 0,9% (p/v) y se plaquearon las células en placas de LB-agar para
realizar el recuento de unidades formadoras de colonias (ufc/ml) y ver como habia

afectado la brusca disminucion de la temperatura del medio a la viabilidad celular.

3.10.6 Ensayos de persistencia bacteriana ante concentraciones letales
de antibiotico

Los ensayos de tolerancia a concentraciones letales de un antibiético (al que las células
son sensibles) se realizaron siguiendo el protocolo descrito por (Harms y col., 2017). Las
diferentes cepas sometidas al ensayo de persistencia se crecieron en LB hasta el inicio de
la fase estacionaria (D.Oeoonm 2,0). Una vez las células llegaron a este punto de

crecimiento, se traspasaron 10 ml del cultivo a sendos tubos de propileno de 50 ml y se
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afiadié carbenicilina a una concentracion final de 100 pgr/ml. Después de la adicion del
antibiotico, los cultivos se incubaron a 37°C en agitacion constante (200 rpm) durante 1,
2,3, 4y 5 horas, tomé&ndose una muestra de cada cultivo correspondiente en los intervalos
de tiempo indicados. Se realizaron diluciones seriadas de cada muestra con NaCl 0,9%
(p/v) y se plaquearon las células en placas de LB-agar para realizar el recuento ufc/mly

comprobar cémo habia afectado la adicion del antibiotico a la viabilidad celular.

3.10.7 Experimentos de conjugacion bacteriana en medio liquido

Los experimentos para cuantificar la tasa de conjugacion del plasmido pAA2 de la cepa
E. coli 042 se realizaron a partir de cultivos crecidos durante 16 horas a 37°C en medio
2xYT, tanto de la cepa donadora del plasmido como de la receptora. Primeramente, se
atemperaron 900 pl del medio de cultivo fresco 2xYT a la temperatura en que se
realizarian los experimentos de conjugacion (25°C o 37°C). Seguidamente, se afiadieron
50 ul del cultivo de la cepa donadora del plasmido y se incubd a 600 rpm durante 30
minutos (en el caso que la temperatura de conjugacion fuera de 37°C) o 60 minutos (en
el caso que la temperatura de conjugacion fuese de 25°C). Pasado este tiempo de
incubacion, se afiadieron 200 pl del cultivo de la cepa receptora y la mezcla se incubo6 a
la temperatura correspondiente en estatico para facilitar el contacto entre la célula
donadora y la receptora. Finalmente, la conjugacion se detuvo dando un golpe de vortex
a la suspension e incubando las células en hielo durante 1 minuto. Por ultimo, se sembré
la suspensidn celular en medio de cultivo solido selectivo para los marcadores fenotipicos
especificos transferidos en la conjugacion (placas de LB-agar suplementadas con el
antibidtico correspondiente). La frecuencia de conjugacion se calcul6 mediante la
relacién células transconjugantes/células donadoras, por lo que previamente a cada
experimento se calculé el nimero de células donadoras mediante la siembra sobre medio

solido de un banco de diluciones en NaCl 0,9% (p/v) del cultivo “overnight” inicial.

3.10.8 Curado del plasmido pAA2

Puesto que el plasmido pAA2 no codifica para ningln determinante de resistencia a
antibidticos, como paso previo a la realizacion del protocolo de curado del plasmido
pAA2 de la cepa E. coli 042, se tuvo que introducir en el plasmido de la bacteria un casete
de resistencia a un antibiotico que nos permitiera seleccionar aquellas células que
hubieran perdido el plasmido respecto a las que no. El protocolo utilizado para introducir

el marcador de resistencia (concretamente un gen de resistencia a la kanamicina) es el
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descrito en el apartado 3.7.8 de esta memoria. Una vez obtenido el clon con el médulo de
resistencia insertado en su plasmido, se realizé un cultivo “overnight” del mismo a 37°C
y se realizaron subcultivos seriados en 10 ml en medio LB sin antibiéticos durante 10 dias
seguidos, utilizando como indculo una dilucion 1:1000 del cultivo del dia anterior. Una
vez llegado al décimo dia de subcultivo, se plaquearon diluciones seriadas del mismo en
placas de LB-agar suplementado con el antibiético novobiocina a una concentracion de
3,3 ug/ml. Las colonias aisladas que crecieron se picaron en paralelo en placas de LB-
agar y placas de LB-agar suplementado con kanamicina 50 ug/ml. A las colonias
sensibles a kanamicina, pero viables en LB-agar, se les realizdé una PCR para analizar la
presencia/ausencia de varios genes localizados en diferentes regiones del plasmido para
confirmar la pérdida total del mismo.

3.10.9 Ensayos de formacion de biofilm

Para estudiar la formacion de biofilm por parte de la cepa E. coli 042 se utiliz6 el protocolo
descrito por (Sheikh y col., 2001). La superficie abidtica donde se realizaron estos
ensayos fueron placas de poliestireno (Nunclon Delta Surface, ThermoScientific). Las
diferentes cepas utilizadas en estos ensayos se hicieron crecer previamente en medio rico
LB a 37°C hasta la fase estacionaria y se inocularon en las siguientes cantidades de medio
en funcién del tipo de placa utilizada:

- Silaplaca utilizada era de 96 pocillos, se utilizaron 200 pl de medio y 2 ul del cultivo
bacteriano inicial en fase estacionaria.
- Silaplaca utilizada era de 24 pocillos, se utilizaron 800 ul de medio y 8 pl del cultivo

bacteriano inicial en fase estacionaria.

Las placas con las bacterias y el medio fresco se incubaron durante toda la noche a 37°C.
Pasado este tiempo, se retird el medio de la placa con cuidado de no alterar la monocapa
celular formada sobre la superficie de los distintos pocillos. En el caso de la placa de 24
pocillos, se realizaron 2 lavados con 1 ml de PBS; en el caso de la placa de 96 pocillos,
se realizaron 2 lavados con 200 pl de PBS. Posteriormente, se afiadié a cada pocillo de la
placa de 24 pocillos 100 pl de cristal violeta 0,5% (p/v) para tefiir la monocapa bacteriana
(en el caso de la placa de 96 se afiadio 50 ul de cristal violeta). Dejamos interaccionar el
colorante con la monocapa durante 5 minutos a temperatura ambiente, para después retirar
el colorante y realizar varios lavados con agua destilada para eliminar las células

planctonicas. Sobre la placa de 96 pocillos (con la que se realizé la cuantificacion del
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biofilm generado), se afiadieron 200 pl de etanol al 95% (v/v) y se incubd 2 minutos a
temperatura ambiente con la finalidad de solubilizar el biofilm formado en los pocillos. A
continuacidn, se recogieron 150 ul de cada pocillo y se transfirieron a una placa nueva

para realizar medidas espectrofotométricas a una D.O de 570 nm.

3.10.10 Ensayos de analisis de actividad p-galactosidasa

Con el fin de estudiar la expresion transcripcional de los diferentes genes objeto de
estudio fusionados con el gen reportero lacZ se realizé la prueba de la B-galactosidasa
(Miller, 1992). Para determinar la actividad B-galactosidasa se crecieron los cultivos
correspondientes hasta la fase de crecimiento exponencial (D.Osoonm de 0,4) 0 el inicio de
la fase estacionaria (D.Osoonm de 2,0), y se recogieron alicuotas de 1 ml de cada uno de
los cultivos. De cada una de las alicuotas, se tomaron 100 pl y se afiadieron a 900 ul de
tampon Z (60 mM de Na;HPO4, 40 mM de NaH2PO4, 10 de mM KCI, 1 mM de MgSQsg,
50 mM B-mercaptoetanol). Para provocar el lisado de las células, se afiadieron 25 pl de
SDS 0,1% (p/v) y 50 ul de cloroformo, y se agité la mezcla en el vortex durante 15
segundos. Tras la ruptura celular, se atemper6 la mezcla a 28°C durante 5 minutos. A
continuacion, se afiadid a cada muestra 200 pl de ONPG (orto-nitrofenil-p-D-
galactopirandsido, Sigma-Aldrich) preparado a una concentracion de 4 mg/ml en tampén
Z y se incubd la reaccion a 28°C hasta la aparicion de un color amarillo (D.O.420nm entre
0,3y 0,9). Para detener la reaccion, se afiadié a cada muestra 0,5 ml de Na.COs a una
concentracion final de 1 M, y se dejaron reposar las muestras unos minutos en oscuridad.
Finalmente, se midieron las absorbancias de las diferentes muestras a dos longitudes de
onda (420 y 550 nm) y se cuantifico la actividad B-galactosidasa utilizando la siguiente

férmula;

1000 - (D.0.420nm — 1.75- D.0.550nm )
T- V- D.0.600nm

Actividad f — galactosidasa (U.M) =

U.M.: Unidades Miller.

D.Os20nm Y D.Ossonm: absorbancias de la muestra a las longitudes de onda de 420 y
550 nm una vez detenida la reaccion al afladir Na;COs 1 M.

D.Os00nm: absorbancia del cultivo a 600 nm en el momento en el que se tomo la muestra.

T: tiempo transcurrido (minutos) desde que se afiadié el ONPG hasta que se detuvo la
reaccion.

V: volumen de muestra (ml) utilizado para determinar la actividad p-galactosidasa.
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Capitulo 1

4.1. Los genes hha2 y hha3, nuevos paralogos del gen
hha en la cepa E. coli 042



4. RESULTADOS

4.1.1 ldentificacion de nuevos paralogos del gen hha en el
genoma de la cepa E. coli 042

Mediante una busqueda de secuencias homdlogas a la secuencia nucleotidica y
aminoacidica del gen que codifica para la proteina Hha (NCBI-EC042_0498 y Uniprot-
D3GV89) utilizando la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
programa que permite identificar regiones de homologia entre diferentes secuencias
bioldgicas) en las bases de datos de Uniprot (http://www.uniprot.org/blast/) y NCBI
(https://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi), se logré identificar dos nuevos genes parélogos
al gen hha en el genoma de la cepa E. coli 042, los genes EC042_4516 y EC042_4796.
Los mismos fueron denominados hha2 y hha3, respectivamente. Estos dos nuevos genes
se suman al gen ydgT, primer gen paralogo de hha descrito que esté presente en todas las
cepas de E. coli referenciadas hasta la fecha. En la figura 4.1 se representa el alineamiento
de las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de los diferentes genes tipo hha y las

correspondientes proteinas presentes en el cromosoma de E. coli 042.

A
hha/t-219 1 ATGTCCGAAARACCTTTARGAAAAACCBATTATTTAATGCG TTIALGTCGTTECCAGARAAT TRACACGETRBAG CGTOITATCGAGARARATAAARRCGAATIATRAGATA - CGGTATHTTAC 132
hre2-213 1AT---- - GGAAGTTAAARBCAAAGAAGACTOGCTGTATCAGTIRCEGTCOTTOTTCATRCCGOMACACG CTOBARARAGRGATTTCOCACACACO TIRATARACHTABCCTTG - - AAGCOT \.A 0 12
BRRFATT 1o GRGGCAGCICRTAATARGTCABGAGALGCRBGAARAGRGAATTCOCRCACGCE TRATARAL IA CCTHG - - AAGCCTHT 6 0
JAGTEE 1 ~ATGABTGTTCAGGACTACTTATTAARATITEGCAAAATCAGTTRACT CHAAAG TETRBAAARACHC TACOACCATCTTAATIRACAC CCCABGGAC UATCM ATCAATANGTT 120

Consensus

ATGTCCOA++AA++TATAACHAAA+A+GACTA+TTATT+CA+TT+CGTCOTTG+AAT+ CACT+GAAACGCTOGAAARAGTGA++++CCACACTH+ TTA+ARACTTACCH TGATC+GGA+CTGGAAGCCTTT+AC

hra/t219 133 1 CBMATTGADCATOAATAARY. .. ...... T6TABBACAAGATCRET TOC 8 A 21
hha2t213 17 (g TT rc A To AG AACCATGAACAAAR- - - -- - - - - TTTABBATOGCOTTRBGGCTRET c TACERo 21
the Y1177 g1 7T ACAATGAACARAD.- - - ----- - 1T TEG6CGC6RRGGET CACCTG n
JGTE6 121 coff T oc GTTTCTo6H66CM6TTTOTTT6ACE T BBG COAGOT ABRBGAAG 6CAAMAl 218

Consensus

TCTGCCG+ TGATCACCO+CT+GCAGAACTGACCATGAACAAACGTTTGTTTGTTTACGA+C+4GT+CCGGCTTCCOTCTOOAAATATGT++CCT+A

khal1-72 MSEKPL LMRL FCOTIDTL RV\EKNK ELSD N
hha2/1-70 ME\IK LYQF RCSSRETL K\.’\S TR| KL L-A

20
]
LAVFY AA LA L KIPS F
7 LEAFN u RVPA
tha 3/1-46 LEAEN M RAPA
WgTAT! - MI\IQ.YLLKF.KISSLESLIKLYD LN 'r|_ ppQ LINMYRAA LVSGGRLFDLGQ\IPK VWH vo

BRa3/1d6 e e e MN S rp KLAL - A

Consensus

MS++++TK+DYL++FRRCSS+ETLEKVISHTRYKLT+DAELEAF+SA+DHRLAELTMNKRLFOYDRVPASVWKYVT

Consenvation _._l_l__ll I . I I li !‘! I I

Figura 4.1. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas (A) y aminoacidicas (B) de los genes
hha, hha2, hha3 e ydgT, codificados en el cromosoma de la cepa E. coli 042. Los blogues en
negro representan la secuencia consenso global de los 4 genes analizados. A nivel de la secuencia
nucleotidica, en color azul intenso se representan las posiciones cuyas secuencia de nucle6tidos
se mantienen mas conservadas. La intensidad de color disminuye a medida que los nucle6tidos
varian entre los diferentes genes. A nivel de la secuencia proteica, se representan en diferente
color los distintos aminoacidos conservados entre las diferentes posiciones aminoacidicas entre
las 4 proteinas. Alineamiento multiple realizado mediante el programa Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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Tal y como se comentaba en el apartado 1.2.2 de la Introduccion, las proteinas de la
familia Hha son proteinas de bajo peso molecular implicadas en la regulacion de la
expresion génica en enterobacterias. En la tabla 4.1 se describen las caracteristicas
referentes al tamafo de los genes y las proteinas correspondientes a los alelos tipo hha

presentes en el cromosoma de E. coli 042.

Gen (identificador Tamafo gen Tamanfo proteina Peso Molecular
NCBI locus tag) (pares de bases) (aminoacidos) (kDa)

hha (EC042_0498) 219 72 8,62

hha2 (EC042_4516) 213 70 8,39

hha3 (EC042_4796) 177 58 6,46

ydgT (EC042_1794) 216 71 8,41

Tabla 4.1. Tabla resumen en la que se indica el tamafio de los genes hha, hha2, hha3 e ydgT,
ademas del nimero de aminoécidos que conforman cada proteina correspondiente y su peso
molecular.

Respecto a la proteina Hha, la proteina Hha2 presenta un nivel de similitud del 78% y un
nivel de identidad del 58%; la proteina Hha3 muestra un nivel de similitud del 82% y un
nivel de identidad del 63%; por altimo, la proteina YdgT, presenta unos niveles de

similitud e identidad en relacién a la proteina Hha del 67% y del 38%, respectivamente.

El mayor nimero de aminoacidos conservados entre las 4 proteinas se concentran en la
region C-terminal de las mismas (figura 4.1 B). La proteina Hha3 parece ser una forma
truncada de las proteinas Hha/Hha2 ya que carece de dominio N-terminal, de manera que
la region codificante de dicha proteina tiene una alta homologia Gnicamente con el

dominio C-terminal de ambas proteinas.

4.1.2 Distribucién de los paralogos hha2/hha3 entre diferentes
cepas de E. coli

Una primera pregunta que se planted fue si los genes hha2/hha3 son especificos
unicamente de la cepa 042, de cepas enteroagregativas de E. coli o, alternativamente, si
se encuentran ampliamente distribuidos entre diferentes cepas de los diferentes patotipos
de E. coli. Para poder analizar la distribucion de estos nuevos pardlogos entre diferentes
cepas de E. coli, se disefiaron oligonucleotidos especificos con el fin de detectar cada gen
mediante la técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR). Debido el elevado
grado de similitud entre las secuencias nucleotidicas de los diferentes genes paralogos, se
utilizo el programa Primer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para

poder disefiar oligonucledtidos que permitieran detectar de manera especifica los genes
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hha2 y hha3 sin dar una reaccién cruzada con el gen hha. La secuencia de los
oligonucleotidos utilizados y su lugar de hibridacion se encuentran detallados en la tabla
9.1y en la figura 9.2 presentes en el Anexo de esta memoria. Para confirmar la correcta
especificidad de los oligonucleédtidos disefiados, se realizé una PCR con todos ellos con
el fin de detectar los genes hha, hha2, hha3 e ydgT en las cepas E. coli 042, E. coli
MG1655, E. coli 5K, E. coli XL1Blue, E. coli BL21(DE3), E. coli DH5a, E. coli ED1a
y dos cepas comensales de la coleccion ECOR (ECO 01y ECO 06) (figura 4.2).

. &
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N O O
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o4 N N NS
pb @é N @0 & 4 @0 QQ» Y

hha2 (EC042_4516)

hha3 (EC042_4796)

hha (EC042_0498)

ydgT (EC042_1794)

Figura 4.2. Amplificacion por PCR de los genes hha2, hha3, hha e ydgT en diferentes cepas de
E. coli. Se indica también el tamafio en pb (pares de bases) de las bandas del marcador de peso
molecular utilizado (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific) entre las que se
encuentran los diferentes productos de PCR obtenidos.

Tal y como se puede observar, los oligonucleétidos disefiados nos han permitido
amplificar y detectar de manera especifica los alelos hha2 y hha3 en la cepa E. coli 042,
pero no en el resto de cepas de E. coli utilizadas en este analisis. Por el contrario, y tal y
como era de esperar, se han podido detectar tanto los genes hha como ydgT en todas las
cepas estudiadas. A excepcién de la cepa E. coli 042, el resto de las cepas que fueron
analizadas mediante este analisis por PCR son cepas comensales 0 cepas de uso rutinario
en laboratorio. Por ello, el hecho de que los genes hha2 y hha3 no pudieran ser detectados

en cepas no virulentas de E. coli pero si en la cepa E. coli 042, nos llevo a plantear la
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hipdtesis de que la presencia de estos paralogos pudiera estar restringida unicamente en
cepas patogenas de E. coli. Por ello, el siguiente paso fue analizar por PCR la distribucién
de los genes hha2 y hha3 entre cepas pertenecientes a diferentes patotipos de E. coli
haciendo uso de la coleccion LREC (Laboratorio de Referencia de E. coli), una coleccion
de 60 cepas de E. coli de origen humano entre las que se incluyen 16 cepas
enteroagregativas (EAEC), 21 cepas productoras de toxina Shiga (STEC/VTEC),
3 cepas enterotoxigenicas (ETEC), 2 cepas enteropatdgenas tipicas (tEPEC), 2 cepas
enteroinvasivas (EIEC), 1 cepa adherente invasiva (AIEC), 14 cepas patogenas
extraintestinales (EXPEC), de las cuales 6 pertenecen al grupo clonal ST131, y 1 cepa
comensal de E. coli. Los resultados del analisis por PCR para detectar la
presencia/ausencia de los genes hha2/hha3 en estas cepas se muestran en la figura 4.3.

Patotipo NL’lmerq de cepas NQmero de cepas NQmero de cepas
analizadas positivas para hha2 | positivas para hha3
EAEC 16 10 (62%) 8 (50%)
EXPEC 14 7 (50%) 5 (35%)
EXPEC ST131 6 4 (66%) 4 (66%)
STEC/VTEC 21 9 (42%) 9 (42%)
ETEC 3 2 (66%) 1 (33%)
tEPEC 2 1 (50%) 1 (50%)
EIEC 2 0 0
AIEC 1 0 0
Comensal 1 0 0
?100' S E.coli EAEC
% 80~ 3 E.coli EXPEC
;,g @ E. coli EXPEC ST131
=3 C3 E. coli STEC/VTEC
?‘:— =3 E.coli ETEC
é 3 E.coli tEPEC
§ @& E.coli EIEC
3 @ E.coli AIEC
& e EHE E. coli comensal

) >
Q &
& &

Figura 4.3. Distribucion de los genes hha2 y hha3 entre cepas de diferentes patotipos de E. coli
representados en la coleccion LREC.
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Los resultados obtenidos indican que un 62% de las cepas EAEC analizadas contenian el
gen hha2 en su genoma, mientras que en el caso del gen hha3 el porcentaje es inferior,
un 50%. A nivel de las cepas STEC/VTEC, la presencia de los alelos hha2 y hha3
disminuye (42% para ambos genes) respecto al patotipo EAEC. En referencia a las cepas
patdgenas extraintestinales de E. coli, un 50% de las cepas estudiadas resultaron positivas
para el gen hha2 y un 35% para el gen hha3. Respecto al grupo clonal ST131
perteneciente a este patotipo, el 66% de las cepas analizadas contenian los alelos hha2 y
hha3. En la tabla 9.3 del apartado Anexo se describe con mas detalle serotipo y el grupo
filogenético al que pertenece cada cepa analizada de la coleccion LREC vy el resultado del
analisis por PCR realizado para analizar la presencia o ausencia de los genes hha2 y hha3.
También se analizé la presencia de los genes hha e ydgT en todas las cepas de la coleccidn
LREC, resultando, tal y como era de esperar, todas las bacterias positivas para la presencia

de ambos genes.

4,1.2.1 Distribucion de los alelos hha2/hha3 entre cepas
enteroagregativas de E. coli

Dada la elevada prevalencia de los genes hha2 y hha3 en el patotipo enteroagregativo de
E. coli, se analiz6 por PCR la presencia de estos paralogos en una coleccion mas extensa
de cepas EAEC (concretamente 56 cepas mas). Ademas, también se trat6 de correlacionar
la presencia de estos pardlogos con la presencia de diferentes factores de virulencia
expresados por estas cepas. Concretamente, ademas de los alelos hha2 y hha3, en estas
56 cepas EAEC también se realiz6 un analisis por PCR con el fin de detectar los genes

que codifican por factores de virulencia tipicos de las cepas enteroagregativas de E. coli:

aatA (antiaggregation protein transporter)
aggA (subunidad de la fimbria AAF/I)

aafA (subunidad de la fimbria AAF/I1)
agg3A (subunidad de la fimbria AAF/I1I)
aggR (regulador transcripcional AggR)
astA (aggregative heat-stable toxin 1 (toxina EAST1)) *
aap (anti-aggregation protein (Dispersina))
setlA (Shigella enterotoxin 1 mucinase)
irp2 (Yersinia bactin biosynthesis)

pet (serine protease Pet)

sth (polysaccharide deacetylase)

sat (secreted autotransporter toxin) **

pic (serine protease Pic)

agn43 (autotransporter antigen 43)

0O O O OO0 OO 0O o O o o0 o
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* astA: Ademas del patotipo EAEC, la presencia del gen astA también se asocia a los patotipos
EHEC y EPEC.

** sat: la presencia del gen sat también se asocia mayoritariamente con cepas EXPEC.

En la tabla 9.4 del Anexo se indican todos los resultados de los analisis de PCR realizados
en colaboracion con el grupo LREC (Laboratorio de Referencia de E. coli, dirigido por el
Profesor Jorge Blanco), ademas del serotipo y el grupo filogenético al que pertenecen las
56 cepas EAEC analizadas. Cabe destacar que, tal y como ocurriera con el analisis
anterior, todas las cepas analizadas contenian tanto los genes hha como ydgT en su
cromosoma.

A nivel global, se ha podido constatar la elevada prevalencia de los paralogos hha2 y
hha3 en el patotipo EAEC. Concretamente, el gen hha2 se ha encontrado presente en 37
(66%) de las 56 cepas analizadas, de las cuales 10 contenian el gen hha2 Gnicamente y
27 lo contenian en combinacion con hha3. Respecto a las cepas positivas para la presencia
del alelo hha3 (29 cepas en total, el 52% de las cepas analizadas), Unicamente 2 de ellas
tenian el alelo hha3 en solitario, mientras que las otras 27 cepas restantes también
contenian el gen hha2 en su genoma. De esta manera, los dos alelos se hallaron presentes
de manera conjunta en 27 cepas (48% del total). Al realizar el test exacto de Fisher sobre
los resultados de los analisis por PCR a nivel de la presencia conjunta de cada uno de los
14 factores de virulencia de EAEC y los genes hha2/hha3, se pudo comprobar que existia
una fuerte correlacién entre la presencia de los genes aggA, astA, shf, sat y agn43 y los
alelos hha2 y hha3, entre los que se ha encontrado una fuerte asociacion significativa. En
la figura 4.4 se representa la prevalencia de estos 5 genes de virulencia en las 56 cepas
EAEC analizadas con relacion a la presencia de un anico alelo tipo hha (hha2+/hha3- o
hha2-/hha3+), de ambos alelos (hha2+/hha3+) o ningun alelo (hha2-/hha3-).

A
100+

@ hha2
3 hha3

80 -

Porcentaje de cepas EAEC positivas (%0)
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B

Genes de virulencia de Escherichia coli
enteroagregativa (EAEC)
aggA | astA | shf sat | agn43 | hha2 | hha3

TOTAL:56 13 22 23 23 36 37 29
cepas EAEC | 23% | 39% | 41% | 41% | 64% | 66% | 52%

17 cepas 1 2 3 2 5
hha2-/hha3- | 6% | 12% | 18% | 12% | 29% - -
10 cepas 1 4 2 6 7 10
hha2+/hha3- | 10% | 40% | 20% | 60% | 70% | 18% -
2 cepas 1 1 1 1 2
hha2-/hha3+ 0 50% | 50% | 50% | 50% - 3,5%

27 cepas 11 15 17 14 23 27 27
hha2+/hha3+ | 41% | 56% | 63% | 52% | 85% | 48% | 48%

Test de p hha2-/hha3-
exactitud valor Vs 0.01 |0.004 [ 0.004 | 0.007 | 0.0003
de Fisher hha2+/hha3+
Test de p hha2-/hha3-
exactitud valor | V8 hha2+ 0.04 |0.005 | 0.02 |0.003 | 0.0005
de Fisher y/o hha3+
100 -
S _
8 807 _ W hha2-/hha3-
é’ B = hha2+/hha3-
60 = B
é’ &= hha2-/hha3+
S = hha2+/hha3+
o 40+
©
()
g
§ 20 -
o
o
Nl [LLJJ.LJ:.L _
v Na & P W
S X
’O'Q)q (b%) rb,o?

Figura 4.4. (A) Andlisis de la presencia de los genes hha2 y hha3 entre las 56 cepas EAEC de la
coleccion LREC. (B) Analisis de la distribucion de los 5 genes (aggA, astA, shf, sat y agn43) y
los alelos hha2 y hha3 entre los genomas de las 56 cepas EAEC de la coleccion LREC. El nimero
de arriba de cada celda indica el nimero de cepas que tienen el gen analizado y el de abajo indica
el porcentaje de la presencia del gen relativo a todas las cepas analizadas (primera fila, 56 cepas
EAEC) o relativo a la presencia o ausencia de los genes hha2/hha3 (4 filas siguientes). También
se indica el P valor (Gltimas dos filas) obtenido al realizar la prueba exacta de Fisher para analizar
estadisticamente la presencia conjunta de los 5 genes de virulencia analizados junto con
hha2/hha2. (C) Representacion grafica de la distribucion de los 5 genes de virulencia que
muestran asociacion significativa con la presencia de hha2/hha3 en funcion de si la cepa codifica
Unicamente el alelo hha2 (hha2+/hha3-), hha3 (hha2-/hha3+), ambos (hha2+/hha3+) o ninguno
de ellos (hha2-/hha3-).
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Tal y como se puede observar en la anterior figura, la presencia de cada uno de los 5 genes
que codifican por factores de virulencia caracteristicos de las cepas EAEC (aggA, astA,
shf, sat y agn43) ocurre con una mayor incidencia en cepas que contienen de manera

conjunta la combinacion de los dos alelos paralogos de hha (hha2+/hha3+).

4.1.2.2 Distribucién de los genes hha2/hha3 entre cepas de E. coli
productoras de beta-lactamasas de amplio espectro

Para completar el analisis, también se estudio la presencia de los genes hha2 y hha3 en
una coleccion de 25 aislamientos de E. coli (principalmente cepas EXPEC productoras de
beta-lactamasas de amplio espectro (ESBL)) provenientes de humanos y animales de
compafiia (todas las cepas fueron aisladas en Alemania en colaboracién con el Profesor
Trinad Chakraborty). En dicha coleccion, el alelo hha2 se encontro presente en el 32%
de las cepas analizadas (8 cepas positivas respecto a las 25 analizadas), mientras que el
gen hha3 se detectd en el 52% de las mismas (13 cepas positivas respecto a las 25
analizadas) (figura 4.5).

Categoria NUmero de cepas | Numero de cepas NUmero de cepas
patogénica analizadas positivas para hha2 | positivas para hha3
EXPEC 14 5 (36%) 8 (57%)
EAEC 2 1 (50%) 2 (100%)
Flora intestinal 5 0 (0%) 2 (40%)
N.A* 4 2 (50%) 1 (25%)

*No se ha podido asignar un patotipo especifico

100 -+

3 E. coli EXPEC

@ E. coli EAEC
3 E. coli de la flora intestinal

@@ E. coli sin patotipo asignado

0- L

hha2 hha3

504

Porcentaje de cepas positivas (%)

Figura 4.5. Distribucién de los genes hha2 y hha3 entre 25 cepas de E. coli de origen humano y
animal (principalmente del patotipo EXPEC) productoras de beta-lactamasas de amplio espectro.

Cabe destacar que dichos alelos son predominantes en las cepas EXPEC/EAEC y son
menos frecuentes en aquellos aislamientos considerados como flora intestinal. Ya que los

genomas de esta coleccion de cepas estan secuenciados, se correlacionaron los datos
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obtenidos mediante PCR con los datos gendémicos (tabla 9.5 del Anexo de esta memoria,
en la cual se indica también el origen de las cepas utilizadas, la fuente de aislamiento de
las mismas, el patotipo y el grupo filogenético al que pertenecen, su secuencia tipo y el
tipo de gen ESBL que contienen). Globalmente se ha podido constatar que existe una gran
concordancia entre el andlisis realizado por PCR y la deteccién in silico (mediante
BLASTN, con un cutoff del 90% a nivel de identidad y 80% a nivel de cobertura) de los
genes hha2/hha3.

4.1.2.3 Distribucion de los alelos hha2/hha3 entre la coleccion de cepas
de E. coli ECOR

Ademaés de analizar la presencia de los alelos hha2 y hha3 en una gran variedad de cepas
de E. coli patdgenas, también se quiso analizar la prevalencia de estos paralogos en cepas
comensales. Para ello, se utilizé la coleccion ECOR, un conjunto de 72 cepas salvajes de
E. coli aisladas entre 1973 y 1983 a partir de una gran variedad de hospedadores animales
localizados en diferentes areas geogréficas (Ochman y Selander, 1984a). Esta coleccion
representa ampliamente la gran variabilidad genotipica presente en E. coli (Ochman y
Selander, 1984b). Aunque inicialmente se afirmé que ninguna de las cepas ECOR era
patégena (Milkman y McKane, 1995), varias publicaciones posteriores han inferido la
presencia de varias cepas virulentas entre las cepas ECOR en base a su MLEE (multilocus
enzyme electrophoresis) (Pupo y col., 1997). Ademas, entre varias cepas ECOR se
identificaron varios determinantes de virulencia propios de las cepas uropatégenas, como
pap, hly, kps y sfa, aunque se desconocia si dichos genes eran activos o no (Marklund y
col., 1992). Posteriormente se establecid que 29 de las 72 cepas de la coleccion ECOR
presentaban el status de cepas EXPEC, ya que dichas cepas codifican por dos o mas de

los siguientes genes de virulencia: pap, sfa/foc, afa, aer y kps (Clermont y col., 2011).

Tal y como se puede observar en la figura 4.6, la presencia de los alelos hha2 y hha3 en
el global de las cepas ECOR es mas prevalente en las cepas del patotipo EXPEC que en
las cepas comensales no virulentas. En la tabla 9.6 del Anexo se representan de manera
especifica los resultados de los andlisis por PCR realizados a cada una de las cepas de la
coleccion ECOR.
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Patoting NUmero de cepas | Nuamero de cepas NUmero de cepas
P analizadas positivas para hha2 | positivas para hha3
Comensal 43 5 (11%) 4 (9%)
EXPEC 29 5 (17%) 7 (24%)

100 -
3 E. coli comensal

B E. coli EXPEC

50+

hha2 hha3

Porcentaje de cepas positivas (%)

Figura 4.6. Andlisis por PCR de la distribucion de los genes hha2 y hha3 entre las 72 cepas de la
coleccion ECOR.

4.1.2.4 Distribucion de los genes hha2/hha3 entre cepas ambientales de
E. coli

Finalmente, con el objetivo de obtener una visién lo mas amplia posible sobre la
distribucion de ambos paralogos del gen hha en E. coli, se decidi6 investigar la presencia
de estos genes en el genoma de cepas ambientales de esta especie bacteriana. Para realizar
este estudio, se utilizé una coleccion de 172 cepas de E. coli de origen ambiental, de las
cuales un total de 84 aislamientos correspondian a cepas que codifican el gen stx2.
Concretamente, estas cepas se aislaron de muestras de aguas residuales sin tratar de origen
urbano (en su mayoria contaminadas por desechos fecales humanos) o de muestras de
aguas residuales de tres mataderos diferentes (ganado, cerdo y un matadero mixto de
ganado vacuno, cordero y cabra). Las cepas se aislaron de las muestras de agua solo en
base a la presencia de stx2. Las muestras se aislaron siguiendo el protocolo descrito por
(Blanch y col., 2003) en colaboracién con el grupo dirigido por la Dra. Maite Muniesa.
En la tabla 9.7 del Anexo se describen las diferentes cepas analizadas, indicando su
origen, serotipo, y la presencia o ausencia de la toxina stx1 (ademas del tipo de gen stx2
que presentan todas las cepas aisladas).

El resto de las cepas analizadas en este estudio (88), correspondian a cepas de E. coli de

origen ambiental no productoras de la toxina Stx. En la figura 4.7 se representan los
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resultados de los analisis por PCR realizados para analizar la presencia de los genes

hha2/hha3 en este conjunto de cepas ambientales.

Produccion de NUmero de cepas NUmero de cepas NUmero de cepas
toxina Stx analizadas positivas para hha2 positivas para hha3
+ 84 41 (49%) 6 (7%)
- 88 19 (22%) 11 (12,5%)

100+

3 E. coli ambiental Stx +
B E. coli ambiental Stx -

50 -

hhla2 hhla3

Porcentaje de cepas positivas (%)

Figura 4.7. Anélisis por PCR de la distribucion de los alelos hha2/hha3 en cepas ambientales de
E. coli en funcion de si las cepas son productoras de la toxina Stx2 o no (Stx+/-).

A pesar de su origen ambiental, existe un sesgo significativo en la distribucion de los
alelos tipo hha entre ambos conjuntos de cepas de E. coli. Globalmente, mientras que el
gen hha2 se encuentra presente en 41 de las 84 cepas analizadas productoras de la toxina
Stx2 (49%), el porcentaje se reduce (22%) cuando se analiza la presencia de este paralogo
en cepas no productoras de la toxina Shiga. En el caso del gen hha3, la presencia de este
paralogo en cepas productoras de Stx es inferior al de hha2 (7%), mientras que en cepas
no productoras de la toxina Shiga el porcentaje de la presencia del alelo hha3 es
ligeramente superior (12,5%).

De manera mas especifica, el gen hha2 se ha encontrado presente de manera individual
en 35 de las 84 cepas de E. coli productoras de Stx (41,6%), mientras que el gen hha3 por
si solo no estaba presente de manera individual en ninguna de las cepas analizadas.
Ambos alelos se hallaron presentes de manera conjunta en 6 de las 84 cepas testadas
(7,1%). Por el contrario, al considerar los 88 aislamientos ambientales no productores de
la toxina Stx, el alelo hha2 solo estaba presente de manera individual en diez de las cepas
estudiadas (11,3%). Estos resultados muestran unas diferencias significativas para la

presencia del alelo hha2 en las cepas productoras de la toxina Stx2 respecto las que no
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producen dicha toxina (test exacto de Fisher, P = 0,000019). En este ultimo caso, el gen
hha3 solo se encontraba presente de manera individual en 2 cepas (2,3%) mientras que la
combinacion de ambos alelos result6 positiva para 9 de las 88 cepas analizadas (10,2%)
(tabla 9.7 del Anexo).

4.1.3 Analisis genémico de la distribucion de los genes hha2 y
hha3 en E. coli mediante herramientas bioinformaticas

La parte final de este estudio de gendmica realizado con el fin de analizar la distribucion
de los genes hha2 y hha3 consistid en realizar una busqueda mediante BLASTN (90% de
identidad y 80% de cobertura) con la secuencia de los genes hha2 y hha3 sobre todas las
cepas bacterianas secuenciadas hasta la fecha. Ello ha permitido comprobar como la
presencia de estos dos paralogos queda limitada principalmente a la especie Escherichia
coli, siendo totalmente nula su presencia en el género Salmonella. Ambos parélogos se
identificaron principalmente en cepas patdgenas de E. coli a excepcion de las cepas
comensales SE15, O9H5 y ED1a (esta Ultima cepa contiene una delecion en el gen hha2
justo en el lugar de hibridacion de los oligonucle6tidos utilizados para detectar dicho gen
(figura 9.2 del Anexo)).

Comparando entre diferentes cepas, mientras que la posicion de los genes hha e ydgT se
mantiene relativamente constante entre todos los genomas (tal y como era de esperar para
genes del nacleo central del genoma (core genome)) (figura 9.8 del Anexo), la posicion
de los genes hha2 y hha3 varia mucho entre las diferentes cepas secuenciadas, y los
mismos siempre se encuentran flanqueados por secuencias de insercion. Analizando de
manera especifica la localizacion de los genes hha, ydgT, hha2 y hha3 en el cromosoma
de E. coli 042, mediante un analisis de comparacion lineal de genomas se compararon las
regiones aguas arriba y aguas abajo de los bloques gendmicos que contienen los 4 genes

tipo hha (resultados mostrados en la figura 4.8).

En dicha figura se puede observar cémo los entornos génicos de los genes hha2 y hha3
son muy similares entre ellos, pero son totalmente diferentes a los entornos génicos de
los genes hha e ydgT (entornos que a su vez también son muy diferentes entre si). A nivel
de organizacion génica, tanto el pardlogo hha2 como el pardlogo hha3 se encuentran
asociados a un bloque de genes comunes (flanqueados por varias secuencias de insercion
y transposasas) entre los que destaca el gen agn43 (antigeno 43). Dicho gen es un
importante factor de virulencia de E. coli y codifica para una proteina de membrana
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externa implicada en el contacto célula con célula muy importante para la formacion de
biofilm (Danese y col., 2000). De manera especifica, el gen hha2 se localiza en una region
génica en la que se encuentra la copia del gen agn43 EC042_4511, mientras que el gen
hha3 se encuentra asociado a la copia agn43 EC042_4803. Curiosamente, el genoma de
E. coli 042 codifica para otra copia del gen agn43 (EC042_2242) (Chaudhuri y col.,
2010). Sorprendentemente, la tercera copia de este factor de virulencia también se
encuentra asociada a una copia de un pseudogen tipo hha, que en las bases de datos no
aparece como una pauta abierta de lectura ya que parece ser una forma truncada del gen
hha2.

hha
EC042 0498

' I G — D~
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R = P oL —
l I antigeno 43 GTPasa hha2 l .
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Figura 4.8. Organizacion de las diferentes regiones del genoma de E. coli 042 en las que se
encuentran los genes hha, hha2, hha3 e ydgT, representados de color verde. En azul se representan
todas las secuencias de insercidn presentes en dicha regiéon. Se muestran también las regiones de
homologia con un porcentaje de identidad superior al 72%. Alineamiento de gendmica
comparativa realizado mediante el programa EasyFig (Sullivan y col., 2011) haciendo uso de las
secuencias génicas correspondientes al cromosoma de E. coli 042 (FN554766.1) extraidas de
GenBank.

El hecho de que las regiones en las que se localizan los genes hha2 y hha3 estén
enriquecidas en secuencias de insercion de transposasas y elementos moviles puede ser
un elemento indicador de que estos bloques de genes, mas que pertenecer al core central
del genoma, hayan sido adquiridos por la bacteria a lo largo de la historia evolutiva
mediante mecanismos de transferencia génica horizontal (HGT). Por ello, mediante el

sotfware Island Viewer 4 (https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/) una interfaz
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que a través de 5 metodos de prediccion distintos (Integrated, IslandPick, IslandPath-
DIMOB, SIGI-HMM e Islander) permite predecir si una determinada region del genoma
bacteriano pertenece a una isla de patogenicidad (Bertelli y col., 2017), se analizo si la
localizacion de los genes hha2 y hha3 concurria en zonas definidas como islas gendmicas
de patogenicidad (PAI).

Las islas de patogenicidad son segmentos de ADN bacteriano que portan uno 0 mas genes
de virulencia, los cuales han sido adquiridos en bloque a partir de una fuente externa.
Estos segmentos genicos heredados en bloque estan presentes en las cepas patdgenas y se
encuentran ausentes (o distribuidos esporadicamente) en las cepas comensales de una
misma especie o0 especies relacionadas. Dichos fragmentos son unidades compactas que
ocupan una gran region del cromosoma bacteriano y estan asociados a genes de ARNt
y/o secuencias de insercion, por lo que sus extremos suelen estar frecuentemente
flanqueados por repeticiones directas, y presentan ademéas genes correspondientes a
elementos maviles tales como transposasas, elementos de insercion e integrasas (Gal-Mor
y Finlay, 2006). Los principales determinantes de virulencia codificados en las PAI son
sistemas de secrecion, factores de virulencia implicados en la evasion del sistema inmune
del hospedador, factores de adherencia y colonizacion, ademas de toxinas y genes
implicados en la adquisicion de nutrientes (Schmidt y Hensel, 2004).

En la figura 4.9 se representan las diferentes islas de patogenicidad identificadas
bioinforméaticamente en el cromosoma de la cepa E. coli 042 mediante el programa
predictor Island Viewer 4. Puede comprobarse como los genes hha2 y hha3 se localizan

en dos islas de patogenicidad diferentes (aunque muy proximas entre ellas en el genoma).
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Figura 4.9. Representacion esquematica de las diferentes islas de patogenicidad distribuidas a lo
largo del genoma de la cepa E. coli 042. Recuadradas de color azul se muestran las islas de
patogenicidad en las que se hallan los genes hha2 y hha3. Los cuadros internos de color rojo,
azul, amarillo, verde y azul claro indican las diferentes predicciones realizadas por diferentes
programas (Integrated, IslandPick, IslandPath-DIMOB, SIGI-HMM e Islander) englobados en el
software global Island Viewer 4.

El gen hha2 se encuentra asociado a una isla de patogenicidad de gran tamafio (117 Kb)
en la que se encuentra un sistema de secrecion tipo VI, mientras que el gen hha3 se
localiza en una pequefia isla de patogenicidad (6 Kb) muy proxima a una isla mayor
(72 Kb) en la que se encuentran genes implicados en la metabolizacion del ascorbato,
el operon fecBCD (implicado en la metabolizacion del hierro) y reguladores

transcripcionales de la familia TetR.

4.1.4 Papel regulador de las proteinas Hha, Hha2 y Hha3 sobre
los genes agn43 y shf

El analisis gendmico comparativo indicado en el apartado anterior concuerda con la
correlacion mostrada en la figura 4.4 para la presencia conjunta de los paralogos
hha2/hha3 junto con el gen agn43. Por ello, dada la coexistencia de estos genes, se
planted la hipotesis de si los genes tipo hha podrian ejercer un papel regulador sobre la
expresion de este factor de virulencia. Con este fin, se construyeron mutantes isogenicos

sencillos para los genes hha, hha2 y hha3 y un triple mutante hha-nulo (cepa que combina
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las tres mutaciones de los paralogos tipo hha) y se cuantifico por gRT-PCR el efecto de
estas mutaciones sobre la expresion de las tres copias de los genes agn43 codificadas en
el genoma de la cepa E. coli 042. Para obtener estos datos, los cultivos correspondientes
se crecieron en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento
(D.Os0onm 2,0), se extrajo el ARN y se cuantifico el nivel de expresion del ARNm de las
tres copias del gen agn43 en los 4 mutantes analizados respecto el nivel de expresion de
dichos genes en la cepa salvaje de E. coli 042 (figura 4.10).
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Figura 4.10. Expresion relativa de las tres copias del gen agn43 presentes en el cromosoma de la
cepa E. coli 042 en los mutantes hha, hha2, hha3 y el triple mutante (hhahha2hha3) respecto a la
cepa E. coli 042 salvaje. La expresion de los genes se analizé por qRT-PCR, utilizando los
oligonucledtidos 2242 RT Fw/Rv, 4511 RT Fw/Rv, 4803 RT Fw/Rv. Los resultados fueron
normalizados mediante la deteccién del gen interno gapA mediante los oligonucleétidos gapA042
RT Fw/Rv. Se representan los valores correspondientes a 3 réplicas bioldgicas independientes
(realizadas con tres réplicas técnicas cada una). Las barras de error representan la desviacion
estandar de los 3 valores obtenidos en cada una de las réplicas realizadas.

Se ha podido detectar un importante efecto de la mutacién en los genes hha y hha2 sobre
la expresion de las tres copias del gen antigeno 43 (principalmente sobre las copias
EC042_2242 y EC042_4511, siendo la mutacion sobre el gen hha la que ejerce un efecto
mas pronunciado), mientras que la mutacion del gen hha3 apenas tiene efecto sobre la
expresion de este factor de virulencia. De manera notoria, se ha podido observar una gran
desregulacién en la expresion de la copia de EC042_2242 cuando se combinan las tres
mutaciones en los genes hha (un incremento de la transcripcion 12 veces superior al del

nivel presente en la cepa salvaje). Este efecto sumatorio de las mutaciones combinadas
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de los genes tipo hha Unicamente se observa en esta copia, curiosamente la Unica copia

del gen agn43 que no lleva asociada ningln gen tipo hha completo.

También se analizo el efecto de los genes tipo hha sobre la expresion de otro factor de
virulencia del patotipo enteroagregativo de E. coli cuya presencia mostraba una
asociacion significativa con los paralogos hha2 y hha3, el gen shf. Dicho gen, descrito
inicialmente en Shigella flexnieri, juega un papel muy importante en la modificacién de
polisacaridos necesarios para la formacién de biofilm por parte de la cepa E. coli 042
(Fujiyamayy col., 2008). A diferencia del gen antigeno 43, la cepa E. coli 042 Gnicamente
contiene una Unica copia del gen shf. En este caso, se analiz6 por qRT-PCR el nivel de
expresion del gen shf en un mutante hha sencillo y en el triple mutante hha, hha2 y hha3
en condiciones de crecimiento en medio rico (LB) a 37°C al inicio de la fase estacionaria

de crecimiento (D.Osoonm 2,0) de los correspondientes cultivos bacterianos (figura 4.11).
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Figura 4.11. Expresion transcripcional del gen shf en los mutantes hha y hhahha2hha3. La
expresion del gen shf se evalu6 por gRT-PCR utilizando los oligonucleétidos shf RT Fw/Rv, y se
representa de manera relativa al nivel de expresion del gen en la cepa E. coli 042 salvaje. Los
resultados fueron normalizados mediante la deteccion del gen interno gapA haciendo uso de los
oligonucledtidos gapA042 RT Fw/Rv. Se representan los valores correspondientes a 3 réplicas
biol6gicas independientes (realizadas con tres réplicas técnicas cada una). Las barras de error
representan la desviacion estandar de los 3 valores obtenidos en cada una de las réplicas
realizadas.

Analizando los resultados obtenidos, la sobreexpresion observada del gen shf en ausencia
de la proteina Hha indica el papel represor que esta proteina ejerce sobre la expresion de
este factor de virulencia. Estos resultados convergen con los resultados mostrados

previamente sobre el efecto de Hha a nivel de la expresion de antigeno 43. En cambio, a
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diferencia de lo observado con la copia EC042_2242 de antigeno 43, los paralogos hha2

y hha3 no parecen tener un papel modulador en la expresion del gen shf.

4.1.5 Perfil de expresion de los genes hha, hha2 y hha3

Ya que el nivel de expresion de algunos de los moduladores globales de la expresion
génica en bacterias es critico para su funcion, se decidi6 analizar el nivel de expresion de
los propios paralogos de hha en la cepa E. coli 042. Para ello, se realizaron analisis por
gRT-PCR con la finalidad de cuantificar el nivel de expresion de los paralogos hha2 y
hha3 (en funcidon del nivel de expresion de hha) en medio LB a 37°C al inicio de la fase

estacionaria de crecimiento (D.Oeoonm 2,0) (figura 4.12).
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Expresion relativa de los genes hha2 y hha3

Figura 4.12. Expresion transcripcional de los genes hha2 y hha3 representada de manera relativa
al nivel de expresién del gen hha en la cepa E. coli 042 salvaje. La expresion de los genes se
evalud por gRT-PCR utilizando la serie de oligonucleétidos hha, 4516 y 4796 forward/reverse.
Los resultados fueron normalizados mediante la deteccién del gen interno de referencia gapA
haciendo uso de los oligonucledtidos gapA042 RT Fw/Rv. Se representan los valores
correspondientes a 3 réplicas bioldgicas independientes (realizadas con tres réplicas técnicas cada
una). Las barras de error representan la desviacion estandar de los 3 valores obtenidos en cada
una de las réplicas realizadas.

Mientras que en medio de crecimiento rico a 37°C la expresion del gen hha2 es
ligeramente inferior a la del gen hha (2 veces menor), el nivel de transcripcion del gen

hha3 es notablemente menor al de su paralogo (concretamente 32 veces inferior).

Paralelamente, y con el fin de poder obtener un perfil de expresion proteica de las
proteinas Hha, Hha2, Hha3 e YdgT, se construyeron las fusiones cromosomicas de los
genes mencionados anteriormente con el epitopo 3XFLAG con el fin de inmunodetectar

la expresion de dichas proteinas con un anticuerpo especifico dirigido contra dicho
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epitopo afiadido mediante técnicas de ingenieria genética (siguiendo el protocolo descrito
en el apartado 3.7.8 de Materiales y Métodos). Con esta finalidad, se crecieron las cepas
E. coli 042 hha::3XFLAG, hha2::3XFLAG, hha3::3XFLAG e ydgT::3XFLAG en medio
rico LB y medio hiperosmotico (medio LB con una concentracion de 0,5 M NacCl,
condiciones en las que se induce una mayor expresion de la proteina Hha ((Mourifio y
col., 1998)) y se obtuvieron extractos proteicos totales de los cultivos crecidos hasta el
inicio de la fase estacionaria de crecimiento (D.Oeoonm 2,0) a 37°C. Para comprobar el
nivel de expresion de las proteinas Hha::3XFLAG, Hha2::3XFLAG, Hha3::3XFLAG e
YdgT::3XLAG en las diferentes condiciones analizadas, se realizé una inmunodeteccién
(mediante Western Blot) contra dichos extractos utilizando un anticuerpo cuya diana es
la secuencia aminoacidica del epitopo 3XFLAG (figura 4.13).
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Figura 4.13. Andlisis por Western Blot de la expresion de las proteinas Hha::3XFLAG,
Hha2::3XFLAG, Hha3::3XFLAG e YdgT::3XFLAG en medio rico LB (A) y LB 0,5 M NaCl (B)
a 37°C en el inicio de la fase estacionaria de crecimiento (D.Osoonm 2,0). El panel superior muestra
la tincion de Coomassie de cada uno de los extractos proteicos analizados y representa el control
de carga en el que se muestra que la proteina total analizada para cada extracto es similar en todas
las condiciones estudiadas.

Globalmente, se puede observar como la expresion de la proteina Hha es superior a la de
sus otros paralogos Hha2 e YdgT, (que muestran unos niveles de expresion similares),
mientras que la expresion proteica de la proteina Hha3 es practicamente indetectable.
Ademas, tal y como se describi¢ por parte de (Mourifio y col., 1998), la expresion proteica
de Hha se encuentra estimulada cuando las bacterias crecen en medio LB con estrés
hiperosmotico (0,5 M de NaCl), mientras que la expresion de los otros dos paralogos se

mantiene constante sin verse afectada por la osmolaridad del medio. De manera analoga
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a los resultados observados en medio LB, la expresion de la proteina Hha3 sigue siendo

muy baja en estas condiciones.

4.1.6 Analisis del perfil de interaccion proteica de Hha2 con
otras proteinas de la cepa E. coli 042

Ya que la proteina Hha es capaz de interaccionar con la proteina H-NS formando
heterocomplejos que presentan una gran capacidad para regular eficientemente genes
adquiridos por transferencia génica horizontal (Nieto y col., 2001; Bafos y col., 2009; Ali
y col., 2013), se decidid investigar con qué proteinas son capaces de interaccionar los
paralogos tipo Hha codificados en el cromosoma de la cepa E. coli 042. Sin embargo,
debido a que el nivel de expresion del gen hha2 es muy superior al del gen hha3 (cuyo
nivel de expresion es infimo) (figuras 4.12 y 4.13)), se decidié analizar unicamente las
posibles parejas de interaccion de la proteina Hha2. Ademas, a diferencia de las proteinas
YdgT y Hha3, la proteina Hha2 si contiene los 4 aminoécidos altamente conservados
entre las proteinas Hha (E25, D48, E53, D61) (figura 4.1), de los cuales los residuos E25
y D48 son responsables de la interaccion con H-NS (De Albay col., 2011).

Para realizar la sobreexpresion y posterior purificacion de la proteina Hha2 se utilizaron
los plasmidos pLATE31 Hha2-6HIS y pLATES1 6HIS-Hha2, que permiten introducir
una cola de 6 histidinas en los extremos C y N-terminal (respectivamente) del gen
clonado. Dichos plasmidos se introdujeron en la cepa E. coli BL21 (DE3), donde se
sobreexpresaron las correspondientes proteinas 6His-Hha2 (N-terminal) y Hha2-6His
(C-terminal) bajo el control del promotor de la ARN polimerasa T7 de manera inducible
por IPTG. Los extractos proteicos obtenidos se mezclaron con una matriz de Ni?*-NTA
agarosa donde, tras permitir la union de las proteinas y lavar las proteinas no unidas, se
eluyeron las proteinas retenidas en la matriz mediante la adicion de un tampon con
concentraciones crecientes de imidazol (200 mM, 500 mM y 1M). El imidazol es un
compuesto intermediario en la biosintesis de la histidina que compite contra las propias
histidinas por la unién al niquel?*, desplazando de esta manera las proteinas unidas a la
resina. Las diferentes fracciones obtenidas en el proceso de purificacion se separaron
mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida en Tris-Tricina-SDS,

en los que las proteinas se tifieron posteriormente con Azul de Coomassie (figura 4.14).
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Figura 4.14. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las diferentes fracciones proteicas
obtenidas en el proceso de purificacion de la proteina Hha2 fusionada con un epitopo de 6
histidinas en sus extremos N-terminal (A) y C-terminal (B). El proceso de sobrexpresion proteica
se realiz6 en la cepa E. coli BL21 (DE3). Se muestran las fracciones correspondientes al extracto
total de proteinas de la célula, las proteinas no unidas a la membra después de su interaccién con
la resina de Ni?*-agarosa, dos lavados de la resina con imidazol 50 mM, y las eluciones proteicas
correspondientes (1-3 se realizaron con imidazol 200 mM, la 4? elucién con 500 mM y la 52
elucion con 1 M de imidazol).
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En la fraccion correspondiente al extracto proteico total de la cepa E. coli BL21 (DE3)
conteniendo los plasmidos pLATES1 6HIS-Hha2 y pLATE31 Hha2-6HIS se pueden
observar las bandas proteicas relativas a la sobreexpresion de la proteina Hha2 (la proteina
muestra un tamafio mayor debido a la adicion de la cola de 6 histidinas). En las fracciones
correspondientes a la elucién de la proteina unida a la resina de niquel, ademas de la
proteina Hha2 purificada (proteina mas abundante de la fraccion), se pueden observar
otras bandas proteicas correspondientes a proteinas de la cepa E. coli BL21 (DE3) que
han coeluido con la propia proteina Hha2. Sin embargo, ya que el objetivo era poder
definir con qué proteinas de la cepa E. coli 042 es capaz de interaccionar la proteina Hha2,
las proteinas eluidas y purificadas con imidazol 200 mM (3 eluciones en total, marcadas
con un asterisco en la figura 4.14), se mezclaron con un extracto total de las proteinas de
E. coli 042, se dejaron interaccionar durante 16 horas a 4°C y se purificaron de manera
analoga al procedimiento anterior mediante una cromatografia de afinidad con una matriz
de Ni%*-NTA agarosa. Las diferentes fracciones obtenidas en este nuevo proceso de
purificacion se separaron mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida en Tris-Tricina-SDS vy las proteinas se detectaron mediante tincién con

Azul de Coomassie (figura 4.15).
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Figura 4.15. Electroforesis en gel de poliacrilamida de la purificacion de la proteina Hha2 junto
con las proteinas de E. coli 042. Las proteinas Hha2 (con las 6 histidinas en sus extremos
N-terminal (A) o C-terminal (B)) se dejaron interaccionar con un extracto proteico total de la cepa
E. coli 042 y se purificaron mediante cromatografia de afinidad. Se muestran las fracciones
correspondientes al extracto total de proteinas de la célula, las proteinas no unidas a la membra
después de su interaccion con la resina de Ni?*-agarosa, dos lavados de la resina con imidazol 50
mM, y las eluciones proteicas correspondientes (1-3 con imidazol 200 mM, la 42 elucion con 500
mM y la 52 elucion con 1 M de imidazol).
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Con el fin de identificar qué proteinas de E. coli 042 habian copurificado con la proteina
Hha2 purificada previamente, las fracciones correspondientes a las eluciones 1y 2 de
cada purificacion se enviaron al servicio de la “Plataforma de Protedomica del Parc
Cientific de Barcelona”. Las proteinas presentes en cada una de las eluciones se digirieron
con tripsina; los péptidos resultantes se purificaron mediante cromatografia liquida y
posterior espectrometria de masas. Mediante los sotfware Thermo Proteome Discoverer
(v.1.4.1.14) y Sequest HT se compard el espectro de masas de cada uno de los péptidos

obtenidos para identificar las proteinas correspondientes en la base de datos Swiss Prot.

En la tabla 4.2 se indican las proteinas codificadas en el genoma de E. coli 042 que han
coeluido tanto con la proteina 6HIS-Hha2 como con la proteina Hha2-6HIS durante el

proceso de purificacion.

Proteinas copurificadas con Hha2 Score*  PSM** Coverage (%) ***
Proteina de union al ADN H-NS 2210,63 732 81,75
(N-Terminal)-6HIS-Hha2* 1019,18 465 70,41
Hha2-6HIS-(C-Terminal)* 991,46 402 81,63
Proteina de union al ADN StpA 330,94 113 63,43
Subunidad B de la ARN polimerasa RpoB 284,55 87 60,28
ADN polimerasa | PolA 204,35 60 57,00
Proteina de unién al ADN HU-alpha HupA 155,25 59 46,67
Componente E12-oxoglutarato deshidrogenasa SucA 151,87 52 55,84
Subunidad o de la ARN polimerasa RpoA 148,73 51 82,07
ADN topoisomerasa 1 TopA 120,29 42 50,64
Triptofanasa TnaA 108,43 33 73,46
Poliribonucleotido nucleotidiltransferasa Pnp 107,48 32 50,21
Ribonucleasa G Rng 101,52 30 61,15
Factor de elongacion TufA 68,93 24 60,15
Factor de elongacion G FusA 65,47 22 40,91
Proteina putativa de union al ADN H-NS2 65,40 21 55,56
Factor sigma de la ARN polimerasa RpoD 54,71 18 32,79
Proteina de proteccion del ADN DpsP 41,09 17 71,26
Proteina asociada a la ARN polimerasa RapA 39,39 16 19,63
Factor de terminacidn/anti-terminacion NusG 37,54 15 58,01
Aminopeptidasa citosolica PepA 37,65 15 37,57
Exdesoxiribonucleasa | SbcB 35,27 14 36,00
Proteina putativa YcfP 35,11 14 57,78
Subunidad C alquil hidroperoxido reductasa AhpC 32,46 12 57,75

*Abundancia relativa de las proteinas presentes en la muestra.

**Peptide Spectrum Match: Parametro que muestra el nimero total de secuencias peptidicas
identificadas para cada proteina.

*** Indicador que muestra el porcentaje de la secuencia de la proteina cubierta por los péptidos
identificados por LC/MS (cromatografia liquida/espectrometria de masas).

Tabla 4.2. Resultados de la identificacion por espectrometria de masas de las proteinas de la cepa
E. coli 042 que interaccionan con la proteina Hha2. Se representan globalmente los resultados
correspondientes a todas las proteinas que han coeluido tanto con la proteina 6HIS-Hha2 como
con la proteina Hha2-6HIS.
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Tal y como era de esperar, de manera analoga a lo descrito para la proteina Hha debido
al elevado grado de similitud estructural entre las dos proteinas, la proteina Hha2 presenta
la capacidad de interaccionar con un gran nimero de proteinas, entre las que destacan
H-NS vy sus paralogos StpA y H-NS2 (proteina no descrita hasta la fecha y objeto de
estudio en el siguiente capitulo de la tesis doctoral). Ademas, la proteina Hha2 también

es capaz de interaccionar con la subunidad a de la proteina asociada al nucleoide HU.

4.1.7 Efectos de las mutaciones en los genes hha y hha2 sobre el
perfil transcriptomico global de la cepa E. coli 042

Para tratar de profundizar en el papel regulador de la expresion genica ejercido por las
proteinas Hha y Hha2 en la cepa E. coli 042, se realiz6 un andlisis transcriptomico
comparativo por RNA-seq de las cepas E. coli 042 Ahha, E. coli 042 Ahha2, E. coli 042
AhhaAhha2 y se compararon con el transcriptoma de la cepa E. coli 042 salvaje. Estos
ensayos transcriptomicos se realizaron a partir de cultivos crecidos en medio LB a 37°C
hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento (D.Osoonm 2,0). El aislamiento del
ARN vy el procesamiento de las muestras para obtener los datos relativos a la expresion
de cada gen se realizaron en colaboracién con la empresa Vertis Biotechnologie AG
(Freising-Weihenstephan, Alemania), siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.8.5
de Materiales y Métodos.

Los resultados de este experimento se encuentran publicados en su totalidad en la base de
datos GEO (Gene Expression Omnibus) Sequence Read Archive del NCBI bajo el nimero
de acceso GSE105133, ademas de en el apartado 9.1 del Anexo de esta memoria, en las
tablas 9.9 y 9.10.

En la tabla 4.3 se indican los genes mas sobreexpresados (con respecto a la cepa salvaje)
en los mutantes Ahha (A), Ahha2 (B) y AhhaAhha2 (C), respectivamente. Ademas del
nivel de expresidn diferencial (foldchange) especifico para cada gen en cada mutante, se
indican también los valores de expresion relativa para dicho gen en el resto de mutantes
analizados, a los que hay que sumar también el mutante hns. Ello es asi porque esta
asumido de forma general que los genes regulados por la proteina Hha también se

encuentran regulados por la proteina H-NS.
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Fold change
Identificador NCBI (locus tag) Ahha Ahha2 AhhaAhha2 Ahns

EC042_RS06355 (hypothetical protein) 26,0 2,0 4,8 7,1
EC042_RS01250 (hypothetical protein) 20,0 2,0 7,8 7,8
EC042_RS20085 (hypothetical protein) 14,2 - - -

EC042_RS03935 (hypothetical protein) 13,9 2,3 4,1 3,9
EC042_RS14470 (hypothetical protein) 13,8 44 2,0 -

EC042_RS19170 (hypothetical protein) 13,6 - - -

'I[Er;:r?;:)%_rtl'\;le\igrlé))(broad spectrum mercury 12.2 20 i 5.0
EC042_RS09940 (hypothetical protein) 11,7 - 50 3,9
EC042_RS24485 (transposase) 11,5 - - -

EC042_RS15485 (hypothetical protein) 11,0 - - -

EC042_RS27060 (nitrite extrusion protein 2) 10,6 - - -

EC042_RS16305 (hypothetical protein) 10,5 - 4,0 3

EC042_RS06730 (hypothetical protein) 10,4 - - -

EC042_RS01500 (hypothetical protein) 10,2 - 2,9 3,7
EC042_RS03035 (hypothetical protein) 10,1 - 2,9 3,9
EC042_RS03040 (hypothetical protein) 10,1 - - 4

EC042_RS25285 (tRNA-Leu) 10,0 - - -

EC042_RS08665 (transcriptional regulator) 10,0 - 4,4 4,4
EC042_RS25735 (hypothetical protein) 10,0 - 3,0 5

EC042_RS21265 (hypothetical protein) 9,9 2,0 4,5 4,6
EC042_RS12550 (hypothetical protein) 9,8 - 2,6 59
EC042_RS17190 (hypothetical protein) 9,7 - 3,3 2,2
EC042_RS16360 (invasion protein invH) 9,7 - 5,6 10
EC042_RS16320 (hypothetical protein) 9,6 - 3,3 59
EC042_RS09160 (division inhibition protein DicB) 9,5 - 4,3 3,5
EC042_RS14290 (hypothetical protein) 9,5 - - 4,5
EC042_RS26735 (hypothetical protein) 9,2 - 2,4 3,8
EC042_RS03940 (hypothetical protein) 91 - 6,4 55
EC042_RS11620 (tRNA-Arg) 8,9 - 3,1 12
EC042_RS16950 (tRNA-Phe) 8,8 2,2 4,1 4,1
EC042_RS23700 (hypothetical protein) 8,8 - 2,6 3,2
EC042_RS01830 (hypothetical protein) 8,8 - 3,7 2,3
ECO042_RS20080 (hypothetical protein) 8,7 - 4,9 7,7
EC042_RS26640 (hypothetical protein) 8,7 - - 4,4
EC042_RS17060 (hypothetical protein) 8,7 - 5,2 3,6
EC042_RS09020 (hypothetical protein) 8,6 - 2,9 54
EC042_RS03905 (acyl-CoA synthetase) 8,6 - 3,1 4,0
EC042_RS03695 (hypothetical protein) 8,5 - 2,4 2,3
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Tabla 4.3 (A). Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el cromosoma de la cepa
E. coli 042 Ahha, expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de dichos
genes en la cepa E. coli 042 WT. También se indican los valores de expresion relativa de dichos
genes en los mutantes Ahha2, AhhaAhha2 y Ahns. Los datos transcriptomicos fueron obtenidos
mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la empresa biotecnoldgica Vertis
Biotechnologie AG.

Considerando en primer lugar los genes sobreexpresados en el mutante sencillo hha, es
aparente que la gran mayoria de los mismos también se encuentran sobreexpresados en
el mutante hns. Sin embargo, algunos de tales genes no siguen el patron clasico descrito
hasta la fecha de corregulacion Hha/H-NS. Algunos de ellos no aparecen sobreexpresados
en ningun otro fondo genético mutante y, en los que si lo estan, es aparente que el efecto
de la proteina Hha es superior al efecto que se presenta en un mutante H-NS, o incluso en
un doble mutante hha hha2. Es posible que tales genes (la gran mayoria de los cuales
codifican por proteinas hipotéticas sin funcién atribuida) formen parte de una categoria
ya referida en algunas publicaciones, que corresponde a genes regulados por la proteina

Hha sin H-NS, mediante un mecanismo que queda por aclarar (Solérzano y col., 2015).

Fold change
Identificador NCBI (locus tag) Ahha2 Ahha AhhaAhha2 Ahns

EC042_RS02730 (copper-transporting P-type 49 i i i
ATPase CopA) ’
EC042_RS14470 (hypothetical protein) 4,4 13,8 2,0 11,0
EC042_RS20430 (small toxic polypeptide 1drD) 4,2 - - -
EC042_RS14785 (small toxic protein ShoB) 4,0 - - -
EC042_RS09080 (type I toxin-antitoxin system

. 3,9 - - -
toxin HokD)
EC042_RS20445 (small toxic polypeptide IdrD) 3,7 - - -
EC042_RS08185 (type I toxin-antitoxin system

. 3,6 - - -
toxin HokB)
EC042_RS20435 (small toxic polypeptide 1drD) 34 - - -
EC042_RS06685 (hypothetical protein) 3,4 - - -
EC042_RS20440 (small toxic polypeptide IdrD) 3,3 - - -
EC042_RS03760 (YbfA family protein) 3,3 - 3,1 -
EC042_RS14110 (sulfate ABC transporter

e . 32 - - -

substrate-binding protein)
ECO042_RS20450 (small toxic polypeptide IdrD) 3,2 - - -
EC042_RS26105 (transcriptional regulator) 3,2 3,4 - -
EC042_RS07830 (putative prophage protein) 2,9 - - -
EC042_RS11655 (type I toxin-antitoxin system Hok 29 i i i
family toxin) ’
EC042_RS22345 (hypothetical protein) 2,7 - - -
EC042_RS14790 (hypothetical protein) 2,6 - - -
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EC042_RS21410 (hypothetical protein) 2,6 - - -
EC042_RS02600 (Hha toxicity modulator TomB) 2,6 - 2,8 3,9
EC042_RS07040 (type I toxin-antitoxin system Hok 25 i i i
family toxin) ’

EC042_RS14055 (cysteine synthase A CysK) 2,5 - - -
EC042_RS11235 (peroxide/acid resistance protein 25

YodD) ’ i i i
EC042_RS15765 (sulfate adenylyltransferase 25 i i i
subunit CysD) ’

EC042_RS15815 (putative post-segregation killing 25 i i i
protein) '

EC042_RS18425 (tRNA-Met) 2,5 - 3,6 3,3
EC042_RS06630 (stress-induced protein ychH) 2,5 - - -
EC042_RS05510 (heat shock protein HspQ) 2,4 - - -
EC042_RS21490 (heat shock chaperone IbpA) 2,4 3,5 - -
EC042_RS12590 (hypothetical protein) 2,4 - - -
EC042_RS26755 (hypothetical protein) 2,3 - - -
EC042_RS21895 (FOF1 ATP synthase subunit 23 i i i
epsilon) ’

EC042_RS03935 (hypothetical protein) 2,3 13,9 4,1 3,9
EC042_RS12585 (hypothetical protein) 2,3 - - -
EC042_RS11020 (tRNA-Cys) 2,3 - 2,4 3,5
EC042_RS16670 (cell division protein ZapA) 2,3 - - -
EC042_RS07855 (tRNA-Gly) 2,2 - - -
EC042_RS21415 (type | toxin-antitoxin system

toxin TisB) 22 - - -
EC042_RS13975 (tRNA-Ala) 2,2 - 3,1 4,9
EC042_RS24915 (biofilm peroxide resistance 29

protein BsmA) ’ i i i
EC042_RS07090 (tRNA-Met) 2,2 2,3 2,6 4,1
EC042_RS16950 (tRNA-Phe) 2,2 8,8 4,1 4,1
EC042_RS24615 (tRNA-Phe) 2,2 6,5 3,2 2,5
EC042_RS05935 (biofilm formation regulator BssS) 2,2 - 2 -
EC042_RS09155 (hypothetical protein) 2,1 - 5,2 6,1
EC042_RS22215 (tRNA-Arg) 2,1 - - -
EC042_RS27045 (1S3 family transposase) 2,1 - - -
EC042_RS03195 (type I toxin-antitoxin system 21 44
toxic protein HokE) ’ i i ’
EC042_RS07645 (DUF2534 family protein) 2,1 - - -
EC042_RS26425 (transposase) 2,1 - - -
EC042_RS08735 (hypothetical protein) 2,1 5,8 2,6 2,8
EC042_RS21780 (GNAT family N-

acetyltransferase) 2.1 i i i
EC042_RS03860 (hypothetical protein) 2,1 - - -
EC042_RS09790 (major outer membrane 21 i i i

lipoprotein)
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EC042_RS06355 (hypothetical protein) 2,0 26,0 4,8 7,1

EC042_RS21810 (broad-spectrum mercury

transporter MerE) 20 122 i >
EC042_RS03600 (tRNA-GIn) 2,0 - 3,7 4,7
EC042_RS23365 (tRNA-GIu) 2,0 - - 3
EC042_RS19745 (DUF2756 family protein) 2,0 - - -
EC042_RS25985 (tRNA-Leu) 2,0 - 2,1 -
EC042_RS04860 (biofilm formation regulator

BssR) 2,0 ) i i
EC042_RS21265 (hypothetical protein) 2,0 9,9 4,5 4,6
EC042_RS11870 (tRNA-Asn) 2,0 4,3 3,0 2,7
EC042_RS01250 (hypothetical protein) 2,0 20,0 7,8 3,9
EC042_RS25975 (tRNA-Leu) 2,0 - 4,1 8,7

Tabla 4.3 (B). Listado de los genes sobreexpresados en el cromosoma de la cepa E. coli 042
Ahha2, expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de dichos genes en la
cepa E. coli 042 WT. También se indican los valores de expresion relativa de dichos genes en los
mutantes Ahha, AhhaAhha2 y Ahns. Los datos transcriptomicos fueron obtenidos mediante la
tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la empresa biotecnoldgica Vertis Biotechnologie AG.

Considerando en segundo lugar los genes sobreexpresados en el mutante hha2, es
aparente que en su gran mayoria corresponden a genes no regulados por el sistema Hha-
H-NS, lo que sugiere que la proteina Hha2 es capaz de regular la expresion génica de
varios genes de una forma independiente a este mecanismo. Dicho sistema regulador
queda pendiente de ser estudiado. Es importante mencionar que el nimero de genes de la
cepa 042 sobreexpresados en un mutante sencillo hha2 es reducido, y los valores de
expresion relativa de los genes diferencialmente regulados no son tan elevados como en
el caso de la mutacion en el gen hha. De manera especifica, la proteina Hha2 parece
regular la expresion de diferentes sistema toxina-antitoxina, entre los que destaca el
sistema toxina-antitoxina tipo | LdrD-RdID (cuya sobreexpresion provoca la muerte
celular rapida y la condensacion nucleoide de la célula huésped (Kawano y col., 2002)) y
el sistema toxina-antitoxina tipo | Hok (cuya sobreexpresion provoca colapso del
potencial transmembrana y la atenuacion de la respiracion celular (Gerdes y col., 1986)).
Ademas, de manera analoga a los datos reportados en el caso de la mutacion en el gen
hha, donde se incrementa la expresion de tARNs que codifican por codones raros
implicados en la formacion de biofilm y en la activacion de genes fagicos con propiedades
toxicas (Garcia-Contreras y col., 2008), en el mutante hha2 también se puede observar la
sobreexpresion de un gran numero de genes que codifican para ARNs de transferencia
(tabla 4.3 (B)).
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Fold change

Identificador NCBI (locus tag)

AhhaAhha2 Ahha Ahha2 Ahns

EC042_RS25175 (magnesium-translocating P-type

ATPase) 232 i i )
EC042_RS08810 (hypothetical protein) 17,3 - - -
EC042_RS08660 (fimbrial protein) 13,0 - - 10,3
EC042_RS07850 (tRNA-Thr) 12,3 2,7 - 7,0
EC042_RS11295 (hypothetical protein) 10,6 3,1 - 114
EC042_RS09275 (hypothetical protein) 10,3 3,4 - 13,3
EC042_RS07145 (hypothetical protein) 10,2 5,2 - 6
CE&(;@%:SOSGSS (fimbria/pilus periplasmic 9.3 5.9 i 7.7
EC042_RS24455 (hypothetical protein) 8,8 7,1 - 4
EC042_RS26995 (hypothetical protein) 8,6 4,8 - 6,1
EC042_RS18795 (hypothetical protein) 8,6 4,1 - 8,8
EC042_RS11730 (hypothetical protein) 8,5 2,8 - 8,5
EC042_RS13835 (tRNA-Arg) 8,5 7,1 - 8,6
EC042_RS08650 (fimbrial biogenesis outer

membrane usher protein) 8,5 6.1 i 5
EC042_RS15165 (h hetical protein DNA-bindin

pr(c:)?einf S15165 (hypothetical prote binding 8.4 4.9 i 72
EC042_RS05780 (tRNA-Ser) 8,4 - - 17,3
rEezS;laZtas\S(g(ZSHO)O (HilA family transcriptional 8.3 6.9 i 78
EC042_RS08645 (type 1 fimbrial protein) 8,3 5,4 - 7,8
EC042_RS18175 (hypothetical protein) 8,1 6,1 - 10,3
EC042_RS09105 (hypothetical protein) 8,1 6,4 - 55
EC042_RS06765 (tRNA-Tyr) 7,8 - - 16,3
EC042_RS01250 (hypothetical protein) 7,8 20,1 2,0 3,9
EC042_RS05870 (hypothetical protein) 7,7 51 - 10,1
E_CO42_38151_25 (moly_bdopte(in—guanine 77 79 i 53
dinucleotide biosynthesis protein MobA) ’ ' '
EC042_RS07390 (hypothetical protein) 7,7 4,8 - 7,4
EC042_RS21295 (CesD/SycD/LcrH family type 111

secretion system chaperone) 7.6 4.3 i 156
Egé)é)Z_RSOWGS (putative bacteriophage protein 75 3.9 i 9.4
EC042_RS17210 (hypothetical protein) 7,4 3,2 - 6,4
EC042_RS11285 (hypothetical protein) 7,3 5,2 - 9,5
EC042_RS24340 (hypothetical protein) 7,2 5,6 - 4,7
EC042_RS11745 (exodeoxyribonuclease VIII) 7,2 3,0 - 6,6
EC042_RS07745 (hypothetical protein) 7,2 4,4 - 7,5
EC042_RS03185 (hypothetical protein) 7,1 4,4 - 8,1
EC042_RS2 ive RadC-like DNA repair

pr%?einf S25650 (putative RadC-like epa 71 5.7 i 6.2
EC042_RS07760 (putative phage 71 3.6 i 6.6

exodeoxyribonuclease)
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EC042_RS01795 (reactive chlorine species resistance

protein RcIC) 71 4.3 7.0
EC042_RS11335 (hypothetical protein) 7,1 7,3 5,2
EC042_RS08640 (type 1 fimbrial protein) 7,1 4,9 7,4
ECO4_2_RS21300 (YopB/SseC family type 111 71 6.0 74
secretion system)

EC042_RS09180 (site-specific integrase) 7,0 3,9 8,0

Tabla 4.3 (C). Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el cromosoma de la cepa
E. coli 042 AhhaAhha2, expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de
dichos genes en la cepa E. coli 042 WT. También se indican los valores de expresion relativa de
dichos genes en los mutantes Ahha, Ahha2 y Ahns. Los datos transcriptomicos fueron obtenidos
mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracién con la empresa biotecnoldgica Vertis
Biotechnologie AG.

Finalmente, el estudio de los genes con un mayor nivel de sobreexpresion en el doble
mutante hha hha2 permite deducir algunas caracteristicas de la funcion reguladora de la
proteina Hha2. En este caso, la gran mayoria de dichos genes también se sobreexpresan
en el mutante hns con valores equivalentes a los obtenidos en el caso del doble mutante
AhhaAhha2. Estos son, por tanto, los genes que clasicamente han sido considerados como
genes regulados por la proteina Hha de manera conjunta con H-NS. La razén por la que
dichos genes no aparezcan como los mas sobreexpresados en el estudio realizado con el
mutante sencillo hha es aparente: en este caso se expresa la proteina Hha2, hecho que
ayuda a atenuar la pérdida de la proteina Hha. Ello puede deducirse al comprobar que
dichos genes también se sobreexpresan en el mutante Ahhasencillo, pero con un nivel de

sobreexpresion significativamente menor.

Por tanto, al igual que sucede con la proteina StpA en el sistema H-NS, la proteina Hha2
presenta, entre sus funciones, la capacidad de actuar como reservorio funcional para
atenuar los efectos de la pérdida de la proteina Hha. Adicionalmente, dicha proteina
también parece cumplir otras funciones reguladoras independientes de la propia proteina
Hha y de H-NS, funciones que quedan pendientes de ser estudiadas.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, consideramos que en la cepa E. coli 042,
al existir la expresion del gen hha2 con capacidad de complementar parcialmente la
pérdida del gen hha, un fenotipo hha™ implicaria inactivar simultaneamente tanto el gen

hha como el gen hha2.
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4.2.1 ldentificacion de un nuevo paralogo del gen hns en el
genoma de E. coli 042

De forma anéloga a la estrategia descrita en el capitulo 1 de Resultados de esta memoria
en relacion a las proteinas tipo Hha, mediante una busqueda de secuencias homologas a
la secuencia nucleotidica y aminoacidica del gen que codifica para la proteina H-NS
(NCBI- EC042_1292 y Uniprot- D3H2L9) dentro del genoma anotado de la cepa E. coli
042 (NC_017626.1), se logro identificar un nuevo parélogo del gen hns no descrito hasta
la fecha, el gen EC042_2834 (nombrado hns2). Este gen, codificado en el cromosoma de
la cepa E. coli 042, se suma al gen stpA (Zhang y Belfort, 1992), presente en el genoma
de todas las enterobacterias, y de manera especifica al gen hfp, presente en la cepa
uropatogena de E. coli 536 (Muller y col., 2010), y al gen sfh, presente en el plasmido
conjugativo pSF-R27 de la cepa Shigella flexneri 2a 2457T (Beloin y col., 2003; Deighan
y col., 2003), como genes paralogos identificados del gen hns. La figura 4.16 representa
el alineamiento maltiple de la secuencia nucleotidica de los genes de los 3 paralogos tipo

hns presentes en el cromosoma de la cepa E. coli 042.
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Figura 4.16. Alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas de los genes hns
(EC042_1292), hns2 (EC042_2834) y stpA (EC042_2865) presentes en el cromosoma de la cepa
E. coli 042. En color azul intenso se representan las posiciones cuya secuencia de nucleétidos se
mantiene mas conservada. La intensidad de color disminuye a medida que los nucle6tidos varian
entre los diferentes genes. Alineamiento multiple realizado mediante el programa Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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A nivel de secuencia nucleotidica, el gen hns2 muestra un porcentaje de identidad del
59% respecto al gen hns, mientras que el porcentaje de identidad del gen stpA es del 63%.
El porcentaje de identidad entre los genes de ambos paralogos es del 57%. En la figura
4.17 se representa el alineamiento maltiple de las secuencias proteicas de los paralogos
de H-NS presentes en el cromosoma de E. coli 042. A nivel de secuencia proteica, la
secuencia aminoacidica de H-NS2 muestra una identidad del 64,4% respecto a la proteina
H-NS, superior al 53% que presenta StpA.

Dominio de Oligomerizacion Dominio de unién al ADN

20
HNS/1-137 EA KL Q) CTI.ET SAAAAEVE IITH LOQYI’IEMLI NSLAIVkiGTh SVV MDEO DDELIKD
HNS2/1-135 DABKI | Q, LTLET ASFLKDGE kﬂf\ LEAFROKELE STVEPSSSKTE KVV TD SE L Eﬂ T E E K
StoA/1-134 VI.I 0 S L M| FS1DV| FR Tk EQQQRELABRAEN! S TWLELMK IGNSSAAAPRABIK] QP KF T - AE

e | l 11 odmh . Hilh HlFIu”nlﬂ (A | A m il

Consensus’
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Figura 4.17. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de las proteinas H-NS,
H-NS2 y StpA. De color azul intenso se representan las posiciones cuya secuencia de aminoacidos
se mantiene méas conservada. La intensidad de color disminuye a medida que los aminoacidos
varian entre las diferentes proteinas. Los bloques en negro representan la secuencia consenso
global para las 3 proteinas analizadas. Alineamiento maltiple realizado mediante el programa
Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

En dicha figura 4.17 también se representan los dos dominios estructurales de la proteina
H-NS. El dominio N-terminal esta compuesto por 83 aminoacidos y es responsable de la
oligomerizacion de la proteina. EI dominio de oligomerizacion de la proteina H-NS2
muestra una mayor homologia respecto al de H-NS que el que muestra StpA (identidad
del 62.65% versus 53.01%), mientras que respecto al dominio C-terminal de la proteina
H-NS (aminoéacidos del 90 al 137), responsable de la interaccion con el ADN, se
encuentra mas conservado en StpA que en H-NS2 (identidad del 70,5% versus 64,44%).
En dicho dominio se localiza la secuencia consenso TWTGQGRTP (aminoé&cidos del 108
y al 116, ampliamente conservados entre las proteinas H-NS de bacterias gramnegativas).
Tanto H-NS2 como StpA contienen dicha secuencia consenso totalmente idéntica a la de
la proteina H-NS. En dicha region, el triptéfano (W) localizado en la posicion 109 esta
intimamente relacionado con la interaccion con el ADN (Tippner y Wagner, 1995),
mientras que la prolina (P) situada en la posicion 116 esta implicada en la discriminacion

entre regiones curvadas y no curvadas de ADN (Spurio y col., 1997).
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4.2.2 Distribucion del gen hns2 en enterobacterias

Mediante herramientas bioinformaéticas se analizd la distribucién del gen hns2 entre todos
los genomas bacterianos secuenciados. Para ello, se realizd una busqueda de homologia
por BLAST con la secuencia nucleotidica del gen hns2 en la base de datos del NCBI.
Curiosamente, se ha podido observar que la presencia de este gen queda restringida
Unicamente en pocos géneros de la familia Enterobacteriaceae, entre los que destacan
cepas patogenas de los géneros Escherichia, Klebsiella, Serratia y Salmonella. Todas las
cepas que contienen el gen hns2 en su cromosoma también contienen los genes hns y
stpA. En la figura 4.18 se muestra un dendograma que indica la relacion evolutiva de la
proteina H-NS2 con otros pardlogos de la familia H-NS, como la proteina StpA, la
proteina Sth de Shigella flexnieri, la proteina Hfp de la cepa uropatogena de E. coli 536

o la proteina VicH de Vibrio colerae.

H-N52 Klebsiella michiganensis HKOPL1
H-NS2 Klebsiella aerogenes CAY1320
H-N52 Escherichia coli K-15KMM01
H-NS2 Klebsiella pneumoniae KPNIH22
H-N52 Escherichia coli SaT040
H-M32 Escherichia coli 042
H-M352 Escherichia coli PA4SE
H-M32 Salmonella enterica 74-1357
Hfp Escherichia coli 536
YicH Vibrio colerae AM-19225

|H—NS Escherichia coli 042
I H-NS Escherichia coli MG1655

| StpaA Escherichia coli 042
|StpA Escherichia coli MG1655

— H-MS plasmid R27
L_ =th Shigella flexneri 2a

0.0s0

Figura 4.18. Dendograma en el que se muestra la relacion evolutiva entre las proteinas H-NS,
H-NS2 y StpA de diferentes miembros de la familia Enterobacteriaceae. El &rbol filogenético se
construyd mediante el programa MEGA7 (Kumar y col., 2016) haciendo uso del algoritmo
neighbor-joining utilizando las secuencias aminoacidicas de las diferentes proteinas extraidas de
la base de datos del NCBI. Se analizaron las proteinas H-NS2 de Klebsiella aerogenes CAV1320
(AKK82112.1), Klebsiella michiganensis HKOPL1 (AHW87442.1), Escherichia coli K-
15KW01 (ANR82355.1), Escherichia coli SaT040 (AML15501.1), Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae KPNIH29 (AIX70716.1), Escherichia coli PA45B (ASW60759.1),
Salmonella enterica serotipo Enteritidis 74-1357 (ATT16728.1), las proteinas H-NS
(CBG35667), H-NS2 (CBG35667) y StpA (CBG35697) de Escherichia coli 042, las proteinas
H-NS (NP_417155.1) y StpA (NP_415753.1) de Escherichia coli MG1655, la proteina H-NS del
plasmido R27 (NP_058377.1), la proteina Sth de Shigella flexneri 2a (AAN38840.1), la proteina
VicH de Vibrio cholerae AM-192226 (ZP_04962344.1) y la proteina Hfp de Escherichia coli 536
(ABG69928). La barra indica 0,050 sustituciones aminoacidicas por posicion.
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La homologia del gen hns2 entre todas las cepas que contienen dicho gen en su genoma
es de mas del 95%, motivo por el cual las cepas que codifican para la proteina
correspondiente se agrupan en el mismo cluster del dendograma. Ademas, la proteina
H-NS2 presenta una mayor homologia con los pardlogos Hfp de la cepa UPEC 536 o
VicH de Vibrio cholerae AM-19226 que la homologia que presenta con la propia proteina
H-NS o su paralogo StpA. Més alejadas en el dendograma se encuentran la proteina
H-NS codificada en el plasmido IncHI1 R27 o la proteina Sfh de Shigella flexnieri.

Al realizar una comparacion global entre los entornos génicos del gen hns2 entre las
diferentes cepas que contienen dicho gen en su cromosoma, se puede observar cOmo, a
diferencia de los genes hha2 y hha3 descritos anteriormente, el locus en el que se
encuentra el gen hns2 no se encuentra flanqueado ni por transposasas, secuencias de
insercion o secuencias génicas correspondientes a profagos. Sin embargo, cabe destacar
que, en todas las cepas analizadas, la organizacion de los genes que flanquean al gen hns2
tanto aguas arriba como aguas abajo es la misma (figura 4.19). Este conjunto de genes,
formado por proteinas hipotéticas sin funcién conocida (a excepcion del gen de mayor
tamano del bloque de genes comdn, que codifica para una proteina integral de membrana
de la familia DotA/TraY perteneciente al sistema de secrecion tipo IV implicado en la
conjugacion plasmidica), presenta la misma organizacion en el genoma de todas las cepas

analizadas.
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Figura 4.19. Organizacion génica de la region del genoma en la que se localiza el gen hns2
(representado de color rojo) en las cepas de E. coli (042, PA45B, E-1246, 4/1-1, SaT040, K-
15K01), Serratia marcescens BWH-35, Klebsiella pneumoniae KPNIH39 y Salmonella
Enteritidis 74-1357. Se muestran las regiones de homologia entre las diferentes cepas con un
porcentaje de identidad superior al 67%. De color amarillo se indica el grupo de genes comunes
que flanquean al gen hns2 presente en todas las cepas analizadas. Alineamiento de gendémica
comparativa realizado mediante el programa EasyFig (Sullivan y col., 2011) haciendo uso de las
secuencias génicas extraidas de la base de datos GenBank correspondientes al cromosoma de
E. coli 042 (FN554766.1), E. coli PA45B (CP021288.1), E. coli E-1246 (CP025573.1), E. coli
4/1-1 (CP023844.1), E. coli SaT040 (CP014495.1), E. coli K-15K01 (CP016358.1), Serratia
marcescens BWH-35 (CP020507.1), Klebsiella pneumoniae KPNIH39 (CP014762.1) y
Salmonella Enteritidis 74-1357 (CP018642.1).
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4.2.3 Obtencion de mutantes de los genes hns y hns2 en la cepa
E. coli 042

Después de identificar y caracterizar la secuencia de este nuevo paralogo del gen hns, el
siguiente objetivo fue obtener el mutante del gen hns2 en la cepa E. coli 042. El método
utilizado para mutagenizar dicho gen, descrito en el apartado 3.7.7 de Materiales y
Métodos, se basa en el protocolo de reemplazamiento alélico descrito por (Datsenko y
Wanner, 2000), en el que el gen objeto de la mutagénesis es sustituido por un casete de
resistencia a kanamicina. Dicho casete presenta un tamafo de 1,5 Kb, y posteriormente
puede ser eliminado del cromosoma mediante la recombinasa FLP codificada en el
plasmido pCP20. Paralelamente, para poder obtener un perfil de expresion proteica
comparativo entre las proteinas H-NS y H-NS2, se construyeron las fusiones
cromosomicas de los genes mencionados anteriormente con el epitopo 3XFLAG
(siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.7.8), con el fin de inmunodetectar la
expresion de dichas proteinas con un anticuerpo especifico dirigido contra el epitopo
afiadido. La figura 4.20 muestra el analisis de la PCR realizada para confirmar las
mutagénesis descritas anteriormente, tanto de la cepa E. coli 042 salvaje (WT) utilizada
como control, como de las cepas mutantes E. coli 042 con el casete de resistencia a
kanamicina insertado en la region codificante del gen hns2 (E. coli 042 hns2::Km),
E. coli 042 con la mutacion del gen hns2 después de la eliminacion del casete de
resistencia a kanamicina insertado previamente (E. coli 042 Ahns2) y E. coli 042 con el
epitopo 3XFLAG insertado en el extremo 3’ del gen hns2 (E. coli 042 hns2::3XFLAG).
Los oligonucleotidos utilizados para realizar el analisis por PCR de las cepas mutantes
(hns2 p1 up-p2 down) hibridaban aguas arriba y aguas abajo de la region codificante del
gen hns2 (dando lugar a un tamafio de amplicon de 1000 pb en la cepa salvaje), y su
secuencia nucleotidica se encuentra detallada en el Anexo de esta memoria en la tabla
9.11.
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Figura 4.20. (A) Representacion esquematica del protocolo utilizado para mutagenizar el gen
hns2 del cromosoma de la cepa E. coli 042. Las regiones H1 y H2 indican los lugares de insercion
del gen de resistencia a kanamicina en la region codificante del gen hns2. En azul se indica el
lugar de hibridaciéon de los oligonucle6tidos hns2 plup-p2down utilizados para realizar el
genotipado para confirmar las diferentes mutaciones generadas. (B) Resultado de la PCR
realizada con los oligonucledtidos hns2 plup-p2down para confirmar las modificaciones
genéticas realizadas sobre el gen hns2. Se puede observar el incremento del tamafio del amplicén
(respecto a la cepa salvaje) al insertar el gen de resistencia a kanamicina (1,5 Kb) en el gen hns2
(E. coli 042 hns2::Km), y la posterior disminucion del tamafio de dicho amplicén al eliminar
dicho casete (E. coli 042 Ahns2). También se puede observar la diferencia de tamafio respecto al
gen hns2 de la cepa salvaje al insertar los nucle6tidos correspondientes a la secuencia 3XFLAG
en el extremo 3’ del gen (E. coli 042 hns2::3XFLAG).
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4.2.4 Efecto de los genes hns y hns2 sobre la cinética de
crecimiento de la cepa E. coli 042

Una vez obtenidos los mutantes isogénicos de los genes hns y hns2, ademéas del doble
mutante combinando ambas mutaciones (E. coli 042 AhnsAhns2), se decidio analizar
como afectaban estas mutaciones a la cinética de crecimiento de las bacterias mutantes y
se compararon dichas tasas de crecimiento respecto a la que presenta la cepa salvaje. Las
curvas de crecimiento se realizaron en medio liquido rico (LB) tanto a 25°C como a 37°C,
a partir de cultivos correspondientes a cada uno de los mutantes analizados crecidos
previamente durante 16 horas e inoculados posteriormente (con una dilucién 1:100) en
medio de cultivo fresco. Para realizar la curva de crecimiento, se tomaron muestras cada
30 minutos de cada cultivo bacteriano y se midié la correspondiente densidad Optica
(turbidimetria) en el espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm (figura 4.21).
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Figura 4.21. Curva de crecimiento de la cepa E. coli 042 salvaje (042 WT) y los correspondientes
mutantes hns (042 Ahns), hns2 (042 Ahns2) y hns hns2 (042 AhnsAhns2) en medio rico LB a
25°C (A) 0 a 37°C (B). Los cultivos con medio fresco fueron inoculados con una dilucion 1:100
a partir de cultivos previos crecidos durante 16 horas en agitacién constante. Se representan los
valores correspondientes al promedio obtenido al realizar 3 curvas (réplicas bioldgicas)
independientes. Las barras de error representan la desviacion estandar de los 3 valores obtenidos
en cada una de las réplicas realizadas.
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Analizando los resultados de las curvas de crecimiento realizadas, se puede observar
como a 37°C el efecto de la mutacion del gen hns2 es indetectable cuando se compara
respecto a la cepa salvaje. Sin embargo, cuando la mutacion en el gen hns2 se combina
con la del gen hns, el efecto sobre la tasa de crecimiento del doble mutante es mayor que
el del mutante sencillo hns. A 25°C, se observan los mismos efectos que a 37°C, pero mas
notorios: el efecto de la mutacion del gen hns2 provoca una ligera reduccién de la tasa de
crecimiento respecto a la cepa salvaje, mientras que cuando esta mutacidén se combina
con la mutacion en el gen hns, el efecto sobre la tasa de crecimiento del doble mutante

hns hns2 es total, generando una situacion de crecimiento practicamente nulo.

El hecho de que a 37°C la mutacion sencilla del gen hns2 apenas tenga un efecto sobre la
fisiologia de la célula a nivel de tasa de crecimiento nos sugiere que, bajo estas
condiciones, la proteina H-NS es capaz de complementar totalmente el efecto de la
pérdida de la proteina H-NS2. En cambio, a 25°C H-NS también es capaz de
complementar una mutacion hns2, pero Unicamente de manera parcial, ya que el mutante

E. coli 042 Ahns2 no es capaz de alcanzar los niveles de crecimiento de la cepa salvaje.

Ademas, el hecho de que un doble mutante hns hns2 presente una tasa de crecimiento
notablemente inferior a la del mutante sencillo hns nos indica que, cuando esta presente
la proteina H-NS2, ésta es capaz de compensar parcialmente la pérdida de la proteina
H-NS, observandose un efecto mas pronunciado a 25°C que a 37°C, situacion en la que
cuando no esta presente ninguna de las dos proteinas la afectacion sobre la tasa de
crecimiento de las bacterias es total.

4.2.5 Anadlisis de la capacidad de complementacion de la
mutacién hns por parte del gen hns2

Seguidamente, se trato de analizar si la proteina H-NS2 de la cepa E. coli 042 era capaz
de complementar la funcidn realizada por la proteina H-NS en una cepa de E. coli que no
codificara el propio gen hns2 a nivel cromosdmico. Para ello, se utiliz6 la cepa de
laboratorio E. coli MG1655, cepa que contiene en su genoma los genes hns y stpA, pero
no hns2. Se mutagenizo el gen hns de esta cepa (E. coli MG1655 Ahns) y se complementd
dicho mutante con el gen hns2 de E. coli 042 clonado en un vector de bajo nimero de
copias bajo el control del propio promotor del gen (pLG338.30hns2). A continuacion, se
realizaron las correspondientes curvas de crecimiento en medio LB a 37°C con las cepas
E. coli MG1655 salvaje, E. coli MG1655 Ahns, E. coli MG1655 pLG338.30hns2 y
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E. coli MG1655 Ahns pLG338.30hns2 (cepa cuya mutacion en el gen hns fue
complementada en trans con el gen hns2 de la cepa E. coli 042). En la figura 4.22 se
muestran los resultados obtenidos al realizar la curva de crecimiento de las cepas

mencionadas anteriormente.
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Figura 4.22. Curva de crecimiento de las cepas E. coli MG1655 salvaje, E. coli MG1655 Ahns,
E. coli MG1655 pLG338.30hns2 y E. coli MG1655 Ahns pLG338.30hns2 en medio rico LB a
37°C. Los cultivos con medio fresco fueron inoculados con una dilucién 1:100 a partir de cultivos
previos crecidos durante 16 horas en medio LB a 37°C en agitacion constante. Se representan los
valores correspondientes a 3 réplicas bioldgicas independientes. Las barras de error representan
la desviacidn estandar de los 3 valores obtenidos en cada una de las réplicas realizadas.

De manera analoga a lo que ocurria con la cepa E. coli 042, la mutacion en el gen hns
provoca importantes efectos negativos a nivel de crecimiento en la cepa E. coli MG1655.
Sin embargo, cuando dicha mutacién se complementa con el gen hns2 de la cepa E. coli
042, la cepa mutante es capaz de revertir y alcanzar niveles de crecimiento similares a los
de la cepa salvaje. Ello nos indica que la secuencia nucleotidica del gen hns2 (y por ende
la secuencia aminoacidica de la proteina H-NS2) presenta la capacidad de mimetizar y
complementar (en parte) las funciones realizadas por la proteina H-NS en la cepa E. coli
MG1655.

4.2.6 Analisis del perfil de expresion del gen hns2 y de su
producto génico

A continuacién, se decidié analizar el perfil de expresion del gen hns2. Para ello, se
analiz6 por qRT-PCR el nivel de expresion del ARN mensajero del gen hns2 (ademas del
otro paralogo, stpA) en funcion del nivel de expresién de hns en medio LB a 37°C al inicio

de la fase estacionaria de crecimiento (células crecidas hasta un nivel de D.Ogoonm 2,0).
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A pesar de presentar funciones regulatorias especificas bajo determinadas condiciones
ambientales, si asumimos que en E. coli tanto las proteinas StpA (Shi y Bennett, 1994;
Williams y col., 1996; Deighan y col., 2000; Bertin y col., 2001) como H-NS2 (figura
4.22) son capaces de realizar funciones analogas a las de la proteina H-NS, no deberia
tener sentido para la célula destinar recursos energéticos para expresar varias proteinas
cuya funcién es redundante, por lo que hipotetizamos que en condiciones de crecimiento
Optimo sin estrés se esperarian identificar bajos niveles de expresion de los dos paralogos
estudiados. En la figura 4.23 se representan los resultados de expresion de los genes hns2

y stpA en funcion del nivel de expresidn de hns en un fondo genético salvaje.
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Figura 4.23. Expresion transcripcional (monitorizada por gRT-PCR) de los genes hns2 y stpA
representada de manera relativa al nivel de expresion del gen hns al inicio de la fase estacionaria
de crecimiento en medio LB a 37°C en la cepa E. coli 042 salvaje. La expresion de los genes se
evalud utilizando los oligonucledtidos hns RT Fw/Rv, hns2 RT Fw/Rv y stpA RT Fw/Rv. Los
resultados fueron normalizados mediante la deteccion del gen interno gapA haciendo uso de los
oligonucleétidos gapA042 RT Fw/Rv. Se representan los valores correspondientes a 3 réplicas
biolégicas independientes (realizadas con tres réplicas técnicas cada una). Las barras de error
representan la desviacion estandar de los 3 valores obtenidos en cada una de las réplicas
realizadas.

Mientras que los niveles de expresion del gen hns son elevados y se mantienen
relativamente constantes a lo largo del crecimiento bacteriano (Hinton y col., 1992;
Schroder y Wagner, 2002), se puede observar gque los niveles de expresion de los genes
hns2 y stpA son muy inferiores a los niveles de expresion de hns, siendo los niveles de

transcripcion del gen hns2 superiores a los del gen stpA en las condiciones analizadas

(inicio de la fase de crecimiento estacionaria en medio rico a 37°C).
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Para confirmar y complementar los datos relativos a la expresion transcripcional del gen
hns2 comparados con los niveles de expresion de hns, se realizaron fusiones
transcripcionales cromosdmicas de los genes hns y hns2 con el gen reportero lacZ. Ya
que el gen hns se autorregula negativamente (la proteina H-NS reprime la transcripcion
de su propio gen) (Ueguchi y col., 1993), y al insertar el gen lacZ (siguiendo el protocolo
descrito por (Ellermeier y col., 2002)) bajo el control del promotor del gen hns se tiene
que eliminar la secuencia codificante de dicho gen, para poder realizar los analisis
transcripcionales mediante ensayos de beta galactosidasa con la presencia de la proteina
necesaria para la autorregulacion, se complementaron en trans las cepas con las fusiones
transcripcionales en los genes hns y hns2 con los plasmidos pLG338.30hns y
pLG338.30hns2. Las cepas resultantes se crecieron en medio LB y medio DMEM
suplementado con glucosa 0,45% (p/v) a 25°C y 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria
de crecimiento, momento en el que se cuantificaron los niveles de expresion de los genes
hns y hns2 fusionados con el gen reportero lacZ mediante ensayos de [-galactosidasa
(figura 4.24).

Puede observarse como, en el inicio de la fase estacionaria de crecimiento, la expresion
transcripcional del gen hns es mucho mayor que la expresién del gen hns2 (dichos
resultados corroboran los resultados obtenidos mediante qRT-PCR representados en la
figura 4.23). Cuando se complementa la cepa E. coli 042 hns::lacZ con la proteina H-NS
codificada en el plasmido pLG338.30hns, se observa una gran disminucién de la
expresion transcripcional del gen hns, confirmando de esta manera la autorregulacion

negativa ejercida por esta proteina.

En el caso del gen hns2, la autorregulacion negativa ejercida por la proteina nativa
H-NS2 sobre su propio promotor se observa unicamente en el caso de los cultivos
crecidos en medio DMEM, donde ademas la expresion transcripcional del gen es mucho
mayor que en medio LB. En el caso de los cultivos crecidos en medio LB, la expresion
transcripcional del gen hns2 parece independiente de la presencia o ausencia de la propia
proteina H-NS2. Ello nos indica que en estas condiciones o no existen los mecanismos
autorreguladores a nivel la expresion génica del propio gen, o bien estos mecanismos
reguladores estan ejercidos por la proteina H-NS. Sin embargo, cabe destacar que el hecho
de que los niveles de expresion transcripcional del gen hns2 (representados en Unidades

de Miller) sean tan bajos bajo estas condiciones dificulta observar una disminucion de la
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expresion transcripcional cuando los mutantes hns2::lacZ se complementan con el
plasmido pLG338.30hns2.
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Figura 4.24. Expresion transcripcional del gen reportero lacZ insertado en el cromosoma de la
cepa E. coli 042 bajo el control del promotor de los genes hns 'y hns2 (E. coli 042 AlacZ hns::lacZ
y E. coli 042 AlacZ hns2::lacZ). Dichas cepas se complementaron también con las proteinas
H-NS y H-NS2 codificadas en los plasmidos pLG338.30hns y pLG338.30hns2, respectivamente.
Los niveles de transcripcion se cuantificaron mediante ensayos de B-galactosidasa a partir de
cultivos crecidos en medio LB (A 'y C) o medio DMEM suplementado con glucosa al 0,45% (p/v)
(B y D) tanto a 25°C como a 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento. Se
representa el promedio y la desviacion estandar correspondientes a tres réplicas bioldgicas
independientes.

El siguiente paso fue tratar de caracterizar los niveles de expresion de la proteina H-NS2.
Para ello, se utiliz6 cepa que contenia el epitopo 3XFLAG insertado en el extremo 3’ del
gen hns2, dando lugar a la proteina H-NS2 fusionada con el epitopo proteico en su
extremo C-terminal. Con esta finalidad, se crecid la cepa E. coli 042 hns2::3XFLAG en
medio rico LB tanto a 25°C como a 37°C, y se obtuvieron extractos proteicos totales de
cultivos en fase exponencial (D.Oeoonm = 0,4) y en el inicio de la fase estacionaria
(D.Oso0onm = 2,0). Para comprobar el nivel de expresion de la proteina H-NS2::3XFLAG

en las diferentes condiciones de crecimiento analizadas, se realizé una inmunodeteccion
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de la proteina H-NS2 presente en dichos extractos utilizando un anticuerpo cuya diana es

la secuencia aminoacidica del epitopo 3XFLAG (figura 4.25).

20 kDa

15 kDa

T e S | |-NS2:3XFLAG

Figura 4.25. Analisis por Western Blot de la expresion de la proteina H-NS2::3XFLAG en medio
rico LB tanto a 25°C como a 37°C en las fases de crecimiento exponencial (D.Ogoonm 0,4) Y
estacionaria (D.Ogoonm 2,0). (A) Tincién de Coomassie de cada uno de los extractos proteicos
analizados mediante el cual se representa el control de carga en el que se muestra que la proteina
total analizada para cada extracto es similar en todas las condiciones estudiadas. (B) Resultado de
la inmunodeteccion de la proteina H-NS2::3XFLAG mediante un anticuerpo dirigido contra el
epitopo 3IXFLAG.

Se puede observar como los niveles de expresion de la proteina H-NS2::3XFLAG son
superiores a 37°C que a 25°C. Ademas, la proteina se expresa mas cuando las células
entran en la fase de crecimiento estacionaria respecto cuando las bacterias se encuentran

en fase de crecimiento exponencial.

Para poder comparar el perfil de expresion proteica de H-NS2 con el de H-NS, también
se realizo el marcaje con el epitopo 3XFLAG de la proteina H-NS de la cepa E. coli 042.
Seguidamente se realiz6 un analisis por Western Blot con el fin de inmunodetectar dicha
proteina. Para realizar este experimento comparativo, se crecieron 6 clones
independientes con el epitopo 3XFLAG insertado en el extremo 3’ del gen hns (E. coli
042 hns::3XFLAG, clones 1 al 6) y el clon con el epitopo 3XFLAG insertado en el
extremo 3’ del gen hns2 (E. coli 042 hns2::3XFLAG). Notoriamente, al crecer los cultivos
en medio LB para obtener los extractos proteicos para realizar la inmunodeteccion de las
proteinas marcadas con el epitopo 3XFLAG, la cepa E. coli 042 hns::3XFLAG presento
una tasa de crecimiento extremadamente baja (figura 4.26 (C)).
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Figura 4.26. (A) Analisis por Western Blot de la expresion comparativa de 6 clones
independientes de la cepa E. coli 042 expresando la proteina H-NS::3XFLAG y de un clon
expresando la proteina H-NS2::3XFLAG en medio rico LB a 37°C en el inicio de la fase de
crecimiento estacionaria (D.Ogsoonm 2,0). (B) Andlisis por Western Blot de la expresion de la
proteina H-NS::3XFLAG en las cepas E. coli 042 y E. coli MG1655 a partir de cultivos crecidos
en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento. (C) Curva de
crecimiento de las cepas E. coli 042 salvaje (042 WT), E. coli 042 hns::3XFLAG y E. coli 042
hns2::3XFLAG en medio LB a 25°C y 37°C. Se representan los valores correspondientes a 3
réplicas bioldgicas independientes. Las barras de error representan la desviacion estandar de los
3 valores obtenidos en cada una de las réplicas realizadas.

En la figura 4.26 (A) se puede comprobar como, ademas de la baja tasa de crecimiento
de la cepa E. coli 042 hns::3XFLAG respecto a la cepa salvaje (042 WT),
sorprendentemente no se observd expresion alguna de la proteina H-NS fusionada con el
epitopo 3XFLAG en ninguno de los clones analizados. Para descartar un posible error en
el disefio de los oligonucledtidos utilizados para realizar la insercion del epitopo en el gen
hns (hns3X pl-hns3X p2, cuya secuencia estd detallada en la tabla 9.11 presente en el
Anexo de esta memoria), se decidio utilizar esos mismos oligonucleétidos para marcar
con la secuencia 3XFLAG el gen hns de la cepa E. coli MG1655. Siguiendo el mismo
protocolo utilizado para marcar en la cepa E. coli 042 los genes hns y hns2 (Uzzau y col.,
2001), se marco el gen hns en la cepa E. coli MG1655, obteniéndose el clon de E. coli
MG1655 hns::3XFLAG. En la propia figura 4.26 (B) se puede observar como, a diferencia
de la cepa 042, en la cepa MG1655 se pudo detectar una gran expresion de la proteina

H-NS.

El hecho de no observar expresion alguna de la proteina H-NS en la cepa E. coli 042
puede indicar que, durante el proceso de recombinacion homologa necesario para la
insercion de la secuencia codificante del epitopo 3XFLAG antes del coddn de stop de la
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traduccion del gen hns de la cepa E. coli 042, se esté generando una forma truncada de la
proteina que, ademas de no ser funcional, provoca efectos deletéreos sobre el crecimiento
de la bacteria. En la figura 4.27 se indica el alineamiento realizado entre las secuencias
nucleotidicas y aminoacidicas del gen hns de las cepas E. coli 042 y E. coli MG1655 con
la finalidad de identificar alguna divergencia en la region C-terminal de ambos genes que

pudieran explicar por qué en la cepa MG1655 se pudo detectar una gran expresion de la

proteina H-NS, mientras que en la cepa 042 no se pudo observar expresion alguna.
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Figura 4.27. Alineamiento comparativo de las secuencias nucleotidicas (A) y aminoacidicas (B)
del gen hns de las cepas E. coli 042 y E. coli MG1655. Se muestra con un recuadro en negro el
Unico cambio nucleotidico entre las dos secuencias, localizado en la posicion 336. Alineamiento
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realizado mediante el programa Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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La Unica diferencia identificada entre la secuencia codificante del gen hns de la cepa
E. coli 042 respecto la cepa MG1655 es un cambio de una guanina (G) por una adenina
(A) en la posicion 336. Dicho cambio es un cambio sindnimo ya que tanto el codon CAG
como el codén CAA codifican para el mismo aminoacido (glutamina, Q), presente en la
posicion 112 de la secuencia aminoacidica de la proteina H-NS. Por todo ello, dada la
total identidad de la secuencia proteica de H-NS entre las cepas de E. coli 042 y MG1655,
desconocemos el motivo por el cual, al tratar de insertar una secuencia en el extremo 3’
del gen hns de la cepa E. coli 042, se genere una construccién truncada con importantes

efectos negativos sobre la fisiologia de la bacteria.

Por el contrario, la adicién del epitopo 3XFLAG en el extremo C-terminal de la proteina
H-NS2 no provoca cambios en la tasa de crecimiento respecto a la cepa salvaje y permite
determinar la expresion de la proteina (figuras 4.25 y 4.26 (A)). Ademas, ya que H-NS2
se expresa mas en condiciones de estrés y limitacion de nutrientes (situacion
correspondiente a la fase estacionaria de crecimiento bacteriano), también se decidid
analizar la expresion de esta proteina en medio de crecimiento minimo. Para ello, la cepa
con la construccion hns2::3XFLAG se creci6 en medio LB, medio minimo M9
suplementado con glucosa al 0,40% (p/v) y medio DMEM suplementado con glucosa al
0,45% (p/v), tanto a 25°C como a 37°C. De cada cultivo se obtuvieron los
correspondientes extractos proteicos para poder inmunodetectar posteriormente la
proteina H-NS2::3XFLAG. A partir de esos mismos extractos proteicos, también se
analiz6 la expresion de la proteina H-NS utilizando anticuerpos especificos dirigidos

contra esta proteina (figura 4.28).

A pesar de no poder comparar la expresion de H-NS y H-NS2 utilizando el mismo
anticuerpo dirigido contra el epitopo 3XFLAG, si que se pueden observar diferencias en
el patron de expresion de estas dos proteinas al inmunodetectar H-NS con un anticuerpo
especifico. Se puede observar como, tal y como se ha descrito por parte de (Hinton y col.,
1992; Free y col., 1995; Miiller y col., 2010), los niveles de expresion de la proteina
H-NS se mantienen relativamente constantes independientemente de las condiciones de
crecimiento de la bacteria. Por el contrario, los niveles de expresion de la proteina H-NS2
son mas variables, expresandose con una mayor intensidad cuando las bacterias crecen
en una situacion de estrés bajo limitacién de nutrientes, como el crecimiento en medios

no ricos como son el medio DMEM o el medio minimo M9.
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Figura 4.28. Analisis por Western Blot de la expresion de las proteinas H-NS2::3XFLAG (B) y
H-NS (C) en medio rico LB, medio minimo M9 (suplementado con glucosa al 0,40% (p/v)) y
medio DMEM (suplementado con glucosa al 0,45% (p/v)) tanto a 25°C como a 37°C en el inicio
de la fase de crecimiento estacionaria (D.Osoonm 2,0). El panel de arriba (A) muestra la tincion de
Coomassie de cada uno de los extractos proteicos analizados y representa el control de carga en
el que se muestra que la proteina total analizada para cada extracto es similar en todas las
condiciones estudiadas.

Para acabar de validar los datos de expresion del gen hns2 en las diferentes condiciones
de cultivo analizadas, se realiz6 un analisis transcripcional por gRT-PCR para
correlacionar los niveles de transcripcion del gen hns2 con los niveles de expresién
proteica observados en la figura 4.28 (B). En la figura 4.29 se representan los valores
correspondientes al nivel de transcripcion del gen hns2 expresados de manera relativa al
nivel de expresion de dicho gen bajo condiciones de crecimiento en medio rico (LB) a

37°C cuando las células entran en la fase estacionaria de crecimiento.
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Figura 4.29. Expresion relativa del gen hns2 en diferentes condiciones de cultivo (medio rico
LB, medio minimo M9 y medio DMEM, tanto a 25°C como a 37°C, en las fases de crecimiento
exponencial y el inicio de la fase estacionaria) respecto a los niveles de expresion del gen hns2 en
medio LB a 37°C en la fase estacionaria de crecimiento. La expresion del gen hns2 se monitorizo
por gRT-PCR, utilizando los oligonucleétidos hns2 RT Fw/Rv. Los resultados fueron
normalizados mediante la deteccion del gen interno gapA mediante los oligonucle6tidos gapA042
RT Fw/Rv. Se representan los valores correspondientes a 3 réplicas bioldgicas independientes
(realizadas con tres réplicas técnicas cada una). Las barras de error representan la desviacion
estandar de los 3 valores obtenidos en cada una de las réplicas realizadas.

Globalmente, parece existir una buena correlacion entre los niveles de transcripcion del
gen hns2 monitorizados por qRT-PCR y los niveles de expresion de la proteina detectados
mediante Western Blot (figura 4.28 (B) y 4.29). A diferencia del gen hns, que se expresa
de manera constitutiva independientemente de las condiciones del cultivo (temperatura,
limitacion de nutrientes o fase de crecimiento), la expresion del gen hns2 es dependiente
de la fase de crecimiento bacteriana (expresibn mayor en la fase de crecimiento
estacionaria respecto a la fase exponencial), de la temperatura (mayor expresién a 37°C
que a 25°C) y de la disponibilidad de nutrientes en el medio (ante una situacion de
limitacion y una menor disponibilidad de nutrientes la expresion del gen hns2 se

incrementa).

También se quiso analizar si, tal y como ocurre en el caso de la proteina StpA la cual,
ante una situacion de ausencia de la proteina H-NS se sobreexpresa y es capaz de
compensar parcialmente la inactivacion del gen hns actuando como un reservorio
molecular de esta proteina (Shi y Bennet, 1994; Williams y col., 1996; Deighan y col.,
2000), la proteina H-NS2 presenta un comportamiento anélogo. Para ello, se mutagenizé

el gen hns en la cepa E. coli 042 que presenta la construccion 3XFLAG en el extremo
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C-terminal de la proteina H-NS2, y se compar6 por Western Blot la expresion de dicha

proteina en un fondo genético salvaje respecto un fondo genético hns'.

En la figura 4.30 se puede observar como, tal y como ocurre en el caso de la proteina
StpA, la proteina H-NS2 se sobreexpresa en ausencia de H-NS tanto si las bacterias crecen
a 25°C 0 37°C, o si se encuentran en la fase de crecimiento exponencial o estacionaria.

H-NS2::3XFLAG

Figura 4.30. Analisis por Western Blot de la expresion de la proteina H-NS2::3XFLAG en un
fondo genético salvaje (042 hns2::3XFLAG) y un fondo genético hns™ (042 Ahns hns2::3XFLAG)
en medio LB tanto a 25°C (A 'y B) como a 37°C (C y D), en las fases de crecimiento exponencial
(D.0O600nm 0,4) y estacionaria (D.Ogoonm 2,0). EI panel superior muestra la tincion de Coomassie de
cada uno de los extractos proteicos analizados y representa el control de carga en el que se muestra
que la proteina total analizada para cada extracto es similar en todas las condiciones estudiadas.
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4.2.7 Perfil de interaccion de la proteina H-NS2 con otras
proteinas de la cepa E. coli 042

Ya que la proteina H-NS es capaz de interaccionar con otras proteinas (entre las que
destacan Hha, YdgT y StpA) formando de esta manera heterocomplejos proteicos que
presentan una gran capacidad para regular eficientemente genes adquiridos por
transferencia horizontal (Ali y col., 2013), se decidi6 investigar con qué otras proteinas
es capaz de interaccionar la proteina H-NS2. Para ello, se clon6 el gen hns2 en los
plasmidos pLATE31 y pLATES1 (Thermo Scientific), a través de los cuales se introdujo
una cola de 6 histidinas en los extremos C- y N-terminal (respectivamente) del gen
clonado. Dichos plasmidos se introdujeron en la cepa E. coli BL21 (DE3), donde se
sobreexpresaron las correspondientes proteinas 6His-H-NS2 (N-terminal) y H-NS2-6His
(C-terminal) bajo el control del promotor de la ARN polimerasa T7 inducible por IPTG.
Los extractos proteicos obtenidos se mezclaron con una matriz de Ni2*-NTA agarosa Yy,
tras permitir la union de las proteinas a la resina a través de la interaccién por afinidad
entre las histidinas y los iones niquel (y posteriormente lavar las proteinas no unidas), se
eluyeron las proteinas retenidas en la matriz mediante la adicién de un tampdn con
concentraciones crecientes de imidazol (200 mM, 500 mM y 1 M). Las diferentes
fracciones obtenidas en el proceso de purificacion se analizaron mediante electroforesis
en geles desnaturalizantes de poliacrilamida en Tris-Tricina-SDS, en los que las proteinas
se tifieron posteriormente con Azul de Coomassie (figura 4.31).

En la fraccion correspondiente al extracto proteico total de la cepa E. coli BL21 (DE3)
conteniendo los plasmidos pLATES1 6HIS-H-NS2 y pLATE31 H-NS2-6HIS se puede
observar una banda de mayor intensidad correspondiente a la sobreexpresion de la
proteina H-NS2 (la proteina muestra un tamafio mayor al teérico en funcion de su
secuencia aminoacidica debido a la adicion de la cola de 6 histidinas). En las fracciones
correspondientes a la elucion de las proteinas unidas a la resina de niquel, ademas de la
proteina H-NS2 purificada (proteina mas abundante de la fraccion, siendo la purificacion
de la proteina con las 6 histidinas en el extremo N-terminal mas eficiente ya que ha
permitido obtener mas proteina purificada que la construccién con las 6 histidinas en el
extremo C-terminal), se pueden observar otras bandas proteicas correspondientes a

proteinas de la cepa E. coli BL21 (DE3) que han coeluido con la propia proteina H-NS2.
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Figura 4.31. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las diferentes fracciones proteicas
obtenidas durante el proceso de purificacion de la proteina H-NS2 fusionada con un epitopo de 6
histidinas en sus extremos N-terminal (A) y C-terminal (B). El proceso de sobrexpresién proteica
se realiz6 en la cepa E. coli BL21 (DE3). Se muestran las fracciones correspondientes al extracto
total de proteinas de la célula, las proteinas no unidas a la resina después de su interaccion con la
resina de Ni%*-agarosa, dos lavados de la resina con imidazol 50 mM, y las eluciones proteicas
correspondientes (1-3 se realizaron con imidazol 200 mM, la 42 elucién con 500 mM vy la 52
elucion con 1 M de imidazol) en las que se pueden observar las bandas correspondientes a la
proteina purificada, identificadas mediante un asterisco.
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Sin embargo, ya que el objetivo era poder definir con qué proteinas de la cepa E. coli 042
es capaz de interaccionar la proteina H-NS2, las proteinas eluidas y purificadas con
imidazol 200 mM (3 eluciones en total, marcadas con un asterisco en la figura 4.31), se
mezclaron con un extracto proteico total de las proteinas de E. coli 042, se dejaron
interaccionar durante 16 horas a 4°C y se purificaron de manera analoga al procedimiento
anterior mediante una cromatografia de afinidad con una matriz de Ni?*-NTA agarosa.
Las diferentes fracciones obtenidas en este nuevo proceso de purificacion se separaron
mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida en Tris-Tricina-SDS,

en el que las proteinas se tifieron posteriormente con Azul de Coomassie (figura 4.32).
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Figura 4.32. Electroforesis en gel de poliacrilamida en el que se muestra el resultado de la
purificacion de la proteina H-NS2 junto con las proteinas de E. coli 042. Las proteinas H-NS2
sobreexpresadas y purificadas con las 6 histidinas en su extremo N-terminal (A) o C-terminal (B)
se dejaron interaccionar con un extracto proteico total de la cepa E. coli 042 y se purificaron
mediante cromatografia de afinidad. Se muestran las fracciones correspondientes a dos lavados
con imidazol 50 mM de las proteinas no unidas a la resina y las eluciones proteicas
correspondientes (1-3 con imidazol 200 mM, la 42 elucion con 500 mM vy la 52 elucién con 1 M
de imidazol). Con un asterisco en rojo se muestra la proteina H-NS2 con la fusion de las 6
histidinas en su extremo N-terminal; con un asterisco en azul se indica la proteina H-NS2 con las
6 histidinas en su extremo C-terminal.

Con el fin de identificar qué proteinas de E. coli 042 habian copurificado con la proteina
H-NS2 durante el proceso de sobreexpresion y purificacion, las fracciones
correspondientes a las eluciones 1 y 2 de ambas purificaciones (figura 4.32 (A) y (B)) se
enviaron al servicio de la “Plataforma de Proteomica del Parc Cientific de Barcelona”.
Las proteinas presentes en cada una de las eluciones se digirieron con tripsina, y los
péptidos resultantes se purificaron mediante cromatografia liquida acoplada a un

espectrometro de masas. Mediante los sotfware Thermo Proteome Discoverer (v.1.4.1.14)
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y Sequest HT se compar0 el espectro de masas de cada uno de los péptidos obtenidos para

identificar las proteinas correspondientes en la base de datos Swiss Prot.

En la tabla 4.4 se indican las proteinas codificadas en el genoma de E. coli 042 que han
coeluido (y que por tanto interaccionan) con la proteina H-NS2 durante el proceso de
purificacion (se representan tanto las proteinas que han coeluido con la proteina
6HIS-(N-Terminal)-H-NS2 como las que han coeluido con la proteina H-NS2-6HIS-
(C-terminal)).

Proteinas copurificadas con H-NS2 Score* PSM** Coverage (%) ***
(N-Terminal)-6HIS-H-NS2* 1810,19 719 71,11
H-NS2-6HIS-(C-Terminal)* 1302,40 535 75,56

Proteasa Lon* 1075,31 396 72,96

Proteina de unién al ADN H-NS* 718,66 298 69,34
Regulador transcripcional Yqjl 461,56 221 79,73

ADN topoisomerasa 1 104,95 50 44,62

Proteina de unién al ADN StpA 93,70 45 74,18
Poliribonucleétido nucleotidiltransferasa Pnp 54,29 19 35,72
Helicasa IV 51,51 18 39,47

Proteina asociada a la recombinacion RdgC 26,79 9 24,75

*Abundancia relativa de las proteinas presentes en la muestra.

**Peptide Spectrum Match (PSM): Pardmetro que muestra el nimero total de secuencias
peptidicas identificadas para cada proteina.

*** Indicador que muestra el porcentaje de la secuencia de la proteina cubierta por los péptidos
identificados por LC/MS (cromatografia liquida/espectrometria de masas).

Tabla 4.4. Resultados de la identificacion por espectrometria de masas de las proteinas de E. coli
042 con las que interacciona la proteina H-NS2. Se representan globalmente los resultados
correspondientes a todas las proteinas que han coeluido tanto con la proteina 6HIS-H-NS2 como
con la proteina H-NS2-6HIS.

Las proteinas que presentan una mayor abundancia relativa en las eluciones analizadas
(ademas de las dos construcciones de la proteina H-NS2 sobreexpresada y purificada) son
H-NS y Lon. Ademas, también se han podido identificar las proteinas StpA 'y el regulador
transcripcional Yqjl como otras proteinas con las que H-NS2 tiene la capacidad de
interaccionar. Sin embargo, bajo esta aproximacion experimental, no se pudo encontrar
interaccion alguna entre H-NS2 y la proteina Hha. Ello puede ser debido a que, como la
concentracion intracelular de la proteina Hha es relativamente baja, para poder
identificarla como una proteina de interaccion en experimentos de purificacion de
proteinas por cromatografia de afinidad se requiere la sobreexpresion de la misma (Nieto
y col., 2000). Bajo este precepto, en experimentos anteriores realizados por nuestro grupo
de investigacion con el fin de identificar nuevas parejas de interaccion de la proteina Hha,
si se logro identificar también la proteina H-NS2 (resultados no publicados).
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Para validar los datos obtenidos analizando las fracciones eluidas, se recortaron del gel
representado en la figura 4.32 (A) las dos bandas que presentaban una mayor intensidad
(ademaés de la banda correspondiente a la proteina H-NS2 purificada) y se enviaron de
nuevo al servicio de la “Plataforma de Protedomica del Parc Cientific de Barcelona” donde,
de manera analoga a las eluciones liquidas de las proteinas en imidazol 200 mM, se
identificaron por espectrometria de masas. Tal y como era de esperar en funcion de los
valores de abundancia relativa observados en la tabla 4.4, dichas proteinas, marcadas con
un asterisco en verde y negro en la figura 4.32 (A), corresponden a las proteinas H-NS y

Lon, respectivamente.

Este patron de interaccion que presenta la proteina H-NS2 es muy similar al descrito para
la proteina StpA. En referencia a la interaccion de la proteina StpA con la proteasa Lon,
esta proteina es sensible a la degradacion por parte de esta familia de proteasas,
principalmente en ausencia de H-NS. La formacion de los heterodimeros H-NS-StpA
aporta a esta Ultima un mecanismo de proteccion contra la degradacion por parte de estas
proteasas (Johansson y Uhlin, 1999; Johansson y col., 2001). Por todo ello, ya que H-NS2
también presenta la capacidad de interaccionar con la proteasa Lon, se planted la
posibilidad de analizar si esta proteina también es sensible a la degradacion proteolitica
catalizada por esta proteasa. Con este fin, se realizaron ensayos de estabilidad proteica in
vivo, siguiendo el protocolo descrito por (Geuskens y col., 1992). La estabilidad de la
proteina H-NS2::3XFLAG se monitorizd después de inhibir la sintesis proteica total
mediante la adicion de cloranfenicol (antibiético bacteriostatico que actia como un
inhibidor de la subunidad 50S del ribosoma) a una concentracion final de 25 pgr/ml a los
cultivos bacterianos crecidos hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento en LB
(ya que la cepa E. coli 042 presenta resistencia a cloranfenicol, para poder realizar este
experimento previamente se delecioné el gen cat, presente en el transposon Tn2411 y
responsable de conferir resistencia a este antibiotico). Se tomd una muestra de cada
cultivo a tiempo 0 (antes de afadir el antibi6tico) y 1 y 2 horas después de afadir el
antibidtico e inhibir la traduccion proteica, para posteriormente extraer el contenido
proteico total de cada cultivo y realizar una inmunodeteccion mediante Western Blot para
analizar los niveles de expresion de la proteina H-NS2 a lo largo del tiempo. La
estabilidad de la proteina H-NS2::3XFLAG se analiz6 en los fondos genéticos salvaje,
hns’, lon" y hns’lon™. En la figura 4.33 se muestran los resultados de los experimentos de
estabilidad de la proteina H-NS2 en medio LB tanto a 37°C como a 25°C.
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A 042 Acat 042 Acat Ahns 042 Acat Alon 042 Acat Ahns Alon
E hns2 3/H7LAG hns7 :3XFLAG hns2::3XFLAG hns2::3XFLAG
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de cloranfenicol 25 pgr/ml
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Figura 4.33. Analisis por Western Blot de la estabilidad proteica de la proteina H-NS2::3XFLAG
en un fondo genético salvaje (042 hns2::3XFLAG), hns™ (042 Ahns hns2::3XFLAG), lon™ (042
Alon hns2::3XFLAG) y hnslon™ (042 AhnsAlon hns2::3XFLAG). Las condiciones de cultivo
analizadas fueron medio de crecimiento rico LB tanto a 37°C (A) como a 25°C (B) de cultivos
bacterianos crecidos hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento. Las muestras se
analizaron después de inhibir la sintesis proteica total al afiadir cloranfenicol a una concentracion
final de 25 pgr/ml. Los paneles superiores muestran la tincion de Coomassie realizada para cada
uno de los extractos analizados, representando un control de carga proteica homogénea para cada
una de las condiciones analizadas.

Se puede observar como, a diferencia de lo descrito en el caso de la proteina StpA, los
niveles de expresion de la proteina H-NS2 se mantienen relativamente estables después
de inhibir la traduccion proteica en un fondo genético salvaje (con la presencia de la
proteasa Lon). Dicha estabilidad también se mantiene en un fondo genético sin la proteina
H-NS, situacion en la que, tal y como se ha descrito anteriormente (figura 4.30), los
niveles de expresion de la proteina H-NS2 se incrementan para tratar de compensar la

pérdida de la proteina H-NS.

Ya que no se pudo observar degradacion alguna de la proteina H-NS2 en un fondo
genético hns, se quiso analizar si, en la cepa E. coli 042, el mecanismo protector sobre la
proteina H-NS2 contra degradacion por parte de la proteasa Lon lo proporcionaba la
presencia de la proteina StpA. Para ello, de manera analoga a los experimentos anteriores,
se estudio también la estabilidad proteica de la proteina H-NS2 en un mutante que no
expresara la proteina StpA (E. coli 042 AstpA hns2::3XFLAG). Bajo esta premisa, se
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analizo la estabilidad de la proteina H-NS2 en los fondos genéticos salvaje, stpA-, lon"y

stpA'lon” bajo las mismas condiciones experimentales que el experimento anterior.

A

042 Acat 042 Acat AstpA 042 Acat Alon 042 Acat AstpA Alon
hns2::3XFLAG hns2::3XFLAG hns2::3XFLAG hns2::3XFLAG

I 1T 1 0 1T 1

ol
b= 0 1 2 0 1 20 1 2

Tiempo (h) después de la adicion
de cloranfenicol 25 pgr/ml

0 1

- - 20 kDa
\ 15 kDa

A b AV

LB 37°C -“---—----’ H-NS2::3XFLAG

~ | 20kDa

| 15kDa

LB 259 | st i e e s s i e e = | [ NGO 3XF] AG

Figura 4.34. Andlisis por Western Blot de la estabilidad proteica de la proteina H-NS2::3XFLAG
en un fondo genético salvaje (042 hns2::3XFLAG), stpA™ (042 AstpA hns2::3XFLAG), lon™ (042
Alon hns2::3XFLAG) y stpAllon™ (042 AstpAAlon hns2::3XFLAG). Las condiciones de cultivo
analizadas fueron medio de crecimiento rico LB tanto a 37°C (A) como a 25°C (B) de cultivos
bacterianos crecidos hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento. La cantidad de proteina
se analizé después de inhibir la sintesis proteica al afiadir cloranfenicol al medio de cultivo a una
concentracion final de 25 pgr/ml. El panel de arriba muestra la tincion de Coomassie de cada uno
de los extractos proteicos analizados y representa el control de carga en el que se muestra que la
proteina total analizada para cada extracto es similar en todas las condiciones estudiadas.

En este caso (figura 4.34), tampoco se pudo observar degradacion alguna de la proteina
H-NS2 en ausencia de la proteina StpA. Ademas, a diferencia de lo que ocurria en el caso
del fondo genético hns™ (donde se produce la sobreexpresion de la proteina H-NS2), la

ausencia del gen stpA no provoca cambio alguno en la expresion de H-NS2.

Ya que no se vio afectacion alguna en la estabilidad de la proteina H-NS2 en medio de
crecimiento rico independientemente de la presencia o ausencia de las proteinas H-NS o
StpA, se opté por analizar la estabilidad de esta proteina en otras condiciones de
crecimiento. Concretamente, se realizaron nuevos ensayos de estabilidad proteica in vivo
a partir de cultivos crecidos en medio minimo M9 suplementado con glucosa al 0,40%
(p/v) (figura 4.35).
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Figura 4.35. Andlisis por Western Blot de la estabilidad proteica de la proteina H-NS2::3XFLAG
en un fondo genético salvaje (042 hns2::3XFLAG), stpA™ (042 AstpA hns2::3XFLAG) y hns™ (042
Ahns hns2::3XFLAG). Las condiciones de cultivo analizadas fueron medio de crecimiento
minimo M9 (suplementado con glucosa al 0,40% (p/v)) tanto a 37°C (A) como a 25°C (B) de
cultivos bacterianos crecidos hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento. La cantidad de
proteina se monitoriz6 después de inhibir la sintesis proteica al afiadir cloranfenicol a una
concentracion final de 25 pgr/ml. El panel de arriba muestra la tincion de Coomassie de cada uno
de los extractos proteicos analizados y representa el control de carga en el que se muestra que la
proteina total analizada para cada extracto es similar en todas las condiciones estudiadas.

Bajo estas condiciones de crecimiento, tampoco se observé afectacion alguna a nivel de
la tasa de degradacion proteolitica de la proteina H-NS2, ya que los niveles de proteina
se mantienen estables y constantes incluso 3 horas después de inhibir la traduccién
proteica. Por todo ello, independientemente de la presencia o ausencia de las proteinas
H-NS o StpA, la proteina H-NS2 no es sensible a la degradacion proteolitica por parte de
la proteasa Lon, por lo que seria necesario realizar mas experimentos para tratar de
entender cual es el significado biolégico de la interaccion fisica entre H-NS2 y esta

proteasa.
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4.2.8 Efectos de las mutaciones en los genes hns y hns2 sobre el
transcriptoma global de la cepa E. coli 042

Para tratar de profundizar en el papel regulador de la expresion génica de las proteinas
H-NS y H-NS2 en la cepa E. coli 042 se analizé el perfil global del transcriptoma derivado
de las mutaciones en los genes hns, hns2 y en el doble mutante hns hns2, comparandose
a su vez con el perfil transcriptomico de la cepa E. coli 042 WT. Estos ensayos
transcriptomicos se realizaron a partir de cultivos crecidos en medio LB a 37°C hasta el
inicio de la fase estacionaria de crecimiento (D.Osoonm=2,0), donde el aislamiento del
ARN vy el procesamiento de las muestras para obtener los datos relativos a la expresion
de cada gen se realizaron en colaboracién con la empresa Vertis Biotechnologie AG
(Freising-Weihenstephan, Alemania), siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.8.5
de Materiales y Métodos.

Los resultados de este experimento se encuentran publicados en su totalidad en la base de
datos GEO (Gene Expression Omnibus) Sequence Read Archive del NCBI bajo el nimero
de acceso GSE105133, ademas de en el apartado 9.2 del Anexo de esta memoria, en las
tablas 9.12, 9.13 y 9.14.

Teniendo en cuenta que el principal papel regulador de la expresion génica por parte de
la proteina H-NS tiene lugar a través de la represion de la misma, en estos analisis
transcriptomicos nos centraremos en aquellos genes que en ausencia de la proteina H-NS

(o su pardlogo H-NS2) su expresion se ve aumentada.

En la tabla 4.5 (A) se representa el listado de genes que muestran un mayor nivel de
sobreexpresion en un mutante Ahns. En dicha tabla también se indica el nivel de expresion

relativa de dichos genes en los fondos genéticos AhhaAhha2, Ahns2 y AhnsAhns2.

181



4. RESULTADOS

Fold change
Identificador NCBI (locus tag) Ahns  AhhaAhha2 Ahns2 AhnsAhns2

ECO42_RS_08585 (gadB glutamate decarboxylase 430 2.9 3.0 87.8
beta subunit)
ECO42_R82_0290 (gadA glutamate decarboxylase 37.6 31 45 598
alpha subunit)
EC_O42_R808580 _(gadC glutamate/gamma- 34,7 3.4 43 68.3
aminobutyrate antiporter)
ECO4_2_R801725 (matB putative fimbrial 333 33 41 108.8
protein)
EC042_RS20250 (hdeA putative periplasmic

. 26,1 - - 60,3
acid stress chaperone)
ECO42__R_801730 (matA putative fimbrial 227 42 40 70.0
transcriptional regulator)
EC042_RS05780 (tRNA-Ser) 19,3 34 4,8 3,0
EC042_RS15335 (stpA DNA-binding protein) 18,6 4.4 3,1 83,7
ECOA:Z_R820255 (hdeD putative acid resistance 17.8 25 35 36.7
protein)
EC042_RS20260 (gadE transcriptional regulator) 16,6 3,2 4,5 32,9
EC042_RS06765 (tRNA-Tyr) 16,3 7,8 5,6 -
EC042_RS13160 (hypothetical protein) 15,7 2,6 - 2,4
ECO42_F_2821295 (CesD/SycD/LcrH family type 156 76 3.9 4.2
I11 secretion system chaperone)
EC042_RS01715 (putgtlve fimbrial outer 15.1 41 48 29,0
membrane usher protein)
EC042_RS20245 (acid-activated periplasmic 151 i 24 371
chaperone hdeB)
EC042_RS06770 (tRNA-Tyr) 14,8 6,6 3,8 -
EC042_RS04580 (hypothetical protein) 14,5 - - 2,4
EC042_RS01720 (putative fimbrial protein) 14,2 5,4 7,0 28,0
EC042_RS20090 (hypothetical protein) 14,0 4,0 5,4 25,3
EC042_RS07750 (type I toxin-antitoxin lar) 13,9 4,2 13,9 55
EC042_RS01270 (hypothetical protein) 13,6 3,7 - 6,7
EC042_RS24770 (tRNA-Gly) 13,5 - - -
EC042_RS09275 (hypothetical protein) 13,3 10,3 11,8 2,6
EC042_RS01065 (tRNA-Ala) 12,8 3,3 2,0 2,5
EC042_RS18940 (tRNA-Ala) 12,8 3,0 2,1 2,8
EC042_RS26795 (hypothetical protein) 12,2 3,7 6,3 -
EC042_RS16270 (hypothetical protein) 12,2 5,7 41 5,0
EC042_RS11015 (tRNA-Leu) 12,1 3,5 3,3 -
EC042_RS11620 (tRNA-Arg) 12,0 3,1 2,7 2,5

Tabla 4.5 (A). Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el cromosoma de la cepa
E. coli 042 Ahns, expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de dichos
genes en la cepa E. coli 042 WT. También se indican los valores de expresion relativa de dichos
genes en los mutantes AhhaAhha2, Ahns2 y AhnsAhns2. Los datos transcriptomicos fueron
obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la empresa biotecnolégica

Vertis Biotechnologie AG.
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Los datos de la tabla anterior muestran que la ausencia del gen hns provoca la
sobreexpresion de una gran nimero de genes implicados en la respuesta bacteriana a pH
acido (gadA, gadB, gadC, gadE, hdeA, hde, etc), ademéas de genes implicados en la
sintesis de fimbrias (matA, EC042_RS01715, EC042_RS01720, etc) y genes codificantes
por ARNSs de transferencia, tal y como se ha descrito en el caso del mutante Ahha (Garcia-
Contreras y col., 2008) y en el transcriptoma global del mutante Ahha2 (tabla 4.3 (B)).
Ademés, muchos de los genes regulados por H-NS también se encuentran
diferencialmente expresados en un mutante Ahns2 y en ¢l doble mutante AhhaAhha2,
hecho que demuestra fendmenos de co-regulacion de la expresion génica de un gran
namero de genes por parte de las proteinas H-NS, H-NS2, Hha y Hha2. Cabe destacar
ademas que, para la gran mayoria de genes, el nivel de sobreexpresion observado en el
mutante Ahns se acentla de manera mucho mas notoria en el caso del doble mutante
AhnsAhns2. Es importante también mencionar aqui que algunos de los genes regulados

por H-NS no estan regulados ni por H-NS2 ni por Hha.

En la tabla 4.5 (B) se representan los genes mayormente sobreexpresados bajo el fondo
genético Ahns2 respecto a la cepa salvaje. En dicha tabla también se indica el nivel de
expresion relativa de dichos genes en los fondos genéticos AhhaAhha2, Ahns y
AhnsAhns2.

Fold change

Identificador NCBI (locus tag) Ahns2 AhhaAhha2 Ahns AhnsAhns2
EC042_RS05870 (hypothetical protein) 12,1 7,7 10,1 -
EC042_RS09275 (hypothetical protein) 11,8 10,3 13,3 2,6
EC042_RS07145 (hypothetical protein) 11,3 10,2 6,0 -
EC042_RS26995 (hypothetical protein) 11,3 8,6 6,1 -
EC042_RS18795 (hypothetical protein) 11,2 8,6 8,8 -
EC042_RS11295 (hypothetical protein) 10,3 10,6 11,4 2,0
EC042_RS13835 (tRNA-Arg) 10,1 8,5 8,6 -
EC042_RS24055 (antitoxin hypothetical
protein) ( P 96 6.9 4.9 i
EC042_RS22745 (DUF3521 domain-containin
protein) ( 96 6.2 6.1 i
EC042_RS03185 (hypothetical protein) 9,3 7,1 8,1 -
EC042_RS17205 (hypothetical protein) 9,2 6,9 4,3 -
EC042_RS17210 (hypothetical protein) 91 7,4 6,4 -
EC042_RS03005 (envY porin thermoregulato
protein) ( P Y 90 6.5 o4 i
EC042_RS24455 (hypothetical protein) 8,8 8,8 3,9 -
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EC042_RS17185 (putative ATP/GTP-binding

protein) 87 63 48 i
EC042_RS17230 (hypothetical protein) 8,6 6,0 4.4 -
EC042_RS21255 (putative prophage protein) 8,6 5,8 59 -
ECO_42_RS?5650 (putative RadC-like DNA 85 71 6.2 i
repair protein)

EC042_RS18375 (hypothetical protein) 8,5 6,5 7,2 -
EC042_RS17220 (putative DNA repair protein) 8,5 6,9 6,1 -
EC042_RS11730 (hypothetical protein) 8,4 8,5 8,5 2,2
ECO4_2_R824065 (putative plasmid-like 8.4 5.2 5.1 i
protein)

EC042_RS17215 (putative antirestriction

orotein] (P 8,4 6,9 5,7 -
EC042_RS07390 (hypothetical protein) 8,3 7,7 7,4 -
EC042_RS12065 (hypothetical protein) 8,3 6,2 8,2 2,3
EC042_RS13250 (hypothetical protein) 8,2 50 4,5 -
EC042_RS20520 (putative acetyltransferase) 8,1 4,5 4,3 -
EC042_RS23195 (hypothetical protein) 8,0 59 51 -
EC042_RS17225 (hypothetical protein) 8,0 6,1 4,9 -

Tabla 4.5 (B). Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el cromosoma de la cepa
E. coli 042 Ahns2, expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de dichos
genes en la cepa E. coli 042 WT. También se indican los valores de expresion relativa de dichos
genes en los mutantes AhhaAhha2, Ahns y AhnsAhns2. Los datos transcriptomicos fueron
obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracién con la empresa biotecnoldgica
Vertis Biotechnologie AG.

Tal y como se puede observar, los genes que presentan un mayor nivel de sobreexpresién
en el mutante sencillo Ahns2 (mayoritariamente proteinas hipotéticas sin funcion
atribuida adquiridas a través de mecanismos de transferencia génica horizontal), también
se encuentran altamente desregulados en el mutante sencillo Ahns y en el doble mutante
AhhaAhha2, indicando de nuevo fenémenos de co-modulacion de la expresion génica por
parte de este grupo de proteinas. Curiosamente, en el caso del doble mutante AhnsAhns2,
estos efectos se atenian hasta no llegarse a detectar expresion diferencial alguna en dicho
fondo genético. A diferencia de lo que sucede en el caso de la proteina H-NS, todos los
genes regulados por H-NS2 tambien se encuentran regulados por H-NS y por Hha.

En la tabla 4.5 (C) se representan los genes mayormente sobreexpresados en el fondo
genético AhnsAhns2 respecto a la cepa salvaje. En dicha tabla también se indica el nivel

de expresion relativa de dichos genes en los fondos genéticos AhhaAhha2, Ahns y Ahns2.
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Fold change
Identificador NCBI (locus tag) AhnsAhns2 AhhaAhha2 Ahns Ahns2

ECO4_2_R801725 (matB putative fimbrial 108,8 33 333 41
protein)
ECO42_RS_08585 (gadB glutamate decarboxylase 878 2.9 430 30
beta subunit)
EC042_RS15335 (stpA DNA-binding protein) 83,7 4.4 186 31
EC042_RS07290 (gsiB hypothetical protein) 77,6 2,9 9,3 3,3
ECO42__R_801730 (matA putative fimbrial 70.0 4.2 227 40
transcriptional regulator)
EC_O42_R808580 _(gadC glutamate/gamma- 68.3 34 347 43
aminobutyrate antiporter)
EC042_RS20250 (hdeA putative periplasmic

. 60,3 - 26,1 -
acid stress chaperone)
ECO42_R82_0290 (gadA glutamate decarboxylase 59.8 31 376 41
alpha subunit)
EC042_RS08660 (fimbrial protein) 52,8 13,1 10,3 -
EC042_RS11605 (anti-adapter protein IraM) 41,1 4,9 10,0 -
EC042_RS20245 (acid-activated periplasmic 371 i 15.1 2.4
chaperone hdeB)
ECO4_2_R820255 (hdeD putative acid resistance 36.7 25 178 35
protein)
EC042_RS20260 (gadE transcriptional regulator) 32,9 3,2 16,6 45
ECO4_2_R807280 (ferritin-like domain-containing 313 47 8.8 48
protein)
ECO4_2_RSO7285 (ferritin-like domain-containing 304 41 8.0 3.9
protein)
EC042_RS01715 (pute_ltlve fimbrial outer 290 41 151 48
membrane usher protein)
EC042_RS01720 (putative fimbrial protein) 28,0 5,4 14,2 7,0
ECO42_R82009Q (hypothetical protein 253 4.0 140 54
membrane protein)
EC042_RS11225 (transcriptional regulator rcsA) 25,2 2,6 106 31
EC_O42__RSl708_5 (mchD putative microcin H47 250 3.4 6.2 20
activating protein)
ECO42_R803395 (lipid IVA 233 2.7 8.3 3.9
palmitoyltransferase)
E_CO42_RS_12270 (wcaF putative colanic acid 233 2.4 0.8 3.8
biosynthesis acetyltransferase)
EC042_RS12265 (gmd GDP-mannose 4,6- 229 31 105 43
dehydratase)
EC042_RS24110 (hypothetical protein) 22,6 - 4,2 -
EC042_RS26710 (hypothetical protein) 22,5 - 4.4 -
EC042_RS09025 (cspl cold shock-like protein) 21,0 5,0 109 44
EC042_RS01710 (fimbria adhesin EcpD) 20,6 2,5 113 32
EC042_RS17080 (mchE microcin H47 secretion
protein colicin V secretion protein CvaA) 20,6 3,6 81 3.0
EC042_RS08655 (fimbrial chaperone) 19,6 9,3 7,7 4,8
EC042_RS19635 (aaspG fimbrial adhesin) 19,4 2,6 6,1 3,0
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EC042_RS08860 (cold-shock protein) 18,8 6,4 11,1 59
ECO42_RSO_1210 (putative type VI secretion 18 8 6.0 8.7 6.8
system protein)
E_CO42_F§820190 (slp outer membrane 18.6 i 0.3
lipoprotein)
EC042_RS12275 (wcakE putative colanic acid

. . 17,4 - 7,4 3,0
biosynthesis glycosyl transferase)
EC042_RS26340 (hypothetical protein) 16,8 59 6,0 2,1
EC042_RS12170 (ugd UDP-glucose 6- 16,5 31 76 3.7
dehydrogenase)
ECO42__R_820280 (gadW AraC family 16.4 2.7 74 3.0
transcriptional regulator)
EC042_RS01705 (putative fimbrial protein) 16,2 3,0 8,3 4,1
EC042_RS17110 (mchS1 putative microcin 15.4 38 48 3.1
esterase)
EC042_RS17075 (mchF microcin H47
secretion/processing ATP-binding protein) 154 2,6 53 2,3
EC042_RS01240 (putative type VI secretion 153 i 38

system protein)

Tabla 4.5 (C). Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el cromosoma de la cepa
E. coli 042 AhnsAhns2, expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de
dichos genes en la cepa E. coli 042 WT. También se indican los valores de expresion relativa de
dichos genes en los mutantes AhhaAhha2, Ahns y Ahns2. Los datos transcriptomicos fueron
obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la empresa biotecnolégica
Vertis Biotechnologie AG.

Tal y como se puede observar, los genes cuya expresion se encuentra mas desregulada en
el doble mutante AhnsAhns2 son aquellos que también se encontraban més desregulados
en el mutante sencillo Ahns, pero con unos niveles de sobreexpresion mucho mas
elevados (el efecto de la pérdida de hns se exacerba ain més en ausencia del gen hns2).
Cabe destacar, también, el elevado nivel de sobreexpresion del gen stpA bajo este fondo
genético (83,7 veces mas expresado respecto al fondo genético salvaje). En ausencia de
los genes hns y hns2, la proteina StpA se sobreexpresa, muy posiblemente, con el fin de

compensar, al menos parcialmente, la pérdida de las proteinas H-NS y H-NS2.

4.2.8.1 Validacién de los datos RNA-seq mediante gRT-PCR

Con el fin de validar los datos obtenidos por RNA-seq, se analizo por qRT-PCR el nivel
de expresion de varios genes que mostraban niveles de expresion diferencial en los
mutantes Ahns, Ahns2 y AhnsAhns2. Concretamente, se seleccionaron los genes
EC042_RS08585 (gen que codifica para la proteina GadB, correspondiente a la subunidad 3
de la glutamato descarboxilasa), y los genes EC042_RS04580 y EC042_RS05870 (genes que
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codifican para proteinas hipotéticas). Para obtener estos datos, los cultivos
correspondientes se crecieron en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria
de crecimiento (D.Oesoonm=2,0), se extrajo el ARN de los mismos y se cuantifico el nivel
de expresion del ARNm de los tres genes objeto de estudio en los tres mutantes analizados
respecto al nivel de expresion de dichos genes en la cepa salvaje de E. coli 042 (figura
4.36).
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Figura 4.36. Expresion relativa de los genes EC042 RS08585, EC042 RS04580 y
EC042_RS05870 en los mutantes hns, hns2 y hns hns2 respecto a la cepa E. coli 042 salvaje. La
expresion de los genes se analizé por qRT-PCR, utilizando los oligonucleétidos RS08585 Fw/Rv,
RS04580 Fw/Rv y RS05870 Fw/Rv. Los resultados fueron normalizados mediante la deteccién
del gen interno gapA mediante los oligonuclettidos gapA042 RT Fw/Rv. Se representan los
valores correspondientes a 3 réplicas bioldgicas independientes (realizadas con tres réplicas
técnicas cada una). Las barras de error representan la desviacion estdndar de los 3 valores
obtenidos en cada una de las réplicas realizadas.

En referencia al gen EC042_RS08585 (gadB), los valores obtenidos por gRT-PCR
concuerdan totalmente con los datos obtenidos por RNA-seq. En el mutante E. coli 042
Ahns se observa una gran incremento en la expresion de dicho gen, mientras que en el
caso del mutante Ahns2 la sobreexpresion es mucho mas tenue. Dicha sobreexpresion es
mucho mas notoria en el caso del doble mutante AhnsAhns2. En el caso del gen
EC042_RS04580, tanto en el analisis por RNA-seq como por gRT-PCR no se ha podido
observar efecto alguno de la mutacién en el gen hns2 sobre la expresion de dicho gen. Por el
contrario, si que se observa una gran desregulacion de la expresion en los mutantes Ahns y

AhnsAhns2. Sin embargo, existe una discordancia entre los valores de sobreexpresion
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obtenidos mediante el ensayo por gRT-PCR y el RNA-seq: mientras que en el primer
caso los niveles mas altos de expresion del gen se encuentran en el mutante AhnsAhns2,
mediante RNA-seq los valores mas altos se observan en el mutante Ahns. En referencia
al gen EC042_RS05870, tanto por RNA-seq como por qRT-PCR se ha podido validar que su
expresion se ve altamente incrementada en los mutantes sencillos Ahns y Ahns2
(generandose en este Ultimo mutante los valores mas altos de sobreexpresion), mientras

que el efecto se atenta totalmente en el doble mutante AhnsAhns2.

4.2.8.2 Efecto los genes hns y hns2 sobre el control de la transcripcion
espuria

Ya que la proteina H-NS esta implicada en reprimir la transcripcion espuria a partir de
promotores inter e intragénicos (Singh y col., 2014; Grainger, 2016), también se analiz
por gRT-PCR los niveles de expresion de un gen (arpB) sobre el que se ha demostrado
experimentalmente el efecto represor de H-NS sobre la transcripcion indeseada a partir
de promotores internos presentes en la secuencia codificante de dicho gen (Singh y col.,
2014). Para cuantificar los diferentes niveles de transcripcion espuria, se analizé mediante
gRT-PCR la abundancia relativa de los transcritos de ARNm mediante oligonucledtidos
que hibridaban tanto en la region 5’ como en la 3” del mismo. Si se produjeran fenomenos
de transcripcion espuria, se esperaria detectar una cantidad superior de transcrito cuando
se utilizan oligonucledtidos que hibridan en el extremo 3°, como consecuencia de los
eventos de transcripcién adicionales generados a partir de promotores internos dentro del
gen. Paralelamente, también se analiz6 este mismo efecto por qRT-PCR en el caso del
gen EC042_RS21295, que codifica para una chaperona del sistema se secrecion tipo 1l
CesD/SycD/LcrH, y que mediante RNA-seq se ha podido observar que su expresion se
encuentra sobreexpresada tanto en los mutantes sencillos Ahns y Ahns2 como en el doble
mutante AhnsAhns2. En la figura 4.37 se representan los resultados de la gRT-PCR sobre
los dos genes mencionados anteriormente. Tal y como se puede observar, en el caso del
gen EC042_RS21295, para los tres mutantes analizados, existe una mayor abundancia
relativa del ARNm cuando la deteccidn se realiza con los oligonucledtidos que hibridan
en el extremo 3’ del gen. Ello nos indica que, ante la falta de las proteinas H-NS y
H-NS2, se produce un exceso de transcrito correspondiente a la region terminal del gen,
por lo que dichas proteinas parecen jugar un papel represor de la transcripcion no deseada
a partir de promotores internos. En el caso del gen arpB, también se observa este proceso

en el doble mutante AhnsAhns2, pero no asi en los mutantes sencillos Ahns y Ahns2.
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Figura 4.37. Expresion relativa de los genes arpB y EC042_RS21295 en los mutantes hns, hns2
y hns hns2 respecto a la cepa E. coli 042 salvaje. La expresion de los genes se analizé por qRT-
PCR, utilizando los oligonuclettidos arpB 5° Fw/Rv, arpB 3’ Fw/Rv, RS21295 5’ Fw/Rv y
RS21295 3’ Fw/Rv. Los resultados fueron normalizados mediante la deteccién del gen interno de
referencia gapA utilizando los oligonucle6tidos gapA042 RT Fw/Rv. Se representan los valores
correspondientes a 3 réplicas bioldgicas independientes (realizadas con tres réplicas técnicas cada
una). Las barras de error representan la desviacion estandar de los 3 valores obtenidos en cada
una de las réplicas realizadas.

4.2.9 Validacion a nivel fenotipico de los datos obtenidos por
RNA-seq sobre las cepas WT, Ahns, Ahns2 y AhnsAhns2

4.2.9.1 Efecto de los genes hns y hns2 en la resistencia al estrés por
disminucion del pH

Para poder correlacionar los datos obtenidos sobre el transcriptoma global de los mutantes
hns, hns2 y hns hns2 con un fenotipo observable, se intentd analizar si alguno de los genes
u operones desregulados como consecuencia de las mutaciones en los genes tipo hns
estaban implicados en cambios fisioldgicos que se pudieran estudiar experimentalmente.
Teniendo en cuenta que los genes pertenecientes a los operones gad y hde presentaban
unos niveles de desregulacion muy elevados en el doble mutante deficiente para los genes
hns y hns2, y dichos genes estan implicados en la tolerancia bacteriana al estrés por pH
acido (Tucker y col., 2002), se decidio realizar un ensayo de resistencia al estrés acido
sobre las cepas E. coli 042 WT, E. coli 042 Ahns, E. coli 042 Ahns2 y E. coli 042
AhnsAhns2. Para ello, las diferentes cepas sometidas al shock por estrés acido se crecieron
en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria (D.Oeoonm = 2,0). Una vez
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Ilegados a este punto, se afiadio HCI 6 N a los cultivos hasta que el pH de los mismos
descendio a 3,2. Después de la adicion del acido, los cultivos se incubaron durante 0, 40
y 120 minutos, y se estudio la viabilidad celular (resistencia al estrés &cido) mediante

siembra en placa y posterior recuento de viables (figura 4.38).
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Figura 4.38. Representacion del recuento de células viables después de someter a los cultivos
bacterianos a un estrés acido por disminucion del pH del medio de cultivo. Los cultivos de las
cepas de E. coli 042 WT, E. coli 042 Ahns, E. coli 042 Ahns2y E. coli 042 AhnsAhns2 se crecieron
en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria, momento en el que se disminuy6 el pH
del medio hasta 3,2 mediante la adicion de HCI 6 N. Se realizé el recuento de ufc/ml (unidades
formadoras de colonias/ml) de las células resistentes al estrés acido a tiempo 0, 40 y 120 minutos
después de disminuir el pH del medio. Se representa la media y la desviacion estandar de tres
réplicas biolégicas independientes.

Los resultados obtenidos muestran que el mutante sencillo Ahns y el doble mutante
AhnsAhns2 presentan una mayor tolerancia a pH acido que la cepa salvaje y el mutante
sencillo hns2. Estos resultados concuerdan con la sobreexpresion de los operones hde y
gad observada mediante RNA-seq tanto en el mutante sencillo hns como en el doble
mutante hns hns2, este Ultimo presentando unos valores mas acentuados de
sobreexpresion de los genes implicados en la resistencia al estrés acido y un fenotipo de

mayor resistencia y tolerancia ante pH acido.

4.2.9.2 Efecto de los genes hns y hns2 en la persistencia a antibioticos

Ya que también en el mutante sencillo Ahns y en el doble mutante AhnsAhns2 se pudo
observar la sobreexpresion de un gran nimero de sistemas putativos toxina-antitoxina

(tabla 9.14 presente en el Anexo), y dichos sistemas, entre otras funciones, estan
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implicados en mecanismos de persistencia bacteriana a antibidticos, se decidio realizar
un test para analizar el nivel de tolerancia a un antibiotico (al que las bacterias son
sensibles) por parte de los diferentes mutantes analizados. La persistencia es un proceso
mediante el cual las bacterias evaden la presencia de antibioticos en el medio (sin contener
genes que permitan la resistencia a estos antibioticos) al entrar en un estado
fisiologicamente inactivo (Harms y col., 2016). Para estudiar este fendmeno, las cepas
E. coli 042 WT, E. coli 042 Ahns, E. coli 042 Ahns2 y E. coli 042 AhnsAhns2 se crecieron
en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria (D.Osoonm = 2,0). Una vez las
células llegaron a este punto de crecimiento, se afiadio al medio de cultivo carbenicilina
(anélogo sintético de la ampicilina) a una concentracion final de 100 pgr/ml. Después de
la adicion del antibidtico, los cultivos se incubaron a 37°C en agitacion constante durante
1, 2, 3, 4y 5 horas, y se tomd una muestra de cada cultivo correspondiente en los
intervalos de tiempo indicados para realizar siembra en placa y posterior recuento de
células viables. Los resultados del ensayo de persistencia a antibiéticos se muestran en la
figura 4.39.
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Figura 4.39. Representacion del recuento de células viables después de someter a los cultivos
bacterianos a un estrés por la presencia de un antibiético. Los cultivos de las cepas de E. coli 042
WT, E. coli 042 Ahns, E. coli 042 Ahns2 y E. coli 042 AhnsAhns2 se crecieron en medio LB a
37°C hasta el inicio de la fase estacionaria, momento en el que se afiadié carbenicilina a una
concentracion final de 100 pgr/ml. Se realiz6 el recuento de ufc/ml (unidades formadoras de
colonias/ml) de las células resistentes al estrés a tiempo 1, 2, 3, 4 y 5 horas después de afiadir el
antibiodtico. Se representa la media y la desviacion estandar correspondientes a tres réplicas
bioldgicas independientes.
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Tal y como era de esperar, después de afiadir el antibiético al medio se produce una gran
disminucion en el numero de células viables en el cultivo. Este hecho se hace
principalmente notorio en el caso de la cepa salvaje y en el mutante sencillo Ahns2. Sin
embargo, se puede observar como el mutante sencillo Ahns presenta una mayor
persistencia ante la presencia de un antibidtico en el medio sobre el cual la bacteria es
sensible. Este efecto todavia es mas pronunciado en el caso del doble mutante AhnsAhns2,
en el que la supervivencia al antibiético es mayor que en el mutante sencillo Ahns,

principalmente durante las 3 primeras horas después de afiadir el antibiotico al medio.

Analizando los resultados obtenidos puede apreciarse como, de nuevo, los efectos
observados a nivel fenotipico en el mutante sencillo Ahns se ven amplificados en el doble
mutante AhnsAhns2, mientras que la mutacion sencilla en el gen hns2 no genera efectos

fenotipicos significativos.

4.2.9.3 Efecto de los genes hns y hns2 en la resistencia al choque frio

Otro grupo de genes gque presentaban una gran desregulacion en el mutante sencillo Ahns
y en el doble mutante AhnsAhns2 son genes implicados en la respuesta a shock frio,
concretamente las chaperonas de la familia csp (cold shock protein). El gen hns esta
implicado en la respuesta adaptativa al shock frio a través de un bucle regulatorio ejercido
con la proteina CspA (La Teana y col., 1991). Para intentar asociar un fenotipo a esta
desregulacién, se decidid realizar un ensayo de resistencia a choque por temperatura. Para
ello, las diferentes cepas sometidas al shock frio (E. coli 042 WT, E. coli 042 Ahns,
E. coli 042 Ahns2 y E. coli 042 AhnsAhns2, ademas de la cepa de laboratorio E. coli
MG1655), se crecieron en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria
(D.Os0onm = 2,0). Una vez llegados a este punto, se disminuy6 bruscamente la temperatura
de los cultivos hasta 4°C. Los cultivos se incubaron durante 30 minutos, 1 horay 4 horas
y se cuantificd la viabilidad celular (resistencia al choque por temperatura) mediante

siembra en placa y posterior recuento de viables (figura 4.40).
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Figura 4.40. Representacion del recuento de células viables después de someter a los cultivos
bacterianos a un shock por disminucién de la temperatura. Los cultivos de las cepas de E. coli 042
WT, E. coli 042 Ahns, E. coli 042 Ahns2, E. coli 042 AhnsAhns2 y E. coli MG1655 se crecieron
en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria, momento en el que se disminuyé la
temperatura de los mismos hasta 4°C. Se realiz6 el recuento de ufc/ml (unidades formadoras de
colonias/ml) de las células resistentes al estrés a tiempos 0, 0,5, 1 y 4 horas después de bajar la
temperatura del medio de cultivo hasta 4°C. Se representa la media y la desviacion estandar
correspondientes a tres réplicas biolégicas independientes.

Se puede observar como, a diferencia de la cepa E. coli MG1655, en la que si se observa
una disminucién de la viabilidad celular después de someter a los cultivos a la
disminucion brusca de temperatura de 37°C a 4°C, en el caso de la cepa E. coli 042 salvaje
(ni de ninguno de los mutantes analizados) no se observa afectacién alguna, por lo que
no es posible inferir un fenotipo de mayor resistencia al estrés por shock frio (en relacion

a los diferentes mutantes estudiados) bajo estas condiciones experimentales.

4.2.10 Identificacion de mutaciones en el gen hns2 que
aumenten la capacidad de compensar la pérdida de H-NS

A fin de comprender mejor la relacién funcional entre las proteinas H-NS y StpA, el grupo
dirigido por W. Navarre llevo a cabo en 2014 un experimento de evolucién dirigida en
Salmonella Typhimurium sobre un mutante hns. De manera analoga a lo que ocurre en
E. coli, en S. Typhimurium un mutante hns presenta una tasa de crecimiento notablemente
inferior a la de la cepa salvaje. Dicho experimento de evolucién dirigida in vitro se disefid
con la finalidad de seleccionar clones derivados del mutante hns que después de varios
dias de subcultivos continuos presentaran una tasa de crecimiento superior a la tasa de

crecimiento inicial. Una vez seleccionados dichos clones, se trataria de identificar el
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origen de las mutaciones responsables de la reversion de la tasa de crecimiento (Ali y
col., 2014).

En efecto, despueés de 30 dias seguidos de subcultivo (aproximadamente 300 generaciones
bacterianas), los autores del trabajo lograron aislar varios clones en los que se produjo
una reversion de la tasa de crecimiento de la cepa mutante hns hasta niveles comparables
a los de la cepa salvaje. Después de secuenciar el genoma entero de tales clones, se pudo
observar como en el cromosoma de los mismos se habian producido deleciones de 10-50
Kb en la isla de patogenicidad 1 (SPI-1), mutaciones en el sistema de dos componentes
PhoP/PhoQ (encargado de activar genes reprimidos por parte de la proteina H-NS
implicados en la virulencia, la resistencia al estrés &cido, la resistencia a péptidos
antimicrobianos y en la supervivencia en el interior de los macréfagos) y mutaciones
diversas con cambio de sentido (mutaciones puntuales que cambian el aminoacido
codificado en el coddn determinado) en el gen stpA (Ali y col., 2014). El sentido de la
seleccion favorable de dichas mutaciones en el gen stpA se interpretd como cambios
generados con la finalidad de incrementar la semejanza estructural y funcional de la

proteina StpA respecto a la proteina H-NS.

Siguiendo esta premisa, se decidid llevar a cabo un experimento analogo al de estas
caracteristicas en la cepa E. coli 042 con la finalidad de entender mejor la funcion de la
proteina H-NS2. Con este experimento se intentaria analizar si la presion selectiva
ejercida sobre el gen hns2 ante la ausencia del gen hns (o stpA) era capaz de provocar
cambios en la secuencia nucleotidica de dicho gen.

Como paso previo a dicho experimento, y con el fin de determinar sobre qué tipo de fondo
genético mutante hns se realizaria el experimento de evolucién dirigida, se decidi6
analizar la cinética de crecimiento de los mutantes Ahns, AstpA y del doble mutante
AhnsAstpA en la cepa E. coli 042. Las curvas de crecimiento se realizaron en medio
liquido rico (LB) tanto a 25°C como a 37°C (figura 4.41).
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Figura 4.41. Curva de crecimiento de la cepa E. coli 042 salvaje (042 WT) y los correspondientes
mutantes sencillos hns (042 Ahns), stpA (042 AstpA) y el doble mutante hns stpA (042 AhnsAstpA)
en medio rico LB a 25°C (A) o a 37°C (B). Los cultivos con medio fresco fueron inoculados con
una dilucion 1:100 a partir de cultivos previos crecidos durante 16 horas en agitacion constante.
Se representan los valores correspondientes al promedio obtenido al realizar 3 réplicas bioldgicas
independientes. Las barras de error representan la desviacion estandar de los 3 valores obtenidos

en cada una de las réplicas realizadas.

Tanto las curvas realizadas a 25°C como a 37°C siguen un mismo patrén: la cepa que
presenta la mutacion sencilla del gen hns es la que muestra una mayor afectacion sobre
la tasa de crecimiento. En el lado opuesto, la mutacion sencilla del gen stpA no provoca
afectacion alguna sobre la fisiologia de las bacterias. Ello parece indicar que la presencia
del gen hns es indispensable para el correcto fitness celular (tal y como se pudo observar
en la figura 4.21). Sin embargo, tanto a 25°C como a 37°C, se ha podido observar como,
de manera sorprendente, la cepa que contiene la doble mutacién combinada de los genes
hns y stpA presenta una tasa de crecimiento superior a la del mutante sencillo hns, y

mucho mayor a la del doble mutante hns hns2 (representada en la figura 4.21).
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Para intentar comprender este comportamiento, se amplificé por PCR el gen hns2 tanto
en la cepa E. coli 042 AhnsAstpA como en la cepa salvaje, y se secuencio el fragmento
obtenido con el fin de encontrar alguna mutacion en la secuencia codificante del gen hns2

que explicara el porqué de la inesperada elevada tasa de crecimiento que muestra el doble

mutante hns stpA (figura 4.42).
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Figura 4.42. Resultado de la secuenciacion del gen hns2 en las cepas E. coli 042 salvaje y E. coli
042 AhnsAstpA. Remarcado en verde se indica el coddn de inicio de la traduccion del gen hns2,
en rojo el coddn stop de la traduccion, en gris se indica la caja -10 y en azul la caja -35. La
prediccion de las secuencias reguladoras se realizé mediante el software BPROM (Sotfberry),
descrito por (Solovyev y Salamov, 2011). Con un circulo en rojo se indica el Gnico cambio
nucleotidico observado entre las dos secuencias. Con flechas en negro se indica el lugar de
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hns2plup

»
TAAATTTGAACTCAGGATGGAACTAATGTCTATACCGTATAATGTATTGAT TITTGTGCAC
TAAATTTGAACTCAGGATGGRAACTAATGTCTATACCGTATAATGTATTGAT TITTGTGCAC

EE S S SR S S AR EES LRSS LR LSS RS RE LR SRR R EE R R R E R
Caja -35

AGGAACGATTAARACTATGATGTTATTGCTT GTATTCTTTACCACAAACAT TAGGGAAAT
AGGAACGATTAAARATTATGAT GTTATTGCTTGTATTCTTTACCACARACATTAGGGARAT

EE R R R R R R R

Caja -10
CGOATGETCTGATGCTT TARAGATCAT CAACAATATTCGTACTCTCCGTGCTCAGGCTCGT

CGOATETCTGATGCTTTAAAGATCAT CAACAATATTCGTACTCTCCGTGCT CAGGCTCGT
LR L R e R L L e

Codén inicio traduccién

GAACTGACACTCGAAACCTTGGRAGAGATGT TAGARAAACT CACTATCGTTGTAGAAGAA

GAACTGACACTCGAAACCTTGGAAGAGATGT TAGAAAAACT CACTATCGTTGTAGAAGAA
LR R e L e

CGTCGTGAAGAAGAGGCCTCATTTCTAAAACAGCAGGAAGAGARACAGGCCARGCTGGAA

CGTCGTGAAGAAGAGGCCTCATTTCTAARACAGCAGGAAGAGAAACAGGCCAAGCTGGAA
LR R R R R e R R

GCATTCCGTCAGAAGTTGTTGGRAGATGGCATAGACCCGGCAGAGTTGCTTTCAACTGTT
GCATTCCGTCAGAAGTTGTTGGRAGATGGCATAGACCCGGCAGAGTTGCTTTCAACTGTT

R R R R R R R

AGCCCATCTTCTTCCAAGACAGGAGCGARACGCGCCCCACGTCCAGCTAAGTATARATAT
AGCCCATCTTCTTCCAAGACAGGAGCGARACGCGCCCCACGTCCAGCTAAGTATARATAT

R R R R R R R

GTTGATACCGATGGTTCGGARAAAGACGTGGACAGGT CAGGGCCGAACTCCTCGTGCTATC
GTTGATACCGATGGTTCGGARAAGACGTGGACAGGT CAGGGCCGAACTCCTCGTGCTATC

R R R R R R R

GCTGCTGCGCTCGAAGCCGGTAAGACACTGGAAGAT TTCGAGATCAAGIAATCTTCATAC
GCTGCTGCGCTCGAAGCCGGTAAGACACTGGARGAT TTCGAGATCARGIAANTCTTCATAC

R R R R R R EEE LR R

Codén stop traduccion
CATATGTCTACCAAATCCGCTCATTTTTCTT GGECGEETTTGTTGARCCAACCTACAGGS

CATATGTCTACCAAATCCGCTCATTTTTCTTGGGCGGGTTT GTTGAACCAACCTACAGGG
LR R e L e

-«
hns2 p2 down
ATTAACATGCCA 6l2

ATTAACATGCCA 612
AAAX XK KKKL XL

hibridacion de los oligonucle6tidos utilizados en la secuenciacion del gen hns2.
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4. RESULTADOS

Analizando las secuencias obtenidas, puede comprobarse como Unicamente se habia
producido un Unico cambio de un nucle6tido en el gen hns2 en la cepa AhnsAstpA
respecto a la cepa salvaje. Dicho cambio, ademas, se encuentra localizado en una region
anterior al codon de inicio de la traduccion del gen hns2, por lo que no forma parte de la

region codificante de dicho gen.

Mediante el algoritmo predictor de secuencias promotoras BPROM (Solovyev y
Salamov, 2011), se logro identificar las dos secuencias reguladoras (cajas -35 y -10) en
la region promotora del gen hns2. De manera notoria, la inica mutacion detectada en la
cepa mutante E. coli 042 AhnsAstpA respecto a la cepa salvaje (C->T) se localizaba en la
ultima posicion de la caja -10 del promotor del gen hns2.

4.2.10.1 Experimento de evolucion dirigida sobre un mutante hns en la
cepa E. coli 042

Tal y como se ha comentado anteriormente, se decidio estudiar si mutaciones producidas
en el gen hns2 podrian compensar la pérdida de fitness celular asociada a la ausencia del
producto génico del gen hns. En funcion de la tasa de crecimiento observada en las figuras
421 y 4.41, y debido a la inusual elevada tasa de crecimiento del doble mutante
AhnsAstpA, se decidio realizar el experimento de evolucién dirigida sobre el mutante
sencillo del gen hns de la cepa E. coli 042. El experimento se realiz6 durante 10 dias de
subcultivos continuos en medio LB tanto a 25°C como a 37°C, y se inici6 a partir de un
indculo crecido durante 16 horas (overnight) tanto de la cepa E. coli 042 salvaje como de
3 clones independientes mutantes para el gen hns. A partir de estos cultivos
(correspondientes al dia 0), se inocularon con una dilucién 1:1000 los cultivos en LB a
37°C y una dilucion 1:100 los cultivos en LB a 25°C, iniciandose el dia 1 de los
subcultivos. De estos cultivos, se realizo la curva de crecimiento y se cuantifico la cinética
de crecimiento de los mismos. Al dia siguiente, a partir del cultivo correspondiente al dia
1 crecido durante toda la noche, se inoculé medio de cultivo fresco LB tanto a 25°C como
a 37°C (con diluciones 1:100 y 1:1000 del cultivo del dia anterior, respectivamente),
iniciandose el dia 2 de subcultivos. Este mismo procedimiento se repitio hasta llegar al
dia 10 de los subcultivos. De manera analoga al dia 1, también se monitorizo la cinética
de crecimiento de los cultivos de los dias 5 y 10. De estos mismos dias, se congelaron
alicuotas pertenecientes a cada cultivo a -80°C, para posteriormente amplificar por PCR
y secuenciar los genes hns2 y stpA de cada cepa. En la figura 4.43 se esquematiza el

protocolo utilizado durante el desarrollo de este experimento.
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Figura 4.43. Representacion esquematica del protocolo de evolucién dirigida realizado para
seleccionar clones derivados del mutante hns de la cepa E. coli 042 que presentaran una superior
tasa de crecimiento. Para realizar los subcultivos durante 10 dias seguidos en medio LB, se
seleccion6 1 clon de la cepa E. coli 042 WT vy 3 clones independientes de la cepa E. coli 042
Ahns. Los subcultivos en medio fresco se realizaron a partir de un indculo del cultivo del dia
anterior (dilucion 1:1000 en el caso del cultivo a 37°C y dilucion 1:100 en el caso del cultivo a
25°C) durante 10 dias seguidos, determinandose la curva de crecimiento de los mismos a los dias
1, 5y 10 de subcultivo. En esos mismos dias se congel6 una alicuota bacteriana correspondiente
a cada cultivo para secuenciar posteriormente los genes hns2 y stpA en dichas muestras.

En la figura 4.44 se representan los resultados de las curvas de crecimiento del
experimento de evolucion dirigida realizado sobre la cepa E. coli 042 Ahns después de
10 dias de subcultivos continuos, tanto a 25°C como a 37°C.
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Figura 4.44. Curvas de crecimiento de las cepas E. coli 042 WT (negro) y 3 clones independientes
de E. coli 042 Ahns (rojo) en medio LB a 25°C (A) y 37°C (B) durante los dias 1, 5y 10 de
subcultivos del experimento de evolucion dirigida. Se indica también la formula matematica
utilizada para calcular la tasa de crecimiento de cada clon especifico (C) y los resultados
correspondientes a cada cultivo tanto a 25°C (D) como a 37°C (E).

En el caso del experimento realizado a 37°C, se puede observar como los 3 clones

independientes mutantes hns muestran una tasa de crecimiento inferior a la de la cepa
salvaje que no presenta variabilidad entre los dias 1, 5 y 10 de subcultivos (figura 4.44

(B) y (E)). Sin embargo, cuando el experimento de evolucion dirigida tiene lugar a 25°C,

en el 5° dia de subcultivos ya se puede observar una significativa reversion de la tasa de

199



4. RESULTADOS

crecimiento de los 3 clones mutantes para el gen hns respecto a la tasa de crecimiento
observada en el dia 1 de subcultivos. A dia 10, esta reversion se hace mucho més notable,
alcanzando unos niveles de velocidad de crecimiento muy similares a los de la cepa
salvaje (figura 4.44 (A) y (D)).

Con la finalidad de identificar posibles mutaciones en los genes stpA y hns2 aparecidas a
lo largo de las diferentes generaciones bacterianas que explicaran el porque de la
reversion del fenotipo hns™ hasta alcanzar un nivel de tasa de crecimiento equivalente al
de la cepa salvaje por parte de los 3 clones independientes Ahns a 25°C, se decidio
secuenciar estos dos genes en los cultivos correspondientes a los dias 1, 5y 10 del
experimento de evolucion dirigida tanto en el caso de la cepa salvaje como en el de los 3
clones mutantes mencionados anteriormente. A pesar de no observarse diferencias en la
tasa de crecimiento de los mutantes hns con el paso de los dias de subcultivo a 37°C,
también se decidi6 secuenciar los genes hns2 y stpA de los cultivos crecidos bajo estas

condiciones experimentales.

Tal y como era de esperar, en los cultivos crecidos a 37°C no se observo ningun cambio
nucleotidico en la secuencia de los genes hns2 y stpA en los 3 clones independientes
E. coli 042 Ahns respecto a la secuencia de estos mismos genes en la cepa E. coli 042 WT

(resultados no mostrados en esta memoria).

En referencia a los cultivos crecidos a 25°C, la secuencia del gen stpA tampoco presentaba
variacion alguna en los clones Ahns revertientes respecto a la secuencia de dicho gen en
la cepa salvaje. Sin embargo, en relacion con el gen hns2, mientras que en la secuencia
codificante del gen no se encontr6 cambio alguno respecto a la cepa salvaje (la secuencia
del gen es la misma los dias 1, 5 y 10 de subcultivos), en la region promotora de dicho
gen se encontrd una Unica (e idéntica) mutacion en los 3 clones mutantes hns cuya tasa
de crecimiento habia revertido hasta niveles comparables a los de la cepa salvaje (clones

pertenecientes a los dias 5y 10 de subcultivos).

En la figura 4.45 se representan los cromatogramas pertenecientes a la secuenciacion de
la region promotora del gen hns2 de la cepa E. coli 042 WT (a dia 1 de subcultivo) y la
cepa E. coli 042 Ahns (linaje 1) a dias 1, 5 y 10 de subcultivos del experimento de
evolucion dirigida realizado a 25°C.
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Figura 4.45. Cromatograma representativo de la secuenciacion del promotor del gen hns2 en la
cepa E. coli 042 WT (dia 1 de subcultivo) y la cepa E. coli 042 Ahns linaje 1 (dias 1, 5y 10 de
subcultivos) en el caso del experimento de evolucion dirigida realizado en medio LB a 25°C.
Remarcado en gris se indica la secuencia -10 y en azul la secuencia -35. La prediccion de las
secuencias reguladoras se realiz6 mediante el software BPROM (Sotfberry), descrito por
(Solovyev y Salamov, 2011). Con un rectangulo en negro se indica el Unico cambio nucleotidico
identificado entre las secuencias analizadas.

Curiosamente, la mutacion generada en la cepa E. coli 042 Ahns (a lo largo de los
diferentes dias de subcultivos a 25°C) en la regidén promotora del gen hns2 es la misma
mutacion que la encontrada en el mutante E. coli 042 AhnsAstpA, mutante que
fenotipicamente presenta una tasa de crecimiento superior a la de un mutante sencillo
Ahns (resultados representados en la figura 4.41). Esta mutacién, en la que se produce
una transicion de una citosina (C) por una timina (T), se localiza en la Gltima posicion de

la caja -10 de la region promotora del gen hns2.

En el caso del experimento de evolucion dirigida realizado en Salmonella, la emergencia
temporal de las mutaciones observadas tuvo lugar durante los primeros dias de
subcultivos. En el dia 2 de subcultivo aparecieron las deleciones parciales sobre la isla de
patogenicidad SPI-1, mientras que las mutaciones puntuales con cambio de sentido en el
gen stpA empezaron a aparecer en el dia 5 de subcultivos (Ali y col., 2014). En el caso
del experimento de evolucidn dirigida realizado sobre la cepa E. coli 042 Ahns, durante
el 5° dia de subcultivos a 25°C ya se pudo observar un aumento significativo en la tasa de
crecimiento respecto al dia 1, por lo que es plausible que las mutaciones aparecieran en

este intervalo tiempo. En la figura 4.45 se represento el cromatograma correspondiente
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unicamente a la secuenciacion del gen hns2 del clon 1 de la cepa E. coli 042 Ahns, en la
que ya aparece la mutacion puntual en el promotor del gen. Sin embargo, al observar los
cromatogramas correspondientes a los otros dos clones (clones 2 y 3) de E. coli 042 Ahns
a dia 5 de subcultivos, se puede apreciar que existe una divergencia en cuanto a la
aparicion de la transicion C>T en el promotor del gen hns2 en funcion del clon analizado.
En la figura 4.46 puede observarse como, en el caso del clon 1, existe una poblacion
inequivoca que presenta el cambio nucleotidico en el promotor del gen hns2, mientras
que en el caso de los clones 2 y 3 puede observarse un solapamiento de los picos de
fluorescencia correspondientes a cada nucledtido especifico, hecho que nos indica que en
el cultivo existe una mezcla de poblaciones que contienen el alelo salvaje (C) o el alelo
mutado (T). A dia 10 de subcultivos, en cambio, las poblaciones de los 3 clones
independientes Ahns que presentaban el cambio en el promotor del gen hns2 han
desplazado totalmente a aquellas que contenian el alelo salvaje, tal y como puede
apreciarse en el cromatograma, donde existe Unicamente un pico de fluorescencia

correspondiente al nucleétido (timina) mutado (figura 4.46).
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Figura 4.46. Cromatograma representativo de la secuencia -10 del promotor del gen hns2 en la
cepa E. coli 042 WT vy los 3 linajes independientes de la cepa E. coli 042 Ahns en los dias 5y 10
de subcultivos. Remarcado en gris se indica la secuencia -10, con un circulo azul el nucleétido C
correspondiente a la secuencia salvaje del promotor del gen hns2, y con un circulo en rojo el
nucledtido T correspondiente a la mutacion generada durante los continuos subcultivos del
mutante hns en el experimento de evolucién dirigida.
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Globalmente, se puede concluir que, en el caso de la cepa E. coli 042, a diferencia del
caso de Salmonella Typhimurium, la presion selectiva generada por la ausencia del gen
hns selecciona de manera positiva mutaciones en el gen hns2 que provocan que un
mutante hns incremente su tasa de crecimiento hasta asemejarla a la de la cepa salvaje.
Por tanto, mientras que en el modelo de Salmonella pueden seleccionarse positivamente
mutaciones con cambio de sentido que dan lugar a variaciones en la secuencia proteica
de StpA, en el caso de la cepa E. coli 042 no se seleccionan cambios en la secuencia
aminoacidica de H-NS2, sino un Unico tipo de mutacion generada en la regién promotora

del gen, concretamente en la Gltima posicion nucleotidica de la secuencia -10.

Sin embargo, respecto a los resultados anteriores, no se puede inferir que la mutacién
generada en el promotor del gen hns2 pueda ser el Unico cambio responsable de la
reversion de la tasa de crecimiento del mutante Ahns. En el caso de Salmonella, ademas
de las mutaciones en el gen stpA, también se produjeron deleciones importantes en varias
regiones del genoma (principalmente en genes HGT implicados en la virulencia
bacteriana). Por todo ello, se decidi6é secuenciar masivamente el genoma de uno de los
clones mutante Ahns revertiente a los 10 dias de subcultivo para compararlo con el
genoma de la cepa E. coli 042 WT (crecida bajo las mismas condiciones de cultivo). Todo
ello tenia como objetivo identificar otros posibles cambios producidos en el genoma
bacteriano después de los 10 dias de cultivos seriados que, junto con el cambio
nucleotidico generado en la caja -10 del promotor del gen hns2, pudieran dar respuesta al
porqué de la elevada tasa de reversion de las cepas que presentan la mutacion en el gen
hns. La secuenciacion masiva de las cepas se realiz6 en colaboracién con el grupo de
investigacion dirigido por el Profesor Trinad Chakraborty. En los genomas secuenciados
no se observaron otros cambios a los que se pudiera atribuir algun efecto en la tasa de

crecimiento, mas alla de la insercion de fagos cripticos en varios lugares del cromosoma.

4.2.11 Efecto de la transiciéon C>T en el promotor del gen hns2
sobre la expresion de su producto genico

Para comprobar si la mutacion puntual generada en el promotor del gen hns2 a lo largo
de las diferentes generaciones bacterianas era capaz de provocar cambios en la expresion
transcripcional del gen hns2, se realizd una fusion transcripcional con el gen reportero
lacZ (presente en el plasmido pFZY1) tanto del promotor salvaje del gen hns2 (phns2wt)
como del promotor que presenta la transicion C>T en la caja -10 (phns2*). Una vez

generados los vectores correspondientes, se transformaron en la cepa E. coli 042 AlacZ y
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se cuantifico la actividad transcripcional de los diferentes promotores mediante ensayos
de B-galactosidasa sobre cultivos crecidos en medio LB en la fase de crecimiento
exponencial y hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento, tanto a 25°C como a
37°C (figura 4.47).

25009 Bl pFZYlpromotor hns2 salvaje (pFZY1phns2wt) D.O = 0,4
C3 pFZYlpromotor hns2 mutado (C—T) (pFZY1phns2*) D.O = 0,4
L 20009 T Bl pFZYlpromotor hns2 salvaje (pFZY1phns2wt) D.O = 2,0
[}
E 15004 I 3 pFZYlpromotor hns2 mutado (C—T) (pFZY1phns2*) D.O = 2,0
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Figura 4.47. Expresion transcripcional del gen reportero lacZ clonado en el plaésmido pFZY1
bajo el control del promotor salvaje del gen hns2 o del promotor con la mutacion puntual C>T
generada durante el experimento de evolucion dirigida. Los niveles de transcripcién se
cuantificaron mediante ensayos de $-galactosidasa a partir de cultivos de la cepa E. coli 042 AlacZ
(transformada con los diferentes plasmidos) crecidos en medio LB a 25°C o 37°C en fase
exponencial (D.Os00nm=0,4) 0 hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento (D.Ogoonm=2,0).
Se representa el promedio y la desviacion estandar correspondientes a tres réplicas bioldgicas
independientes.

Tal y como se puede observar en la figura 4.47, el nivel de expresion del promotor salvaje
del gen hns2 es superior a 37°C que a 25°C. Estos resultados también se pueden observar
en la figura 4.24, donde se analiz6 mediante una fusion transcripcional a nivel
cromosomico los niveles de expresion del gen hns2, y en la figura 4.25, donde por
Western Blot se pudo comprobar que los niveles de expresion de la proteina H-NS2 son
superiores cuando las bacterias crecen a 37°C respecto a cuando lo hacen a 25°C. También
se puede observar como los niveles de expresion del promotor salvaje del gen hns2 son
superiores en el inicio de la fase estacionaria de crecimiento respecto a cuando las

bacterias se encuentran en fase de crecimiento exponencial.

En referencia a la expresion comparativa de la actividad transcripcional del promotor
salvaje del gen hns2 respecto el promotor que presenta la mutacion puntual (C->T), los

niveles de transcripcion del promotor mutado son del orden de aproximadamente 2 veces
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superiores en comparacién con los niveles de expresion del promotor salvaje,
independientemente de la temperatura de crecimiento de las bacterias y de la fase de

crecimiento en la que se encuentren.

Para acabar de confirmar dichos datos experimentalmente, se compararon los niveles de
expresion de la proteina H-NS2 bajo el control del promotor salvaje respecto los niveles
de expresion de dicha proteina bajo el control del promotor con la mutacion en la caja -
10. Para ello, se marco con el epitopo 3XFLAG la proteina H-NS2 en la cepa E. coli 042
Ahns (cepa con el promotor salvaje del gen hns2) y en la cepa E. coli 042 Ahns phns2*
(cepa que presenta la transicion C>T generada en la caja -10 del promotor del gen hns2
después de los 10 dias de subcultivos del experimento de evolucion dirigida). Dichas
cepas se crecieron en medio LB a 25°C y 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria de
crecimiento, se obtuvieron extractos proteicos totales y se analiz6 por Western Blot los
niveles de expresion de la proteina H-NS2::3XFLAG (figura 4.48).
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20 kDa

15 kDa

LB 25°C s @ 1B 37°C | -I H-NS2::3XFLAG

Figura 4.48. Analisis por Western Blot de los niveles de expresion de la proteina
H-NS2::3XFLAG en un fondo genético salvaje (042 hns2::3XFLAG), un fondo genético hns
(042 Ahns hns2::3XFLAG) y un fondo genético hns™ con la transicion C>T generada en el
promotor del gen hns2 (042 Ahns phns2* hns2::3XFLAG). Los cultivos correspondientes se
crecieron en medio LB tanto a 25°C (A) como a 37°C (B) hasta el inicio de la fase estacionaria de
crecimiento (D.Osoonm 2,0). El panel de arriba muestra la tincion de Coomassie de cada uno de los
extractos proteicos analizados y representa el control de carga en el que se muestra que la proteina
total analizada para cada extracto es similar en todas las condiciones estudiadas.

De manera similar a lo mostrado en la figura 4.30, la mutacién en el gen hns provoca la
sobreexpresion de la proteina H-NS2 respecto a un fondo genético salvaje. Ademas,

cuando en un fondo genético hns™ se compara la expresion de la proteina H-NS2 bajo el

205



4. RESULTADOS

control del promotor salvaje o bajo el control del promotor que presenta la transicion
C->T, se puede observar cdmo en este Ultimo caso se produce un incremento aun mayor

en los niveles de expresion de la proteina H-NS2.

Analizando globalmente los resultados obtenidos, todo parece indicar que la mutacion en
el promotor del gen hns2 seleccionada de manera positiva por la presion selectiva sobre
un fondo genético hns’, parece ayudar a compensar la pérdida de este gen mediante un
incremento en los niveles de transcripcién y posterior traduccion del gen hns2 y de su

correspondiente producto génico.

4.2.12 Efecto de la transicion C>T sobre el promotor del gen
hns2: determinacion del inicio de transcripcion del gen hns2

Seguidamente, se quiso analizar si la transicion C>T generada en el promotor del gen
hns2 era responsable de provocar algin cambio en el inicio de transcripcion del gen
respecto al promotor salvaje. Para ello, se realizo un experimento de 5> RACE (rapid
amplification of cDNA ends), donde se amplificd y se secuencié el ADNc correspondiente
al gen hns2 hasta su extremo 5’ con el fin de identificar y mapear el primer nucleotido
(+1) del ARN mensajero de dicho gen. Dicha amplificacion y posterior secuenciacion del
ADNCc del gen hns2 se realizé en las cepas E. coli 042 WT, E. coli 042 Ahns y E. coli 042
Ahns phns2*, a partir de cultivos crecidos en medio LB a 25°C hasta el inicio de la fase
estacionaria de crecimiento. Una vez aislado el ARN total de los correspondientes
cultivos bacterianos, la base del protocolo experimental utilizado consistié en realizar la
ligacion de una secuencia adaptadora de ARN (oligonucle6tido A3, cuya secuencia es 5°-
GAU AUG CGC GAA UUC CUG UAG AAC GAA CAC UAG AAG AAA-3") en el
extremo 5’ de los &cidos nucleicos. Seguidamente, se retrotranscribio todo el ARN a
ADNC, y se amplifico por PCR el ADNc correspondiente al gen hns2 haciendo uso de un
oligonucleotido interno al adaptador unido y un oligonucleodtido que hibridaba en el
extremo 3’ del gen (hns2-3’RACE Rev). Dicho ADNc amplificado por PCR se ligé al
plasmido pCR 2.1 TOPO-vector. El plasmido generado se secuencid posteriormente,
donde el siguiente nucleotido localizado después de la secuencia adaptadora unida al
extremo 5’ del ARN correspondia al primer nucleétido (+1) del transcrito del gen hns2.
Concretamente, se secuenciaron 10 clones independientes para cada uno de los tres
aislamientos de ARN realizados (cepas WT, Ahns y Ahns phns2*). En la figura 4.49 se
representan los cromatogramas representativos de la secuenciacion del ADNc del gen
hns2 clonado en el plasmido pCR 2.1 TOPO.

206



4. RESULTADOS
Secuenciacion pCR 2.1 TOPO-ADNc/ns2 a partir de ARN de E. coli 042 WT

Secuenciacion pCR 2.1 TOPO-ADNchns2 a partir de ARN de E. coli 042 Ahns

e

CTGCAGAAT TCGBCCCTTGCOBCGAATTCCTOTAGAACGAACACTAGAAGAAANGITTATTOCTTGTATTCTT TACCACAAACATT

Figura 4.49. Cromatogramas representativos de la secuenciacion del ADNc correspondiente al
gen hns2 amplificado previamente por PCR y clonado en el vector pCR 2.1 TOPO. Remarcado
en color azul se muestra la secuencia del adaptador unido al extremo 5’ del ARN, posteriormente
retrotranscrito a ADNc y amplificado por PCR. Remarcado en amarillo se indica el primer
nucleotido identificado después del sitio de unién del adaptador, correspondiente al primer
nucleétido (+1) del transcrito del gen hns2.

Tal y como se puede observar en la anterior figura, el inicio de transcripcién del gen hns2
es el mismo independientemente de si el promotor del gen contiene la secuencia salvaje
o la secuencia con la transicion C->T, por lo que la transicion generada durante el
experimento de evolucion dirigida no parece provocar cambios en el inicio de
transcripcion del gen hns2. Dicho inicio mapea 7 nucledtidos después de la secuencia de

la caja -10, y 41 nucleétidos antes del codon de inicio de traduccion del gen hns2.

4.2.13 Efecto de la dosis génica del gen hns2 al complementar
la mutacion Ahns

Paralelamente, también se quiso analizar si la capacidad de complementacién de una
mutacion en el gen hns en la cepa E. coli 042 por parte del gen hns2 variaba en funcion
de si el gen se encontraba bajo su promotor salvaje o bajo el promotor con la mutacién
C->T. Para ello, ademas del vector pLG338.30hns2 (construccion que contiene la
secuencia del gen hns2 clonado bajo el control de su promotor salvaje) utilizado para
realizar la complementacion de la mutacion en el gen hns en la cepa E. coli MG1655 Ahns
(figura 4.22), también se construyd el vector pLG338.30hns2*, construccion que contiene
la secuencia del gen hns2 clonado bajo el control del promotor que presenta la transicion

C-T en la caja -10. Dichas construcciones se transformaron a un mutante sencillo Ahns
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y a un doble mutante AhnsAhns2 de la cepa E. coli 042, y se realizaron sendas curvas de
crecimiento en medio LB a 25°C para estudiar el nivel de complementacion ejercido por

estos plasmidos (figura 4.50).

4=
E. coli 042 WT

E. coli 042 Ahns

E. coli 042 AhnsAhns2

E. coli 042 Ahns pLG338.30hns2

E. coli 042 Ahns pLG338.30hns2*

E. coli 042 AhnsAhns2 pLG338.30hns2
E. coli 042 AhnsAhns2 pLG338.30hns2*

ttoet

Densidad optica gopnm

10

Tiempo (horas)

Figura 4.50. Curva de crecimiento en medio LB a 25°C de las cepas E. coli 042 WT, E. coli 042
Ahns, E. coli 042 AhnsAhns2, E. coli 042 Ahns pLG338.30hns2, E. coli 042 Ahns
pLG338.30hns2*, E. coli 042 AhnsAhns2 pLG338.30hns2 y E. coli 042 AhnsAhns2
pLG338.30hns2*. Los cultivos con medio fresco fueron inoculados con una dilucion 1:100 a
partir de cultivos previos crecidos durante 16 horas en agitacion constante. Se representan los
valores correspondientes al promedio obtenido al realizar 3 réplicas bioldgicas independientes.
Las barras de error representan la desviacion estandar de los 3 valores obtenidos en cada una de

las réplicas realizadas.

Tal y como se puede observar, existe una gran diferencia al complementar la mutacion
sencilla Ahns (o la doble mutacion AhnsAhns2) con el plasmido pLG338.30 con el gen
hns2 clonado con su promotor salvaje o con el promotor que presenta la transicion C>T.
En el primer caso, la complementacion de las mutaciones es practicamente total, ya que
el gran efecto sobre el crecimiento provocado por la falta del gen hns se ve totalmente
revertido con la complementacidn en trans por parte del gen hns2. Sin embargo, cuando
la complementacién tiene lugar con el gen hns2 bajo el control del promotor mutado, no
existe reversion alguna del crecimiento. Este hecho ocurre principalmente en el caso de
la cepa E. coli 042 Ahns (cepa que también contiene la copia cromosémica del gen hns2),
por lo que puede inferirse que los elevados niveles de proteina H-NS2 proporcionados
por el plasmido cuando el promotor contiene la transicion C->T, junto con los niveles de

proteina H-NS2 cromosomica pueden llegar a generar cierta toxicidad sobre las bacterias.

Para confirmar que no se hubiera producido otra hueva mutacién compensatoria con el
fin de aliviar el efecto de un eventual exceso de proteina H-NS2 cuando se encuentra
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codificada bajo el control de un promotor con mas potencia que el promotor salvaje, se
decidid secuenciar tanto el gen hns2 cromosdémico como el gen hns2 clonado bajo el
control del promotor con la transicion C->T en el plasmido pLG338.30 en la cepa E. coli
042 Ahns pLG338.30hns2*, y se comparé con la secuencia nucleotidica del gen hns2 de
la cepa E. coli 042 Ahns pLG338.30hns2.

Al realizar la amplificacion por PCR sobre el gen hns2 cromosomico y su posterior
secuenciacion pudo comprobarse que, en el caso de las dos cepas analizadas, el gen hns2
se mantenia con la misma secuencia nucleotidica que la cepa salvaje (resultados no
mostrados). Sin embargo, al realizar el analisis por PCR sobre el inserto clonado en el
vector pLG338.30hns2* y transformado en la cepa E. coli 042 Ahns, puede comprobarse
como, a diferencia de la construccion que contiene el gen hns2 clonado bajo su promotor
salvaje (E. coli 042 Ahns pLG338.30hns2), la cepa presentaba dos tamafios de amplicén
diferentes: ademas del amplicon original esperado con un tamafio correspondiente al del
promotor del gen hns2 y al propio gen en si, también se observé un segundo tamafio de
amplicén mucho mayor al esperado, el cual no se encontraba presente en los plasmidos
originales (pLG338.30hns2 y pLG338.30hns2*) antes de ser transformados a las bacterias
(figura 4.51).
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Figura 4.51. Resultado de la amplificacion por PCR del gen hns2 clonado en el vector
pLG338.30. Se representan los resultados correspondientes a la amplificacion del vector
pLG338.30 sin inserto clonado (carril 2, utilizado como control), del vector pLG338.30 con el
gen hns2 clonado bajo el control de su promotor salvaje (pLG338.30hns2, carril 3) o bajo el
control del promotor con la transicion C>T (pLG338.30hns2*, carril 4), y de los vectores
generados en los carriles 3 'y 4 después de ser transformados en la cepa E. coli 042 Ahns y realizar
la curva de crecimiento representada en la figura 4.50 (carriles 5 y 6, respectivamente). En el
carril 1 se indica el marcador de peso molecular cargado en el gel y en el carril 7 se muestra el
control negativo de PCR.
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Al secuenciar dicha construccidn, se observo que en la secuencia codificante del gen hns2
clonado bajo el promotor con la transicion C>T se habia insertado un elemento de
insercion (concretamente de la familia 1S5), rompiendo totalmente la pauta de lectura
codificante para el gen hns2, inactivando la totalidad de su producto génico (figura 9.15
representada en el apartado Anexo). El resultado de la secuenciacion de los plasmidos
utilizados en la curva de crecimiento representada en la figura 4.50 explica por qué al
complementar la mutacion Ahns con un pldsmido que aportaba en trans el gen hns2 bajo
el control de un promotor mas potente que el salvaje no se conseguian los niveles de
complementacion deseados. En este sentido, ya que unos elevados niveles de la proteina
H-NS2 pueden resultar eventualmente toxicos para las bacterias, ante este estrés se
seleccionan de manera positiva clones en los que el gen clonado se haya inactivado

mediante la insercion de un elemento de insercién en la secuencia codificante del mismo.

4.2.14 Efecto de la temperatura sobre el papel regulador de las
proteinas H-NS y H-NS2

Como parte final de este apartado, teniendo en cuenta que es a 25°C la temperatura en la
que se ha podido poner de manifiesto que un aumento en los niveles de expresion de
H-NS2 permiten complementar el fenotipo provocado por la carencia de H-NS,
decidimos analizar el efecto de las mutaciones en los genes hns y hns2 sobre el
transcriptoma global de la cepa E. coli 042 a 25°C. Dichos ensayos transcriptomicos se
realizaron a partir de cultivos crecidos en medio LB a 25°C hasta el inicio de la fase
estacionaria de crecimiento, donde el aislamiento del ARN y el procesamiento de las
muestras para obtener los datos relativos a la expresion de cada gen se realizaron en
colaboracién con la empresa Vertis Biotechnologie AG (Freising-Weihenstephan,

Alemania) siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.8.5 de Materiales y Métodos.

Tal y como se puede comprobar, a 25°C, las proteinas H-NS y H-NS2 juegan un papel
muy diferente del ya estudiado a 37°C (apartado 4.2.8). Mientras que a 37°C existe una
buena correlacion entre algunos de los genes que se encuentran sobreexpresados en el
fondo genético hns™y los sobreexpresados en el fondo genético hns2™ (tablas 4.5 (A'y B),
éste no es el caso a 25°C (tabla 4.8). A esta temperatura, muchos de los genes
sobreexpresados en un fondo genético hns™ corresponden a los ya identificados a 37°C,
pero con unos niveles de expresion relativa muy superiores (tabla 4.6 (A y B)). Ello
claramente indica que, a 25°C, la proteina H-NS juega un papel esencial silenciando la

expresion indeseada de un gran numero de genes en la cepa E. coli 042.
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A
Fold change

Identificador NCBI (locus tag) Ahns 37°C  Ahns 25°C
EC042_RS08585 (glutamate decarboxylase beta subunit GadB) 43,0 371,1
EC042_RS20290 (glutamate decarboxylase alpha subunit GadA) 37,6 247,8
g(;gg_RSOSSSO (glutamate/gamma-aminobutyrate antiporter 34,7 2732
EC042_RS01725 (putative fimbrial protein MatB) 33,3 128,5
EC042_RS20250 (putative periplasmic acid stress chaperone
HdeA) 26,1 -
EC042_RS01730 (putative fimbrial transcriptional regulator 997 306
MatA) ' ’
EC042_RS05780 (tRNA-Ser) 19,3 -
EC042_RS15335 (DNA-binding protein StpA) 18,6 72,1
EC042_RS20255 (putative acid resistance protein HdeD) 17,8 219,3
EC042_RS20260 (transcriptional regulator GadE) 16,6 1547
EC042_RS06765 (tRNA-Tyr) 16,3 -
EC042_RS13160 (hypothetical protein) 15,7 -
EC042_RS21295 (CesD/SycD/LcrH family type I11 secretion 156 299
system chaperone) ' ’
ECO4_2_R801715 (putative fimbrial outer membrane usher 15.1 20.0
protein) ' '
EC042_RS20245 (acid-activated periplasmic chaperone HdeB) 15,1 187,9
EC042_RS06770 (tRNA-Tyr) 14,8 -
EC042_RS04580 (hypothetical protein) 14,5 13,5
EC042_RS01720 (putative fimbrial protein) 14,2 157,9
EC042_RS20090 (hypothetical protein membrane protein) 14,0 438,8
EC042_RS07750 (type | toxin-antitoxin lar) 13,9 -
EC042_RS01270 (hypothetical protein) 13,6 88,2
EC042_RS24770 (tRNA-Gly) 13,5 -
EC042_RS09275 (hypothetical protein) 13,3 -
EC042_RS01065 (tRNA-Ala) 12,8 -
EC042_RS18940 (tRNA-Ala) 12,8 -
EC042_RS26795 (hypothetical protein) 12,2 -
EC042_RS16270 (hypothetical protein) 12,2 30,3
EC042_RS11015 (tRNA-Leu) 12,1 -
EC042_RS11620 (tRNA-Arg) 12,0 -
B

Fold change

Identificador NCBI (locus tag) Ahns 25°C  Ahns 37°C
ECO042_RS07290 (general stress protein) 1137,5 9,3
EC042_RS07280 (ferritin-like domain-containing protein) 736,5 8,8
EC042_RS00760 (fimbrial protein) 718,8 4,3
EC042_RS12270 (colanic acid biosynthesis acetyltransfer
WcaF) 581,7 9,8
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EC042_RS12260 (GDP-L-fucose synthase WcaG) 505,7 5,4
EC042_RS24025 (cadaverine/lysine antiporter CadB) 4924 7,0
EC042_RS20090 (hypothetical protein membrane protein) 438,8 14,0
EC042_RS12275 (colanic acid biosynthesis glycosyltransferase 4276 74
WcaE) ' ’

EC042_RS08585 (glutamate decarboxylase) 371,1 4,3
EC042_RS17480 (thymidylate kinase) 364,7 4,7
EC042_RS12255 (GDP-mannose mannosyl hydrolase) 352,9 6,1
EC042_RS12280 (putative colanic acid polymerase WcaD) 332,5 6,6
EC042_RS03510 (DUF1266 domain-containing protein) 308,5 4,0
EC042_RS01730 (fimbrial transcriptional regulator MatA) 306,4 22,7
EC042_RS12250 (colanic acid biosynthesis glycosyltransferase 294 4 6.8
Wecal) ' ’

EC042_RS20240 (MgtC/SapB family protein) 292,1 7,3
EC042_RS01795 (reactive chlorine species resistance protein 989.9 70
RclC) ' ’

EC042_RS12265 (GDP-mannose 4,6-dehydratase) 288,4 10,5
(E;gé)g_RSOSSSO (glutamate/gamma-aminobutyrate antiporter 273.3 347
EC042_RS03225 (LPS O-antigen length regulator) 263,4 6,1
EC042_RS01800 (DUF1471 domain-containing protein) 260,2 6,6
EC042_RS10355 (GGDEF domain-containing protein) 249,9 7,5
EC042_RS20290 (glutamate decarboxylase alpha subunit GadA) 247,8 37,6
EC042_RS07285 (ferritin-like domain-containing protein) 245,6 8,0
EC042_RS22730 (hypothetical protein) 243,5 3,4
EC042_RS13790 (fimbrial protein) 235,5 4,2
EC042_RS08620 (acid stress response transcriptional regulator 996.4 71
YdeO) ' ’

EC042_RS12365 (DUF2314 domain-containing protein) 223,0 6,4
EC042_RS17785 (fimbrial-like protein) 222,5 3,4
EC042_RS20250 (putative acid stress chaperone HdeA) 222,0 26,1
EC042_RS08380 (type VI secretion system PAAR protein) 221,3 5,6
EC042_RS20255 (putative acid resistance protein HdeD) 219,3 17,8
EC042_RS08045 (porin OmpN) 211,6 4,8
EC042_RS22645 (porin OmpL) 205,7 7,1

Tabla 4.6. (A) Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el cromosoma de la cepa
E. coli 042 Ahns, expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de dichos
genes en la cepa E. coli 042 WT en medio LB a 37°C. Al lado se indican los valores de expresién
relativa de dichos genes en el mismo mutante crecido en medio LB a 25°C. (B) Listado de los
genes mayormente sobreexpresados en el cromosoma de la cepa E. coli 042 Ahns, expresados de
manera relativa (fold change) al nivel de expresion de dichos genes en la cepa E. coli 042 WT en
medio LB a 25°C. Al lado se indican los valores de expresion relativa de dichos genes en el mismo
mutante crecido en medio LB a 37°C. Los datos transcriptomicos fueron obtenidos mediante la
tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la empresa biotecnoldgica Vertis Biotechnologie AG.
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En relacion a la proteina H-NS2, los genes regulados a 37°C por parte de este parélogo
(principalmente genes de origen HGT correspondientes a proteinas hipotéticas) no se
encuentran regulados a 25°C, por lo que esta proteina también parece jugar un papel

modulador de la expresion génica dependiente de la temperatura (tabla 4.7 (A)).

A
Fold change
Identificador NCBI (locus tag) Ahns2 37°C  Ahns2 25°C
EC042_RS05870 (hypothetical protein) 12,1 -
EC042_RS09275 (hypothetical protein) 11,8 -
EC042_RS07145 (hypothetical protein) 11,3 -
EC042_RS26995 (hypothetical protein) 11,3 -
EC042_RS18795 (hypothetical protein) 11,2 -
EC042_RS11295 (hypothetical protein) 10,3 -
EC042_RS13835 (tRNA-Arg) 10,1 -
EC042_RS24055 (antitoxin hypothetical protein) 9,6 -
EC042_RS22745 (DUF3521 domain-containing protein) 9,6 -
EC042_RS03185 (hypothetical protein) 9,3 -
EC042_RS17205 (hypothetical protein) 9,2 -
EC042_RS17210 (hypothetical protein) 91 -
EC042_RS03005 (envY porin thermoregulatory protein) 9,0 -
EC042_RS24455 (hypothetical protein) 8,8 -
EC042_RS17185 (putative ATP/GTP-binding protein) 8,7 -
EC042_RS17230 (hypothetical protein) 8,6 -
EC042_RS21255 (putative prophage protein) 8,6 -
EC042_RS25650 (putative RadC-like DNA repair protein) 8,5 -
EC042_RS18375 (hypothetical protein) 8,5 -
EC042_RS17220 (putative DNA repair protein) 8,5 -
EC042_RS11730 (hypothetical protein) 8,4 -
EC042_RS24065 (putative plasmid-like protein) 8,4 -
EC042_RS17215 (putative antirestriction protein) 8,4 -
ECO042_RS07390 (hypothetical protein) 8,3 -
EC042_RS12065 (hypothetical protein) 8,3 -
EC042_RS13250 (hypothetical protein) 8,2 -
EC042_RS20520 (putative acetyltransferase) 8,1 -
EC042_RS23195 (hypothetical protein) 8,0 -
EC042_RS17225 (hypothetical protein) 8,0 -
B
Fold change
Identificador NCBI (locus tag) Ahns2 25°C  Ahns2 37°C

EC042_RS06740 (nitrate reductase subunit alpha NarZ) 44,9 2,9
EC042_RS06735 (nitrate transporter NarK) 23,6 2,6
EC042_RS06745 (nitrate reductase subunit beta NarH) 21,0 3,2
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EC042_RS06750 (nitrate reductase molybdenum cofactor

13,2 2,4
assembly chaperone NarJ)
EC042_RS06755 (respiratory nitrate reductase subunit 128 31
gamma Narl) ’ '
EC042_RS03510 (DUF1266 domain-containing protein) 8,2 5,0
EC042_RS10415 (DUF1869 domain-containing protein) 6,7 4,9
ECO4_2_R816380 (EscR/YscR/HrcR far_nily type 1l 6.3 28
secretion system export apparatus protein) ’ '
EC042_RS22730 (hypothetical protein) 5,4 50
EC042_RS19330 (nitrite reductase large subunit) 4,9 2,9
EC042_RS19990 (nickel ABC transporter) 4,7 3,7
EC042_RS08490 (formate dehydrogenase subunit beta 16 28
FdxH) ’ '
EC042_RS03055 (hypothetical protein) 4,5 2,5
EC042_RS08485 (formate dehydrogenase-N subunit alpha
FdnG) 4,5 2,1
EC042_RS02000 (galactoside O-acetyltransferase LacA) 4,5 3,2
EC042_RS07770 (hypothetical protein) 4,5 59
EC042_RS08480 (sulfate ABC transporter substrate- 49 i
binding protein) ’
EC042_RS19335 (nitrite reductase small subunit NirD) 4,0 3,3
EC042_RS28855 (hypothetical protein) 4,0 -
EC042_RS19660 (fimbria/pilus periplasmic chaperone) 3,6 3,9
EC042_RS12365 (yegJ family protein) 3,6 4,1
EC042_RS08380 (type VI secretion system PAAR protein) 3,6 3,0
EC042_RS13110 (ferredoxin-type protein NapF) 3,5 -
EC042_RS08495 (formate dehydrogenase cytochrome b556
subunit) 3.4 2,6
EC042_RS23725 (cytochrome c-552 NrfA) 3,3 -
EC042_RS01960 (2-methylcitrate dehydratase) 3,1 -
EC042_RS28795 (hypothetical protein) 3,1 -

Tabla 4.7. (A) Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el cromosoma de la cepa
E. coli 042 Ahns2, expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de dichos
genes en la cepa E. coli 042 WT en medio LB a 37°C. Al lado se indican los valores de expresion
relativa de dichos genes en el mismo mutante crecido en medio LB a 25°C. (B) Listado de los
genes mayormente sobreexpresados en el cromosoma de la cepa E. coli 042 Ahns2, expresados
de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de dichos genes en la cepa E. coli 042 WT
en medio LB a 25°C. Al lado se indican los valores de expresion relativa de dichos genes en el
mismo mutante crecido en medio LB a 37°C. Los datos transcriptdmicos fueron obtenidos
mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracién con la empresa biotecnoldgica Vertis
Biotechnologie AG.
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A 25°C, el papel regulador que ejerce la proteina H-NS2 parece ser menor que el
observado a 37°C. Bajo estas condiciones, el nUmero de genes cuya expresion se ve
desregulada en ausencia del gen hns2 a 25°C es menor que el nimero de genes
desregulados a 37°C (figura 9.18, Anexo de esta memoria). A 25°C, en el mutante Ahns2
principalmente se encuentran altamente desregulados genes implicados en el sistema de
la nitrato reductasa (sistema que cataliza la reaccion de reduccion de nitrito a amonio
como fuente asimilable de nitr6geno), ademés de varias proteinas hipotéticas y enzimas

implicadas en diferentes vias metabolicas (tabla 4.7 (B)).

En la tabla 4.8 se representa la relacion de genes mayormente desregulados en el mutante
Ahns a 25°C y el valor de expresion de dichos genes en el mutante Ahns2 crecido bajo las
mismas condiciones de cultivo. En dicha tabla se puede observar el notorio efecto que
genera la pérdida del gen hns cuando las bacterias crecen a baja temperatura, mientras

que hns2 no parece jugar un rol significativo en el silenciamiento de estos genes.

Fold change
Identificador NCBI (locus tag) Ahns 25°C Ahns2 25°C

EC042_RS07290 (general stress protein) 1137,5 -
EC042_RS07280 (ferritin-like domain-containing protein) 736,5 -
EC042_RS00760 (fimbrial protein) 718,8 -
EC042_RS12270 (colanic acid biosynthesis acetyltransfer

581,7 -
WcaF)
EC042_RS12260 (GDP-L-fucose synthase WcaG) 505,7 -
EC042_RS24025 (cadaverine/lysine antiporter CadB) 4924 -
EC042_RS20090 (hypothetical protein membrane protein) 438,8 -
EC042_RS12275 (colanic acid biosynthesis

427,6 -
glycosyltransferase WcaE)
EC042_RS08585 (glutamate decarboxylase) 371,1 -
EC042_RS17480 (thymidylate kinase) 364,7 2,0
EC042_RS12255 (GDP-mannose mannosyl hydrolase) 352,9 2,1
EC042_RS12280 (putative colanic acid polymerase WcaD) 332,5 -
EC042_RS03510 (DUF1266 domain-containing protein) 308,5 8,2
EC042_RS01730 (putative fimbrial transcriptional regulator

306,4 -
MatA)
EC042_RS12250 (colanic acid biosynthesis

294,4 -
glycosyltransferase Wcal)
EC042_RS20240 (MgtC/SapB family protein) 292,1 -
ECO042_RS01795 (reactive chlorine species resistance protein
RelC) 290,0 -
EC042_RS12265 (GDP-mannose 4,6-dehydratase) 288,4 -
EC042_RS08580 (glutamate/gamma-aminobutyrate

. 273,3 -

antiporter GadC)
EC042_RS03225 (LPS O-antigen length regulator) 263,4 2,2
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EC042_RS01800 (DUF1471 domain-containing protein) 260,2 -
EC042_RS10355 (GGDEF domain-containing protein) 250,0 -
EC042_RS20290 (glutamate decarboxylase alpha subunit

247,8 -
GadA)
EC042_RS07285 (ferritin-like domain-containing protein) 245,6 -
EC042_RS22730 (hypothetical protein) 243,5 54
EC042_RS13790 (fimbrial protein) 235,5 -
EC042_RS08620 (acid stress response transcriptional

226,4 -
regulator YdeO)
EC042_RS12365 (DUF2314 domain-containing protein) 223,0 3,6
EC042_RS17785 (fimbrial-like protein) 222,5 -
EC042_RS20250 (putative periplasmic acid stress chaperone

222,1 -
HdeA)
EC042_RS08380 (type VI secretion system PAAR protein) 221,3 3,6
EC042_RS20255 (putative acid resistance protein HdeD) 219,4 -
EC042_RS08045 (porin OmpN) 211,6 -
EC042_RS22645 (porin OmpL) 205,7 -

Tabla 4.8. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el cromosoma de la cepa E. coli
042 Ahns, expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de dichos genes en
la cepa E. coli 042 WT en medio LB a 25°C. Al lado se indican los valores de expresion relativa
de dichos genes en el mutante E. coli 042 Ahns2 crecido bajo las mismas condiciones de cultivo.
La falta de efecto de la proteina H-NS2 sobre el silenciamiento de los genes regulados
por H-NS a baja temperatura podria ser debido a los bajos niveles de expresion de la
proteina H-NS2 a 25°C. Si ello fuese asi, deberia poder correlacionarse la desregulacion
de muchos genes en un fondo genético hns™ con la baja tasa de crecimiento, y la
atenuacion de este fenotipo en un mutante Ahns que presentara la mutacion puntual en el
promotor del gen hns2 (phns2*) como consecuencia del incremento de la expresion de la
proteina H-NS2. Para comprobar dicho supuesto, se analizé por qRT-PCR la expresién
de 5 genes en las cepas E. coli 042 Ahns y E. coli 042 Ahns phns2* (figura 4.52).
Concretamente se analizé la expresion de los genes hdeA (gen que codifica para la
chaperona implicada en la resistencia a estrés acido HdeA), EC042_RS01720 (gen que
codifica para una proteina tipo fimbria), EC042_RS23490 (gen que codifica para una
proteina hipoteética), slp (gen que codifica para una lipoproteina de membrana externa) y
hcp (gen que codifica para una proteina efectora del sistema de secrecion tipo VI).
Mediante los experimentos de RNA-seq se ha podido comprobar que dichos genes se
encuentran altamente sobreexpresados en un mutante Ahns respecto a la cepa salvaje

cuando las bacterias crecen a 25°C en medio LB, pero su expresion no se ve alterada en
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un mutante Ahns2 crecido bajo las mismas condiciones de cultivo (tablas 9.16 y 9.17

Anexo).
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Figura 4.52. Expresion relativa de los genes hdeA, EC042_RS01720, EC042_RS23490, slp y hcp
en las cepas E. coli 042 Ahns y E. coli 042 Ahns phns2* respecto a la cepa E. coli 042 salvaje. La
expresion de los genes se analizd por gRT-PCR partir de cultivos crecidos en medio LB a 25°C
hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento, utilizando los oligonucle6tidos hdeA Fw/Ryv,
RS01720 Fw/Rv, RS23490 Fw/Rv, slp Fw/Rv y hcp Fw/Rv. Los resultados fueron normalizados
mediante la deteccion del gen interno gapA mediante los oligonucleétidos gapA042 RT Fw/Rv.
Se representan los valores correspondientes a 2 réplicas biologicas independientes (realizadas con
tres réplicas técnicas cada una). Las barras de error representan la desviacién estandar de los
valores obtenidos en cada una de las dos réplicas realizadas.

Los resultados obtenidos muestran que los elevados niveles de expresion de los 5 genes
analizados como consecuencia de la mutacion en el gen hns se compensan parcialmente
cuando dicha mutacién se combina con la transicion C->T en la caja -10 del promotor del
gen hns2, es decir, cuando los niveles de expresion de la proteina H-NS2 son superiores
a los de un fondo genético salvaje. Ello nos indica que la proteina H-NS2 presenta la
capacidad de regular algunos de los genes que regula la proteina H-NS (ayudando a
atenuar de esta manera el fenotipo derivado ante la pérdida de la proteina H-NS) cuando
dicha proteina se encuentra bajo el control de un promotor que muestra una potencia

superior para dirigir la expresion génica respecto a la que muestra el promotor salvaje.
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43.1 Curado del plasmido pAA2. Efecto sobre el
transcriptoma global de la cepa E. coli 042

Adicionalmente al estudio del papel de los paralogos de las proteinas Hha y H-NS en la
biologia de la cepa E. coli 042, en la presente tesis doctoral decidimos estudiar también
el papel del plasmido de virulencia pAA2 bajo una nueva perspectiva. En vez de analizar
de manera especifica el papel de determinantes de virulencia plasmidicos, intentamos
curarlo y ver cémo afectaba la ausencia del plasmido, si era el caso, en la expresion de

genes cromosomicos de la cepa E. coli 042.

Sin embargo, teniendo en cuenta que el plasmido pAA2 no codifica para ningun
determinante de resistencia a antibidticos que nos permitiera trazar qué bacterias
contienen el plasmido y cuéles no, como paso previo a la utilizacion de un protocolo de
curado del plasmido pAAZ2 de la cepa E. coli 042, se introdujo en el plasmido un casete de
resistencia a un antibidtico que nos permitiera seleccionar aquellas células que hubieran
perdido el plasmido respecto a las que no. Para ello, se introdujo el epitopo 3XFLAG en
el extremo C-terminal del gen aafA, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.7.8
de Materiales y Métodos. Se decidi6 utilizar esta metodologia ya que la insercion de la
etiqueta 3XFLAG conlleva asociada un casete de resistencia a kanamicina y ademas no
implica delecionar ningun gen plasmidico para introducir el casete de resistencia en el

mismo (figura 3.2, apartado Materiales y Métodos).

Una vez obtenida la cepa E. coli 042 portadora del médulo de resistencia insertado en el
plasmido (E. coli 042 aafA::3XFLAG Km-r), se realiz6 un cultivo del mismo durante 16
horas a 37°C, a partir del cual se realizaron subcultivos seriados continuos en 10 ml de
medio LB sin antibiodticos durante 10 dias seguidos, utilizando como in6culo una dilucion
1:1000 del cultivo del dia anterior. Una vez llegado al décimo dia de subcultivo, se
plaquearon diluciones seriadas del mismo en placas de LB-agar suplementadas con el
antibidtico novobiocina a una concentracion final del 3,3 pgr/ml. Se decidié utilizar este
antibidtico en las placas donde se realizaron las siembras después de los subcultivos ya
que la novobiocina es un potente inhibidor de la ADN girasa bacteriana que se ha utilizado
tradicionalmente para provocar el curado de plasmidos en diferentes bacterias (McHugh
y Swartz, 1977). Las colonias aisladas que crecieron se repicaron en paralelo en placas
de LB-agar sin antibiotico y placas de LB-agar suplementadas con kanamicina 50 pgr/ml
(figura 4.53).
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Figura 4.53. Representacion esquematica del protocolo utilizado para realizar y detectar el curado
del plasmido pAA2 de la cepa E. coli 042. Después de introducir un casete de resistencia a
kanamicina en el pldsmido (concretamente en el extremo 3’ después de la secuencia codificante
del gen aafA) se realizaron subcultivos seriados durante 10 dias del clon aafA::3XFLAG Km-r,
tomando como in6culo una dilucion 1:1000 del cultivo del dia anterior. Al décimo dia de
subcultivos, se plaquearon las células en medio LB-agar suplementado con novobiocina a una
concentracion final de 3,3 pgr/ml. Posteriormente, se repicaron las colonias crecidas en dicho
medio por duplicado en medio LB-agar y medio LB-agar suplementado con kanamicina 50
pgr/ml. Las colonias sensibles a kanamicina fueron utilizadas para analizar mediante PCR la
presencia de varios genes plasmidicos (ver texto).

A las colonias sensibles a kanamicina, pero viables en LB, se les realiz6 un analisis por
PCR para confirmar la pérdida del plasmido completo. En dicho analisis por PCR, se
comprobd la ausencia total de diferentes genes plasmidicos localizados en diferentes
posiciones del mapa genético del plasmido pAA2 con la finalidad de confirmar la pérdida
total del mismo. Para ello, se analizd la ausencia de los genes traQ y traR, implicados en
la transferencia conjugativa del plasmido, la dispersina aap y la permeasa responsable de
su secrecion (aatP), la metilasa de ADN presente en la orf 134 del plasmido, y la
subunidad mayor de las fimbrias de tipo Il presentes en el plasmido pAA2 (codificadas
en el gen aafA). Ademas, también se analiz6 la presencia del gen cromosémico she, gen
presente en la isla de patogenicidad homonima de Shigella flexneri pero cuya presencia

queda restringida al patotipo enteroagregativo de Escherichia coli (Czeczulin y col.,

220



4. RESULTADOS

1999). Este ultimo andlisis por PCR se realiz6 con el fin de validar la integridad de la
cepa E. coli 042 y confirmar la ausencia de posibles contaminaciones con otras bacterias
después de los 10 dias de subcultivo (figura 4.54).

A

T T T T
She Fw-Rv traR Fw-Rv traQ Fw-Rv aatP Fw-Rv

T T T
pAAI134 Fw-Rv aap Fw-Rv aaf4 Fw-Rv

Figura 4.54. (A) Representacion esquematica del plasmido pAA2 en la que se indica la
localizacion de los operones codificantes para los principales factores de virulencia presentes en
el mismo, ademas de la region tra/rep implicada en la transferencia, replicacién y mantenimiento
del plasmido. Enmarcados en color rojo se indica la localizacion de los genes y los operones del
plasmido pAA2 analizados por PCR (B) con el fin confirmar la pérdida total del mismo después
de realizar subcultivos en medio LB durante 10 dias del clon con el casete de resistencia a
kanamicina asociado al gen aafA (E. coli 042 aafA::3XFLAG Km-r), dando lugar a la cepa curada
del plasmido (E. coli 042 pAA2-).
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En lafigura4.54 (A) se puede observar la representacion esquematica del plasmido pAA2
de la cepa E. coli 042. En una mitad del plasmido se localizan los genes implicados en la
maquinaria de replicacion y transferencia conjugativa del mismo (tra/rep), mientras que
en la otra mitad se encuentran los genes de virulencia. Los genes correspondientes a las
fimbrias de tipo Il (AAF/Il) se encuentran codificados en dos operones situados en
distintas localizaciones. En el primer operon se localizan los genes aafA y aafR, ademés
de la chaperona aafD; en el segundo operdn se encuentra el gen codificante de la proteina
AafC (Elias y col., 1999). En la figura 4.54 (B) se representan los resultados del analisis
por PCR realizado al Unico clon que presentaba sensibilidad a kanamicina después de los
10 dias de subcultivo. El clon utilizado inicialmente a dia 1 (E. coli 042 aafA::3XFLAG
Km-r, resistente a kanamicina) resulté positivo para todos los genes plasmidicos
analizados, ademas de para el gen cromosomico she, gen marcador del patotipo EAEC.
Después de los 10 dias de subcultivo en un medio sin la presion selectiva que forzara a
las células a mantener el plasmido, se logré obtener un Unico clon sensible a kanamicina
(E. coli 042 pAA2-) cuyo andlisis por PCR resultd ser negativo para la presencia de los
genes plasmidicos mencionados anteriormente, pero positivo para el gen cromosémico
she. De esta manera se pudo confirmar el correcto curado del plasmido pAA2 en la cepa
E. coli 042.

Con el fin de obtener un perfil global del transcriptoma de la cepa E. coli 042 en ausencia
del plasmido pAA2, se realizd un analisis transcriptomico comparativo por RNA-seq de
las cepas E. coli 042 WT y E. coli 042 pAA2-. Estos ensayos transcriptomicos se
realizaron a partir de cultivos crecidos en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase
estacionaria de crecimiento, donde el aislamiento del ARN vy el procesamiento de las
muestras para obtener los datos relativos a la expresion de cada gen se realizaron en
colaboracion con la empresa Vertis Biotechnologie AG (Freising-Weihenstephan,
Alemania), siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.8.5 de Materiales y Métodos.

En la tabla 4.9 se representa el listado de los genes diferencialmente sobreexpresados en
un fondo genético pAA2- respecto a la cepa E. coli 042 salvaje. Ademas, también se
indica el nivel de expresion relativa de dichos genes en los mutantes Ahha, Ahns y
AhnsAhns2.
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Fold change

Identificador NCBI (locus tag) pAA2- Ahha Ahns AhnsAhns2
EC042_RS21655 (hypothetical protein) 10,4 6,2 2,1 -
EC042_RS20255 (HdeD family acid-resistance protein) 7,2 32 17,8 36,7
(E;g((j)é)Z_RSZO%O (acid resistance transcriptional activator 7.2 50 166 32.9
EC042_RS23795 (hypothetical protein) 6,9 4,3 5,3 3,1
Eggé?_RSZOMS (acid-activated periplasmic chaperone 6.4 40 151 371
EC042_RS20240 (MgtC/SapB family protein) 5,8 3,6 7,3 8,7
EC042_RS24005 (type V toxin-antitoxin system toxin 5.4 5.6 6.6 25
GhoT)
EC042_RS20265 (hypothetical protein) 54 4,1 4,4 2,2
Eggi?_RSZOZSO (acid-activated periplasmic chaperone 5.3 i 26.1 60.3
SIJE&?J?}%RS%%O (gadA glutamate decarboxylase alpha 5.2 55 376 59.8
ECO42_R808585 (gadB glutamate decarboxylase beta 5.1 43 430 87.8
subunit)
EC042_RS06000 (flagellar basal body rod protein FlgB) 5,0 4,2 - -
EC042_RS11200 (flagellar motor switch protein FIiN) 4,7 - - -
EC042_RS06005 (flagellar basal body rod protein FIgC) 4,5 - - -
EC042_RS11180 (flagella biosynthesis chaperone FliJ) 4,3 - - -
EC_O42_RSO8580 (acid resistance gamma-aminobutyrate 43 39 347 68.3
antiporter GadC)
EC042_RS06010 (flagellar hook assembly protein FIgD) 4,1 - - -
EC042_RS11165 (flagellar motor switch protein FIiG) 3,9 3,0 - -
EC042_RS09850 (YdiL family protein) 3,9 5,8 5,7 -
EC042_RS11215 (flagellar biosynthesis protein FliQ) 3,7 3,2 2,5 -
EC042_RS20190 (outer membrane lipoprotein Slp) 3,7 3,9 9,3 18,6
EC042_RS11170 (flagellar assembly protein FliH) 3,6 - - -
EC042_RS11160 (flagellar basal body M-ring protein FliF) 3,6 2,8 - -
EC042_RS06015 (flagellar hook protein FIgE) 3,5 3,1 - -
EC042_RS25790 (anti-adapter protein IraD) 3,5 4,4 2,8 2,6
EC042_RS15275 (tRNA-Ile) 3,5 2,9 7,5 4,0
EC042_RS16280 (hypothetical protein) 3,5 3,4 4,1 -
EC042_RS03065 (hypothetical protein) 3,5 2,7 6,3 2,7
EC042_RS25785 (hypothetical protein) 3,5 2,9 - 2,2
EC042_RS06025 (flagellar basal-body rod protein FIgG) 3,5 3,6 - -

EC042_RS20275 (multidrug efflux RND transporter

; 3,4 4,3 5,0 53
permease subunit)
EC042_RS06020 (flagellar basal body rod protein FIgF) 3,4 - - -
EC042_RS11535 (hypothetical protein) 3,3 51 2,7 -
EC042_RS11175 (flagellum-specific ATP synthase Flil) 3,3 3,5 - -
EC042_RS12450 (PTS galactitol transporter subunit 11B) 3,2 3,2 58 3,5
EC042_RS11210 (flagellar type Il secretion system pore 39 i i i
protein fliP) ’
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EC042_RS06030 (flagellar basal body L-ring protein FIgH) 3,1 3,7 -

EC042_RS06035 (flagellar basal body P-ring protein Figl) 3,1 - -

EC042_RS09160 (cell division inhibition protein DicB) 3,1 9,5 3,5
EC042_RS05380 (FMNH2-dependent alkanesulfonate

3,1 35 48
monooxygenase)
EC042_RS11085 (RNA polymerase sigma factor FliA) 3,1 - -
5%42_R811220 (flagellar type 111 secretion system protein 31 4.4 41
EC042_RS06040 (flagellar assembly peptidoglycan

3,0 - -
hydrolase FlgJ)
EC042_RS20235 (heme ABC transporter ATP-binding 30 i i
protein) ’
EC042_RS05995 (flagellar basal body P-ring formation 30 i i

protein flgA)

Tabla 4.9. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el cromosoma de la cepa E. coli
042 en ausencia del plasmido pAA2, expresados de manera relativa (fold change) al nivel de
expresion de dichos genes en la cepa E. coli 042 WT. También se indica el valor de expresion
relativa de los mismos genes en los mutantes Ahha, Ahns y AhnsAhns2. Los datos
transcriptomicos fueron obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la
empresa biotecnoldgica Vertis Biotechnologie AG.

Tal y como se puede observar, la pérdida del plasmido pAA2 provoca una gran
desregulacién en la expresidn de un gran nimero de genes cromosémicos. Los principales
grupos de genes que muestran una mayor expresion en ausencia del plasmido pAA2 en
relacion a cuando dicho plasmido se encuentra presente en la cepa 042 corresponden a
genes implicados en la respuesta a estrés acido (entre los que destacan los genes del
operon hdeAB, genes que codifican para diferentes isoformas de la glutamato
descarboxilasa y el regulador GadE, regulador transcripcional implicado en la respuesta
a estrés acido y activador central de la via de resistencia a acido dependiente de glutamato
(GDAR, glutamate-dependent acid resistance) (Ma y col., 2003)) y genes implicados en
la sintesis flagelar Flag-1 (entre los que destacan genes codificados en dos operones
independientes (flg y fli)). Dicho sistema flagelar forma parte del sistema de secrecién
tipo I11'y es responsable de conferir el serotipo H18 caracteristico de dicha cepa bacteriana
(Chaudhuri y col., 2010)). De manera sorprendente, el perfil transcriptomico de la cepa
PAA2- coincide mayoritariamente con el perfil transcriptomico de la cepa Ahha y, en
menor medida, al de los mutantes Ahns y AhnsAhns2, a excepcion de los genes
implicados en la sintesis flagelar, donde no se cumple el patrén de regulacién

mencionado.
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En paralelo con la obtencion de estos resultados, se reportd que la inactivacion del gen
aar del plasmido pAA2 afectaba a la expresion de los genes hns y hns2 (Santiago y col.,
2017). Este hecho permite interpretar los datos transcriptémicos obtenidos en este trabajo

(apartado Discusion).

En referencia a los genes reprimidos en la cepa E. coli 042 como consecuencia de la
pérdida del plasmido pAA2 (tabla 4.10), la mayor parte de los mismos corresponden a
genes cromosdmicos regulados por AggR (principalmente genes codificados en la isla
cromosOmica que conforma el sistema de secrecion tipo VI Aai que abarca de los genes
EC042_4562 hasta el EC042_4583). Estos Ultimos resultados eran esperables ya que la
pérdida del plasmido pAA2 supone la consecuente pérdida de la proteina AggR, por lo
que la expresion de todos los genes cromosomicos que dependian de este activador

transcripcional se ve alterada negativamente.

Identificador NCBI (locus tag) Fold change
EC042_RS24370/EC042_4564 (type VI secretion system protein 183
AaiC/Hcp2) '
EC042_RS24365/EC042_4563 (type VI secretion system contractile sheath 179
large subunit) ’
EC042_RS24360/EC042_4562 (type VI secretion system contractile sheath 16.1
small subunit) ’
EC042_RS24375 (hypothetical protein) -12,3
EC042_RS24390/EC042_4569 (type VI secretion system tip protein VgrG) -11,5
EC042_RS24385/EC042_4568 (type VI secretion system baseplate subunit 114

TssG)

EC042_RS12055 (type IV toxin-antitoxin system toxin ChtA) -11,3

EC042_RS24380/EC042_4566 (type VI secretion system baseplate subunit

TssF) -10.9
EC042_RS24395 (hypothetical protein) -10,5
EC042_RS24450 (hypothetical protein) -10,5
EC042_RS24435/EC042_4577 (type VI secretion system ATPase TssH) -10,2
EC042_RS24405/EC042_4572 (type VI secretion system protein TSSA) -10,1
EC042_RS24410/EC042_4573 (type VI secretion protein) -10,0
EC042_RS24430 (hypothetical protein) -9,4
EC042_RS24400/EC042_4571 (type VI secretion protein) -9,2
EC042_RS24415/EC042_4574 (type VI secretion system baseplate subunit 85
TssK) '

EC042_RS24465 (hypothetical protein) -8,0
EC042_RS28315 (transposase) -7,5
EC042_RS24420 (hypothetical protein) -7,2
EC042_RS17020 (hypothetical protein) -6,3
EC042_RS24425 (DotU family type IVV/VI secretion system protein) -5,9
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EC042_RS17010 (hypothetical protein) -5,7
EC042_RS24460 (hypothetical protein) -53
EC042_RS27045 (1S3 family transposase) 47
EC042_RS17000 (ParB N-terminal domain-containing protein) -4,3
EC042_RS24485 (1S66 family transposase) -3,8
EC042_RS24470 (1S66 family transposase) -3,8
EC042_RS12580 (hypothetical protein) -3,8
EC042_RS28895 (1S3 family transposase) -3,7
EC042_RS17015 (hypothetical protein) -3,7
EC042_RS21290 (hypothetical protein) -3,6
EC042_RS24525 (DDE-type integrase/transposase/recombinase) -3,5
EC042_RS12995 (DUF4222 domain-containing protein) -3,5
EC042_RS12255 (GDP-mannose mannosyl hydrolase) -35
EC042_RS16990 (hypothetical protein) -3,3
EC042_RS17030 (AAA family ATPase) -3,3
EC042_RS17410 (glycolate oxidase subunit GICE) -3,2
EC042_RS17005 (phosphoadenosine phosphosulfate reductase) -3,0
EC042_RS15075 (DNA repair protein RecN) -2,9
EC042_RS24475 (1S110 family transposase) -2,9
EC042_RS16515 (putative aminohydrolase SsnA) -2,9
EC042_RS23675 (c-di-GMP phosphodiesterase PdeC) -2,8
EC042_RS24965 (hypothetical protein) -2,8
EC042_RS01275 (integrating conjugative element protein) -2,7
EC042_RS17415 (glycolate oxidase subunit GlcD) -2,7
EC042_RS24490 (1S110-like element ISEc45 family transposase) -2,7
EC042_RS29420 (hypothetical protein) -2,6
EC042_RS16995 (PerC family transcriptional regulator) -2,6
EC042_RS07935 (hypothetical protein) -2,5

Tabla 4.10. Listado de los genes cuya expresion resulta mayormente reprimida en el cromosoma
de la cepa E. coli 042 en ausencia del plasmido pAA2, expresados de manera relativa (fold
change) al nivel de expresion de dichos genes en la cepa E. coli 042 WT. Los datos
transcriptomicos fueron obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la
empresa biotecnoldgica Vertis Biotechnologie AG.

4.3.2 El gen aggR y su region 3°UTR: regulacion de la
virulencia en la cepa E. coli 042

4.3.2.1 Expresion transcripcional del gen aggR

Ademas de analizar el efecto del curado del plasmido pAA2 sobre la fisiologia de la cepa
E. coli 042, también se quiso aportar nuevos datos sobre la regulacion de la expresion del
principal regulador de la expresion de genes de virulencia codificados en este plasmido,
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el gen aggR. Dicho activador transcripcional, responsable de la expresion de un gran
namero de factores de virulencia tanto plasmidicos como cromosoémicos, presenta una
regulacion transcripcional dependiente de temperatura y de la fase de crecimiento
bacteriano, expresandose a unos niveles superiores a 37°C y en la fase estacionaria de
crecimiento respecto a cuando las células crecen a 25°C o se encuentran en la fase de

crecimiento exponencial (Huttener y col., 2018).

Decidimos, en primer lugar, confirmar estos resultados utilizando fusiones
transcripcionales cromosomicas del gen reportero lacZ con el gen aggR. Sin embargo,
previamente hay que tener en cuenta que la expresion del gen aggR presenta fendmenos
de autorregulacion por parte de su producto génico (Morin y col., 2010). Por ello, ya que
el hecho de generar una fusion transcripcional en el cromosoma de la bacteria con el gen
lacZ supone eliminar la secuencia codificante del gen diana de la fusion, para realizar
estos experimentos se decidi6 complementar a la cepa que presenta dicha fusion
cromosOmica con el gen aggR aportado en trans a través de un plasmido. Con esta
finalidad, se decidid introducir el plasmido pLG338.30 con el gen aggR clonado bajo el
control de su propio promotor en la cepa E. coli 042 aggR::lacZ (generando de esta

manera la cepa E. coli 042 aggR::lacZ pLG338.30aggR).

Sin embargo, a pesar de que el plasmido pLG338.30 sea un vector de bajo niUmero de
copias, la dosis génica del gen aggR aportada a través del plasmido pLG338.30aggR sera
mas elevada que la dosis génica del gen aggR presente en condiciones fisioldgicas. Por
todo ello, y con el fin de analizar los niveles de expresion del gen aggR bajo condiciones
fisioldgicas sin necesidad de incrementar los niveles de proteina AggR de manera
exogena, se decidio insertar la fusion transcripcional del gen lacZ justo después del codén

de stop del gen aggR, generando la cepa E. coli 042 aggR3 'UTR::lacZ.

De esta manera, se decidio analizar el nivel de expresion transcripcional del gen aggR
mediante ensayos de [-galactosidasa en las cepas E. coli 042 aggR::lacZ (cepa que no
presenta mecanismos de autoactivacion de la expresion de aggR), E. coli 042 aggR::lacZ
pLG338.30aggR y E. coli 042 aggR3 ’UTR::lacZ. Los ensayos se realizaron a 37°C a
partir de cultivos crecidos hasta el inicio de la fase de crecimiento estacionaria
(D.Os00nm=2,0), tanto en medio LB como en medio DMEM suplementado con glucosa
0,45% (p/v), condiciones descritas en las que se induce el regulon de AggR (Sheikh y
col., 2001; Morin y col., 2013) (figura 4.55).
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Figura 4.55. Expresion transcripcional del gen aggR cuantificada mediante ensayos de -
galactosidasa a partir del gen reportero lacZ fusionado en el cromosoma de la cepa E. coli 042.
Dicha expresion transcripcional se cuantifico a partir de cultivos de las cepas E. coli 042 AlacZ
aggR::lacz, E. coli 042 AlacZ aggR::lacZ pLG338.30aggR y E. coli 042 AlacZ aggR3 'UTR::lacZ
crecidos a 37°C en medio LB 0 medio DMEM suplementado con glucosa 0,45% (p/v) hasta el
inicio de la fase estacionaria de crecimiento. Se representa el promedio y la desviacion estandar
correspondientes a tres réplicas bioldgicas independientes.

Analizando los resultados representados en la figura 4.55, puede observarse como, en
efecto, la expresion transcripcional del gen aggR es mayor cuando las bacterias crecen en
medio DMEM suplementado con glucosa al 0,45% (p/v) respecto a cuando lo hacen en
medio rico LB. Dichos resultados concuerdan con resultados publicados previamente
(Sheikh y col., 2001; Morin y col., 2013), en los que se indica que el medio DMEM a
37°C son las condiciones inductoras de la expresion de los genes regulados por parte del
regulador transcripcional AggR. Ademas, cuando la cepa que presenta la fusion
transcripcional lacZ en la secuencia codificante del gen aggR se complementa con el
plasmido pLG338.30aggR, los valores de expresion transcripcional de este regulador se
incrementan aproximadamente en 1000 Unidades de Miller. Ello nos indica que la
presencia de la proteina AggR es necesaria para la autoactivacion de su propio promotor.
Dichos datos se confirman al observar los valores de la expresion transcripcional del gen
aggR cuando la fusion del gen reportero lacZ se inserta justo después del codon de stop
del propio regulador, dejando intacta su secuencia codificante. En este caso, los valores

de actividad B-galactosidasa también permiten confirmar la autoactivacion del gen aggR
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por parte de su producto génico; ademas, dichos valores son ligeramente superiores a los

obtenidos en la complementacion en trans con el plasmido pLG338.30aggR.

4.3.2.2 Andlisis del perfil de expresion de la proteina AggR

Los estudios de expresion del gen aggR se completaron analizando también la expresion
de la proteina AggR. Para ello, se marcé con el epitopo 3XFLAG el extremo C-terminal
de la proteina AggR, cuantificandose sus niveles de expresion por inmunodeteccién a
partir de cultivos crecidos tanto en medio rico LB como en medio DMEM (suplementado
con glucosa al 0,45% (p/v)), incubandose los mismos tanto a 25°C como a 37°C hasta el
inicio de la fase estacionaria de crecimiento (figura 4.56).

35 kDa

25 kDa

Figura 4.56. Analisis por Western Blot de la expresion de la proteina AggR::3XFLAG en medio
rico LB y en medio DMEM tanto a 25°C como a 37°C en el inicio de la fase estacionaria de
crecimiento (D.Osoonm 2,0). EI panel superior muestra la tincion de Coomassie de cada uno de los
extractos proteicos analizados y representa el control de carga en el que se muestra que la proteina
total analizada para cada extracto es similar en todas las condiciones estudiadas.

Puede comprobarse como los niveles de expresion proteica de AggR son totalmente
dependientes de la temperatura (niveles de expresion mucho mayores cuando las bacterias
crecen a 37°C respecto a 25°C) y del medio de crecimiento de las bacterias (nivel de
expresion mayor cuando las bacterias crecen en medio DMEM respecto a cuando lo hacen

en medio LB). Estos datos de expresion proteica del regulador transcripcional AggR
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concuerdan con los perfiles de expresion transcripcional del gen aggR previamente
descritos por parte de (Sheikh y col., 2001; Morin y col., 2013; Huttener y col., 2018).

4.3.2.3 Alteracion del fenotipo bacteriano al generar una insercion
nucleotidica entre el codon de finalizacion de traduccién y la region
3’UTR del gen aggR

De manera inesperada, al realizar estrias en placas de LB-agar del clon que contenia el
gen reportero lacZ insertado justo después del coddn de finalizacion de la traduccion del
gen aggR (E. coli 042 AlacZ aggR3 'UTR::lacZ), las colonias de este mutante presentaban
una morfologia y un perfil de adherencia a la superficie del agar muy diferente al de la
cepa salvaje. Ademas, cuando a partir de dichas colonias se realizaba un cultivo en medio
liquido, rapidamente se podia observar como las células se agrupaban entre ellas
formando agregados celulares macroscopicos que sedimentaban en fondo del tubo,
presentando un fenotipo altamente autoagregativo. Dicho fenotipo se ha asociado
comUnmente con bacterias que presentan mecanismos patogénicos, ya que este proceso
esta relacionado con incrementos en la tolerancia a agentes antimicrobianos (Corno y col.,
2014) y con la capacidad invasiva de la bacteria y su resistencia al sistema inmune del
huésped (Galdiero y col., 1988). Todo ello es debido al hecho de que, cuando las células
se unen entre ellas y autoagregan, generan un microambiente en el que las bacterias se
encuentran protegidas de condiciones ambientales adversas y de las defensas del
hospedador, permitiendo su crecimiento y supervivencia a lo largo del tiempo (Trunk y
col., 2018). Para analizar con mas detalle este fenotipo autoagregativo, se realizaron
ensayos para cuantificar la sedimentacion celular siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 3.10.2. Con el fin de descartar que el fenotipo observado fuera debido a posibles
efectos polares derivados del gen reportero lacZ insertado y del casete de resistencia a
kanamicina que dicha construccién lleva asociado, se quiso analizar si los efectos
observados se mantenian en la cepa original (cepa que contenia una cicatriz FRT después
del codon de terminacion de la traduccion del gen aggR, lugar en el que se inserta el gen
lacZ siguiendo el protocolo descrito por (Ellermeier y col., 2002)). Para realizar los
ensayos de autoagregacion, se crecieron los cultivos de las cepas E. coli 042 salvaje,
E. coli 042 pAA2-, E. coli 042 AaggR y E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR (cepa que contiene
la secuencia FRT después del codon stop del gen aggR) en medio LB durante 16 horas a
25°C y a 37°C en agitacion constante. Una vez crecidos, se transfirieron 10 ml de cada

cultivo a un tubo de ensayo y se mantuvieron en estatico, tomandose alicuotas de la parte
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superior del tubo para medir la turbidez de cada muestra en el espectrofotometro. La
autoagregacion se representd como el descenso de la absorbancia a 600 nm como

consecuencia de la sedimentacion de las células hacia la base del tubo (figura 4.57).
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Figura 4.57. (A) Representacion gréfica de la autoagregacion bacteriana cuantificada a través del
descenso de la absorbancia observada al dejar reposar en condiciones estaticas los cultivos
crecidos en medio LB a 25°C o 37°C de las cepas E. coli 042 WT, pAA2-, AaggR vy
aggR+FRT3’UTR. (B) Imagen representativa de la sedimentacion celular (causada por la
autoagregacion de las bacterias) de los cultivos mencionados anteriormente después de dejarlos
reposar en condiciones estaticas durante 60 minutos.

Tal y como se puede observar en la figura 4.57 (A'y B), la cepa que presenta la disrupcién
del extremo 3’ del gen aggR causada por la adicion de una secuencia FRT entre el codén
stop del gen y su region 3’UTR (unstranslated region) presenta un fenotipo altamente
autoagregativo a 37°C, observado al generarse un notable descenso de la absorbancia de
las muestras recogidas en la superficie del tubo como consecuencia de la sedimentacion
celular hacia la base del mismo. La cepa salvaje también presenta un ligero fenotipo
autoagregativo a 37°C, pero a unos niveles muy inferiores a los de la cepa portadora de la
construccion aggR+FRT3'UTR. Dicho efecto es completamente dependiente de la
temperatura de crecimiento de los cultivos, ya que a 25°C el efecto se ve totalmente

anulado. Ni la cepa que presenta la delecion del gen aggR ni la cepa curada del plasmido
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pAA2 presentaban este fenotipo autoagregativo. Ello es debido a que este fendmeno
autoaglutinante esta mediado por interacciones homotipicas entre las bacterias en las que
intervienen multiples factores, entre los que destacan exopolisacéridos y proteinas de
superficie, tales como pili, flagelos y fimbrias. En el caso de la cepa E. coli 042, las
fimbrias de adherencia agregativa AAF/11 se hallan codificadas en el plasmido pAA2 y,
ademas, su expresion se encuentra bajo el control del regulador transcripcional AggR
(Nataro y col., 1994), por lo que en ausencia de las fimbrias (en el caso de la cepa E. coli
042 pAA2-) y en ausencia de su activador transcripcional (en el caso de la cepa E. coli

042 AaggR) no se observa este fenotipo autoagregativo.

Paralelamente, también se quiso analizar a nivel de fitness celular como afectaban tanto
la ausencia del plasmido pAA2, la mutacién en el gen aggR y la construccion
aggR+FRT3 ’UTR a nivel de la tasa de crecimiento bacteriano, comparandose dichos
efectos con los valores correspondientes a la cepa salvaje. Para ello, se realizaron curvas
de crecimiento a 37°C en medio rico LB, medio DMEM suplementado con glucosa al
0,45 % (p/v) y medio minimo M9 suplementado con glucosa al 0,40 % (p/v) de las cepas

mencionadas anteriormente (figura 4.58).
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Figura 4.58. Curvas de crecimiento de las cepas E. coli 042 salvaje (WT), E. coli 042 pAA2-,
E. coli 042 AaggR y E. coli 042 aggR+FRT3 ’UTR en medio LB (A), DMEM suplementado con
glucosa 0,45% (p/v) (B) y M9 suplementado con glucosa 0,40% (p/v) (C) a 37°C. Se representan
los valores correspondientes a 3 réplicas bioldgicas independientes. Las barras de error
representan la desviacion estdndar de los 3 valores obtenidos en cada una de las réplicas

realizadas.
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Analizando las cinéticas de crecimiento de los diferentes mutantes estudiados, se puede
observar como la pérdida del plasmido pAA2 y la delecion del gen aggR generan un
efecto positivo a nivel de velocidad de crecimiento (en referencia a la cepa salvaje)
independientemente de la riqueza de nutrientes del medio de cultivo utilizado (aungue la
diferencia de crecimiento respecto a la cepa salvaje se hace méas plausible cuando las
bacterias crecen en medio DMEM suplementado con glucosa 0,45% (p/v), condiciones
inductoras de la expresion de la proteina AggR). En cambio, se observa un efecto
totalmente opuesto a nivel de la cinética de crecimiento de la cepa que presenta la
insercion de la secuencia FRT en el extremo 3’ del gen aggR, cuya tasa de crecimiento es

inferior a la de la cepa salvaje y mucho menor que la de las cepas pAA2- y AaggR.

4.3.2.3.1 Andlisis del contenido proteico intracelular de la cepa E. coli 042
aggR+FRT3’UTR

Con el fin de seguir caracterizando la cepa E. coli 042 aggR+FRT3 UTR, se decidio
analizar su perfil proteico intracelular y se compar6 con los perfiles proteicos de la cepa
salvaje, la cepa curada del plasmido pAA2 y la cepa mutante AaggR, a partir de cultivos
crecidos a 37°C en medio LB, medio DMEM suplementado con glucosa al 0,45% (p/v) y
medio minimo M9 suplementado con glucosa al 0,40% (p/v). Para analizar el contenido
proteico de los diferentes mutantes analizados en cada condicidn, se crecieron los cultivos
correspondientes hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento (D.Osoonm = 2,0) @
partir de indculos con una dilucion 1:100 de un cultivo previo. Para extraer el contenido
proteico de cada cultivo se sigui6 el protocolo descrito en el apartado 3.9.1 de Materiales
y Métodos, con el fin de normalizar la concentracion de proteina obtenida en funcion de
la biomasa del cultivo utilizado. Las proteinas de dichos extractos se analizaron
posteriormente mediante electroforesis en geles SDS-PAGE vy tincién con Azul de

Coomassie (figura 4.59).
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Figura 4.59. Perfil electroforético del contenido proteico intracelular aislado a partir de cultivos
de las cepas E. coli 042 WT, E. coli 042 pAA2-, E. coli 042 AaggR y E. coli 042
aggR+FRT3 UTR, crecidas a 37°C en los medios LB, DMEM suplementado con glucosa 0,45%
(p/v) y M9 suplementado con glucosa 0,40% (p/v) hasta el inicio de la fase estacionaria de
crecimiento. La flecha amarilla indica la proteina sobreexpresada en el fondo genético
aggR+FRT3 UTR. Las proteinas se analizaron mediante electroforesis en geles de acrilamida en
presencia de SDS y posterior tincion con Azul de Coomassie.

En la figura 4.59 se puede observar que existe una banda correspondiente a una proteina
sobreexpresada en la cepa E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR en relacion con la cepa salvaje,
la cepa curada del plasmido pAA2 y el mutante aggR sencillo. Con el fin de localizar esta
proteina en un compartimento celular (citoplasma, periplasma, membrana interna o
membrana externa) se decidi6 realizar un fraccionamiento celular. Para obtener las
diferentes fracciones pertenecientes a cada uno de los compartimentos celulares se siguio
el protocolo descrito en el apartado 3.9.3 de Materiales y Métodos. Se aislé el contenido
proteico de las diferentes fracciones celulares de las cepas E. coli 042 WT, E. coli 042
pAA2-y E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR a partir de cultivos crecidos en medio LB a 37°C
hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento (figura 4.60).
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Figura 4.60. Perfil electroforético de las proteinas pertenecientes a las fracciones de citoplasma,
periplasma, membrana interna y membrana externa de las cepas E. coli 042 WT, E. coli 042
pAA2-y E. coli 042 aggR+FRT3 UTR, aisladas a partir de cultivos crecidos en medio LB a 37°C
hasta el inicio de la fase estacionaria. La flecha amarilla indica la proteina de membrana externa
sobreexpresada en el fondo genético aggR+FRT3 'UTR. Las proteinas se analizaron mediante
electroforesis en gel SDS-PAGE vy posterior tincion con Azul de Coomassie.

En la figura 4.60 se puede observar como la proteina sobreexpresada en la cepa E. coli
042 aggR+FRT3 UTR se localiza en la fraccion celular correspondiente a la membrana
externa bacteriana. Con el fin de identificar a qué proteina corresponde la banda proteica
sobreexpresada, se recortd la banda de interés del gel de poliacrilamida y se analiz
mediante cromatografia de gases acoplada a un espectrdmetro de masas. Los resultados
mostraron que la proteina objeto de interés sobreexpresada cuando se altera la region
comprendida entre la secuencia codificante y la region 3’UTR del gen aggR corresponde
a la subunidad mayor de las fimbrias de adherencia agregativa de tipo 1l (AafA). Este
resultado esta en concordancia con el elevado fenotipo autoagregativo observado en la
cepa objeto de estudio, fenotipo que se podria explicar por el elevado incremento en la
expresion de las fimbrias agregativas en el fondo genético aggR+FRT3 UTR respecto a
la cepa salvaje.
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4.3.2.3.2 Analisis del secretoma de la cepa E. coli 042 aggR+FRT3’UTR

Paralelamente al anélisis del contenido proteico intracelular de los diferentes mutantes
estudiados, también se quiso analizar el perfil de proteinas que dichas cepas eran capaces
de secretar al medio extracelular. Para ello, se utilizo el protocolo descrito en el apartado
3.9.2 de Materiales y Métodos. Con este fin, se analizo el secretoma de cultivos crecidos
hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento de las cepas E. coli 042 WT,
E. coli 042 pAA2-, E. coli 042 AaggR y E. coli 042 aggR+FRT3 ’UTR en medio rico LB,
medio DMEM suplementado con glucosa al 0,45% (p/v) y medio minimo M9
suplementado con glucosa al 0,40% (p/v) a 37°C. Las proteinas de dichos extractos se
analizaron posteriormente mediante electroforesis en geles SDS-PAGE vy tincion con
Azul de Coomassie (figura 4.61).
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Figura 4.61. Perfil electroforético obtenido por SDS-PAGE y posterior tincion con Azul de
Coomassie de las proteinas secretadas al medio extracelular por parte de las cepas E. coli 042
WT, E. coli 042 pAA2-, E. coli 042 AaggR vy E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR crecidas a 37°C en
medio LB, medio DMEM suplementado con glucosa 0,45% (p/v) y medio M9 suplementado con
glucosa 0,40% (p/v) hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento. Con unos asteriscos de
color rojoy azul se indica la presencia en el secretoma de los cultivos mencionados anteriormente
de las proteinas Pet y She, respectivamente. La flecha amarilla indica la proteina sobreexpresada
en el fondo genético aggR+FRT3 UTR.
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Se ha descrito que la cepa E. coli 042 es capaz de secretar al medio extracelular dos
proteinas de elevado peso molecular (104 y 116 kDa). La proteina de 104 kDa
corresponde al producto codificado en el gen pet del plasmido pAA2, y corresponde a un
autotransportador con actividad enterotdxica (Eslava y col., 1998). Tal y como se puede
observar en la figura 4.61, dicha proteina se encuentra presente en todas las cepas
analizadas a excepcion de la cepa curada del plasmido pAA2. La otra proteina de elevado
peso molecular secretada al medio extracelular por parte de la cepa E. coli 042 tiene
homologia en su dominio N-terminal con la proteina She de S. flexneri, una proteina de
la familia de proteasas de inmunoglobulinas de tipo A (Rajakumar y col., 1997). Esta
proteina se encuentra codificada en el cromosoma de la cepa E. coli 042. Su presencia
puede observarse en el secretoma de todas las cepas analizadas en la figura 4.61 cuando
éstas crecen en medio LB, pero no cuando las bacterias lo hacen en medio minimo M9 o
DMEM.

En el caso del secretoma de la cepa E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR crecida en medio LB,
se puede observar una proteina con un peso molecular de aproximadamente 10 kDa que
aparece sobreexpresada en dicho fondo genético respecto a la cepa E. coli 042 WT. Dicha
proteina no esta presente ni en la cepa E. coli 042 pAA2- ni en la cepa mutante para el
regulador transcripcional AggR. Con el fin de identificar a qué proteina corresponde la
banda proteica sobreexpresada, se recortd dicha banda de interés del gel de poliacrilamida
y se identificé mediante cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas.
Los resultados de la identificacion mostraron que la misma corresponde a la proteina
dispersina (Aap). Dicha proteina, codificada en el plasmido pAA2, se encuentra bajo el
control del regulador transcripcional AggR (Sheikh y col., 2002). Esta proteina es
secretada al medio extracelular, pero permanece asociada de manera no covalente al

lipopolisacarido (LPS) presente en la superficie celular bacteriana (Velarde y col., 2007).

La sobreexpresién de la subunidad mayor de las fimbrias de adherencia agregativa AafA
y de la dispersina Aap en la cepa E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR cuando los cultivos crecen
en medio LB a 37°C concuerda con el elevado fenotipo autoagregativo de este mutante
representado en la figura 4.57. Debido al elevado punto isoeléctrico de las fimbrias, estas
estructuras proteicas presentan una elevada carga positiva en su superficie a pH
fisiolégico. En ausencia de la dispersina, las elevadas cargas positivas de las fimbrias
interaccionarian electrostaticamente con la fuerte carga negativa de la superficie celular,

impidiendo su correcto ensamblaje sobre la superficie bacteriana. De esta manera, la
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expresion de la dispersina permite el correcto ensamblaje y extension de las fimbrias de
adherencia agregativa sobre la superficie bacteriana al enmascarar y bloquear la fuerte
atraccion electrostatica entre las fimbrias y la superficie bacteriana (Velarde y col., 2007)
(figura 4.62).

AAF/Il

AAF/I Dispersin
___—i‘
Cell Surface €] Cell Surface ©
EAEC 042aap EAEC 042

Figura 4.62. Representacion esquematica del modelo propuesto sobre el papel de la dispersina
en la superficie celular de la cepa E. coli 042. Dicha proteina es capaz de apantallar la fuerte
atraccion electrostatica entre la carga positiva (+) de las fimbrias AAF/Il y la carga negativa (-)
de la superficie bacteriana, permitiendo de esta manera el correcto ensamblaje de las fimbrias
sobre la membrana externa bacteriana. Imagen adaptada de (Velarde y col., 2007).

4.3.2.4 Andlisis del transcrito del gen aggR mediante Northern Blot

El hecho de que al alterar posibles secuencias reguladoras de la expresion y/o estabilidad
del gen aggR provoque la sobreexpresion de las proteinas AafA y Aap, cuya expresion
génica esta mediada por el producto génico de dicho gen, la proteina AggR, puede estar
indicando que al alterar estas secuencias génicas se esté provocando un incremento en la
expresion de este regulador transcripcional. Para apoyar esta hipétesis, se analizaron
mediante Northern Blot los niveles de transcripcion del ARN mensajero del gen aggR en
la cepa salvaje y se compararon con los niveles de expresion que se obtienen en la cepa
que presenta la alteracion en el extremo 3’ del gen aggR. Para estudiar el transcrito del
gen aggR, se cultivaron las cepas E. coli 042 WT, E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR y E. coli
042 AaggR (cepa utilizada como control de la especificidad de la sonda utilizada en la
hibridacion) en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento
bacteriano. El contenido de ARN total de cada cultivo se aisl6 siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 3.8.1 de Materiales y Métodos, y se resolvio mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 6% y elevada concentracion de urea (8,3 M).
Para analizar el nivel de expresion del ARN mensajero del gen aggR en los diferentes
fondos genéticos se utilizaron dos sondas diferentes de 21 nucledtidos (que hibridaban en
diferentes regiones del extremo 3’ de la secuencia codificante del gen aggR) marcadas

radioactivamente en su extremo 5’ con ATP-[yP3?] (10uCi/ul). Adicionalmente, también
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se utilizé una sonda complementaria a la cadena antisentido del gen aggR, con el fin de
localizar un posible ARN de interferencia cuya expresion se viera alterada al modificar
el extremo 3’ del gen aggR (figura 4.63).
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Figura 4.63. Analisis por Northern Blot de la expresién del ARN mensajero del gen aggR en las
cepas E. coli 042 WT, E. coli 042 aggR+FRT3’UTR y E. coli 042 AaggR a partir de cultivos
crecidos en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento. Para realizar
el experimento, se analizaron 25 pgr del ARN correspondiente a cada cepa mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% con elevadas concentraciones de urea (8,3 M). Los
acidos nucleicos fueron transferidos a una membrana de nylon, donde se realiz6 la incubacion con
las sondas correspondientes (aggR 3’ (A), aggR 3’ 1.2 (B) y aggR 3’ antisentido (C)) marcadas
radioactivamente con P32en su extremo 5°. Como control de la homogeneidad de carga se analiz6
la expresion del ARNr 5S (D) en los diferentes mutantes estudiados (debido a la elevada expresion
de este ARNrr, Gnicamente se utilizaron 10 ugr de ARN para incubar con la sonda especifica).

Analizando los resultados representados en la figura 4.63, puede observarse como el
hecho de alterar el extremo 3’ del gen aggR provoca un incremento en la expresion del
ARN mensajero correspondiente a dicho gen respecto a los niveles de expresion del gen
aggR en un fondo genético salvaje. En dicho experimento no se encontrd expresion
alguna de un ARN antisentido que hibridara en la region complementaria sobre la regién
en la que hibridaron las sondas que si detectaron expresion de la secuencia codificante
del gen aggR. La correcta especificidad de las sondas se pudo confirmar ya que en el
mutante AaggR no se observoé hibridacion con las sondas utilizadas. En la figura 9.20 del
apartado Anexo se muestra la imagen completa del gel representado en la figura 4.63
después de realizar el revelado de la emision por parte del is6topo radioactivo unido a las
diferentes sondas utilizadas. De manera sorprendente, se puede observar como el tamafio
del transcrito detectado correspondiente al gen aggR (mas de 1.300 pb) es mucho mayor

del tamafio esperable debido al tamafio del gen (900 pb).
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En un experimento posterior, se clond en el plaésmido de bajo numero de copias
pLG338.30 tanto el gen aggR con su secuencia 3’ salvaje como el gen aggR con la
secuencia que presenta la insercion en su extremo 3’. Ambos plasmidos se transformaron
a un mutante E. coli 042 AaggR, generando las cepas E. coli 042 AaggR pLG338.30aggR
y E. coli 042 AaggR pLG338.30aggR+FRT3 'UTR. Utilizando dichas cepas, se analizd
por Northern Blot la expresion del ARN mensajero del gen aggR clonado en el vector
pLG338.30. De esta manera, al clonar las regiones salvaje y alteradas del extremo 3’ del
gen aggR, y analizarlas sobre un fondo genético sin el gen aggR cromosdmico, se quiso
analizar si los efectos fenotipicos observados en el mutante E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR
eran generados Unicamente como consecuencia de alterar el extremo 3’ del gen aggR, o
bien si al provocar esta alteracion se estuvieran produciendo otros efectos secundarios
sobre los genes situados aguas abajo en el lugar del cromosoma en el que tuvo lugar la
modificacion genética. Analizando los resultados representados en la figura 4.64 puede
concluirse que, cuando la construccion que presenta la secuencia FRT insertada en el
extremo 3’ del gen aggR se clona en el plasmido pLG338.30, se genera un incremento en
la expresion del gen aggR que no se observa cuando se analiza la construccion salvaje
(ademas, dicho incremento es superior a la expresién observada en la construccion
cromosOmica, pero ello podria ser debido al mayor nimero de copias plasmidicas
respecto a la Unica copia cromosdmica del gen aggR).
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Figura 4.64. Andlisis por Northern Blot de la expresién del ARN mensajero del gen aggR en las
cepas E. coli 042 WT, E. coli 042 aggR+FRT3 UTR, E. coli 042 AaggR, E. coli 042 AaggR
pLG338.30aggR vy E. coli 042 AaggR pLG338.30aggR+FRT3 'UTR aislado a partir de cultivos
crecidos en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento. El nivel de
expresion del gen aggR se analiz6 mediante la sonda aggR 3’(A) marcada radioactivamente con
P32 en su extremo 5°. Como control de homogeneidad de carga se analizé la expresion del
ARNr 5S (B) en los diferentes mutantes estudiados.
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Resumiendo los resultados presentados hasta ahora, puede afirmarse que el hecho de
alterar la secuencia del extremo 3’ del gen aggR provoca un incremento en los niveles de
ARN mensajero de dicho gen y, en consecuencia, de la cascada regulatoria ejercida por
este activador transcripcional, tal y como puede observarse en los incrementos de la
expresion de los genes que forman parte del regulén de AggR (genes aap y aafA)
observados en el mutante E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR.

4.3.2.5 Analisis genémico de la region 3°’UTR del gen aggR

Ya que la alteracion de la region 3°UTR del gen aggR genera un incremento en la
expresion transcripcional de este gen, lo que a su vez provoca grandes cambios en la
fisiologia de la cepa E. coli 042, nos propusimos analizar con mas detalle la estructura de
dicha regién génica. En una primera aproximacion, se investigo el entorno génico de la
localizacion del gen aggR dentro del plasmido pAA2 de la cepa E. coli 042. En dicho
andlisis se ha podido comprobar que el gen aggR se encuentra situado entre un gran
namero de secuencias de insercidn y de transposasas (figura 4.65). Concretamente, aggR
se encuentra flanqueado aguas arriba por un elemento de insercion de la familia 1S3, y

aguas abajo por un elemento de insercion de la familia IS1A.

aar aap aggR aafd aafD toxina Pet
1566 1S3 IS481 1S3 IS14 I3 1830 I3
1Kbp
—

Figura 4.65. Representacion esquematica de la region génica comprendida entre las posiciones
nucleotidicas 28073 a 50530 del plasmido pAA2, correspondiente al entorno génico del gen aggR
(EC042_pAAO052). En gris se indica el gen aggR, y en amarillo y negro se indican las diferentes
transposasas y elementos de insercion presentes en la secuencia analizada. También se indican
los genes aar, aap, aafA, aafD y la toxina Pet, todos ellos situados muy préximos al gen aggR.
Anotacion génica extraida de GenBank FN554767.1. Representacion realizada mediante el
programa EasyFig (Sullivan y col., 2011).

Seguidamente se quiso comprobar si, tal y como ocurre en el caso del gen aggR de la cepa
042, el hecho de estar rodeado por secuencias de insercion y transposasas también se
cumplia en el caso del gen aggR presente en otros plasmidos pAA de otras cepas
enteroagregativas de E. coli. También se quiso delimitar, dentro de la region intergénica
entre el gen aggR y el elemento de insercion IS1A (regidn que abarca desde el codon de
finalizacién de la traduccion del gen aggR y el coddn de inicio de la traduccion de la

transposasa IS1A), qué region génica forma parte de la region no codificante del gen aggR
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(3°’UTR) y qué region ya forma parte del elemento de insercion en si. Para ello, se analizo
bioinformaticamente tanto la region codificante del gen aggR como la region génica
presente aguas abajo de dicho gen en otras cepas de E. coli, con el fin de localizar una
region presente en todas las cepas portadoras del gen aggR que definiera una region
3’UTR comun en todas las cepas. Concretamente, se analizé y se comparo la region
situada aguas abajo del gen aggR en los plasmidos pAA de las cepas enteroagregativas
de E. coli 042, E. coli C700-09, E. coli 55989 y en la cepa responsable del brote se SUH
en Alemaniaen 2011, la cepa E. coli 0104:H4 (figura 4.66). Se ha descrito recientemente
que cepa E. coli C700-09 contiene una nueva variante del plasmido pAA no descrita hasta
la fecha que codifica dos clases de fimbrias agregativas (AAF/111 y AAF/V) (Jonsson y
col., 2017), mientras que la cepa 55989 ha sido reconocida como la cepa prototipo EAEC
que expresa las fimbrias de tipo 111 (AAF/I11) (Bernier y col., 2002). Por el contrario, la
cepa O104:H4 contiene una variante del plasmido pAA que codifica para las fimbrias de
tipo | (AAF/1) (Rasko y col., 2011).
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Figura 4.66. Alineamiento realizado mediante herramientas de gendmica comparativa del
entorno génico existente aguas abajo del gen aggR presente en los plasmidos pAA de las cepas
E. coli 042, E. coli C700-09, E. coli 55989 y E. coli 0104:H4. De color blanco se representa el
gen aggR correspondiente a cada una de las cepas analizadas, y de amarillo y negro se representan
las diferentes secuencias de insercion localizadas aguas abajo del gen aggR. Alineamiento
realizado mediante el programa EasyFig (Sullivan y col., 2011) haciendo uso de las secuencias
génicas extraidas de la base de datos GenBank correspondientes a los plasmidos pAA de E. coli
042 (FN554767.1), E. coli C700-09 (LT719075), E. coli 55989 (CU928159) y E. coli 0104:H4
(CP011332).
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Tal y como se puede observar en la figura anterior, tanto la region promotora como la
region codificante de los diferentes genes aggR de las diferentes cepas enteroagregativas
de E. coli analizadas presentan una homologia superior al 97%. Dicha homologia se
mantiene también en una serie de nucleodtidos situados aguas abajo de la region
codificante de cada gen aggR. Concretamente, se ha localizado una regién comdn a todas
las cepas de 44 nucleotidos de longitud, la cual hemos asociado como region 3’UTR del
gen aggR. En el caso de la cepa E. coli C700-09, dicha region es unos 7 nucledtidos méas
larga que en las cepas 55989 y 0104:H4, por lo que dicha cepa presenta una homologia

de 51 nucleotidos respecto la region 3’UTR del gen aggR de la cepa E. coli 042,

Ademas, en todas las cepas analizadas, se ha podido observar que el gen aggR se
encuentra siempre flanqueado por secuencias de insercion (figura 4.66). Los elementos
de insercion IS (insertion sequence element) son fragmentos genéticos de ADN mdviles
que, a diferencia de los transposones (que también contienen genes accesorios, Como por
ejemplo genes que portan elementos de resistencia a antibidticos), tnicamente codifican
para las enzimas responsables de su transposicion (Berg y Howe, 1989; Craig y col.,
2002). Concretamente, los IS suelen tener un tamafio de entre 0,7 Kb y 2,5 Kb y contienen
como maximo dos pautas abiertas de lectura que ocupan la totalidad de la longitud del
elemento de insercién, que se encuentra flanqueado en ambos extremos por secuencias
repetidas invertidas (IR). Dichas pautas abiertas de lectura corresponden a la enzima
catalitica (responsable de la ruptura del ADN para permitir el movimiento y transferencia

del elemento de insercion) y a proteinas reguladoras de dicha catélisis.

Analizando cada una de las secuencias de insercion situadas aguas abajo del gen aggR
mediante el programa IS Finder (una herramienta bioinformatica que permite identificar
y caracterizar elementos de insercion) (Siguier y col., 2006)), se ha podido comprobar
como la secuencia del elemento de insercion situado aguas abajo del gen aggR en la cepa
E. coli 042 no presenta homologia con los elementos de insercion situados aguas abajo
del gen aggR en las otras cepas estudiadas, los cuales si muestran una alta homologia

entre si (figura 4.66).

En el caso especifico del IS localizado aguas abajo del gen aggR, dicho elemento movil
se clasifica como IS1Ay se encuentra situado 7 nucleétidos después del altimo nucle6tido
de la region 3’UTR del gen aggR (figura 4.67). Dicho elemento de insercion tiene un

tamanio de 768 pb, y se encuentra flanqueado por repeticiones terminales invertidas (IRL
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e IRR) de 50 nucleotidos cada una, entre las que se encuentran dos pautas abiertas de

lectura (la primera con un tamariio de 276 pb y la segunda con un tamario de 378 pb).

AAACATGTTTCATATCATTATTTGAGATTGCTATAAACATATTGAGATGGC
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Figura 4.67. Representacion esquematica de los elementos génicos que conforman el entorno del
gen aggR. De color blanco se indica el gen aggR, y en amarillo y negro se indica el elemento de
insercion IS1A situado aguas abajo del mismo. Se indica también la region promotora del gen (en
negro), las regiones 5’UTR y 3’UTR (azul y violeta, respectivamente), el inicio de transcripcion
del gen aggR determinado experimentalmente (Morin y col., 2010), ademas de las repeticiones
invertidas (izquierda y derecha) que flanquean al elemento de insercién IS1A (naranja 'y marron,
respectivamente). Anotacion génica extraida de GenBank FN554767.1. Representacion
esquematica realizada mediante el programa EasyFig (Sullivan y col., 2011).

Con la finalidad de determinar qué region situada aguas abajo del gen aggR esta implicada
en la regulacion de la expresion del propio gen aggR, realizamos cuatro deleciones: la
primera, correspondiente a la secuencia 3°UTR del gen aggR (marcada en violeta en la
figura 4.67). La segunda, correspondiente a la secuencia invertida y repetida izquierda
(IRL) del elemento IS1A (marcada en naranja en la figura 4.67). La tercera delecion
combinaba tanto la eliminacion de la region 3’UTR del gen aggR como la supresion del
elemento IRL de IS1A. Finalmente, la tltima delecion generada correspondio a toda la
secuencia perteneciente al elemento IS1A, incluyendo sus repeticiones terminales
invertidas (delecion marcada en amarillo en la figura 4.67). Una vez generadas dichas
deleciones, se analizo el nivel de expresion del ARNm del gen aggR en dichos fondos
genéticos mediante Northern Blot (figura 4.68).
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Figura 4.68. Analisis por Northern Blot de la expresién del ARN mensajero del gen aggR en las
cepas E. coli 042 WT, E. coli 042 AaggR, E. coli 042 aggR+FRT3'UTR, E. coli 042
A3’UTRaggR, E. coli 042 AIRL IS1A, E. coli 042 A3’UTRaggR AIRL IS1A 'y E. coli 042 AIS1A.
El ARN total de las cepas fue aislado a partir de cultivos crecidos en medio LB a 37°C hasta el
inicio de la fase estacionaria de crecimiento bacteriano. El nivel de expresion del gen aggR se
analiz6 a partir de 25 pgr de ARN total (resuelto electroforéticamente) mediante la sonda aggR
3’ marcada radioactivamente con P*? en su extremo 5’ (A). Como control de la homogeneidad de
carga se analizé la expresion del ARNr 5S (B) en los diferentes mutantes estudiados (debido a la
elevada expresion de este ARNr, Gnicamente se utilizaron 10 pugr de ARN para incubar con la
sonda especifica).

Tal y como se puede observar en todos los casos, la delecion de cualquier region situada
aguas abajo del gen aggR provoca un incremento en los niveles del ARNm del propio
gen, por lo que en dicha region génica existen elementos implicados en la regulacion de
la expresién de este regulador transcripcional. Todo ello pone de manifiesto que la
insercion del elemento IS1A, seleccionada de manera positiva a lo largo de la historia
evolutiva de esta bacteria, esta implicada en mecanismos relacionados con la expresién

y/o estabilidad del transcrito correspondiente al gen aggR.

Ademas, el resultado indicado anteriormente en la figura 9.20 del Anexo sugiere la
existencia de un transcrito largo que iria mas alla del gen aggR donde, alteraciones en el
mismo, como por ejemplo la adicion de una secuencia FRT, son capaces de provocar un
incremento en la estabilidad de ese ARNm. La existencia de dicho transcrito tan largo
puede indicar bien la ausencia de un terminador transcripcional proximo al final del gen
aggR, o bien que, a pesar de que existiera un terminador préximo al gen, el hecho de
afiadir una secuencia génica adicional a dicha regién suponga una alteracion o la

inactivacion del correspondiente terminador transcripcional.

Para tratar de confirmar un supuesto u otro, realizamos un andlisis bioinformético de toda

la regidn situada aguas abajo del gen aggR en busca de la presencia de terminadores Rho-
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independientes. Analizando la secuencia desde el extremo 3’UTR del gen aggR mediante
el software predictor ARNold (Naville y col., 2011), el primer terminador Rho-
independiente identificado en la cadena codificante del gen aggR se encontr6 aguas abajo
del gen aafD y del elemento de insercion 1S3 que le acompafia, unas 3,7 Kb después del
coddn de terminacion de la traduccion del gen aggR (figura 4.69). Cuando se analizo la
presencia de terminadores Rho-dependientes mediante el software predictor
RhoTermPredict (Di Salvo y col., 2019), se lograron identificar dos terminadores
proximos al final del gen aggR (a 150 y a 733 nucleétidos de distancia del coddn de
terminacion de la traduccidn del gen, respectivamente), situados dentro del elemento de
insercion IS1A (figura 4.69).
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Figura 4.69. Identificacion mediante herramientas bioinformaticas de la presencia de
terminadores transcripcionales en la region situada aguas abajo de la cadena codificante del gen
aggR. La presencia de terminadores Rho-independientes (marcado en verde en la figura) se
analiz6 mediante el software ARNold (Naville y col., 2011), mientras que la presencia de
terminadores Rho-dependientes (marcados en rojo en la figura) se analiz6 mediante el software
RhoTermPredict (Di Salvo y col., 2019). Representacion esquematica realizada mediante el
programa EasyFig (Sullivan y col., 2011) utilizando la anotacion génica del plasmido pAA2
extraida de GenBank (FN554767.1).

Por todo ello, tanto los resultados obtenidos mediante Northern Blot como los obtenidos
mediante andlisis bioinformaticos indican que el transcrito de ARNm perteneciente al gen
aggR va mas alla de la region 3’UTR del mismo, llegando a extenderse hasta el elemento
de insercion IS1A. Para tratar de confirmar dichos supuestos, realizamos ensayos de
walking-PCR con la finalidad de comprobar en qué lugar acababa el transcrito del gen
aggR. Para realizar dichos experimentos, se crecieron las cepas E. coli 042 WT y E. coli
042 aggR+FRT3 UTR hasta el inicio de la fase de crecimiento estacionaria en medio LB
a 37°C, se aislo el ARN total de los cultivos y se retrotranscribio en su totalidad hasta
ADNCc. A partir de este ADNCc, se disefiaron varias PCRs fijando un oligonucleétido
forward en la region terminal de la secuencia codificante del gen aggR, mientras que el
oligonucleotido reverse se fijo en diferentes posiciones situadas aguas abajo del gen
aggR. Dicha metodologia se realizo con la finalidad de identificar alguna combinacion de
oligonucleotidos a partir de la cual no se detectara amplificacion por PCR, sinbnimo de
que el transcrito de aggR no prosigue més alla del punto fijado (figura 4.70).

246



4. RESULTADOS

A oligonucledtidos cl-c2 %
SUTR P 3UTR  IRL . IRR
£ colios2wr —] aggk , ' m.
oligonucleétidos 1-2 pr
oligonucledtidos 1-3
236 pb
oligonucledtidos 14
537 pb
oligonucleotidos 1-5
917 pb
oligonucleotidos 1-6
1397 pb
SUTR 3UTR  IRL . IRR
E. coli 042 FRT P 5
e o] aggR —— ]
- -— -— -— -—
B oligonucleétidos ¢1-c2

1 2 3 4 5 6

ADN genomico E. coli 042 WT

1.
2. ADNc'E. coli 042 WT
3. ADNc- E. coli 042 WT
4. ADNc ™ E. coli 042 aggR+FRT3 "UTR
5. ADNc" E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR
6. Control — Mix PCR
<
C $ oligonucleotidos 1-2 D oligonucleotidos 1-3 E oligonucleotidos 1-4
S

é&l 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

<
F r,bé oligonucleétidos 1-5 G oligonucleétidos 1-6
é/
&

B | 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Figura 4.70. Experimento de walking-PCR disefiado con la finalidad de analizar el tamafio del
transcrito del gen aggR. (A) Representacion esquematica del gen aggR y su entorno génico
(elemento de insercion IS1A y gen aafA), donde se indica el lugar de hibridacion de los
oligonucledtidos utilizados en los analisis por PCR y el tamafio del amplicon esperado para cada
pareja de primers. De color negro y con un tamafio mayor se indica el oligonucleétido fijado en
el extremo 3’ del gen aggR. (B) Control de integridad del ADNc obtenido a partir de la
retrotranscripcion del ARN total de las cepas E. coli 042 WT y E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR. Se
ha analizado la calidad del mismo mediante PCR utilizando el ADNc como molde con
oligonucledtidos que hibridan en la secuencia codificante del gen aggR. (C, D, E, Fy G)
Resultado del andlisis por PCR de la deteccion del ADNc correspondiente al transcrito del gen
aggR mediante oligonucledtidos que hibridan al final de la secuencia codificante del gen aggR
(C), al principio de la region repetida e invertida izquierda del elemento de insercion IS1A (D), a
mitad del elemento de insercion I1S1A (E), al final del elemento de insercion IS1A (F) y dentro del
gen aafA (G). Se puede apreciar el incremento del tamafio del amplicdn en el caso de la cepa
E. coli 042 aggR+FRT3 UTR respecto a la cepa salvaje debido a la insercion de los nucleotidos
correspondientes a la cicatriz FRT después del codén stop del gen aggR.
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Se puede observar como en todos los casos analizados en este experimento (tanto en el
control de calidad del ADNc como con las diferentes combinaciones de oligonucle6tidos
utilizados en el walking-PCR), los niveles de ADNc detectados referentes al transcrito
del gen aggR siempre son superiores en el caso del mutante aggR+FRT3 'UTR respecto a
la cepa salvaje, en cuyo caso los niveles de transcrito detectados a traves del ADNc son
muy tenues (resultados analogos a los mostrados en los Northerns Blots representados en
las figuras 4.63, 4.64 y 4.68).

En referencia al tamafio del transcrito del gen aggR, puede apreciarse como el mismo se
puede detectar con una relativa abundancia (en el caso de la cepa E. coli 042
aggR+FRT3 UTR) con oligonucledtidos que hibridan dentro de la regién codificante del
elemento de insercion IS1A (figura 4.70 (E)). Cuando se desplazan los oligonucleétidos
aguas abajo de dicha region (hasta una posicion mas terminal del elemento de insercion,
(figura 4.70 (F)), también se ha podido detectar el transcrito perteneciente al gen aggR,
aungue a una cantidad neta mucho menor. Por el contrario, cuando se analiza la presencia
del transcrito més alla del elemento de insercion (con oligonucledtidos situados en el gen
aafA) no se ha podido observar banda alguna del ADNCc correspondiente a dicho transcrito
(figura 4.70 (G)). A traves de esta aproximacion experimental se ha podido comprobar
como la transcripcion del gen aggR abarca hasta mucho méas alld de su secuencia
codificante, logrando extenderse hasta la regién terminal del elemento de insercién IS1A

situado aguas abajo del mismo.

4.3.2.6 Analisis de la estabilidad del fenotipo generado al alterar la
region 3’UTR del gen aggR

Cabe destacar, sin embargo, que el fenotipo observado en la cepa que presenta la insercion
de la secuencia FRT justo después del codon de terminacién del gen aggR y antes de su
secuencia 3’UTR es un fenotipo altamente inestable, cuyas manifestaciones se diluian
totalmente con el paso de los dias al realizar subcultivos seriados de las bacterias
mutantes. Una posible explicacion de la inestabilidad de este fenotipo puede ser debida a
que el hecho de alterar las secuencias reguladoras del extremo 3’ del gen aggR
(incrementandose de esta manera los niveles de expresion del gen) se estén generando a
nivel intracelular unos condicionantes tdxicos y deletéreos (como, por ejemplo, la
expresion innecesaria de muchos genes no requeridos en las condiciones de cultivo en el
laboratorio), lo cual se traduce en una pérdida de la eficiencia celular. Para evitar esta

situacion, podrian seleccionarse de manera positiva clones en los que se perdiera el
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plasmido pAA2, el propio gen aggR en si 0 Unicamente la construccion generada aguas
abajo del gen aggR, diluyéndose de esta manera el efecto de los diferentes fenotipos
observados. Con el fin de comprobar estos supuestos, se realizaron ensayos de estabilidad
plasmidica. Sin embargo, tal y como se explicaba en el apartado 4.3.1, teniendo en cuenta
que el plasmido pAA2 no codifica para ningun determinante de resistencia a antibidticos
que nos permitiera trazar qué bacterias contienen el plasmido y cuéles no, para poder
realizar este experimento en el fondo genético mencionado anteriormente, se trabajo con
la cepa original a la que se insertd el casete de resistencia a kanamicina justo después del
codon stop del gen aggR (E. coli 042 aggR+Km-r3’UTR). Para poder analizar la
estabilidad del fenotipo derivado de dicha modificacion genética, se realizaron
subcultivos seriados durante 4 dias en medio LB a 37°C de los clones E. coli 042 WT,
E. coli 042 pAA2- y E. coli 042 aggR+Km-r3 UTR, toméandose como inoculo una
dilucion 1:1000 del cultivo correspondiente del dia anterior. Durante los dias 1, 2y 4 de
subcultivos se analizd la cinética de crecimiento y el fenotipo autoagregativo de las
diferentes cepasy, en el caso de la cepa E. coli 042 aggR+Km-r3 UTR, también se analiz6
la estabilidad del plasmido pAA2 a lo largo de los diferentes dias de subcultivo (figura
4.71). Para ello, se utiliz6 la metodologia descrita en el apartado 3.10.8 de Materiales y
Meétodos, y se calcul6 la estabilidad plasmidica en el cultivo en funcién del nimero de
colonias positivas para la presencia del plasmido pAA2 respecto al nimero total de

colonias analizadas.
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Figura 4.71. Analisis de la estabilidad del fenotipo derivado de la alteracion de la region 3’UTR
del gen aggR. (A) Perfil de autoagregacion de los diferentes mutantes (E. coli 042 WT, E. coli
042 pAA2-y E. coli 042 aggR+Km-r3 UTR) durante los dias 0, 1, 2 y 4 de subcultivos seriados
en medio LB, realizados a partir de una dilucién 1:1000 del in6culo del dia anterior. (B) Curvas
de crecimiento de los diferentes mutantes estudiados a los dias 1, 2 y 4 de subcultivos seriados.
(C) Porcentaje de clones positivos para la presencia del plasmido pAA2 tras los diferentes dias
de subcultivo de la cepa E. coli 042 aggR+Km-r3 'UTR.

Tal y como se puede observar en la figura 4.71, el elevado fenotipo autoagregativo de la
cepa E. coli 042 aggR+Km-r3 ’UTR va disminuyendo a medida que transcurren los dias
de subcultivos seriados. De manera analoga, la menor tasa de crecimiento del mutante
respecto a la cepa salvaje y la cepa pAA2- va revertiendo con el paso de los dias hasta

equipararse las cinéticas de crecimiento con las de las dos cepas mencionadas
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anteriormente. En referencia a la estabilidad plasmidica, existe una correlacion entre la
disminucion de la intensidad de los fenotipos del mutante y el cada vez menor porcentaje
de bacterias que retuvieran el pladsmido bajo estas condiciones, confirméndose de esta

manera la inestabilidad generada al alterar el extremo 3’ del gen aggR.

Para acabar de confirmar la seleccion positiva de aquellos clones que pierden el plasmido
pAA2 cuando se incrementan los niveles de expresion del gen aggR, se quiso analizar la
estabilidad del plasmido pAA2 en los dos supuestos opuestos: condiciones en las que se
sobreexpresa el gen aggR (E. coli 042 aggR+Km-r3’UTR), y condiciones en las que no
hay expresion del gen (cepa mutante E. coli 042 aggR::Km). Ademas, en este
experimento también se incluyd la cepa E. coli 042 aafA::3XFLAG Km-r, cepa con un
casete de resistencia a kanamicina insertado en el plasmido pAA2 (para seguir su
trazabilidad) pero que contiene el gen aggR salvaje. Para analizar la estabilidad
plasmidica en los fondos genéticos mencionados anteriormente, se realizaron subcultivos
seriados de las cepas correspondientes durante 10 dias seguidos en medio LB o medio
DMEM suplementado con glucosa al 0,45% (p/v) a 37°C, y se analizd la
presencia/ausencia del plasmido pAA2 entre las diferentes poblaciones a dias 5y 10 de

subcultivo (figura 4.72).
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Figura 4.72. Representacion del porcentaje de bacterias positivas para la presencia del plasmido
pAA2 después de 5y 10 dias de subcultivos seriados en medio LB y DMEM (suplementado con
glucosa 0,45 % (p/v)) a 37°C de las cepas E. coli 042 aafA::3XFLAG Km-r, E. coli 042 aggR+Km-
r3°’UTR y E. coli 042 aggR::Km. Se representa el porcentaje global de la estabilidad plasmidica
correspondiente a 3 réplicas bioldgicas independientes.

En referencia al fondo genético que muestra una expresion salvaje del gen aggR y la cepa

mutante para dicho gen, la estabilidad del plasmido pAA2 es practicamente total a lo largo

251



4. RESULTADOS

de los diferentes dias de subcultivos. Sin embargo, en cuanto a la cepa que presenta la
sobreexpresion del gen aggR, la estabilidad del plasmido pAA2 disminuye de manera
notoria a lo largo de los diferentes dias de subcultivo (dicho descenso en la estabilidad
plasmidica es mayor cuando las bacterias crecen en medio DMEM respecto a cuando lo
hacen en medio rico LB). Por tanto, la insercion de secuencias de ADN en la region
3’UTR del gen aggR puede resultar una estrategia Util para obtener variantes de la cepa
E. coli 042 curadas del plasmido pAA2.

4.3.2.7 Efectos del plasmido pAA2 y del gen aggR en la formacién de
biofilm por parte de la cepa E. coli 042

Un aspecto esencial en la virulencia de las cepas enteroagregativas de E. coli es la
capacidad que presentan dichas cepas para adherirse a las células epiteliales intestinales
y la posterior formacion de biofilms bacterianos. En este sentido, se quiso analizar la
importancia del plasmido pAA2 (a nivel global) y del regulador AggR (a nivel particular)
en referencia a este proceso patogénico. En una primera prueba, se quiso analizar en
diferentes medios de cultivo la formacion de biofilm por parte de las cepas E. coli 042
WT, E. coli 042 pAA2- y E. coli 042 AaggR. Los ensayos para estudiar la formacién de
biofilm se realizaron siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.10.9 de Materiales
y Métodos sobre placas de poliestireno a las que se afiadieron diferentes medios de cultivo
(LB, LB suplementado con glucosa 0,45% (p/v), LB + DMEM suplementado con glucosa
0,45% (p/v) a una proporcién 1:1, M9 suplementado con glucosa 0,40% (p/v), DMEM
suplementado con glucosa 0,45% (p/v) y SOC) y se inocularon con las bacterias
correspondientes. En referencia a la cepa salvaje, puede observarse en la figura 4.73 cémo
las condiciones Optimas para la formacion de biofilm por parte de la cepa E. coli 042 son
medio de crecimiento minimo (medio DMEM o medio M9 suplementados con glucosa,
0 medio DMEM y medio LB mezclados en una proporcion 1:1), tal y como se describio
por parte de (Sheikh y col., 2001). También se puede observar como, en ausencia del gen
aggR (cepas E. coli 042 pAA2- y E. coli 042 AaggR), la capacidad de formacion de

biofilm por parte de la cepa E. coli 042 sobre una superficie abidtica es totalmente nula.
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Figura 4.73. (A) Analisis de la formacion de biofilm por parte de las cepas E. coli 042 WT,
E. coli 042 pAA2-y E. coli 042 AaggR en los medios LB, LB suplementado con glucosa 0,45%
(p/v), LB + DMEM suplementado con glucosa 0,45% (p/v), M9 suplementado con glucosa 0,40
% (p/v), DMEM suplementado con glucosa 0,45% (p/v) y SOC. Los ensayos de formacion de
biofilm se realizaron en placas de poliestireno de 96 pocillos. Se representan los valores
correspondientes a 3 réplicas bioldgicas independientes con 6 réplicas técnicas cada una. Las
barras de error representan la desviacién estandar de los 3 valores obtenidos en cada una de las
réplicas realizadas. (B) Imagen representativa del resultado de la tincion con cristal violeta 0,1%
(p/v) correspondiente a la formacién de biofilm por parte de las diferentes cepas estudiadas. Los
experimentos cualitativos se realizaron en placas de poliestireno de 24 pocillos.

También se quiso analizar la capacidad de formacion de biofilm por parte de las bacterias
que presentaban la alteracion en el extremo 3’ del gen aggR. Para ello, se analizé la
capacidad de formacion de biofilm en cepas que presentaban tanto la alteracion a nivel
cromosdmico como aquellas que presentaban la construccion clonada en el plasmido
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pLG338.30. Paralelamente, también se quiso analizar si las bacterias curadas del
plasmido pAA2 eran capaces de realizar biofilm al complementarlas en trans con un
plasmido que les aportara el gen aggR salvaje (pLG338.30aggRWT) que dichas bacterias
habian perdido junto con el plasmido pAA2. De esta manera, se quiso determinar si la
incapacidad de formacion de biofilm por parte de la cepa curada del plasmido pAA2 era
debido a la falta del gen aggR o debido a que unicamente las fimbrias AAF/I1 codificadas
a nivel plasmidico eran responsables de la formacion de biofilm por parte de E. coli 042,

y no las fimbrias codificadas en el cromosoma de esta cepa (figura 4.74).
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Figura 4.74. Andlisis de la formacion de biofilm en medio DMEM suplementado con glucosa
0,45% (p/v) por parte de las cepas E. coli 042 WT, E. coli 042 pAA2-, E. coli 042 AaggR vy
E. coli 042 aggR+FRT3’UTR. Dichas cepas fueron complementadas con el plasmido
pLG338.30aggRWT y con el plasmido pLG338.30aggR+FRT3 UTR. Los ensayos de formacion
de biofilm se realizaron en placas de poliestireno de 96 pocillos (representados en la imagen (B)),
cuantificandose los mismos mediante métodos espectrofotométricos (A) después de solubilizar
las bacterias adheridas a la placa. Se representan los valores correspondientes a 3 réplicas
bioldgicas independientes con 6 réplicas técnicas cada una. Las barras de error representan la
desviacion estandar de los 3 valores obtenidos en cada una de las réplicas realizadas.

Analizando los resultados obtenidos, puede observarse como la alteracion del extremo 3’
del gen aggR provoca una ligera disminucion en la capacidad de formacion de biofilm
por parte de la cepa E. coli 042. Ello puede ser debido al elevado grado de autoagregacion
y a la formacién de acimulos bacterianos (y la dificultad de solubilizarlos) por parte de
esta cepa. La complementacion de la mutacion cromosémica del gen aggR con el gen
aggR clonado en el plasmido pL.G338.30 (tanto con su extremo 3’ salvaje como con su

extremo 3’ alterado por la insercion de la secuencia FRT) funciona correctamente, ya que
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la cepa mutante complementada en trans es capaz de realizar biofilm bacteriano a unos
niveles similares a los de la cepa salvaje. Por el contrario, a pesar de complementar la
cepa pAA2- en trans con los mismos plasmidos funcionales portadores del gen aggR con
los que se complementé a la cepa AaggR, esta cepa no es capaz de formar biofilm. Todo
ello indica que son las fimbrias codificadas a nivel plasmidico (y no las fimbrias
codificadas en el cromosoma de la cepa) las responsables de la formacion de biofilm en

la cepa E. coli 042.

4.3.2.8 Efecto de la insercion nucleotidica en el extremo 3°UTR del gen
aggR sobre el transcriptoma global de la cepa E. coli 042

Teniendo en cuenta que la modificacion del extremo 3’ del gen aggR provoca un aumento
en su expresion, lo que implica la sobreexpresion de genes tales como la dispersina aap
y las fimbrias aafA, decidimos analizar como afectaba la sobreexpresion del gen aggR a
nivel global sobre el transcriptoma de la cepa E. coli 042. Para ello, se realiz6 un analisis
transcriptdbmico comparativo por RNA-seq de la cepa E. coli 042 aggR+FRT3 UTR
respecto a la cepa E. coli 042 WT. Estos ensayos transcriptomicos se realizaron a partir
de cultivos crecidos en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria de
crecimiento, donde el aislamiento del ARN y el procesamiento de las muestras para
obtener los datos relativos a la expresion de cada gen se realizaron en colaboracion con
la empresa Vertis Biotechnologie AG (Freising-Weihenstephan, Alemania), siguiendo el
protocolo descrito en el apartado 3.8.5 de Materiales y Métodos. En la tabla 4.11 se
representan los genes mayormente sobreexpresados bajo el fondo genético
aggR+FRT3 UTR respecto al fondo genético salvaje.

Identificador NCBI (locus tag) Fold change
EC042_RS23795 (hypothetical protein) 11,3
EC042_RS16305 (hypothetical protein) 94
EC042_RS17065 (CPBP family intramembrane metalloprotease) 9,4
EC042_RS21655 (hypothetical protein) 7,5
EC042_RS16275 (hypothetical protein) 6,6
EC042_pAA105 (pseudogene) 6,3
ECO042_RS16360 (invasion protein) 5,7
EC042_RS16280 (hypothetical protein) 5,7
EC042_RS09160 (cell division inhibition protein DicB) 50
EC042_RS12795 (hypothetical protein) 5,0

EC042_RS05725 (trifunctional transcriptional regulator/proline

dehydrogenase/L-glutamate gamma-semialdehyde dehydrogenase) 4.9
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EC042_RS09020 (hypothetical protein) 4,7
EC042_RS29440 (hypothetical protein) 4,7
EC042_RS12450 (PTS galactitol transporter subunit 11B) 4,5
EC042_RS07860 (phage lysis protein EssD) 4,4
EC042_RS10140 (N-succinylarginine dihydrolase AstB) 4,3
EC042_RS10145 (succinylglutamate-semialdehyde dehydrogenase AstD) 4,3
EC042_RS10135 (succinylglutamate desuccinylase AstE) 4,2
EC042_RS29405 (hypothetical protein) 4,1
EC042_RS22490 (fatty acid oxidation complex subunit alpha FadB) 4,1
EC042_RS02130 (hydrogen peroxide resistance inhibitor 1prA) 4,1
EC042_RS22485 (acetyl-CoA C-acyltransferase FadA) 3,9
EC042_RS05770 (phosphate starvation-inducible protein PhoH) 3,9
EC042_RS03040 (hypothetical protein) 3,8
EC042_RS15365 (glutaredoxin-like protein NrdH) 3,8
EC042_RS09860 (MFS transporter) 3,8
EC042_RS09040 (YdfR family protein) 3,8
EC042_RS03755 (K(+)-transporting ATPase subunit F) 3,8
EC042_RS05765 (hypothetical protein) 3,7
EC042_RS01360 (lateral flagellar basal body component protein IfiE) 3,7
EC042_RS19645 (type 1 fimbrial protein) 3,6
EC042_RS26280 (dispersin export ABC transporter ATP-binding protein 36
AatC) ’
EC042_RS03060 (hypothetical protein) 3,6
EC042_RS10155 (succinylornithine/acetylornithine transaminase AstC) 3,6
EC042_RS10150 (arginine N-succinyltransferase AstA) 3,5
EC042_RS20725 (hypothetical protein) 3,5
EC042_RS16260 (helix-turn-helix transcriptional regulator) 3,5
EC042_RS01925 (hypothetical protein) 3,5
EC042_RS17395 (malate synthase G glcB) 3,5
EC042_RS09850 (YdiL family protein) 3,3
EC042_RS29570 (hypothetical protein) 3,3
EC042_RS23860 (phosphonate C-P lyase system protein PhnG) 3,3
EC042_RS01355 (lateral flagellar RpoN-interacting regulatory protein) 3,3
EC042_RS21385 (hypothetical protein) 3,2
EC042_RS26265 (dispersin export ABC transporter permease subunit AatP) 3,2
EC042_RS26275 (dispersin export-associated protein AatB) 3,2
EC042_RS15285 (carbon starvation induced protein CsiD) 3,2
EC042_RS23640 (hypothetical protein) 3,2
EC042_RS12535 (fimbria/pilus periplasmic chaperone) 3,2
EC042_RS11835 (inverse autotransporter) 3,2
ECSé?_RSlSZQS (NADP-dependent succinate-semialdehyde dehydrogenase 39
a :
EC042_RS04950 (putrescine/spermidine ABC transporter substrate-binding 39
protein) ,
EC042_RS11725 (DUF1391 domain-containing protein) 3,1
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EC042_RS03045 (hypothetical protein) 3,1
EC042_RS20080 (hypothetical protein) 3,1
EC042_RS17070 (hypothetical protein) 3,1
EC042_RS07545 (FAD-binding oxidoreductase) 3,1
EC042_RS02040 (2-keto-4-pentenoate hydratase) 3,1
EC042_RS08465 (leucine-rich repeat domain-containing protein) 3,1
EC042_RS08120 (phosphatidate cytidylyltransferase) 3,1
EC042_RS25730 (N-acetylneuraminic acid outer membrane channel NanC) 3,1
EC042_RS21315 (HilA family transcriptional regulator EilA) 3,1
EC042_RS26285 (dispersin export-associated protein AatD) 3,0
EC042_RS13300 (anaerobic glycerol-3-phosphate dehydrogenase subunit A) 3,0
EC042_RS23955 (alpha-galactosidase) 3,0
EC042_RS17400 (protein GlcG) 3,0

EC042_RS26510/EC042_pAA060 (AggR-activated transcriptional regulator 29
Aar) ’

EC042_RS01520 (flagellar export chaperone FIliS) 2,9

EC042_RS26270 (dispersin export ABC transporter outer membrane protein

aatA) 2.8
EC042_RS05935 (biofilm formation regulator BssS) 2,8
EC042_RS01290 (acyl-CoA dehydrogenase FadE) 2,7
EC042_RS23395 (isocitrate lyase aceA) 2,4
EC042_RS10460 (long-chain-fatty-acid--CoA ligase FadD) 2,2
EC042_RS13815 (long-chain fatty acid transporter FadL) 2,1

Tabla 4.11. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el cromosoma de la cepa
E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR, expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion
de dichos genes en la cepa E. coli 042 WT. De color amarillo se encuentran remarcados los genes
implicados en la metabolizacién de la arginina a través de la via ast; en azul se indican los genes
responsables de la metabolizacion de acidos grasos de cadena larga a través de la via fad; en verde
se indican los genes responsables de catalizar la via del glioxilato. De color gris se indican los
genes flagelares sobreexpresados bajo este fondo genético. Los datos transcriptémicos fueron
obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracién con la empresa biotecnoldgica
Vertis Biotechnologie AG.

Tal y como se puede observar en la tabla 4.11, existe una gran variedad funcional de
genes sobreexpresados cuando se altera el extremo 3’ del gen aggR. Entre estos genes se
encuentran una gran variedad de genes fagicos, un gran nimero de proteinas hipotéticas
y diferentes genes que codifican para una gran variedad de enzimas metabolicas, entre las
que destacan las enzimas pertenecientes a la via ast (implicada en el metabolismo de la
arginina), la via fad (implicada en el metabolismo de &cidos grasos de cadena larga) y los
genes glcB (gen que codifica para la isoforma G de la malato sintasa) y aceA (gen que

codifica para la isocitrato liasa), ambas enzimas implicadas en la via del glioxilato.
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Los genes de la via fad que muestran un mayor nivel de sobreexpresion son los genes
fadA y fadB (sobreexpresados 4 veces mas en un fondo genético aggR+FRT3 'UTR
respecto al nivel de expresion de dichos genes en un fondo genético salvaje). Dichos
genes forman parte de un mismo operdn (fadAB) y presentan actividad multienzimatica
implicada en el transporte, acilacion y en la B-oxidacion de los acidos grasos (figura 4.75).
Los otros genes de la via fad sobreexpresados bajo este fondo genético son fadg, fadD y
fadL (dichos genes presentan un nivel de sobrexpresion respecto a la cepa salvaje de 2,7,

2,2y 2,1 veces, respectivamente).
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Figura 4.75. Representacion esquematica de la via fad implicada en el metabolismo de los &cidos
grasos de cadena larga. De color azul claro se indican los diferentes genes fad responsables de la
catélisis de las diferentes reacciones metabolicas. También se indica el valor de sobreexpresion
de dichos genes en la cepa E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR respecto la cepa E. coli 042 WT, valores
obtenidos mediante RNA-seq. Imagen adaptada de (Jiménez-Diaz y col., 2017).

La via AST (arginine succinyltransferase), codificada en el operén astABCDE, es la via
metabolica responsable de la degradacion de la arginina hasta glutamato, succinato,
CO.y amonio. Dicha via metabolica permite el crecimiento de E. coli utilizando la
arginina como Unica fuente de nitrégeno. Los genes que codifican para las diferentes
enzimas de esta via metabolica (astA, astB, astC, astD y astE) presentan unos niveles de
expresion de entre 3y 4 veces superiores en un fondo genético aggR+FRT3 'UTR respecto

al nivel de expresion de dichos genes en la cepa salvaje (figura 4.76).
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Figura 4.76. Representacion esquematica de las enzimas y los metabolitos implicados en la via
AST (arginine succinyltransferase) responsable del catabolismo de la arginina. Se indican las
diferentes reacciones implicadas en la metabolizacion de dicho aminoacido hasta glutamato y
succinato. De color amarillo claro se indican los diferentes genes ast responsables de la catélisis
de las diferentes reacciones metabdlicas. También se indica el valor de sobreexpresion de dichos
genes en la cepa E. coli 042 aggR+FRT3 UTR respecto la cepa E. coli 042 WT, valores obtenidos
mediante RNA-seq. Imagen adaptada de (Schneider y col., 1998).

En referencia a los genes glcB y aceA (cuyo producto génico son las enzimas responsables
de catalizar la via del glioxilato), estos genes presentan unos niveles de sobrexpresion del
orden de 3,5y 2,4 veces superiores en la cepa E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR respecto a la
cepa salvaje (figura 4.77). Dicho ciclo, presente en la gran mayoria de microorganismos
y células vegetales (pero no en células animales), es una variante del ciclo del &cido citrico

gue permite realizar la sintesis de glucosa a partir de acidos grasos.
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Figura 4.77. Representacion esquematica del ciclo del glioxilato implicado en la sintesis de
azlcares a partir de éacidos grasos. De color verde claro se indican los genes glcB y aceA
responsables de la catélisis de las diferentes reacciones metabdlicas de dicho ciclo. También se
indica el valor de sobreexpresion de dichos genes en la cepa E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR
respecto a la cepa E. coli 042 WT, valores obtenidos mediante RNA-seq. Imagen adaptada de
(Jiménez-Diaz y col., 2017).

Con el fin de confirmar las alteraciones metabdlicas generadas en la cepa E. coli 042
cuando se sobreexpresa del gen aggR, se inoculé una tira APl 20E ™ con las cepas
E. coli 042 WT y E. coli 042 aggR+FRT3 UTR (figura 4.78). La tira API, a través de una
serie de pruebas bioquimicas estandarizadas, nos indica varios aspectos del metabolismo

de una determinada bacteria.

E. coli 042 WT

E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR

Figura 4.78. Resultado de la inoculacién de la tira API 20E ™ con las cepas E. coli 042 WT y
E. coli 042 aggR+FRT3 ’UTR. Las pruebas realizadas determinan las siguientes actividades
enziméticas: ONPG (beta-galactosidasa), ADH (arginina deshidrolasa), LDC (lisina
descarboxilasa), ODC (ornitina descarboxilasa), CIT (utilizacion del citrato), H2S (produccion de
H.S), URE (ureasa), TDA (triptéfano desaminasa), IND (produccion de indol), VP (produccion
de acetoina (Voges-Proskauer). La inoculacion de la tira API se realizd siguiendo las
instrucciones indicadas por el fabricante (bioMérieux, Francia).
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Puede observarse como, de la bateria de pruebas bioquimicas realizadas en la tira API,
existen reacciones en las que se observan diferencias entre la cepa salvaje y la cepa que
presenta la disrupcion del extremo 3’ del gen aggR. Especificamente, las pruebas ADH
(medio que contiene L-arginina y mide la actividad de hidroélisis de este aminoacido) y la
prueba ODC (medio gque contiene L-ornitina y mide la actividad ornitina descarboxilasa),
confirman la sobreexpresion de las vias enzimaticas responsables del metabolismo de la

arginina.

Ademas, de manera analoga al caso de la cepa pAA2-, en la cepa E. coli 042
aggR+FRT3’UTR también se ha encontrado una importante desregulacion en la
expresion de genes implicados en la sintesis flagelar (concretamente se observé una gran
desregulacién en la expresion de los genes IfiE y lafK). Sin embargo, dichos genes no
forman parte de los operones fli y flg, responsables de la sintesis del sistema flagelar
Flag-1. En 2005, se describié que la cepa E. coli 042 también codifica en su genoma un
cluster génico adicional responsable de la sintesis de un potencial segundo sistema
flagelar: el sistema Flag-2, responsable de la expresion de un sistema de flagelacion
lateral (Ren y col., 2005). Los genes flagelares sobreexpresados en el fondo genético
aggR+FRT3 UTR pertenecen a este segundo sistema flagelar. Existen algunas especies
de la familia gammaproteobacteria (entre las que destacan Aeromonas hydrophila y
Vibrio parahaemolyticus) que utilizan de manera dual los dos sistemas flagelares:
mientras que el sistema flagelar polar es importante para la motilidad de las bacterias en
medio liquido, el sistema flagelar lateral es esencial en la motilidad sobre superficies
solidas (Kirov y col., 2002; MacCarter, 2004). En E. coli, el sistema flagelar lateral Flag-
2 se encuentra codificado de manera restringida Unicamente en unas pocas cepas. Dicho
sistema presenta, ademas, una alta homologia con el sistema flagelar lateral presente en

especies de los generos Citrobacter, Yersinia, Aeromonas y Vibrio (Reny col., 2005).

En referencia a los genes que forman parte del regulédn del activador transcripcional AggR
identificados mediante la tecnologia de microarrays (Morin y col., 2013) y RNA-seq
(Yasir y col., 2019) (genes reprimidos en un mutante aggR), todos ellos se encuentran
sobreexpresados en la cepa que presenta la alteracion en el extremo 3’ del gen aggR (tabla
4.12). Todos estos datos corroboran todavia mas el hecho de que en el extremo 3’ del gen
aggR existen secuencias importantes a nivel de la regulacion de la expresion del gen, y
que la disrupcién de las mismas supone un incremento en la expresion de dicho gen 'y por

ende de los productos génicos activados por parte de este regulador transcripcional.
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Regulon aggR (Morin y col., 2013; Yasir y col., 2019)

Identificador NCBI (locus tag) Fold change

EC042_pAA105 (pseudo gene) 6,3

EC042_RS26280/EC042_pAA010 (dispersin export ABC transporter ATP-

binding protein AatC) 36
ECO42_R82626_5/ECO42_pAA007 (dispersin export ABC transporter 39
permease subunit AatP) '
EC042_RS26275/EC042_pAAO009 (dispersin export-associated protein AatB) 3,2
EC042_RS11835/EC042_2219 (inverse autotransporter) 3,2
iC(;42_R826510/ECO42_pAA060 (AggR-activated transcriptional regulator 99
ar ,
EC042_RS26270/EC042_pAAO008 (dispersin export ABC transporter outer 58
membrane protein aatA) '
EC042_RS05935/EC042_1127 (biofilm formation regulator BssS) 2,8
EC042_RS23675/EC042_4430 (c-di-GMP phosphodiesterase PdeC) 2,8
EC042_RS27190/EC042_pAA022 (putative hexosyltransferase CapU) 2,8
EC042_RS26460/EC042_pAA046 (aggregative adherence fimbria Il 24
chaperone AafD) '
EC042_RS26345/EC042_pAA023 (virulence factor VirK) 2,3
EC042_RS26465/EC042_pAA048 (aggregative adherence fimbria Il major 23
subunit aafA) '
EC042_RS26240/EC042_pAAO003 (class 1 isoprenoid biosynthesis enzyme) 2,3
EC042_RS26245/EC042_pAA004 (isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase) 2,3
EC042_RS26325 (hypothetical protein pseudo) 2,1
EC042_RS30530/EC042_pAAO055 (dispersin aap) 2,0
EC042_RS26515 (1S630 family transposase) 2,0
EC042_pAA047 (hypothetical protein) 2,0
EC042_RS26335/EC042_pAA021 (polysaccharide deacetylase family protein) 2,0
EC042_RS26330/EC042_4581 (hypothetical protein) 1,8
EC042_RS17030/EC042_3187 (AAA family ATPase) 1,8
EC042_4581 (hypothetical protein) 1,8
EC042_RS24360/EC042_4562 (type VI secretion system contractile sheath 18
small subunit tssB) '
ECO42_RS?4365/ECO42_4563 (type VI secretion system contractile sheath 18
large subunit tssC) '
EC042_RS24370/EC042_4564 (type VI secretion system protein AaiC/Hcp2) 1,7
EC042_RS24375/EC042_4565 (putative type VI secretion protein) 1,7
EC042_RS16990 (hypothetical protein) 1,6
EC042_RS26470/EC042_pAA050 (IS1-like element IS1A family transposase) 1,6
EC042_RS30500/EC042_pAA006 (pseudogene - transposase) 1,6
EC042_RS30525/EC042_pAAO053 (1S3 family transposase) 1,6
EC042_RS26480/EC042_pAA052 (aggregative adherence transcriptional 16
regulator AggR) '
EC042_RS30410/EC042_4581A (transposase) 1,5
EC042_RS17010/EC042_3184 (hypothetical protein) 1,5
EC042_RS24435/EC042_4577 (type VI secretion system ATPase TssH) 1,5
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EC042_RS16995/EC042_3181 (PerC family transcriptional regulator) 1,5
ECC();)Z_RSZ4385/ECO42_4568 (type VI secretion system baseplate subunit 15
SS '
ECCI))42_R824390/EC042_4569 (type VI secretion system tip protein VgrG 15
SS '
EC042_RS17015 (pseudogene) 1,5
EC042_RS12055/EC042_2249 (type IV toxin-antitoxin system toxin CbtA) 1,5
EC042_RS24430/EC042_4576 (putative type VI secretion protein) 1,5
EC042_4581B (hypothetical protein) 1,4
EC042_pAA033 (transposase) 14
EC042_RS24490/EC042_4587 (1S110-like element ISEc45 family 14

transposase) '
EC042_RS24460/EC042_4582 (hypothetical protein) 1,4
EC042_RS24380/EC042_4566 (type VI secretion system baseplate subunit 14

TssF)

EC042_RS17005/EC042_3183 (phosphoadenosine phosphosulfate reductase) 1,4

EC042_RS26390/EC042_pAAO031 (aggregative adherence fimbria Il usher

protein aafC) 14
EC042_RS28315/EC042_3188 (transposase) 1,3
EC042_pAAO0O05A (conserved hypothetical protein) 1,3
EC042_RS24475/EC042_4584 (1S110 family transposase) 1,3
EC(})?)Z_R824415/EC042_4574 (type VI secretion system baseplate subunit 13
SS '
EC042_RS24400/EC042_4571 (type VI secretion protein) 1,3
EC042_RS24395/EC042_4570 (putative type VI secretion protein) 1,3
EC042_RS24405/EC042_4572 (type VI secretion system protein TssA) 1,3
EC042_RS21290/EC042_4006 (putative exported protein) 1,3
EC042_4583 (hypothetical protein) 1,2
EC042_4574A (putative type VI secretion system protein) 1,2
EC042_4578 (pseudogene - transposase) 1,2
EC042_RS24410/EC042_4573 (type VI secretion protein) 1,2
EC042_4580 (hypothetical protein) 1,2
EC042_RS30400 (transposase) 1,2
EC042_RS24425/EC042_4575 (DotU family type IV/VI secretion system 192
protein) '
EC042_RS27045/EC042_4585 (1S3 family transposase) 1,2
EC042_4585A (pseudogene-transposase) 1,1
ECO4?_R826385/ECO42_pAA030 (aggregative adherence fimbria Il minor 11
subunit aafB) '
EC042_RS16985/EC042_3179A (hypothetical protein) 11

Tabla 4.12. Listado de los genes que forman parte del regulén de AggR (Morin y col., 2013;
Yasir y col., 2019) cuya expresion resulta incrementada al alterar el extremo 3’ del gen aggR
respecto al nivel de expresion de dichos genes en la cepa E. coli 042 WT. Los datos
transcriptomicos fueron obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la
empresa biotecnoldgica Vertis Biotechnologie AG.
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4.3.2.9 Correlacion entre los datos transcriptomicos obtenidos via RNA-
seq Y el fenotipo observable de la cepa E. coli 042 aggR+FRT3’UTR

4.3.2.9.1 Andlisis de la motilidad bacteriana

En el anélisis transcriptomico realizado sobre la cepa pAA2- y la cepa que presenta la
disrupcion del extremo 3’ del gen aggR se observo una importante desregulacion de los
genes implicados en la motilidad flagelar y elementos implicados en la sintesis y el
ensamblaje de fimbrias (tablas 4.9 y 4.11). El hecho de que la cepa E. coli 042
aggR+FRT3’UTR (que presenta unos elevados niveles de expresion del gen aggR)
muestre un elevado nivel de expresion de genes implicados en la sintesis de flagelo,
concuerda con los datos reportados en el caso del mutante aggR, donde se ha descrito que
dicha mutacion provoca una represion de la expresion del sistema flagelar (Yasir y col.,
2019). En el caso de la cepa pAA2-, a pesar de no contener la proteina AggR, existe una
discordancia con los valores reportados por parte de (Yasiry col., 2019). Ello parece estar
indicando que, ademas del gen aggR, existen otros elementos en el plasmido pAA2 que
también estan implicados en la regulacion de la motilidad flagelar de la cepa E. coli 042.
Con el fin de tratar de atribuir un fenotipo a la desregulacion observada en el analisis
transcriptémico, se realizaron ensayos para analizar la capacidad de movimiento de las
bacterias cuantificando la motilidad flagelar de las distintas cepas de E. coli estudiadas.
Para realizar dichos experimentos, se utilizo el protocolo descrito en el apartado 3.10.3
de Materiales y Métodos. Para ello, se crecieron las cepas E. coli 042 WT, E. coli 042
PAA2-, E. coli 042 AaggR y E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR en medio LB durante 16 horas
a 37°C, para posteriormente inocular cada una de las cepas en placas de motilidad (LB +
agar 0,3% (p/v)). Las placas se incubaron durante 16 horas a 37°C con el fin de observar

el grado de motilidad de las diferentes bacterias inoculadas (figura 4.79).
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Figura 4.79. (A) Fotografia de los halos de motilidad de las cepas E. coli 042 WT, E. coli 042
pAA2-, E. coli 042 AaggR y E. coli 042 aggR+FRT3 UTR inoculadas en medio LB agar 0,3%
(p/v) a 37°C durante 16 horas. (B) Cuantificacion del didmetro del halo de motilidad de las
diferentes cepas estudiadas en medio LB agar 0,3% (p/v). Se representan los valores
correspondientes a 3 réplicas bioldgicas independientes. Las barras de error representan la
desviacion estandar de los 3 valores obtenidos en cada una de las réplicas realizadas.

Los resultados obtenidos a nivel de fenotipo mévil concuerdan con la desregulacion de
los genes del sistema flagelar identificados en los fondos genéticos pAA2- y
aggR+FRT3 ’UTR. Dichas cepas presentan una alta motilidad, a diferencia de las cepas

WT y AaggR, en las que no se pudo detectar halo de motilidad alguno.
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4.3.2.9.2 Analisis de la sintesis flagelar

Para acabar de corroborar los datos obtenidos en el andlisis transcriptomico y confirmar
que el elevado fenotipo movil de las bacterias E. coli 042 pAA2- y E. coli 042
aggR+FRT3 UTR eradebido a un incremento en la expresion del sistema flagelar en estos
fondos genéticos, se realizé un aislamiento de los flagelos producidos por parte de las
diferentes cepas estudiadas. El protocolo utilizado para realizar el aislamiento flagelar, a
partir de cultivos crecidos en medio LB en estatico a 37°C durante 16 horas, se encuentra
detallado en el apartado 3.9.10 de Materiales y Métodos. Como control positivo de que
el protocolo de aislamiento funcionara correctamente se utilizé la cepa altamente
flagelada de Salmonella Typhimurium SV5015. Todos los aislamientos se analizaron

mediante electroforesis en geles SDS-PAGE (figura 4.80).
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Figura 4.80. Tincion con Azul de Coomassie (A) y tincién de plata (B) del aislamiento flagelar
de las cepas Salmonella Typhimurium SV5015, E. coli 042 WT, E. coli 042 pAA2-, E. coli 042
AaggRy E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR, crecidas en medio LB a 37°C durante 16 horas en estatico.
Las proteinas se analizaron mediante electroforesis en geles de acrilamida en presencia de SDS.

Tal y como se puede observar, la cepa de Salmonella enterica serovar Typhimurium
SV5015 produce una gran cantidad de flagelina, mientras que en referencia a la cepa
E. coli 042 su nivel de produccién de proteina flagelar es muchisimo menor. En cuanto a
la cepa pAA2-, si presenta unos niveles de produccion de flagelo superiores a los de la
cepa salvaje y a los de la cepa mutante para el gen aggR, por lo que el elevado fenotipo
movil de esta cepa podria correlacionarse con una mayor sintesis flagelar. En el caso de
la cepa E. coli 042 aggR+FRT3 UTR, también se puede observar un ligero incremento

en la produccion flagelar, ademas de unas bandas adicionales, que podrian corresponderse
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bien a isoformas flagelares (del sistema flagelar polar o del sistema flagelar lateral

sobreexpresado en este fondo genético) o a productos de degradacion flagelar.

Para acabar de confirmar el elevado fenotipo moévil de las cepas E. coli 042 pAA2- y
E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR, se realizaron ensayos andlogos a los representados en las
placas de motilidad en LB (figura 4.79), pero esta vez en placas de medio M9
suplementado con glucosa 0,40% (p/v). En este caso, se incubaron los diferentes mutantes
estudiados durante 24, 48 y 72 horas en placas con medio M9 suplementadas con 0,3%
de agar (p/v) (figura 4.81).

E. coli 042 WT E: coli 042 pAA2- E. coli 042 WT E-coli 042 pAA2- E. coli 042 WT E. coli 042 pAA2-
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aggR+FRT3 'UIR aggR+FRT3 'UTR aggR+FRT3 UTR
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Motilidad M9 0.3% agar
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Figura 4.81. (A) Fotografia de los halos de motilidad de las cepas E. coli 042 WT, E. coli 042
pAA2-, E. coli 042 AaggR y E. coli 042 aggR+FRT3 UTR, inoculadas en medio M9 agar 0,3%
(p/v) a 37°C durante 24, 48 y 72 horas. (B) Cuantificacion del didmetro del halo de motilidad de
las diferentes cepas estudiadas en medio M9 agar 0,3% (p/v). Se representan los valores
correspondientes a 3 réplicas biolégicas independientes. Las barras de error representan la
desviacion estandar de los 3 valores obtenidos en cada una de las réplicas realizadas.

En referencia a la comparacion de la motilidad de las bacterias en medio minimo M9
respecto al medio LB, éstas presentan un fenotipo menos movil cuando crecen en medio

minimo respecto a cuando lo hacen en medio rico. Sin embargo, y de manera analoga a
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lo observado en el caso de LB, tanto las cepas pAA2- como aggR+FRT3 UTR presentan
un fenotipo méas mavil que la cepa salvaje y la cepa mutante aggR.

4.3.2.9.3 Analisis de la frecuencia conjugativa del plasmido pAA2

El analisis transcriptomico de la cepa E. coli 042 aggR+FRT3 ’UTR también mostro que
bajo este fondo genético tenia lugar la desregulacion de la expresion de algunos de los
genes tra implicados en la transferencia plasmidica mediante conjugacion bacteriana
(tabla 9.21 Anexo). Con el fin de asociar un fenotipo a esta expresion diferencial de los
genes tra, se analizo la tasa de conjugacion del plasmido que porta la insercion del casete
de resistencia a kanamicina despues del codon stop del gen aggR (E. coli 042 aggR+Km-
r3°’UTR) y se compard con la tasa de conjugacion del plasmido de la cepa E. coli 042
aafA::3XFLAG Km-r. Como cepa receptora de la conjugacion se utilizé la cepa E. coli
5K Rif (cepa resistente a rifampicina), por lo que las bacterias transconjugantes (5K Rif?
PAA2 aafA::3XFLAG Km-r 0 5K Rif® pAA2 aggR+Km-r3 UTR, células receptoras que
habian adquirido el plasmido pAA2 transmitido por conjugacion a partir de células
donadoras) se seleccionaron en un medio selectivo suplementado con rifampicina y
kanamicina. La conjugacion se realizd siguiendo el protocolo descrito en el apartado
3.10.7 de Materiales y Métodos en medio 2xYT, tanto a 37°C como a 25°C (figura 4.82).

6.0x10-°~

[ E. coli 042 aafA::3XFLAG Km-r 37°C
4.0x10° B E. coli 042 aggR+Km-r 3'UTR 37°C
Bl E. coli 042 aafA::3XFLAG Km-r 25°C

Bl E.coli 042 aggR+Km-r 3'UTR 25°C
2.0x10°4

I o e

Figura 4.82. Representacion grafica de la frecuencia de conjugacion del plasmido pAA2 a 25°C
y 37°C. La interaccion entre las células donadoras del plasmido pAA2 (E. coli 042 aafA::3XFLAG
Km-r y E. coli 042 aggR+Km-3"UTR) y las células receptoras (E. coli 5K Rif?) se realiz6 en
medio liquido 2xYT durante 30 minutos (a 37°C) o 120 minutos (a 25°C). La frecuencia de
conjugacion se calcul6 al dividir el nimero de células transconjugantes obtenidas entre el nimero
inicial de células donadoras del plasmido pAA2. Las barras de error representan las desviaciones
estandar obtenidas al calcular el promedio de la frecuencia conjugativa del plasmido pAA2
correspondiente a tres réplicas bioldgicas independientes.

Frecuencia de conjugacién
(transconjugantes/donadoras)
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Analizando los resultados obtenidos, puede comprobarse como la cepa que contiene la
insercion del casete de resistencia a kanamicina alterando el extremo 3’ del gen aggR
presenta una mayor tasa de transferencia conjugativa del plasmido pAA2 respecto a la
cepa salvaje, tanto a 37°C como a 25°C. Este fenotipo altamente conjugativo se puede
correlacionar con la sobreexpresion de los genes tra identificados mediante RNA-seq en

el fondo genético en el que se sobreexpresa el gen aggR (tabla 9.21 Anexo).
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5.1 Los paralogos hha2 y hha3 en E. coli

Si bien las caracteristicas de un elevado nimero de reguladores globales de la expresion
génica han sido estudiadas de forma exhaustiva en los Gltimos afios, éste no es el caso de
sus correspondientes pardlogos y ortélogos. La presencia de ortélogos de genes que
codifican para reguladores globales en plasmidos no es infrecuente (Shintani y col.,
2015), pero el papel bioldgico de los productos de tales genes es poco conocido en la
mayoria de los casos. En esta memoria se ha podido poner de manifiesto que el estudio
de paralogos y/u ortologos de reguladores globales de la expresion génica puede resultar
una herramienta de gran importancia para entender mejor la biologia de las células

bacterianas y algunas de sus redes reguladoras.

Mediante una busqueda bioinformatica en el genoma de la cepa E. coli 042, se ha logrado
identificar en el cromosoma de dicha bacteria la presencia de dos nuevos genes paralogos
al gen hha. Estos dos genes adicionales se denominaron hha2 y hha3. A diferencia de los
genes hha e ydgT, que se encuentran ampliamente distribuidos entre la familia
Enterobacteriaceae (Madrid y col., 2007), la presencia de los genes hha2 y hha3 se

encuentra de manera restringida Unicamente en la especie Escherichia coli.

Los genes hha2/hha3 se localizan en posiciones variables en el cromosoma de las
diferentes cepas de E. coli que los contienen, y se encuentran flanqueados por elementos
de insercion, transposasas e integrasas, lo que sugiere que dichos genes han sido
adquiridos a través de mecanismos de transferencia génica horizontal (HGT). Ademas,
en el caso especifico de la cepa E. coli 042, dichos paralogos se localizan en regiones
cromosomicas que forman parte de islas de patogenicidad. Todo ello no es de extrafiar ya
que se estima que hasta una cuarta parte del genoma de la cepa E. coli 042 proviene de
material genético adquirido mediante mecanismos de transferencia horizontal genica en
forma de islas gendmicas, conformando las denominadas ROD (regions of difference)
(Chaudhuri y col., 2010).

La asociacion de los paralogos hha2 y hha3 a patotipos especificos de E. coli y, dentro
de ellos, a clones altamente virulentos, proporciona una nueva herramienta para el
seguimiento de la presencia de este tipo de variantes patdgenas de E. coli.
Tradicionalmente, la identificacion de estos clones virulentos se ha realizado mediante
una combinacién de protocolos clasicos de tipificacion y subtipificacion (es decir,

deteccidn de genes y/o productos génicos asociados con virulencia, serotipados, pruebas
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antimicrobianas y otros rasgos fenotipicos como actividades bioquimicas o enzimaticas),
junto con aproximaciones de genotipificacion desarrolladas mas recientemente
(electroforesis de campo pulsante, tipificacion multilocus de secuencia o secuenciacion

masiva de genomas completos (Sabat y col., 2013)).

Ademaés, debido a la relevancia de E. coli como un importante indicador de contaminacion
fecal, se han desarrollado varios métodos especificos para la deteccion de este
microorganismo en muestras de origen ambiental y alimentario. A diferencia de las
metodologias de deteccion clésicas y tediosas que consumen mucho tiempo, como la
técnica de fermentacion de mdaltiples tubos, los enfoques como la PCR son répidos,
altamente especificos y sensibles (Paton y Paton, 2003; Buckalew y col., 2006). Para
detectar la presencia de E. coli en muestras ambientales por PCR, comiUnmente se ha
analizado la presencia de diferentes genes, como el ADNr 16S, EF-Tu (Molaee y col.,
2015), uidA o yaiO (Molina y col., 2015), mientras que para realizar la deteccion de
patotipos especificos de E. coli se han disefiado combinaciones especificas de
oligonucleotidos con el fin de detectar la presencia de determinados factores de virulencia
(Wu'y col., 2007; Omar y Barnard, 2014; Ndlovu y col., 2015).

Sin embargo, teniendo en cuenta la elevada plasticidad genética de E. coli, y debido al
impacto de los mecanismos de transferencia génica horizontal que dan forma al genoma
de esta especie bacteriana (Touchony col., 2009), no es sorprendente que los aislamientos
que pertenecen a un patotipo especifico de E. coli puedan mostrar combinaciones
inusuales de factores de virulencia. Por lo tanto, mas all4 de los factores de virulencia
clasicos, los marcadores de virulencia ampliamente distribuidos entre las diferentes
variantes patdgenas de E. coli pueden ayudar a identificar aislamientos virulentos de esta

especie.

Como se comentaba anteriormente, un ejemplo de estos marcadores de virulencia pueden
ser los paralogos hha2 y hha3, cuya presencia se ha detectado especialmente entre los
patotipos EAEC, STEC/VTEC, EXPEC y cepas de origen ambiental productoras de la
toxina Stx2. En referencia al patotipo EXPEC, es destacable que los genes hha2 y hha3
se asocien a los aislamientos tipo ST131. Teniendo en cuenta que estos genes no se
presentan usualmente en cepas comensales 0 en otros aislamientos no patdgenos de
E. coli, la deteccion de los genes hha2/hha3 se puede correlacionar de una forma clara

con cepas virulentas de este microorganismo.
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La pobre expresion del gen hha3 en la cepa E. coli 042 sugiere que quizas no sea funcional
en esta cepa (dicho gen parece ser una forma truncada del dominio C-terminal de los
genes hha y hha2). Con respecto al gen hha2, a pesar de que su expresion sea inferior a
la del gen hha, la misma es detectable a unos niveles comparables a los de la proteina
YdgT. Ademas, la proteina Hha2 presenta un perfil de interaccion proteica muy similar
al que muestra la proteina Hha, ya que es capaz de interaccionar con la proteina H-NS 'y
sus paralogos H-NS2 y StpA.

Se ha podido demostrar una asociacion significativa entre la presencia conjunta de los
alelos hha2 y hha3 con los genes aggA, astA, shf, sat y antigeno 43, todos ellos factores
de virulencia caracteristicos del patotipo enteroagregativo de E. coli. En funcion de ello,
se ha podido asociar los genes hha y hha2 a la regulacion conjunta de la expresion de los

diferentes genes que codifican para el antigeno 43 en la cepa E. coli 042.

Ademas de contribuir a la regulacién de genes especificos, los analisis transcriptomicos
realizados en este trabajo han puesto de manifiesto que, de manera analoga a lo que
sucede en el caso de otros paralogos de moduladores globales, como por ejemplo la
relacion que se establece entre las proteinas StpA y Hfp en referencia a H-NS, (Zhang y
col., 1996; Muller y col., 2010), la proteina Hha2 acta como un reservorio de la proteina
Hha. El transcriptoma del mutante sencillo Ahha2 muestra que dicha proteina es capaz de
regular la expresion de un numero limitado de genes de manera independiente al sistema
comodulado por Hha/H-NS. Dichos genes corresponden a sistemas toxina-antitoxina y a
proteinas putativas sin funcion atribuida, por lo que son necesarios futuros estudios para
comprender la funcién especifica de dichos genes y sobre cémo la proteina Hha2 es capaz
de ejercer un mecanismo regulatorio de manera independiente a H-NS. Unicamente en
un doble mutante AhhaAhha2 se pone de manifiesto una desregulacion significativa de
genes que, ademas de ser silenciados por Hha/Hha2, también son silenciados por H-NS.

5.2 H-NS2, un tercer paralogo de H-NS en la cepa E. coli 042

Por lo que hace referencia al gen hns2, los trabajos desarrollados en esta memoria se han
centrado en intentar comprender el papel de su producto génico en relacion al regulador
global H-NS, presente de forma genérica en un amplio grupo de microorganismos
gramnegativos. ¢Por qué la cepa E. coli 042 ha incorporado en su genoma este paralogo
del gen hns que no esta presente en cepas comensales o incluso en los genomas de otras

variantes patogenas de E. coli? Los estudios de (i) regulacion de su expresion, (ii) analisis
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de su papel regulador global en la cepa 042, y (iii) evolucion dirigida in vitro, permiten

responder a esta pregunta.

En primer lugar, de forma similar a lo descrito en esta memoria en relacion con el caso
de la proteina Hha2 y de los anteriormente referidos paralogos de H-NS, StpA y Hfp
(Zhang y col., 1996; Muller y col., 2010), la proteina H-NS2 proporciona un reservorio
para la proteina H-NS. Las primeras evidencias ya se obtuvieron al comparar la velocidad
de crecimiento de los mutantes sencillos hnsy hns2 junto con la del doble mutante hns
hns2. La combinacién de las mutaciones conjuntas en los dos alelos tiene un impacto
sobre la tasa de crecimiento que es superior a la del mutante hns sencillo. Esta suposicion
inicial se ha corroborado posteriormente con otros resultados que se refieren a

continuacion.

Un aspecto importante y diferencial entre las proteinas H-NS y H-NS2 es el conjunto de
genes regulados por cada una de ellas, donde H-NS se encarga de regular un conjunto de
genes significativamente superior al nimero de genes regulados por H-NS2. De forma
interesante, los genes que muestran un mayor nivel de sobreexpresion en el mutante hns2
coinciden con los genes mas sobreexpresados en el caso del doble mutante hhahha2. Ello
nos indica que la proteina H-NS2 es capaz de modular, junto con Hha (y Hha2), un
variado grupo de genes en la cepa E. coli 042, la mayoria de funcion desconocida y de
probable origen HGT. Por el contrario, muchos de los genes que se encuentran
significativamente sobreexpresados en el mutante sencillo hns, inicamente se encuentran
ligeramente sobreexpresados en el mutante hns2. A diferencia del origen HGT de los
genes regulados por la proteina H-NS2, la gran mayoria de genes regulados por la proteina
H-NS pertenecen a genes del nucleo del genoma. Ejemplos de ello son los genes que
forman parte de los operones gad, mat y hde, genes del core cromosémico implicados en
la respuesta a estres acido. Sin embargo, también es destacable el hecho de que muchos
de estos genes presenten una maxima desrepresion en un doble mutante hns hns2. Ello
nos indica la importancia del alelo hns2 como un reservorio del gen hns, ya que la
ausencia conjunta de ambos genes genera efectos drasticos sobre la expresion de un gran
namero de genes en la cepa E. coli 042. Ante esta situacion se ha podido observar una
gran sobreexpresion del gen que codifica para la proteina StpA, con la probable finalidad
de tratar de compensar, al menos parcialmente, la pérdida de las proteinas H-NS y
H-NS2.
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Por tanto, mientras que la proteina H-NS es capaz de regular principalmente genes del
nacleo del genoma (ademés de también presentar la capacidad de regular eficientemente
genes HGT) (Navarre y col., 2006)), H-NS2 se encarga de regular especificamente genes
de origen HGT.

El hecho de que H-NS2 fundamentalmente regule la expresion de genes HGT tiene
relacién con lo observado en el caso de la proteina H-NS codificada por el plasmido
IncHI1 R27 (H-NSr27) donde, en Salmonella, dicha proteina se encarga de silenciar
especificamente genes HGT, al igual que la proteina Hha (Bafios y col., 2009). Para
mantener una correcta homeostasis celular, queda patente que los reguladores globales
como H-NS necesitan desarrollar mecanismos para discriminar entre diferentes grupos
de genes (principalmente discernir entre genes de origen HGT y genes que forman parte
del nacleo del genoma). Proteinas tales como Hha, H-NS2 y H-NSgr2; ayudarian a
diferenciar ambos grupos de genes, si bien desconocemos el mecanismo por el cual dichas
proteinas son capaces de reconocer las regiones reguladoras de unos genes y de otros no.
Ensayos de retardo en gel con diferentes fragmentos de ADN correspondientes a la region
reguladora de ambos grupos de genes no permitieron poner de manifiesto que H-NS2 se
una preferencialmente a ninguno de ellos, tanto en presencia como en ausencia de la
proteina Hha (resultados no publicados del grupo de investigacién). Adicionalmente,
diferentes analisis realizados in silico sobre el grupo de genes regulados por H-NS2
tampoco permitieron observar diferencias ni en la curvatura, el porcentaje de AT o la
presencia/ausencia de secuencias consenso de union de H-NS en la region promotora de
dichos genes (resultados no publicados del grupo de investigacion).

Un aspecto importante de los estudios de transcriptomica realizados en este trabajo
corresponde al impacto de la temperatura sobre el papel de las proteinas H-NS y H-NS2
en la regulacion de la expresion génica en la cepa E. coli 042. Teniendo en cuenta que
esta cepa es virulenta y necesita, por tanto, silenciar un grupo significativo de genes a
temperaturas fuera del hospedador, es aparente que H-NS cumple este papel. En funcién
de la temperatura, existe un silenciamiento mayor de la expresion de muchos genes a
25°C que a 37°C. Si bien los genes sobreexpresados en un mutante hns son basicamente
los mismos a ambas temperaturas, el nivel de sobreexpresion de dichos genes es muy
superior a 25°C que a 37°C. El hecho de que a esta Gltima temperatura H-NS siga
silenciando al menos en parte la expresion de estos genes se debe a que, para que se alivie

completamente el silenciamiento de estos genes, se requieren otros estimulos diferentes
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de la temperatura (Navarre y col., 2007). Por lo que respecta a la proteina H-NS2, excepto
para un pequefio nimero de genes, su papel regulador a baja temperatura parece ser
irrelevante. H-NS2 parece actuar como un factor que ayuda a mantener silenciados genes
HGT a elevada temperatura a la espera que otros factores diferentes (factores de contra

silenciamento) determinen la maxima expresion de los mismos.

El patrén de expresion de la proteina H-NS2 es completamente diferente al de la proteina
H-NS. Mientras que esta Ultima proteina presenta un elevado nivel de expresion que es
independiente de muchos factores fisiologicos, éste no es el caso de H-NS2. El patron de
expresion de esta proteina es dependiente de la fase de crecimiento, incrementandose su
expresion cuando las bacterias entran en la fase de crecimiento estacionaria (baja tasa de
crecimiento) respecto a cuando las bacterias se dividen de forma activa (fase de
crecimiento exponencial). Ello puede estar relacionado con las condiciones que tienen
lugar dentro del hospedador, resaltando de esta manera el papel regulador de H-NS2
prevalentemente a 37°C en condiciones de colonizacion. En relacion con esto, la
temperatura también es un factor que influye en el nivel de expresion de esta proteina,
reduciéndose significativamente la misma cuando las bacterias crecen a 25°C respecto a
cuando lo hacen a 37°C. Sin embargo, independientemente de la temperatura de
crecimiento, el nivel de expresion de la proteina H-NS2 siempre es notablemente inferior
al de la proteina H-NS. El limitado papel regulador de H-NS2 a baja temperatura puede

ser debido a su bajo nivel de expresion en estas condiciones.

El experimento de evolucion dirigida disefiado con la finalidad de identificar mutaciones
en algunos de los dominios de H-NS2 que provocaran que la proteina se asemejara a
H-NS con el fin de mimetizar su funcién molecular, ha permitido resaltar la importancia
de los niveles de expresion de H-NS2 en la fisiologia de la cepa E. coli 042. Utilizando
como modelo el crecimiento de un mutante hns de la cepa 042 en medio LB a 25°C, todos
los clones obtenidos que incrementaron de manera significativa la tasa de crecimiento
con respecto al mutante hns inicial presentaron siempre la misma mutacion: una
transicion C->T en el promotor del gen hns2 que incrementa el nivel de expresion de su
producto génico. Ademas, el doble mutante hns stpA que, de forma sorprendente presenta
una tasa de crecimiento similar a la de la cepa salvaje (a pesar de contener la mutacién en

el gen hns), también muestra la misma mutacion en el promotor del gen hns2.

Por tanto, mientras que en Salmonella Typhimurium la presion selectiva causada por la

mutacion en el gen hns recae sobre el gen stpA (provocando mutaciones con cambio de
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sentido que dan lugar a variaciones en la secuencia aminoacidica de la proteina StpA (Ali
y col., 2014)), en el caso de la cepa E. coli 042, en las condiciones de cultivo analizadas
en este trabajo, dicha presion selectiva no provoca cambios en la secuencia aminoacidica
de H-NS2, sino que provoca un Unico cambio en la region promotora del gen,
concretamente en la secuencia -10. Dicha secuencia nucleotidica, denominada caja
Pribnow o caja TATA (por su alto contenido en A y T, hecho que permite separar
facilmente la doble hebra de ADN), es la secuencia reconocida por la subunidad 670 de
la ARN polimerasa, y se localiza 10 nucle6tidos antes del inicio de transcripcion del gen
(Pribnow, 1975; Schaller y col., 1975). En la literatura cientifica se han reportado varios
casos de mutaciones puntuales en la secuencia -10 que provocaban cambios en la
expresion del gen situado bajo el control de dicha secuencia promotora. Por ejemplo, se
ha descrito que una mutacion en el primer nucle6tido de la caja Pribnow que suponga la
aparicion de una timina (T) en los genes ompC y ompF, provoca un incremento en la
actividad promotora y un incremento de la expresion de las porinas Omp (Ozawa y col.,
1987). Otro ejemplo de ello tiene lugar en el caso de Klebseilla oxytoca, donde se ha
descrito que mutaciones puntuales en la caja Pribnow del gen blaOXY provocaban la
sobreexpresion de beta lactamasas de amplio espectro respecto a la secuencia salvaje

(Fournier y col., 1995).

Estos resultados ayudan a reafirmar la hipétesis de que el gen hns2 de la cepa E. coli 042
representa un reservorio de la proteina H-NS de manera que, si el nivel de expresién de
la misma se redujera de forma indeseada, la transicion C>T permitiria incrementar la
expresion de hns2, generando elevados niveles de proteina H-NS2 que puedan compensar
una eventual carencia de la proteina H-NS. Sin embargo, este supuesto no tiene que
relacionarse Unicamente con una poco probable mutacién en el gen hns. Tal y como se ha
descrito por parte de (Dorman, 2014), la incorporacion al azar (por parte de las bacterias)
de ADN mediante mecanismos de transferencia génica horizontal puede provocar que la
concentracion intracelular de H-NS se diluya al tener que interaccionar la proteina
residente con las secuencias ricas en A/T presentes en el nuevo ADN exdgeno
incorporado. Por ello, algunos plasmidos incorporan una copia extra de H-NS, para
ayudar a mantener elevadas las concentraciones intracelulares de la proteina y evitar que
su adquisicion reduzca el fitness celular (Dorman, 2014). Sin embargo, la incorporacién
de ADN de origen HGT que no incluya genes hns puede llegar a redundar en una

reduccion del fitness. En contraposicion a ello, la disponibilidad del gen hns2 puede
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garantizar que, frente a estos procesos de incorporacion de ADN foraneo, la dilucion de
la proteina H-NS pueda compensarse con un incremento en la expresion de H-NS2. Por
tanto, una hipotesis plausible es que la presencia de genes como hns2 puede ayudar a

facilitar y soportar la incorporacién de ADN HGT por parte de las bacterias.

En cualquier caso, la fina regulacion de la expresion de la proteina H-NS2 parece ser un
factor critico para la fisiologia de la cepa 042. Ante nuestra sorpresa, cuando se intentd
complementar un mutante hns aportando en trans el gen hns2 clonado en el vector
pLG388.30 bajo el control de su promotor salvaje (phns2) o bajo el control del promotor
que presenta la transicion C>T (phns2*), se produjo complementacién de la tasa de
crecimiento y del efecto desregulador de la mutacidn hns Gnicamente en la cepa E. coli
042 Ahns pLG388.30phns2, pero no en la cepa E. coli 042 Ahns pLG388.30phns2*. Es
comprensible la complementacion con el primer sistema ya que, a pesar de que el vector
pLG388.30 sea un vector de bajo numero de copias, el incremento de expresion de
H-NS2 dirigido desde el gen hns2 plasmidico puede ayudar a incrementar los niveles de
la proteina de forma suficiente como para ser equivalentes al de una Unica copia
cromosOmica con la mutacion phns2*. Resultd incomprensible el efecto que se obtuvo en
la cepa E. coli 042 Ahns pLG388.30phns2* hasta que, al secuenciar el plasmido
introducido en la misma, pudo comprobarse que una copia del elemento IS5 se habia
insertado en la secuencia codificante del gen hns2 clonado, inactivandolo en su totalidad.
Estos resultados muestran que, si bien incrementos moderados en la expresion del gen
hns2 como los causados por la mutacién phns2* pueden ser beneficiosos para la fisiologia
celular en ciertas circunstancias, una expresion mas elevada tiene efectos deletéreos,
generando estrés, el cual se traduce en movimientos de elementos IS y la consecuente
seleccidn de clones que portan la inactivacién insercional del gen hns2 bajo el control de
phns2*.

En este trabajo también se ha podido determinar la interaccion in vitro de la proteina
H-NS2 con la proteasa Lon. Esta interaccion ya fue en su momento descrita en el caso de
la proteina StpA (Johansson y Uhlin, 1999), donde la presencia de la proteina H-NS
proporcionaba un mecanismo protector ante la degradacion proteolitica de esta proteina
por parte de la proteasa Lon. Ya que la fenilalanina presente en la posicion 21 (Phe21) de
la secuencia codificante de la proteina StpA es requerida para la sensibilidad de StpA al
procesamiento proteolitico por parte de la proteasa Lon (mientras que en la proteina

H-NS el aminoacido que se encuentra en dicha posicion es una cisteina), el hecho de que
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en la proteina H-NS2, el aminoéacido localizado en la posicion 21 también sea un residuo
altamente hidrofobico como es la leucina (Leu21), apoyo6 la hipétesis de la sensibilidad
de esta proteina ante la accion proteolitica de la proteasa Lon. No obstante, al analizar la
estabilidad de H-NS2 tanto en el fondo genético salvaje como en mutantes hnsy stpA
(ademas de lon), no se pudo demostrar inestabilidad alguna de la proteina ante la
degradacion proteolitica. Por todo ello, con la informacion disponible, no podemos
concluir que la interaccion de H-NS2 con Lon sea un artefacto, o que no se hayan

encontrado las condiciones en las cuales Lon procesa proteoliticamente a H-NS2.

Para finalizar este apartado, cabe destacar que todas las cepas que expresan H-NS2
también expresan H-NS y StpA, lo cual indica que la proteina H-NS2 presenta
caracteristicas reguladoras diferentes a las de StpA. A nivel de secuencia aminoacidica,
la proteina H-NS2 muestra un nivel de similitud global a H-NS superior al que muestra
la proteina StpA. Sin embargo, cuando se comparan los dominios de
dimerizacion/oligomerizacién y de union al ADN de H-NS2 y StpA respecto a los
dominios de H-NS, el primero muestra un nivel de similitud superior al que presenta dicho
dominio en StpA, pero el segundo no. Este hecho nos sugiere que la proteina H-NS2
presenta propiedades de dimerizacion/oligomerizacion mas parecidas a H-NS (por
ejemplo, al comodular genes con la proteina Hha), y difiere en sus propiedades de unién
al ADN (lo que no le permite reconocer algunos de los genes diana de H-NS). Todas las
cepas identificadas hasta el momento que contienen el gen hns2 son virulentas y presentan
multiples determinantes de resistencia a antibioticos (Johnson y col., 2012; Conlan y col.,
2014). Las enterobacterias que incorporan el sistema H-NS2 a su genoma se proveen de
un elemento importante que permite complementar la funcion de H-NS bajo diferentes
condiciones fisiologicas. Por esta razén, el estudio en profundidad de este regulador
puede ayudar a contribuir a desarrollar estrategias especificas para combatir las

infecciones causadas por parte de estas cepas.

En funcion de la informacidn disponible, podemos concluir que los paralogos de H-NS
presentan algunas propiedades comunes: (i) a pesar de converger en la regulacion de
muchos genes comunes, el conjunto de genes diana puede ser diferente al de H-NS; (ii)
sus niveles de expresion son inferiores a los de H-NS, presentando ademas un perfil de
expresion diferente; (iii) pueden potenciar la capacidad reguladora de H-NS bien al
formar complejos heteroméricos con esta proteina, o reconociendo solamente un

subconjunto de los genes ayudando a disminuir la cantidad neta de moléculas de H-NS
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necesaria para esta finalidad y, (iv) constituyen un reservorio funcional de la proteina
H-NS ante situaciones en las que la concentracion celular de la misma pueda verse

disminuida.

A modo de conclusion de este apartado, es importante destacar que en el anélisis de la
virulencia en microorganismos patdgenos se ha considerado usualmente la presencia o
ausencia de los correspondientes determinantes de virulencia. Los resultados presentados
en este trabajo en referencia a los diferentes paralogos de Hha y H-NS estudiados, ponen
de manifiesto que también es importante considerar la presencia de los alelos especificos
de reguladores globales de la expresion génica. La disponibilidad progresiva de
secuencias genémicas completas de muchas cepas patégenas puede facilitar el
correspondiente analisis de la presencia de paralogos de reguladores globales, y
proporcionara una vision mas completa de la complejidad de los regulones de virulencia

que presentan algunos patogenos.

5.3 Importancia del plasmido pAA2 en la virulencia bacteriana y nuevos
aspectos de la regulacion del gen aggR: papel de la region 3°UTR

Hasta la fecha, la informacion existente acerca del papel del regulador AggR sobre la
virulencia de las cepas enteroagregativas de E. coli se habia obtenido fundamentalmente
analizando el efecto de mutaciones en el gen aggR sobre el patron global de expresién
génica de la cepa 042 (Dudley y col., 2006; Morin y col., 2013; Yasir y col., 2019).
Nuestro interés en analizar las interacciones del plasmido pAA2 con las redes reguladoras
de la cepa E. coli 042 nos llevo a observar un fenotipo inesperado, hecho que nos ha

permitido comprender mejor el papel del regulador AggR.

En referencia al papel del plasmido pAA2 en la virulencia de la cepa E. coli 042, el
analisis del transcriptoma global de un clon libre del plasmido nos proporciond un
resultado inesperado: la mayoria de los genes que se encontraban sobreexpresados en la
cepa pAA2- coincidian con aquellos que se encontraban sobreexpresados en un mutante
Ahhay, en menor medida, en el caso de los mutantes Ahns y AhnsAhns2. Estos resultados
se pueden interpretar a partir de un articulo publicado recientemente (Santiago y col.,
2017), en el que se estudia el papel de la proteina Aar, codificada por el plasmido pAA2.
Dicha proteina pertenece a la familia ANR (reguladores negativos de proteinas tipo AraC)
y presenta la capacidad de unirse a AggR para reprimir la capacidad de ésta de activar la
transcripcion (Santiago y col., 2014; Santigo y col., 2016). Un andlisis transcriptomico
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realizado sobre el mutante aar de la cepa E. coli 042 puso de manifiesto que, ante la
ausencia de esta proteina, se producia una disminucion en la expresion transcripcional de
los genes hns, hns2 y stpA (Santiago y col., 2017). Teniendo en cuenta que muchos genes
de la cepa E. coli 042 se encuentran corregulados por H-NS/H-NS2 y Hha/Hha2, parece
razonable la explicacion de que el curado del plasmido pAA2, que conlleva un genotipo
aar'y la consecuente disminucion de la expresion de estos reguladores globales, tenga
como consecuencia la desregulacion de genes silenciados por Hha/Hha2 y H-NS/H-NS2.

El otro gran grupo de genes cromosémicos cuya expresion también se ha visto afectada
ante la ausencia del plasmido pAA2 corresponde a la sobreexpresion de genes implicados
en la motilidad flagelar, ademas de la represion de los genes del cromosoma activados
por la proteina AggR (esencialmente el sistema de secrecidn tipo VI presente en la isla de
patogenicidad Aai), debido a la ausencia de este regulador transcripcional como

consecuencia de la pérdida del plasmido.

Debido al inesperado fenotipo obtenido al insertar un fragmento de ADN (bien sea un
gen de resistencia a un antibidtico o bien la cicatriz nucleotidica residual FRT resultante
de la eliminacion de dicho gen) en el extremo 3’ del gen aggR, decidimos continuar esta
parte del trabajo estudiando el mecanismo por el cual la expresion del gen aggR se veia
influenciada por la disrupcion de secuencias localizadas en la posicion 3’UTR de dicho

gen.

Entre los diferentes fenotipos que se han observado al colocar una secuencia nucleotidica
en la posicion 3’UTR del gen aggR, uno de ellos correspondia a la seleccion de clones
que perdian el plasmido pAA2 debido a una inusual inestabilidad plasmidica. Nuestro
interés inicial en obtener un clon derivado de la cepa E. coli 042 libre de plasmido implicd
realizar un gran nimero de subcultivos para obtener un dnico clon curado.
Paraddjicamente, los estudios posteriores realizados sobre el gen aggR nos permitieron
curar de una manera mucho mas facil el plasmido pAA2 de la cepa E. coli 042. Por tanto,
la manipulacion de las secuencias nucleotidicas situadas aguas abajo del gen aggR han
permitido desarrollar una estrategia relativamente sencilla para provocar la pérdida del
plasmido pAA2. Probablemente, esta estrategia también podria resultar valida para curar

otros plasmidos del grupo de pAA que codifiquen para un gen tipo aggR.

En este trabajo, se ha podido demostrar que el elevado fenotipo autoagregativo de los
clones que presentaban la insercion de la cicatriz FRT entre el coddn de finalizacién de
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la traduccion del gen aggR y su secuencia 3’UTR (fondo genético aggR+FRT3 'UTR),
era debido a un notable incremento en la expresion del gen aggR vy, por tanto, de la
expresion de los genes cuya transcripcion es dependiente de su producto génico.
Adicionalmente al incremento de expresion del gen aggR (cuantificado mediante
Northern Blot), también pudo ponerse de manifiesto la sobreexpresion tanto de la
subunidad mayor de las fimbrias de adherencia agregativa de tipo Il (AafA) como de la
dispersina (Aap) en la membrana externa y secretoma (respectivamente) de la cepa E. coli
042 aggR+FRT3 'UTR.

El andlisis transcriptdbmico comparativo entre la cepa E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR Y la
cepa E. coli 042 WT nos ha permitido complementar la informacion sobre el efecto que
la sobreexpresion del gen aggR genera en la fisiologia de la cepa 042. Ademas de la
esperada induccién de factores de virulencia dependientes de AggR, en dicho fondo
genético también se ha podido observar una importante induccion de genes implicados
en la sintesis flagelar y en la transferencia conjugativa del pldsmido pAA2. En
concordancia con estos datos transcriptomicos, la cepa E. coli 042 aggR+FRT3 UTR
presenta una mayor motilidad y una superior tasa de conjugacion plasmidica respecto a
la cepa salvaje. Ello significa que, si in vivo se produjeran condiciones ambientales que
conduzcan a la sobreexpresion de AggR, dichas células presentaran una mayor capacidad
de transferencia de su plasmido de virulencia a otras células receptoras, lo que puede dar
lugar a la aparicion clones virulentos a partir de cepas de E. coli residentes en el tracto

gastrointestinal.

Merece una mencion especifica el hecho de que, entre los genes sobreexpresados en la
cepa E. coli 042 aggR+FRT3 'UTR, se encuentren genes que forman parte de dos vias
metabdlicas especificas: la via ast de degradacion de la arginina, y las vias fad y aceAB,
que permiten degradar &cidos grasos a través de la B-oxidacion y a través del ciclo del
glioxilato, respectivamente. Hoy en dia esta establecido que, tanto el metabolismo de la
arginina (Gogoi y col., 2016) como el de los acidos grasos de cadena corta (Sun y
O’Riordan, 2013), juegan un papel esencial tanto en la patogénesis microbiana como en
la homeostasis del microbioma intestinal (Postler y Ghosh, 2017). El operdn fad es
inducido en respuesta a la presencia de acidos grasos de cadena larga contactando la
membrana celular, pero la induccién del operon independiente de esos acidos grasos
permite el catabolismo de &cidos grasos de cadena corta tales como el acético, lactico,

propiénico o butirico, compuestos caracterizados por jugar un papel inmunomodulador
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en el intestino (Clark, 1981). Una hipdtesis interesante, que trasciende a esta tesis
doctoral, es que estas vias metabdlicas, inducidas por la sobreexpresion de AggR, puedan
jugar un papel importante en la patogénesis de las cepas enteroagregativas de E. coli,
alterando de esta manera la homeostasis intestinal al reducir la concentracion de arginina
o0 la de acidos grasos de cadena corta. Un articulo muy reciente sugiere que la proteina
AggR es capaz de inducir factores de virulencia (no caracterizados hasta la fecha) para
producir enfermedad (Boisen y col., 2019). Planteamos como una posible hipotesis que
las vias metabdlicas identificadas en este trabajo puedan estar implicadas en estos

mecanismos.

Un aspecto muy importante por resaltar es el mecanismo por el cual la disrupcion de la
secuencia nucleotidica correspondiente al extremo 3’UTR del gen aggR provoca un
aumento de su expresion. En primer lugar, el andlisis bioinformatico realizado en este
trabajo ha demostrado que, asociada a los genes aggR de diferentes plasmidos pAA de
diferentes cepas enteroagregativas de E. coli, se encuentra conservada una secuencia
comun de aproximadamente 44 pb localizada maés alla del ultimo coddn de la secuencia
codificante de los diferentes genes aggR analizados. En el caso del gen aggR del plasmido
PAA2 de la cepa E. coli 042, aguas abajo de su secuencia 3’UTR, se localiza el elemento
de insercion IS1A, cuya organizacion estructural se basa en una primera repeticion
terminal invertida (IRL), seguida por la secuencia codificante de la transposasa presente
en este elemento de insercién, y una segunda repeticion terminal invertida (IRR). Es
importante destacar que en todas las cepas analizadas bioinformaticamente en este trabajo
también existe un elemento de insercion situado aguas abajo de su correspondiente gen
aggR, lo que sugiere que inserciones al azar en esa region se han seleccionado porque
presentan un efecto sobre la fisiologia de las cepas enteroagregativas de E. coli

(portadoras de plasmidos tipo pAA) que es seleccionable positivamente.

Los estudios de hibridacion de ARN mediante Northern Blot mencionados anteriormente,
ademas de confirmar de manera inequivoca el incremento significativo en la
concentracion intracelular del transcrito de aggR al colocar una secuencia FRT mas alla
del coddn de terminacion de la traduccion del gen, también han demostrado que se
produce un aumento en la cantidad neta de dicho transcrito tanto si la secuencia FRT se
coloca en la secuencia IRL del elemento IS1A como si se coloca més alla de la misma,
delecionando el propio elemento de insercion. La explicacién mas razonable para este

hecho es que, por un mecanismo todavia por determinar, la insercion de secuencias FRT

285



5. DISCUSION

en laregion terminal del gen aggR pudieran estar generando una alteracion en la topologia

de la region 3 del ARNm de dicho gen, aumentando de esta manera su estabilidad.

Dichos anélisis por Northern Blot también han puesto de manifiesto un resultado
inesperado en relacion con el elevado tamafio del transcrito detectado perteneciente a la
molécula de ARNm del gen aggR, un tamafio mucho mayor al que corresponderia por la
longitud de la secuencia codificante del gen en si. El gran tamafio de dicho transcrito
podria estar relacionado con el hecho de que no exista un terminador transcripcional Rho-
independiente aguas abajo de aggR hasta 3,7 Kb posteriores al codén stop del gen. Los
resultados de “walking-PCR” apoyan los resultados obtenidos mediante Northern Blot, y
muestran como el transcrito que se inicia en aggR continGa aguas abajo del mismo,
llegando a penetrar en el elemento de insercion ISAL situado aguas abajo del gen. Es
razonable pensar que tales transcritos puedan ser objeto de degradacion por parte de
ARNasas celulares, reduciéndose de esta manera la concentracion de los mismos y, por
tanto, la expresion de AggR. La modificacion de dichas secuencias por la adicion de una
secuencia FRT alteraria la estructura de tal transcrito, retrasando al menos parcialmente

la degradacion del ARNm correspondiente, permitiendo una expresion superior de AggR.

Sin embargo, cabe destacar que, a pesar de la ausencia de terminadores transcripcionales
Rho-independientes cerca del final del gen aggR, si que se ha logrado identificar la
presencia de posibles terminadores Rho-dependientes aguas abajo de dicho gen,
facilitados los dos primeros por la insercion del elemento IS1A. Una posible hipotesis
para interpretar estos resultados seria que, en ausencia de niveles elevados de Rho (que
se induce en condiciones de estrés), la transcripcion del gen aggR seguiria aguas abajo
del mismo, penetrando en el elemento ISLIA. En cambio, en condiciones de estrés, en
presencia de Rho, los transcritos del gen aggR finalizarian poco después de la secuencia
codificante del gen. Si dichos transcritos cortos fuesen mas estables, ello provocaria un
aumento en la expresion de AggR, induciéndose de esta forma la expresion de los
determinantes de virulencia de la cepa 042 regulados por esta proteina (ademas de las
vias metabdlicas mencionadas anteriormente). De esta forma, tendria sentido la presencia
de dichos elementos de insercion en la region 3’UTR del gen aggR de las cepas
enteroagregativas de E. coli, facilitando en cierta manera la induccién de la expresién de

AggR en respuesta a estrés.

Finalmente, es importante resaltar que, en este caso, la secuencia 3’UTR implicada en la
regulacion de la expresion de aggR es insélitamente larga. En otros ejemplos estudiados
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en bacterias, la longitud de las regiones 3’UTR varia entre los 63 nucle6tidos del gen
aceA en C. glutamicum (Maeda y Wachi., 2012), los 283 nucleétidos del gen hmsT en Y.
pestis (Zhu y col., 2016), y los 310 nucle6tidos del gen hilD en S. enterica (Lopez-Garrido
y col., 2014). Es aparente que la insercion del elemento IS1A en la region intergénica
entre los genes aggR y aafA extiende dicha region de forma significativa y que,

alteraciones en la misma, provocan grandes cambios en la estabilidad del ARNm de aggR.

Una cuestion que queda pendiente y transciende a esta tesis doctoral es el papel de las
ARNasas celulares implicadas en la degradacion del transcrito correspondiente al gen
aggR. En el caso del ARN mensajero correspondiente al gen hilD, se ha descrito que su
region 3’UTR es diana del degradasoma bacteriano, donde tanto las ribonucleasas
ARNasa E como la PNPasa son responsables de la degradacion de dicho transcrito, cuya
terminacion transcripcional es Rho-independiente (Lépez-Garrido y col., 2014). En el
caso del gen hmsT en Y. pestis, cuya terminacién transcripcional es Rho-dependiente,
Unicamente la ribonucleasa PNPasa esta implicada en la degradacion, dependiente de la
region 3’UTR, de dicho transcrito (Zhu y col., 2016). En la actualidad, seguimos
trabajando en esta problematica para tratar de comprender cémo se regulan a nivel post-
transcripcional los niveles de expresion de aggR, ya que la expresion de este importante
regulador transcripcional es un factor critico en la fisiologia y virulencia de la bacteria
E. coli 042. Ello es importante porque los mecanismos de regulacion post-transcripcional
son mecanismos de respuesta rapida muy importantes, que permiten a las bacterias
adaptarse ante cualquier cambio ambiental y que acttan en la fase final del proceso
modulador de la expresion génica, que al final va a acabar definiendo cudl es la cantidad
neta de producto génico activo sometido al proceso de traduccién para acabar

convirtiéndose en la forma final de la proteina efectiva.
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Las conclusiones que se pueden extraer a lo largo de este trabajo son las siguientes:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

La presencia de los paralogos hha2 y hha3 es altamente prevalente en variantes
patogenas de E. coli y mucho menos prevalente en cepas comensales, por lo que
pueden ser considerados como buenos marcadores de cepas virulentas de E. coli.
Los genes hha2 y hha3 se encuentran asociados a islas de patogenicidad
adquiridas a través de mecanismos de transferencia génica horizontal, y su
presencia se correlaciona de manera positiva con la presencia de los marcadores
moleculares propios del patotipo enteroagregativo de E. coli, tales como aggA,
astA, shf, sat y agn43.

Una de las principales funciones de la proteina Hha2 es la de actuar como un
reservorio de la proteina Hha.

La presencia del gen hns2, nuevo paralogo de hns identificado en la cepa E. coli
042, se encuentra restringida a cepas patogenas de la familia Enterobacteriaceae,
dentro de los géneros Escherichia, Klebsiella, Serratia y Salmonella.

A diferencia de H-NS, la temperatura determina el grupo de genes regulados por
H-NS2. Mientras que H-NS reprime la expresion de un amplio nimero de genes
tanto a 25°C como a 37°C, la funcién reguladora principal de H-NS2 se ejerce
esencialmente a 37°C, donde se encarga de reprimir junto con H-NS una parte de
los genes regulados por esta Gltima proteina (principalmente genes de origen
HGT).

De manera analoga a lo que sucede con la proteina Hha2, la proteina H-NS2 actla
como un reservorio molecular de la proteina H-NS. En ausencia del gen hns, se
produce un incremento de la expresion de H-NS2 mediante un mecanismo que
implica unatransicion C>T en la secuencia -10 del promotor del gen hns2, el cual
permite compensar parcialmente la pérdida funcional de la proteina H-NS.
Aspectos comunes de los parélogos de reguladores globales son: (i) menor nivel
de expresion que la proteina de referencia; (ii) capacidad de corregular con dicha
proteina la expresion de algunos genes; (iii) posibilidad de regular la expresion de
otros genes de manera independiente, y (iv) capacidad funcional de actuar como
un reservorio molecular del regulador de referencia.

La pérdida del plasmido pAA2 de la cepa E. coli 042 provoca grandes efectos en
la fisiologia de la bacteria: mayor velocidad de crecimiento, mayor motilidad,

incremento en la capacidad de sintesis flagelar e imposibilidad de realizar biofilm.
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9) Laexpresion del gen aggR del plasmido pAA2 se encuentra regulada a nivel post-
transcripcional. Alteraciones en la region 3’UTR del mismo aumentan su
expresion.

10) El transcrito del gen aggR se extiende mas alld de dicho gen, probablemente
debido a la inexistencia de un terminador transcripcional cerca de su region
codificante.

11) Los genes aggR de diferentes plasmidos pAA presentan una region 3’UTR
comun, seguida siempre de la presencia de un elemento de insercion IS, lo que
sugiere una implicacion de tales elementos en la expresion de dichos genes.

12) A nivel fenotipico, el aumento de la expresion de aggR genera grandes cambios
en la cepa E. coli 042, tales como la disminucion de la tasa de crecimiento,
incremento en la autoagregacion celular, incremento de la motilidad bacteriana y
un incremento en la frecuencia de conjugacion y en la inestabilidad del plasmido
pAA2.

13) Incrementos en los niveles de aggR provocan, ademas de un aumento de la
expresion de los genes ya descritos como parte del regulon AggR, incrementos en
la expresion de genes que codifican para enzimas de vias metabdlicas especificas,
las cuales pueden estar relacionadas con la actividad patogénica de las cepas
enteroagregativas de E. coli en el intestino.
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A.l.1 E. coli enteropatdgena

Escherichia coli enteropatogénica es un patégeno no invasivo que no produce ningun tipo
de enterotoxinas. EI mecanismo fisiopatoldgico de esta bacteria se fundamenta en un
primer proceso de union de la bacteria al enterocito a través del pili BFP (bundle-forming
pilus) (figura A.l.1). Esta estructura proteica es responsable de la union de las bacterias
entre si al epitelio a traves de un patron de adherencia localizada en forma de
microcolonias (Giron y col., 2002). La expresion de este pili adherente esta regulada por
el operén perABC (plasmid-encoded regulator) (Mellies y col., 2007). Dicho operén se
encuentra codificado, al igual que el pili BFP, en el plasmido pEAF (Sohel y col., 1996),
presente unicamente en las cepas “tipicas” del patotipo EPEC. Otros elementos
implicados en la primera etapa de colonizacion por parte de las bacterias tEPEC son la
proteina LifA (lymphocyte inhibitory factor), una proteina de superficie bacteriana de
elevado peso molecular implicada en la adherencia in vitro a células epiteliales (Badea y
col., 2003), y la proteina ECP (E. coli common pilus), que actia como un factor de
adherencia accesorio a las células intestinales y en las interacciones bacteria-bacteria
(Saldafia y col., 2009). En cuanto a las cepas enteropatdgenas atipicas (aEPEC), su
mecanismo patogénico también radica en un primer evento de unién al enterocito, pero
con un patrén agregativo distinto por el hecho de no disponer del pili BFP. También ha
podido comprobarse que muchas de las cepas clinicas aEPEC que también codifican por
la proteina LifA son importantes agentes causantes de diarreas en nifios menores de 5
afios (Afset y col., 2006).

Figura A.1.1. Microfotografia realizada mediante microscopia electronica del pili BFP (bundle-
forming pilus) de la cepa E. coli E2348/69. Dicha estructura estd implicada en mediar la adhesion
de las bacterias EPEC a los enterocitos intestinales. La barra indica un tamafio de 0,35 pum. Imagen
adaptada de (Nataro y Kaper, 1998).
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Una vez producida la interaccion bacteria-enterocito, la célula bacteriana es capaz de
translocar proteinas efectoras al interior de la célula huésped. Todo ello viene facilitado
por el sistema de secrecion tipo 3 (T3SS) codificado en el cromosoma de la bacteria,
concretamente en la isla de patogenicidad LEE (figura A.1.2). En dicho elemento genético
se encuentran codificadas las proteinas efectoras que la bacteria secreta al interior del
enterocito y sus correspondientes chaperonas, ademas de la mayoria de los genes
necesarios para la regulacion de la expresion de todo el entramado macromolecular
responsable de la patogénesis de la bacteria (Deng y col., 2004; Iguchi y col., 2009).
Dichos elementos reguladores son las proteinas Ler (LEE-encoded regulator), GrlA
(global regulator of LEE activator) y GrIR (global regulator of LEE repressor), y el
operon per (Garmendiay col., 2005).

Una de las principales proteinas efectoras implicadas en el proceso infectivo de las
bacterias enteropatogénicas es la proteina Tir (translocated intimin receptor). La proteina
Tir es un receptor que la bacteria transloca a la célula huésped y, una vez alli, actia como
receptor molecular para la proteina intimina bacteriana (Kenny y col., 1997). La intimina
es una proteina transmembrana de 94 kDa codificada por el gen eae que, una vez unida a
su receptor Tir, provoca una reorganizacion en los filamentos de actina de la célula
epitelial intestinal, dando lugar a la polimerizacion de la misma en largas cadenas que
alteran la morfologia del citoesqueleto celular, dafiando de esta manera las

microvellosidades intestinales provocando su pérdida de funcion.

Paralelamente al proceso de unién del receptor translocado Tir y la intimina bacteriana,
se produce la union del sistema de secrecion tipo Il al enterocito y la consecuente
translocacion de proteinas efectoras al interior de la célula infectada. Una de las
principales proteinas efectoras secretada por parte de las cepas EPEC es Map
(mitochondria-associated protein). Dicha proteina estimula la formacion de largos
filopodios en la membrana de los enterocitos provocando grandes alteraciones en la
barrera epitelial intestinal del huésped infectado, ademas de provocar disfunciones en las
mitocondrias del enterocito mediante la generacion de cambios de potencial entre la
membrana de la mitocondria y el citoplasma de la célula infectada (May col., 2006). Otra
proteina efectora secretada por el T3SS que también se dirige a la mitocondria de la célula
huésped es la proteina EspF (Nougayréde y Donnenberg, 2004). Esta proteina
multifuncional estd implicada en la alteracion de las uniones entre las membranas apicales

y basolaterales de las células de la barrera epitelial intestinal provocando la
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permeabilizacion de la misma (Guttman y col., 2006), y en la reorganizacion y pérdida
de la nucleolina del nucléolo de la célula provocando el consecuente bloqueo del
procesamiento del ARNr celular (Dean y col., 2010). Junto con la proteina EspG, EspF
también esta implicada en alterar la localizacién de las acuaporinas celulares, provocando
cambios en el flujo de electrolitos del huésped dando lugar a la enfermedad diarreica
(Guttman y col., 2007). Ademas, la proteina EspG también es capaz de interaccionar con
la tubulina celular provocando la alteracion del citoesqueleto de microttbulos de la célula

epitelial (Hardwidge y col., 2005).
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Figura A.1.2. Representacién esquematica de la estructura genética de la isla de patogenicidad
LEE de la cepa Escherichia coli E2348/69 O127:H6 (EPEC). Los genes se representan como
flechas coloreadas en funcion su categoria funcional propuesta. La organizacion de los distintos
operones de la isla (LEE1 a LEE7) se indica mediante flechas negras sobre los genes LEE, al
igual que las unidades transcripcionales individuales (etgA, cesF, map y escD). La representacion
esquematica esta realizada a escala (barra de escala 5 Kb). Imagen adaptada de (Gaytéan y col.,
2016).

Otra proteina efectora muy importante en el mecanismo de patogénesis de EPEC es EspC.
A diferencia de las proteinas efectoras anteriores, esta proteina no esta codificada en la
isla de patogenicidad LEE. Ademas, es secretada a la célula huésped mediante un
mecanismo sinérgico mediado por el sistema de secrecion tipo Il y el sistema de
secrecion tipo V (Vidal y Navarro-Garcia, 2008). La proteina EspC es una serina proteasa
que actlia como una enterotoxina y esta involucrada en la citotoxicidad celular durante la
adhesion bacteriana y la generacion de poros en la membrana celular eucariota (Navarro-
Garciay col., 2014; Guignot y col., 2015), ademas de estar implicada en la supervivencia
de la bacteria (Drago-Serrano y col., 2006) y conferir resistencia a la lisozima (Salinger
y col., 2009).
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A.1.2 E. coli enterohemorragica

En funcién de su incidencia y asociacion con casos de sindrome urémico hemolitico
(SUH) y brotes esporadicos, las cepas pertenecientes al patotipo enterohemorrégico de
E. coli se clasifican través de su seropatotipo, existiendo hasta la fecha 5 diferentes (de la
A ala E). El seropatotipo A esta formado por cepas altamente virulentas de los serotipos
0157:H7 y O157:H- (H- no moviles) causantes de numerosos brotes y con una alta
asociacion a SUH. El seropatotipo B incluye cepas de serotipos que han causado brotes
ocasionales y son relativamente comunes en casos de colitis hemorragica (CH) y SUH.
El seropatotipo C esta formado por cepas de serotipos no implicados en brotes pero que
se han aislado de pacientes con CH y SUH. El seropatotipo D incluye cepas de serotipos
que nunca se han asociado con SUH, pero que si se han aislado de pacientes con diarrea
y CH. Finalmente, el seropatotipo E incluye muchos serotipos aislados de animales,
alimentos y medio ambiente no implicados en casos clinicos en el ser humano (Karmali
y col., 2003).

EHEC es capaz de colonizar el intestino grueso, principalmente la region del colon. La
interaccidn de esta bacteria con los enterocitos estd mediada por la intimina (la unién de
la intimina con su receptor Tir y la nucleolina contribuye en la fijacion inicial de la
bacteria a la célula huésped) (Sinclair y col., 2002) y por el T3SS. De manera analoga al
patotipo enteropatdgeno descrito anteriormente, los factores que participan en la union
bacteria-huésped y son responsables de la formacidn de la lesion intestinal de adhesion y
borrado (A/E) tipica de estos patotipos virulentos (figura A.l.3), también se encuentran
codificados en la isla de patogenicidad LEE (McDaniel y col., 1995). Entre ellos destacan
las fimbrias ELF (E. coli YcbQ laminin-binding fimbria) y Lpf (long polar fimbria), que
facilitan la union de la bacteria a la matriz extracelular a través de la laminina (Samadder
y col., 2009; Farfan y col., 2011). Otra proteina importante de union es la proteina HCP
(hemorrhagic coli pilus), una proteina multifuncional que forma largas fibras agrupadas
que también pueden unirse a las proteinas de la matriz extracelular en las células
epiteliales, ademas de estar implicada en procesos como la motilidad, la formacion de
biofilmy la invasion celular (Xicohtencatl-Cortes y col., 2007; Xicohtencatl-Cortes y col.,
2009). Otra proteina importante en la patogénesis de EHEC es la metaloproteasa
dependiente de zinc StcE, que presenta actividad mucinasa que le permite a la bacteria
reducir la viscosidad de la saliva en la cavidad oral y también ayuda a prevenir los
agregados bacterianos de mucina. Ademas, esta proteina también facilita la union de la
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bacteria a las células epiteliales intestinales al reducir la barrera mucosa en las células
huésped (Grys y col., 2005).

Figura A.1.3. Microfotografia realizada mediante microscopia electrénica donde se representan
las lesiones A/E (attaching and effacing) caracteristicas de los patotipos EPEC y EHEC. Puede
observarse la gran alteracion de las microvellosidades intestinales como consecuencia de la
adherencia de las bacterias a la membrana plasmatica apical de los enterocitos. Imagen adaptada
de (Nataro y Kaper, 1998).

A.1.3 E. coli enteroinvasiva

Durante el proceso infectivo por parte de las cepas enteroinvasivas de E. coli, las bacterias
penetran primero en la barrera epitelial a través de las células M por transcitosis. En la
submucosa subyacente, la bacteria es fagocitada por macro6fagos adyacentes, de los que
es capaz de evadir su propia degradacion escapando de los fagosomas e induciendo la
muerte celular de los macrofagos por piroptosis dependiente de caspasa-1 (Hilbi y col.,
1998). La adhesidn bacteriana a la célula huésped estd mediada por la proteina IpaB y por
el complejo IpaBCD, que se unen al receptor de hialuronano CD44 y a la integrina aspt,
respectivamente (Skoudy y col., 2000). Las proteinas IpaC, IpgB1, IpgD, IpaA y VirA
estan implicadas en la reorganizacion del citoesqueleto celular y en la invaginacion de la
membrana que promueve la translocacion de la bacteria al interior celular dentro de un
fagosoma (Handa y col., 2007; Mounier y col., 2009; Park y col., 2011). Posteriormente,
la bacteria es capaz de escapar del fagosoma utilizando los efectores IpaB, IpaC, IpaD e
IpaH7s (High y col., 1992; Fernandez-Prada y col., 2000; Harrington y col., 2006). Una
vez en el interior de la célula huésped infectada, las proteinas OspG, OspF, OspB, OspZ,
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Ospl, IpaH4.5 e IpaHg s se encargan de inhibir y contrarrestar las respuestas inflamatorias
del huésped, como la via activada por la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK)
y las vias NF-kB, asi como la produccion de citocinas (Kim y col., 2005; Arbibe y col.,
2007; Zurawski y col., 2009; Wang y col., 2013). Las proteinas VirG y VirA son las
proteinas claves que permiten la motilidad intra e intercelular. VirG provoca la
reorganizacion del citoesqueleto de actina de la célula infectada sobre la superficie
bacteriana en forma de cola que proporciona la fuerza propulsora requerida para la
motilidad del patégeno (Goldberg y Theriot, 1995; Egile y col., 1999). VirA es otro
efector esencial que, con su capacidad para estimular la desestabilizacion de los
microtUbulos, permite que la bacteria se extienda de manera eficiente a través de la densa
red citoesquelética intracelular (Yoshida y col., 2006).

Durante todo este proceso infeccioso, la conservacion de la integridad epitelial por parte
del patégeno es un elemento clave. En un estadio temprano de la infeccion, a la bacteria
le interesa mantener su nicho replicativo intacto para posteriormente promover su
colonizacién. Por ello, en el inicio de la infeccion no interesa provocar lesiones tempranas
en el epitelio. En este sentido, las proteinas IpaB, IpgD, VirA y OspE promueven la
supervivencia e integridad de la célula huésped e inhiben las sefiales apoptéticas (Iwai y
col., 2007; Bergounioux y col., 2012).

La respuesta inflamatoria masiva asociada con macréfagos en estado apoptotico, junto
con la invasion de las células epiteliales intestinales y la infiltracion de leucocitos
polimorfonucleares, perforan alin mas la barrera epitelial y, en Gltima instancia, conducen
a las lesiones caracteristicas de la patologia de la shigelosis (Perdomo y col., 1994). Las
enterotoxinas Shigella 1 y 2 (ShET1 y ShET2) son factores de virulencia adicionales
responsables de las manifestaciones clinicas de las infecciones por parte de
EIEC/Shigella, como la diarrea acuosa (Fasano y col., 1995; Fasano y col., 1997). Las
enterotoxinas Pic y SepA, y las citotoxinas Sat y SigA, son factores de virulencia
adicionales que contribuyen a la patogénesis de este patotipo bacteriano (Behrens y col.,
2002; Faherty y col., 2012).

A.l1.4 E. coli enterotoxigénica

En las cepas ETEC, los factores de colonizacion implicados en la interaccion con las
células hospedadoras se denominan antigenos de Superficie Coli (CS, Coli surface

antigens). Estas estructuras, fimbriales, afimbriales, helicoidales o fibrilares, se encargan
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de mediar la adhesion de las bacterias a receptores de las células epiteliales del intestino
delgado (receptores de fibronectina, glicoesfingolipidos y glicoproteinas), lo que permite
su colonizacion por parte de la bacteria (Ghosal y col., 2009; Jansson y col., 2009; Sabui
y col., 2010). Ademas, también existen otras proteinas implicadas en la adherencia de la
bacteria a las células epiteliales. Un ejemplo de ello son las proteinas EtpA, una
exoproteina de adhesion situada en el extremo del flagelo bacteriano (Roy y col., 2009),
o el longus type 1V pilus, un pili que actta de manera semejante al BFP de EPEC, ademas
de estar implicado en la autoagregacion bacteriana (Gomez-Duarte y col., 1999; Clavijo
y col., 2010).

Como se comenta en la Introduccion (apartado 1.1.1.4), la presencia de las enterotoxinas
LT y ST es el elemento definitorio de este patotipo bacteriano. Se han encontrado dos
variantes de ST-1 (STp y STh) en bacterias responsables de causar enfermedades en
humanos, mientras que la variante ST-11 se encuentra en cepas que colonizan animales
(Nataro y Kaper, 1998). Estas cepas pueden contener una Unica copia de la toxina ST o
LT (siendo maés virulentas las cepas ST-only (Qadri y col., 2005), o una combinacién de
ambas toxinas (LT/ST)).

LT es una toxina de elevado peso molecular que tiene un elevado nivel de similitud (80%
de identidad) con la toxina colérica de V. cholerae. Cada molécula de toxina se divide en
dos subunidades (A y B), de manera que la forma activa de la toxina es una subunidad A
y un pentamero de subunidades B. Las cepas ETEC secretan la enterotoxina LT dentro
de las vesiculas de membrana externa OMV (outer membrane vesicles) mediante un
sistema de secrecidn tipo Il (Taushek y col., 2002). Las subunidades B pentaméricas se
unen a gangliésidos GML1 en balsas lipidicas para liberar la subunidad catalitica A en el
interior de la célula infectada. Una vez alli, a través del transporte retrégrado vesicular
pasa al citoplasma, donde cataliza la ADP-ribosilacion de la subunidad alfa de la proteina
G, inhibiendo de esta manera su actividad GTPasa, 1o que a su vez provoca un incremento
en los niveles de AMPc (Spangler, 1992). Todo ello estimula la secrecion de iones cloruro
y demaés electrolitos a través del canal regulador transmembranal CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator). Ademas, la toxina LT también provoca dafios
en la barrera intestinal dificultando la absorcién e incrementando aun mas la pérdida de

fluidos por el lumen intestinal (Kreisberg y col., 2011).

La enterotoxina ST es una toxina de tamafio molecular inferior que la proteina LT
(después del procesamiento y la secrecion a través de las envueltas celulares bacterianas
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se convierte en un polipéptido de unicamente 18 o 19 aminoacidos de longitud). Estos
pequefios péptidos mimetizan la hormona guanilina, por lo que se unen al receptor de
guanililciclasa C (GC-C) en el epitelio intestinal. La union de ST provoca una
hiperactivacion del receptor que da lugar a un incremento en los niveles de GMPc que a
su vez estimularan el receptor CFTR, lo que provoca un incremento de la secrecién de
iones cloruro en el lumen intestinal, ademas de inhibir indirectamente el intercambiador
de sodio-hidrdgeno, alterando de esta manera el correcto flujo de electrolitos y agua en el
intestino.

Por tanto, la secrecion de iones cloruro acompariada de la secrecién de fluidos al lumen
intestinal y la malabsorcion intestinal provocadas por las toxinas LTy ST, son los eventos
que acaban desencadenando los cuadros diarreicos generados por parte del patotipo
ETEC (figura A.1.4).

a” NaCl

STa receptor/

V guanylate
crypt cell absorptive cyclase - C
cell o
A £l
protein
\ phosphorylation GTP tcGMP —> G-kinase(?)
A kinase
x
i ATP
Gs pmtem. [ADE] cAMP
B | 6TP
— adenylate cyclase
LGDP il GTP| o tlocked on’ ) L J

Figura A.1.4. Mecanismos de actuacion de las toxinas LT y ST secretadas por las bacterias del
patotipo ETEC. (A) La toxina LT, al ser internalizada mediante endocitosis, provoca un
incremento en los niveles de AMPc en el citoplasma de la célula infectada, lo que dara lugar a un
incremento en la secrecidn de iones Cl"y a la disminucion de absorcion la iones Na*y CI. (B) De
manera analoga, la toxina ST provoca un incremento en los niveles citoplasmaticos de GMPc, lo
cual provocard un incremento en la secrecion de iones Cl'y a la disminucién de la absorcion de
NaCl. Imagen adaptada de (Nataro y Kaper, 1998).

Otros factores de virulencia presentes en el patotipo ETEC son la citolisina A, una
citotoxina cuyas funciones son la formacion de poros, la induccion de apoptosis en los
macrofagos y actividad hemolitica (Ludwig y col., 1999; S6derblom y col., 2005), la serin

proteasa EatA, implicada en la correcta secrecion de la toxina LT (Roy y col., 2011), y la
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proteina CexE, una pequefia proteina secretada que facilita el ensamblaje de las fimbrias

en la superficie bacteriana (Pilonieta y col., 2007).

A.1.5 E. coli con adherencia difusa

Las cepas de E. coli con adherencia difusa (DAEC) expresan una serie de proteinas de
unidn pertenecientes a las familias de adhesinas afimbriales (Afa) y adhesinas fimbriales
(Dr). Estas adhesinas se encuentran en la superficie de la membrana externa de la célula
bacteriana, confiriéndole a la bacteria su principal mecanismo de patogenicidad (Hudault
y col., 2004). Concretamente, las adhesinas Dry F1845 se unen al receptor DAF (brush
border-associated decay-accelerating factor), una glicoproteina que presenta un elevado
nivel de expresion en la superficie apical de las células epiteliales polarizadas del
intestino, ademas de en las células epiteliales del tracto genito-urinario y las células
endoteliales. Después de la union de la bacteria a la célula huésped, se induce el
reordenamiento del citoesqueleto, destruyendo o reorganizando parcialmente las
microvellosidades intestinales mediante la desarticulacion de la actina F y la villina
(Goluszko y col., 1999; Peiffer y col., 2000; Servin, 2005). Después de la unién de la
bacteria al receptor DAF, se estimula la secrecion de la citoquina proinflamatoria I1L-8 a
través de la estimulacion flagelar del receptor 5 Toll-like (TLRS), lo que resulta en la
activacion de la proteina quinasa activada por mitdgeno, las quinasas reguladas por sefial
extracelular 1 y 2 (ERK1/2), P38 y Jun-C quinasa (Bétis y col., 2003; Arikawa y
Nishikawa, 2010). Después de la secrecion de IL-8, los leucocitos polimorfonucleares
migran a través de la barrera epitelial, promoviendo la producciéon de TNF-a y IL-1p, lo
gue provoca a su vez un incremento en la expresién de DAF y la consecuente cascada

proinflamatoria que incrementara las lesiones en el tejido intestinal (Bétis y col., 2003).

A.1.6 E. coli adherente invasiva

La etapa inicial de la patogénesis de las cepas de E. coli adherentes invasivas en el ileon
requiere la adhesion de las bacterias a las células huésped. Para ello, las bacterias utilizan
el pili tipo 1, para adherirse asi al receptor CAECAM®6a expresado por las celulas
epiteliales del hospedador (Barnich y col., 2003; Barnich y col., 2007). Después de la
adhesidn a las células epiteliales, la bacteria AIEC produce las vesiculas OMV mediante
las cuales es capaz de penetrar proteinas efectoras en el interior de la célula hospedadora.
Mediante la expresion de largas fibrillas polares que interactuan con las células M, AIEC

es capaz de acceder a la lamina propia (Chassaing y col., 2011). Una vez alli, la bacteria
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tiene la capacidad de infectar y replicarse dentro de los fagolisosomas de los macréfagos
sin inducir su muerte celular (Glasser y col., 2001; Bringer y col., 2005). La replicacién
continua de la bacteria en el interior de los macréfagos provoca la secrecién de elevados
niveles de TNF-a, provocando la inflamacion intestinal y la formacion de los granulomas

presentes en los pacientes con la enfermedad de Crohn (Glasser y col., 2001).
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9.1 Capitulo 1: Los genes hha2 y hha3, nuevos paralogos del gen hha en
la cepa E. coli 042

Tabla 9.1. Listado de los oligonucledtidos utilizados durante el desarrollo del capitulo 1
de Resultados esta memoria.

Figura 9.2. Secuencia nucleotidica y lugar de hibridacion de los oligonucleétidos
utilizados para detectar los genes hha, hha2, hha3 e ydgT.

Tabla 9.3. Tabla resumen de la colecciéon de cepas de E. coli LREC utilizadas para
analizar la presencia o ausencia de los genes hha2 y hha3.

Tabla 9.4. Listado de las cepas enteroagregativas de E. coli de la coleccion LREC en las
que se analizé la presencia de los 14 genes marcadores del patotipo EAEC, ademas de los
genes hha2 y hha3.

Tabla 9.5. Listado de las cepas de E. coli productoras de 3-lactamasas de amplio espectro
(ESBL) en las que se analiz6 tanto por PCR como bioinformaticamente la presencia de
los alelos hha2 y hha3.

Tabla 9.6. Listado de las cepas de E. coli de la coleccion ECOR donde se analiz6 por PCR
la presencia de los genes hha2 y hha3.

Tabla 9.7. Listado de cepas de E. coli de origen ambiental, productoras de la toxina Stx2,
en las que se analizo la presencia de los genes hha2 y hha3.

Figura 9.8. Representacion esquematica de la localizacién de los genes hha, hha2, hha3
e ydgT en cepas de E. coli pertenecientes a diferentes patotipos, cuyo genoma se encuentra
totalmente secuenciado y ensamblado en la base de datos del NCBI.

Tabla 9.9. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el fondo genético Ahha
respecto a la cepa E. coli 042 WT, cuantificados mediante RNA-seq a partir de cultivos
crecidos en medio LB a 37°C.

Tabla 9.10. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el fondo genético

AhhaAhha2 respecto a la cepa E. coli 042 WT, cuantificados mediante RNA-seq a partir
de cultivos crecidos en medio LB a 37°C.
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Oligonuclettido

Secuencia (5°-3”)

4516 forward 5’ CTTACCCTTGCGGAGCTGGA 3°

4516 reverso 5’ TATTTCCAGACAGAAGCCGGAA 3°

4796 forward 5’ GAGACGCGGGAAAAGTGAAT ¥’

4796 reverso 5 CAGGTGACATATTTCCAGACGG 3’

hha forward 5> GTTTACGTCGTTGCAGACAA 3°

hha reverso 5> TTCCATACTGAGGAAGGGATCT 3’

ydgT forward 5> ATGTATCGTGCTGCCGATCA 3’

ydgT reverso 5> ATTGGACATAGTGCCAGACG 3’

aggR-Fw 5’ CTAATTGTACAATCGATGTA 3’

aggR-Rv 5" ATGAAGTAATTCTTGAAT 3’

aggA-Fw 5’ TTAGTCTTCTATCTAGGG 3’

aggA-Rv 5" AAATTAATTCCGGCATGG 3°

aafA-Fw 5" ATGTATTTTTAGAGGTTGAC 3°

aafA-Rv 5" TATTATATTGTCACAAGCTC 3’

aap-Fw 5’ CTTTTCTGGCATCTTGGGT 3’

aap-Rv 5 GTAACAACCCCTTTGGAAGT 3’

setlA-Fw 5’ TCACGCTACCATCAAAGA 3°

setlA-Rv 5" TATCCCCCTTTGGTGGTA 3’

astA-Fw 5" CCATCAACACAGTATATCCGA ¥’

astA-Rv 5" GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT 3’

irp2-Fw 5" AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 3’

irp2-Rv 5’ TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT 3’

pet-Fw 5 GACCATGACCTATACCGACAGC 3’

pet-Rv 5" CCGATTTCTCAAACTCAAGACC 3’

shf-Fw 5" ACTTTCTCCCGAGACATTC 3’

shf-Rv 5’ CTTTAGCGGGAGCATTCAT 3°

agg-3A-Fw 5’ GTATCATTGCGAGTCTGGTATTCAG 3°

agg-3A-Rv 5" GGGCTGTTATAGAGTAACTTCCAG 3’

aat-Fw 5’ CTGGCGAAAGACTGTATCAT 3°

aat-Rv 5" AATGTATAGAAATCCGCTGTT 3’

agn43-Fw 5" ACGCACAACCATCAATAAAA Y

agn43-Rv 5" CCGCCTCCGATACTGAATGC 3°

sat-Fw 5" ACTGGCGGACTCATGCTGT 3°

sat-Rv 5 AACCCTGTAAGAAGACTGAGC 3’

pic-Fw 5’ TTCAGCGGAAAGACGAA 3°

pic-Rv 5’ TCTGCGCATTCATACCA 3°

hha pl 5’ATGTCCGAAAAACCTTTAACGAAAACCGATTATTTAAT
GCGTGTGTAGGCTGGAGCTGTCTTC 3’

hha p2 S’TTAGCGAATAAATTTCCATACTGAGGAAGGGATCTTGT
CGTACATATGAATATCCTCCTTAGT 3’

hha 3x p1 5’GTACGACAAGATCCCTTCCTCAGTATGGAAATTTATTC
GCGACTACAAAGACCATGACGG ¥’

hha 3x p2 5’CAGCCGGTTATAGCTCCGAAAGCGAATTATTTATTAGC

GACATATGAATATCCTCCTTAG 3’

hha p1 up

S’GTTAGAATTATTACAACCATGGG 3°
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S’ATCACGTTAATTGCAGCATAAAGTGATGAGAGGCTAAT

4516 p1 GGAAGTGTAGCTGGAGCTGCTTC 3’

4516 p2 5’AACGCCCGGCACAATACCGCTGTGATTAACGAACGTTC
AGGTCATATGAATATCCTCCTTAGT 3’

4516 3x pl S’ TTACGATCGCGTTCCGGCTTCTGTCTGGAAATATGTTA
CCGACTACAAAGACCATGACGG 3’

4516 3x p2 5’GCCCGGCACAATACCGCTGTGATTACCGAACGTTCAGG
TACATATGAATATCCTCCTTAG 3’

4516 p1 up 5> GTCTGAGCGGTAAACGTATC 3’

4796 p1 5’CGGAACACTAAGGCTGTATTGCGGGACACCTGGTAAG
TCGCAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 3’

4796 p2 5’ GATAACACCGGAGTCATCGTAGCGCTGCTTCAATATTC
AGGTCATATGAATATCCTCCTTAGT 3’

4796 3x pl STTACGATCGCGCGCCGGCTTCCGTCTGGAAATATGTCA
CCGACTACAAAGACCATGACGG 3’

4796 3x p2 5’AACACCGGAGTCATCGTAGCGCTGCTTCAATATTCAGG
TGCATATGAATATCCTCCTTAG 3’

4796 pl up 5> TCGTTCATGTATCAGAGTGC 3’

ydgT 3x pl 5’CCTCGGCCAGGTACCGAAGTCCGTCTGGCACTATGTCC
AAGACTACAAAGACCATGACGG 3’

ydgT 3x p2 STAAGGCTTTTATAACCGATCGCTACTTTCTTTATTGGCA
TATGAATATCCTCCTTAG 3’

ydgT pl up 5> GCTCTACGCTTGTAGAGCGAC 3’

UP378 5> GCGTTTTGACCATCTTCGT 3’

2242 RT Fw 5" CCACGGATGTCATTGCTCAG 3’

2242 RT Rv 5’ TTTCACTTTCAGGGTTGCCG 3’

4511 RT Fw 5 GGGGCCTTTAACTACACCCT 3’

4511 RT Rv 5> TTTACACCGGTCTGATGGCT 3’

4803 RT Fw 5" TGCCAGCGGTAAGTTCAGTA 3’

4803 RT Rv 5 ‘CCTTTACTGAGCTGTGTTCTG 3’

shf RT Fw 5" CGCTGGTCTGAAGTGAACGA 3’

shf RT Rv 5 CGCTCAATAAGTCCTGCCGA 3’

gapA042 RT Fw

5> TTTCCGTGCTGCTCAGAAAC 3’

gapA042 RT Rv

5> GTCAACACCAACTTCGTCCC 3’

LP378

5’ACAGGAGCAGTTTCAGACAG 3’

KT

5’CGGCCACAGTCGATGAATCC 3°

hha2 plate51 NT fw

5’GGTGATGATGATGACAAGATGGAAGTTAAAACCAAAG
AAGACTGGCTGTAT 3°

hha2 plate51 NT rv

5’GGAGATGGGAAGTCATTAGGTAACATATTTCCAGACA
GAAGCCGGAAC 3’

5’AGAAGGAGATATAACTATGGAAGTTAAAACCAAAGAA

hha2 plate3L CTTW - \ CTGGCTGTATCAG 3’

5S’GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGGTAACATATTTCCAGA
CAGAAGCCGGAAC ¥

hha2 plate31 CT rv

Tabla 9.1. Listado de los oligonucleotidos (anotacion y secuencia nucleotidica de 5’ a 3%)
utilizados durante el desarrollo del capitulo 1 de Resultados de esta memoria.
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Secuencia nucleotidica gen hha (EC042 _0498).

hiha forward S
5-ATGTCCGAAAAACCT TTAACAAAAACCGATTATTTAATGC GTTTACGTCGTTGCCAGACAATTGACACGCTGGAGLGTGTTAT

CGAGAAAAATAAATACGAATTATCAGATAATGAACTGGCGGTATTTTACTCAGCCGCAGATCACCGCCTCGCCGAATTGACCAT

GAATAAACTGTACGACAAGATCCCTTCCTCAGTATGGAAATTTATTCGCTAA -3 Tamaiio amplicén: 166 pb
N Iitha reverso

Secuencia nucleotidica gen vdgT (EC042_1794):

S-ATGACTGTTCAGGACTACTTATTAAAATTTCGCAAAATCAGTTCACTCGAAAGTCTGGAAAAACTCTACGACCATCTTAATTAC

vdgT forward
>
ACCCTGACGGACGATCAGGAACTGATCAATATGTATCGTGCTGCCGATCACCGTCGCGCAGAGCTGGTTTCTGGCGGCCGTT

TGTITGACCTCGGCCAGGTACCGAAGTCCGTCTGGCACTATGTCCAATAA -3
N ydgTreverso

Tamafio amplicon: 100 pb

Secuencia nucleotidica gen hha? (EC042 4516):

S-ATGGAAGTTAAAACCAAAGAAGACTGGCTGTATCAGTTCCGTCGTTGTTCATCCCGGGAGACGCTGGAAMAAGTGATTTCCC

4516 forward >
ACACACGTTATAAACTTACCCTTGCGGAGCTGGAAGCCTTCAACTCTGCGGTTGATCACCGACTGGCAGAACTAACCATGAACA

AAC'I'ITACGATCGCGT;CCGGCTTCTGTCTGGAAATATGTTACCTGA 3 Tamafio amplicén: 107 pb
4516 reverso

Secuencia nucleotidica gen hha3 (EC042 4796):

4796 forward
>
5 GTGGCAGCCCGTAATACGTCAGGAGACGCGGGAAAAGTGAATTCCCACACGCGTTATAAACTTACCCTTGCGGAGCTGGAA

GCCTTTAACTCTGCCGTTGACAACCGGCTGGCAGAACTGACAATGAACAAACTTTACGATCGCGCGCCGGCTTCCGTCTGGAA

ATATGTCACCTGA -3’ 4796
reverso ‘ Tamafio amplicon: 154 pb ‘

Figura 9.2. Secuencia nucleotidica y lugar de hibridacion de los oligonucle6tidos utilizados para
detectar por PCR los genes hha, ydgT, hha2 y hha3. También se indica el tamafio del producto
obtenido al amplificar por PCR cada uno de los genes con los oligonucle6tidos especificos.
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Patotipo | Codigo LREC | Serotipo | Sequence type | Grupo filogenético | hha2 | hha3
1 03:H2 + +
2 03:H2 + +
3 O11:H- - -
4 O17:H- + +
5 044:H18 + i
6 ONT:HNT + iy
7 03:H2 + i
8 015:H- - -
9 0O17:H18 + -
10 0128:HNT - -
11 0104:H4 + -
12 086:H2 - -
13 017:H18 + i
14 0O11:H18 + A
15 ONT:H27 - -
101 099:H4 - -
EXPEC 17 017:H18 ST597 D + -
EXPEC 18 O7:H18 ST62 F - -
EXPEC 19 06:H1 ST73 B2 + +
EXPEC 20 06:H31 ST127 B2 - -
EXPEC 21 04:H5 ST12 B2 -+ -
EXPEC 22 O45A:H7 ST95 B2 - -
EXPEC 23 018:H7 ST95 B2 - -
EXPEC 24 O1:H7 ST95 B2 - -
EXPEC 26 025hb:H4 ST131 B2 - +
EXPEC 27 025h:H4 ST131 B2 -+ +
EXPEC 28 025hb:H4 ST131 B2 + +
EXPEC 29 025h:H4 ST131 B2 - -
EXPEC 30 025h:H4 ST131 B2 + +
EXPEC 31 016:H5 ST131 B2 + -
32 0174:H8 + i
33 055:H7 + -
35 0177:[H25] - -
36 0111:[H8] - -
37 0113:H4 + i
38 0103:H2 - -
39 026:H11 + +
40 041:H26 - -
41 0157:H7 - -
42 0157:H7 - -
43 0174:H8 + i
44 08:H19 - -
45 048:H21 - -
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46 0118:H12
47 0174:H21
48 073:H18
49 0139:H1,H38
50 0128:HNM
51 02: H25
55 0113
57 0121:H19
ETEC 52 08:H9
ETEC 58 078:H11
ETEC 60 0115:H40
tEPEC 53 026:H11
tEPEC 34 0128ac:[H2]
EIEC 56 096:H19
EIEC 59 0124:H30
AIEC 25 083:H1 ST135 B2
Comensal 16 016:H48 ST98 Al
Patotipo

ExXPEC extraintestinal pathogenic E. coli

ETEC enterotoxigenic E. coli

tEPEC typical enteropathogenic E. coli
EIEC enteroinvasive E. coli

AIEC adherent-invasive E. coli

Tabla 9.3. Tabla resumen de la coleccion de cepas LREC (Laboratorio de Referencia de E. coli)
divididas por patotipos. Se indica el serotipo de cada cepa, su secuencia tipo, el grupo filogenético
al que pertenece cada cepa y el resultado del analisis por PCR realizado para analizar la presencia

0 ausencia de los genes hha2 y hha3.
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Seraian Grupo Genes de virulencia de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)
P Filogenético
O:H aatA | aggA | aafA | agg3A | aggR | astA | aap | setlA | irp2 | pet | shf | sat | pic | agn43 | hha2 | hha3

66 085:HNT A + - - - - - - - + | - |+ | - - - - .
71 085:H10 A + - - - + - + - + | - -] - - + - -
87 03:H2 A + + - - + + + + + |+ | - | + + + - -
95 015:H- A + - - - + - + + + |+ | - - + - - -
82 015:H2 A + - - - + - + + + |+ | - - i - - -
79 086:H2 A + - - + + - + + + + | - - + - - -
80 086:H?2 A + - - + + - + + + + | - - + - - -
89 086:H2 A + - - + + - + + + |+ | - - + - - -
90 086:H2 A + - - + + - + + + + | - - + - - -
12 086:H2 A + - - + + - + + + |+ -] - + - - -
101 099:H4 A + - - - + - + + + + | - - + - - -
81 0114:H2 A + - - + + - + + + |+ | - - T - - -

3 011:H- Bl + - + - + + + + + |+ |+ | - + + - -
88 086:H27 Bl + - - - + - + + + |+ |+ | + + + _ i
10 0128:HNT Bl + - - - - - + - - - | - - - - - -
100 ONT:HNT B2 i - - - + - + - + -] - - - o - -
67 086:H11 D + - - - + - + - + -] - - - - - -
83 03:H2 A + + - - + + + + + |+ | - | + + + + -

8 015:H- A + - - - - - - + + + | - - + - + -
74 0125:H2 A + - - - + - + + + |+ | - - + + + -
91 ONT:H33 A + - - - + - + + + |+ - + | 4+ + + -
92 ONT:H33 A + - - - + - + + + + | - + + + + -
96 ONT:H33 A + - - - + - + + + + | - + + + 4 -
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Genes de virulencia de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)
aatA | aggA | aafA | agg3A | aggR | astA | aap | setlA | irp2 | pet shf sat pic | agn43 | hha2 | hha3
TOTAL:56 | 56 13 6 12 50 22 52 44 49 48 23 23 44 36 37 29
cepasEAEC | - | 23% | 11% | 21% | 89% | 39% | 93% | 79% | 88% | 86% | 41% | 41% | 79% | 64% | 66% | 56%
17 cepas 17 1 1 6 15 2 16 12 16 12 3 2 12 5
hha2-/hha3- - 6% | 6% 35% | 88% | 12% | 94% | 71% | 94% | 71% | 18% | 12% | 71% | 29% - -
10 cepas 10 1 2 9 4 9 10 10 10 2 6 10 7 10
hha2+/hha3- | - | 10% 0 20% | 90% | 40% | 90% | 100% | 100% | 100% | 20% | 60% | 100% | 70% | 18% -
2 cepas 2 1 1 2 1 2 2 1 1 1 1 2
hha2-/hha3+ | - 0 0 0 50% | 50% | 100% | 50% | 100% | 100% | 50% | 50% | 50% | 50% - 3,5%
27 cepas 27 11 5 4 25 15 25 21 21 24 17 14 21 23 27 27
hha2+/hha3+ | - | 41% | 19% | 15% | 93% | 56% | 93% | 78% | 78% | 89% | 63% | 52% | 78% | 85% | 48% | 48%
Test de P hha2-/hha3-
exactitud valor VS 0.01 0.004 0.004 | 0.007 0.0003
de Fisher hha2+/hha3+
Test de P hha2-/hha3-
exactitud valor | V8 hha2+ y/o 0.04 0.005 0.02 | 0.003 0.0005
de Fisher hha3+

Tabla 9.4. Resultados de los analisis por PCR de la distribucion, en 56 cepas EAEC de la coleccion LREC, de los genes hha2/hha3 (marcados en verde) y los
14 genes que codifican para factores de virulencia tipicos de EAEC (marcados en amarillo). También se indica el serotipo y el grupo filogenético al que pertenece
cada una de las cepas analizadas. Los resultados del test exacto de Fisher se muestran cuando P < 0.05. Las diferencias significativas se muestran en negrita.
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. . . . . Grupo Sequence hha2 | hha2in | hha3 |hha3in
Aislamiento| Origen Material gen ESBL Patotipo filogenético type PCR e PCR AT
H10 humano orina CTX-M-15 NA* B1 ST-443 + + + +
H38 humano swab rectal CTX-M-15 ExPEC A ST-44 - - + +
H75 humano orina CTX-M-15 ExPEC B2 ST-131 + - + +#
H89 humano herida CTX-M-15 NA* D ST-349 - - i i
H99 humano herida CTX-M-1 EXPEC A ST-410 - - - -
H127 humano orina CTX-M-15 EAEC B2 ST-131 + + + +#
H130 humano swab cervical CTX-M-15 ExPEC A ST-88 + + + +#
H134 humano orina CTX-M-15 ExPEC B1 ST-58 - - + +
H136 humano orina CTX-M-1 ExXPEC D ST-2509 - - - -
H141 humano orina CTX-M-15 ExPEC D ST-2141 - - + +
H154 humano swab rectal CTX-M-15 | Flora intestinal B1 ST-224 - - - -
H162 humano orina CTX-M-1 NA* A ST-10 + + - -
V1 perro orina CTX-M-1 EAEC D ST-354 - - + +
V8 caballo heces CTX-M-1 | Flora intestinal D ST-38 - + - +
V41 perro cavidad abdominal | CTX-M-1 EXPEC A ST-10 A aF A -
V63 perro Utero CTX-M-1 EXPEC Bl ST-162 - A - -
V64 perro atero CTX-M-1 EXPEC B1 ST-162 - - - -
V89 caballo heces CTX-M-1 | Flora intestinal A ST-10 - - - -
V98 caballo heces CTX-M-15 | Flora intestinal A ST-361 - - 1 1
V105 perro orina CTX-M-1 EXPEC A ST-3476 - - il il
V116 perro herida CTX-M-1 NA* A ST-10 - - - -
V177 perro higado CTX-M-15 EXPEC A ST-410 + + + +
V182 caballo heces CTX-M-15 | Flora intestinal A ST-10 - - + +
V205 gato orina CTX-M-1 ExPEC B1 ST-224 - - - -
V292 perro catéter urinario CTX-M-15 EXPEC D ST-405 1 1 - -

*NA: no se ha podido asociar ningln patotipo a la cepa de E. coli #presencia de homdlogos con una identidad y un coverage inferiores al 90% y 80%

Tabla 9.5. Listado de las cepas de E. coli productoras de B-lactamasas de amplio espectro (ESBL) analizadas durante este trabajo. Se indica el origen de los
diferentes aislamientos, el tipo de gen ESBL que codifican, el patotipo y el grupo filogenético al que pertenecen las diferentes cepas y su secuencia tipo. También
se indica el resultado de la PCR realizada para identificar la presencia/ausencia de los alelos hha2/hha3 y el resultado de la comparativa al realizar el analisis in
silico mediante unos parametros de identidad y coverage superiores al 90 y 80%, respectivamente.
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Cepa Patotipo hha2 | hha3 |Cepa Patotipo hha2 | hha3 | Cepa Patotipo hha2 | hha3
ECO01 Comensal - - EC26 Comensal - - EC51 ExXPEC + +
ECO02 ExPEC - - EC27 Comensal - - EC52 ExPEC - -
ECO03 Comensal - + EC28 Comensal - - EC53 EXPEC - -
EC04 Comensal - - EC29 Comensal - - EC54 EXPEC - -
ECO05 Comensal + - EC30 Comensal - - EC55 EXPEC - i
ECO06 Comensal - - EC31 Comensal - - EC56 ExXPEC - +
ECO07 Comensal - - EC32 Comensal - - EC57 ExXPEC + -
ECO08 ExPEC + - EC33 Comensal - - EC58 Comensal - -
ECO09 Comensal - + EC34 Comensal - - EC59 Comensal + -
EC10 Comensal - + EC35 EXPEC - - EC60 EXPEC + +
EC11 ExPEC + - EC36 ExPEC - - EC61 Comensal - -
EC12 Comensal - - EC37 ExPEC - + [EC62 ExPEC - -
EC13 Comensal - - EC38 EXPEC - - EC63 EXPEC - -
EC14 Comensal - - EC39 ExPEC - - EC64 ExPEC - -
EC15 Comensal - - EC40 ExPEC - - EC65 Comensal i -
EC16 Comensal - + EC41 ExXPEC - - EC66 ExPEC - -
EC17 Comensal - - EC42 Comensal - - EC67 Comensal - -
EC18 Comensal - - EC43 Comensal + - EC68 Comensal - -
EC19 Comensal - - EC44 Comensal + - EC69 Comensal - -
EC20 EXPEC - - EC45 Comensal - - EC70 Comensal - -
EC21 Comensal - - EC46 ExXPEC - - EC71 Comensal - -
EC22 Comensal - - EC47 Comensal - - EC72 EXPEC - i
EC23 Comensal - - EC48 EXPEC - -

EC24 ExPEC - - EC49 ExPEC

EC25 Comensal - - EC50 ExPEC + +

Tabla 9.6. Listado de las 72 cepas de E. coli pertenecientes a la coleccion ECOR analizadas en este trabajo. Se indica el patotipo correspondiente a cada una de
las cepas estudiadas y el resultado del andlisis por PCR realizado para identificar la presencia/ausencia de los alelos hha2 y hha3.
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Aislamiento Origen Serotipo stxq stXz eae | hha2 | hha3 | Aislamiento | Origen | Serotipo | stx: StXo eae | hha2 [ hha3
41 (115) Ganado 01:H20 - stx2a - - - [ 104 stx2-r Ganado | O113:H21| - stx2a - - -
57 stx2-r Ganado 0171:H2 - stx2c - - - |105 stx2 ME | Ganado | O157:H7 | - stx2c + - -
58 stx2-r Ganado 0171:H2 - stx2c - + - [106 stx2 ME | Ganado | O171:H2 | - | stx2a,stx2c | - A -
58 stx2 TAR 43 | Ganado 0101:H9 - stx2a - - - 107 stx2-r Ganado [ O2:H25 | - stx2¢ - - -
59 stx2ME-k2 Ganado 0O171:H2 - stx2c - + - 1108 stx2-r Ganado | O171:H2 | - stx2c - + -
60 stx2-r Ganado 0171:H2 - stx2a - + + | 109 stx2-r Ganado [ O113:H21| - stx2a - + -
62 stx2-r Ganado 0171:H2 - stx2c - + + | 110 stx-2 ME | Ganado | O157:H- | + stx2c + - -
63 stx2-r Ganado 0171:H2 - stx2c - + - |111stx2 ME | Ganado | O157:H- | - stx2c + + -
64 stx2-r Ganado 0171:H2 - stx2c - - - | 113 stx2-r Ganado | O171:H2 | - stx2c - - -
65 stx2-r Ganado 0171:H2 - stx2a - - - | 115 stx2-r Ganado | O91:H21 | - | stx2a, stx2c | - - -
66 stx2-ME-8 Ganado | 0181:H49 - stx2 - - - | 116 stx2-r Ganado | O76:H2 | + stx2c - + -
67 stx2-r Ganado 0171:H2 - stx2c - + - 124 Ganado | ONT:H2 | - | stx2c,stx2d - 3 -
68 stx2-r Ganado 089:H19 - stx2c - - - |125-14 Ganado | O1:H20 - stx2a - - -
69 stx2-r Ganado | 0181:H49 - stx2a - + - |1126-2 Ganado | O22:H8 | + stx2c - + -
70 stx2 ME-16 Ganado 0162:H7 - | stx2, stx2c | - - - |03 Ganado | O1:H20 - stx2a - - -
71 stx2-r Ganado 028:H28 - stx2c + - - |4 Humano| O90:H- - stx2d - + -
Ex E72 Ganado 0181:H20 - Stx2a - + - |7 Humano| O8:H9 - stx2e - A -
72 Stx2-r Ganado 0181:H20 - stx2c - + - | 8stx2-r Humano| O146:H- - stx2a - - -
73 stx2-r Ganado 0181:H20 - stx2c - + + |51 stx2-r Humano | O146:H21| + stx2d - s s
74 stx2-r Ganado 0171:H2 - stx2c - + + |52 stx2-r Humano| O171:H2 | - | stx2c,stx2d | - - -
82 stx2-r Ganado 0171:H2 - stx2c - + - |55 stx2-r Humano| O127:H- | - | stx2a,stx2d | - A -
83 stx2-r Ganado 02:H25 - stx2a - + - |77 stx2-r Humano| 090:H- - stx2d - + -
84 stx2-r Ganado 0156:H8 - stx2c - - - |78 stx2-r Humano | O166:H21 | + stx2c - A A
84b stx2-r Ganado 0171:H- - stx2a - - - | 79 stx2-r Humano| 090:H- + stx2d - + -
85 stx2-r Ganado 0171:H2 - stx2c - + - |80 stx2-r Humano| ONT:H9 | - | stx2a,stx2e | - - -
86 stx2-r Ganado 02:H25 - stx2¢ - - - |81 stx2-r Humano| ONT:H2 | - stx2a - + -
87 stx2-r Ganado 02:H25 - tx2a - + - 1118-2 Humano| ONT:H51 | - stx2a - - -
88 stx2-r Ganado | O136:H1,H12 | - stx2g - - - 121 Humano| O8:H9 - stx2e - - -
Ec 88 Ganado 0157:H7 - stx2a + - - 122-12stx2 |Humano| O8:H9 - stx2a - i -
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89 stx2-r Ganado 02:H25 stx2g - - |42 stx2-r Mixto [ ONT:H48 stx2a - -
90 stx2-r Ganado 02:H25 stx2g + - |49 stx2-r Mixto 026:H- stx2a, stx2e - -
91 stx2-r Ganado 02:H25 stx2g - - [133stx2-r Mixto [ O90:H- stx2d i -
92 stx2-r Ganado 02:H25 stx2¢ - - |48 stx2-r Mixto | ONT:H21 stx2e 4F -
93 stx2-r Ganado 02:H25 stx2¢ + - [ 134 stx2-r Mixto | O2:H25 stx2¢ - -
95 stx2-r Ganado 02:H25 stx2¢ - - | 135stx2Fr212 | Mixto 09:H- stx2a - -
96 stx2 ME Ganado ONT:H- stx2¢c - - | 140stx2Fr326 | Mixto | ONT:H- stx2e 4 -
98 stx2-r Ganado 0136:H1 stx2g A - |141stx2Fr329 | Mixto | ONT:H- stx2e - -
99 stx2-r Ganado [ ONT:HNT stx2c - - |75 stx2-r Cerdo | O2:H21 stx2e 4 -
100 stx2-r Ganado 02:H25 Stx2a + - |76 stx2-r Cerdo | O54:H21 stx2e - -
101 stx2-r Ganado 0157:H7 stx2c - | 148stx2Fr1.2 | Cerdo | O100:H- stx2e - -
102 stx2 ME Ganado 08:H31 stx2¢ + - | 149a stx2 Cerdo 08:H- stx2e 4 -
103 stx2-r Ganado 0171:H2 stx2a - - | 150 stx2-r Cerdo | 026:H- stx2e - -

Tabla 9.7. Listado de las cepas ambientales de E. coli analizadas en este trabajo, aisladas a partir de aguas residuales sin tratar de origen urbano (en su mayoria
contaminadas por desechos fecales humanos) o de muestras de aguas residuales provenientes de tres mataderos diferentes (ganado, cerdo y un matadero mixto
de ganado vacuno, cordero y cabra). Se indica el origen de cada uno de los aislamientos, el serotipo de cada una de las cepas analizadas, la produccion o no de
la toxina Stx1, el tipo de gen que codifica para la toxina Stx2, la presencia/ausencia del gen eae (gen que codifica para la intimina bacteriana) y el resultado del
analisis de la PCR realizada para identificar la presencia/ausencia de los alelos hha2 y hha3.
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Figura 9.8. Representacion esquematica de la localizacion de los genes hha, hha2, hha3 e ydgT
en cepas de E. coli pertenecientes a diferentes patotipos cuyos genomas se encuentran totalmente
secuenciados y ensamblados en la base de datos del NCBI.
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Identificador Descripcion Fold change
EC042_RS06355 hypothetical protein 26,0
EC042_RS01250 hypothetical protein 20,1
EC042_RS20085 hypothetical protein 14,2
EC042_RS03935 hypothetical protein 13,9
EC042_RS14470 hypothetical protein 13,8
EC042_RS19170 hypothetical protein 13,6
EC042_RS21810 broad-spectrum mercury transporter MerE 12,2
EC042_RS09940 hypothetical protein 11,7
EC042_RS24485 1S66 family transposase 11,5
EC042_RS15485 hypothetical protein 11,0
EC042_RS27060 nitrite extrusion protein 2 10,6
EC042_RS16305 hypothetical protein 10,5
EC042_RS06730 hypothetical protein 10,4
EC042_RS01500 hypothetical protein 10,2
EC042_RS03035 hypothetical protein 10,1
EC042_RS03040 hypothetical protein 10,1
EC042_RS25285 tRNA-Leu 10,0
EC042_RS08665 hypothetical protein 10,0
EC042_RS25735 hypothetical protein 10,0
EC042_RS21265 hypothetical protein 9,9
EC042_RS12550 hypothetical protein 9,8
EC042_RS17190 hypothetical protein 9,7
EC042_RS16360 invasion protein invH 9,7
EC042_RS16320 hypothetical protein 9,6
EC042_1722 cell division inhibition protein DicB 9,5
EC042_RS14290 hypothetical protein 9,5
EC042_RS26735 hypothetical protein 9,2
EC042_RS03940 hypothetical protein 91
EC042_RS11620 tRNA-Arg 8,9
EC042_RS16950 tRNA-Phe 8,8
EC042_RS23700 hypothetical protein 8,8
EC042_RS01830 hypothetical protein 8,8
EC042_RS20080 hypothetical protein 8,7
EC042_RS26640 hypothetical protein 8,7
EC042_RS17060 hypothetical protein 8,7
EC042_RS09020 hypothetical protein 8,6
EC042_0751 acyl-CoA synthetase 8,6
EC042_RS03695 hypothetical protein 8,5
EC042_RS25655 hypothetical protein 8,5
EC042_RS07960 hypothetical protein 8,5
EC042_RS25660 hypothetical protein 8,5
EC042_RS08415 hypothetical protein 8,5
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EC042_RS17175
EC042_3897
EC042_3060
EC042_3335
EC042_0024

EC042_3062

EC042_RS20145
EC042_RS14520
EC042_4011

EC042_RS10655
EC042_RS05120
EC042_RS16555
EC042_RS25640
EC042_4074

EC042_RS26395
EC042_RS08325
EC042_1599

EC042_0642

EC042_RS15625
EC042_RS11150
EC042_RS09055
EC042_RS25625
EC042_RS05810
EC042_RS26165
EC042_RS09025
EC042_RS01495
EC042_RS24125

EC042_RS08605

EC042_RS11335
EC042_RS06925
EC042_RS10985
EC042_RS05825
EC042_RS13775
EC042_RS02970
EC042_RS16345
EC042_RS20195

EC042_RS15125

EC042_RS25405
EC042_RS06915
EC042_RS00740
EC042_RS25200
EC042_RS24455

hypothetical protein

membrane protein

helix-turn-helix transcriptional regulator
fimbrial-like protein

fimbrial protein

EscT/YscT/HrcT family type 111 secretion
system

hypothetical protein

hypothetical protein

HilA family transcriptional regulator EilA
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

antirestriction protein

type 111 effector protein

transposase

hypothetical protein

leucine-rich repeat domain-containing protein

LysR family transcriptional regulator
hypothetical protein

integrase

cold shock-like protein CspF
hypothetical protein

curli assembly protein CsgF
hypothetical protein

cold-shock protein cspl

flagellin

Rha family transcriptional regulator
Putative ABC transporter, ATP-
binding/permease protein
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

FimA homolog

Type 11 secretion system protein
helix-turn-helix transcriptional regulator
molybdopterin-guanine dinucleotide
biosynthesis protein MobA
hypothetical protein

cell division inhibitor

Putative fimbrial protein
hypothetical protein

hypothetical protein
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8,4
8,3
8,3
8,3

8,2

8,2
8,2
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8,1
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7,9
7,6
7,6
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7,5
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7,4
7,4
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EC042_RS13835 tRNA-Arg 7,1
EC042_RS08465 hypothetical protein 7,1
EC042_RS03945 hypothetical protein 7,0
EC042_RS16300 Putative invasion genes regulator 6,9
EC042_RS25780 hypothetical protein 6,9
EC042_RS08635 fimbrial protein FimH 6,9
EC042_RS26745 conjugal transfer protein TraL 6,9
EC042_RS25005 hypothetical protein 6,9
EC042_RS02975 fimbrial chaperone SfmC 6,8
EC042_RS02230 hypothetical protein 6,8
EC042_RS15160 hypothetical protein 6,8
EC042_RS11925 hypothetical protein 6,8
EC042_RS19640 pilin chaperone 6,8
EC042_RS25480 hypothetical protein 6,8
EC042_RS25520 hypothetical protein 6,8
EC042_RS14330 hypothetical protein 6,7
EC042_RS12875 hypothetical protein 6,7
EC042_ RS02995 ]Ic:iir;nzbriae biosynthesis transcriptional regulator 6.7
EC042_RS25665 antitoxin 6,7
EC042_RS01800 hypothetical protein 6,7
EC042_RS25555 hypothetical protein 6,7
EC042_RS08150 hypothetical protein 6,7
EC042_RS16295 hypothetical protein 6,7
EC042_RS26295 hypothetical protein 6,6
EC042_RS22360 hypothetical protein 6,6
EC042_RS11325 sulfoxide reductase heme-binding subunit YedZ 6,6
EC042_RS17230 antitoxin 6,6
EC042_RS25685 hypothetical protein 6,6
EC042 _RS12050 antitoxin 6,6
EC042_RS23430 hypothetical protein 6,6
EC042_RS08795 hypothetical protein 6,6
EC042_RS06615 hypothetical protein 6,6
EC042_RS08410 aminopeptidase 6,6
EC042_RS20185 hypothetical protein 6,5
EC042_RS01065 tRNA-Ala 6,5
EC042_RS24615 tRNA-Phe 6,5
EC042_RS22525 tRNA-Ala 6,5
EC042_RS16565 hypothetical protein 6,5

Tabla 9.9. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en la cepa E. coli 042 Ahha,
expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de dichos genes en la cepa
E. coli 042 WT a partir de cultivos crecidos en medio LB a 37°C. Los datos transcriptdmicos
fueron obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la empresa
biotecnoldgica Vertis Biotechnologie AG.
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Identificador

Descripcion

Fold change

EC042_RS25175
EC042_RS08810
EC042_RS08660
EC042_RS07850
EC042_RS11295
EC042_RS09275
EC042_RS07145
EC042_RS08655
EC042_RS24455
EC042_RS26995
EC042_RS18795
EC042_RS11730
EC042_RS13835
EC042_RS08650
EC042_RS15165
EC042_RS05780
EC042_RS16300
EC042_RS08645
EC042_RS18175
EC042_RS09105
EC042_RS06765
EC042_RS01250
EC042_RS05870

EC042_RS15125
EC042_RS07390
EC042_RS21295

EC042_RS07765
EC042_RS17210
EC042_RS11285
EC042_RS24340
EC042_RS11745
EC042_RS07745
EC042_RS03185
EC042_RS25650

EC042_RS07760

EC042_RS01795
EC042_RS11335
EC042_RS08640
EC042_RS21300

magnesium-translocating P-type ATPase
EC042_RS08810 hypothetical protein
fimbrial protein

tRNA-Thr

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

fimbria/pilus periplasmic chaperone
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

tRNA-Arg

fimbrial biogenesis outer membrane usher protein
hypothetical protein DNA-binding protein
tRNA-Ser

HilA family transcriptional regulator YgeH
type 1 fimbrial protein

hypothetical protein

hypothetical protein

tRNA-Tyr

hypothetical protein

EC042_RS05870 hypothetical protein
molybdopterin-guanine dinucleotide biosynthesis
protein MobA

hypothetical protein

CesD/SycD/LcrH family type 111 secretion system
chaperone

putative bacteriophage protein racC
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

exodeoxyribonuclease VIII

hypothetical protein

hypothetical protein

putative RadC-like DNA repair protein
exonuclease VIII (putative phage
exodeoxyribonuclease)

reactive chlorine species resistance protein RclC
hypothetical protein

type 1 fimbrial protein

YopB/SseC family type 111 secretion system
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23,2
17,3
13,1
12,3
10,6
10,3
10,2
9,3
8,8
8,6
8,6
8,5
8,5
8,5
8,4
8,4
8,3
8,3
8,2
8,1
7,8
7,8
7,7

7,7
7,7
7,6

7,5
7,4
7,3
7,2
7,2
7,2
7,1
7,1

7,1

7,1
7,1
7,1
7,1
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EC042_RS09180 site-specific integrase 7,0
EC042_RS06905  putative phage exodeoxyribonuclease 6,9
EC042_RS17205  hypothetical protein 6,9
EC042_RS17220  RadC family protein putative DNA repair protein 6,9
EC042_RS17215  putative antirestriction protein 6,9
EC042_RS24355  1S630 family transposase 6,9
EC042_RS24055  type IV toxin-antitoxin system toxin CbtA 6,9
EC042_RS07770  putative bacteriophage protein 6,8
EC042_RS21315  HilA family transcriptional regulator EilA 6,8
EC042_RS15160  hypothetical protein 6,8
EC042 RS06900  excisionase 6,7
EC042_RS08605  ABC transporter ATP-binding protein/permease 6,7
EC042_RS10010  arpB putative type 11 effector protein 6,7
EC042_RS24165  hypothetical protein 6,7
EC042 RS12565 putative nucleic acid binding protein (putative 6.7
- regulator)
EC042_RS09170  putative exodeoxyribonuclease 6,7
EC042_RS05815  csgE curli production assembly/transport component 6,7
EC042_RS00145  putative type Il effector protein 6,6
EC042_RS21310  putative cell invasion type I11 effector protein 6,6
EC042_RS09165  Qin prophage; uncharacterized protein 6,6
EC042_RS06770  tRNA-Tyr 6,6
EC042_RS11740  hypothetical protein 6,6
EC042_RS00115  IS1 transposase B 6,6
EC042_RS16100 tRNA-Met 6,6
EC042_RS07135  hypothetical protein 6,5
EC042_RS06400 hypothetical protein 6,5
EC042_RS05810  csgF curli production assembly/transport component 6,5
EC042_RS16295 type Il secretion-associated chaperone 6,5
EC042_RS18375  hypothetical protein 6,5
EC042_RS03005  envY porin thermoregulatory protein 6,5
EC042 _RS05765  hypothetical protein 6,5
EC042_RS09430  rstA two-component response regulator 6,5

Tabla 9.10. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en la cepa E. coli 042 AhhaAhhaz2,
expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de dichos genes en la cepa
E. coli 042 WT a partir de cultivos crecidos en medio LB a 37°C. Los datos transcriptomicos
fueron obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la empresa
biotecnoldgica Vertis Biotechnologie AG.
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9.2 Capitulo 2: Descripcién de un nuevo paralogo del gen hns en la cepa
E. coli 042: el gen hns2

Tabla 9.11. Listado de los oligonucledtidos utilizados durante el desarrollo del capitulo 2
de Resultados de esta memoria.

Tabla 9.12. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el fondo genético Ahns
respecto a la cepa E. coli 042 WT, cuantificados mediante RNA-seq a partir de cultivos
crecidos en medio LB a 37°C.

Tabla 9.13. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el fondo genético
Ahns2 respecto a la cepa E. coli 042 WT, cuantificados mediante RNA-seq a partir de
cultivos crecidos en medio LB a 37°C.

Tabla 9.14. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el fondo genético
AhnsAhns2 respecto a la cepa E. coli 042 WT, cuantificados mediante RNA-seq a partir
de cultivos crecidos en medio LB a 37°C.

Figura 9.15. Resultado de la secuenciacién del gen hns2 clonado en el plasmido
pLG338.30, bajo el control de su promotor salvaje o bajo el control del promotor que
presenta la transicién C>T, después de ser transformados en la cepa E. coli 042 Ahns.

Tabla 9.16. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el fondo genético Ahns
respecto a la cepa E. coli 042 WT, cuantificados mediante RNA-seq a partir de cultivos
crecidos en medio LB a 25°C.

Tabla 9.17. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en el fondo genético
Ahns2 respecto a la cepa E. coli 042 WT, cuantificados mediante RNA-seq a partir de
cultivos crecidos en medio LB a 25°C.

Figura 9.18. Categoria funcional y nimero total de genes sobreexpresados en el
transcriptoma global de la cepa E. coli 042 en ausencia de los genes hns 0 hns2 en funcion
de la temperatura de crecimiento de las bacterias (25°C o 37°C).
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Oligonucleétido

Secuencia (5°-3°)

S’ATGAGCGAAGCACTTAAAATTCTGAACAACATC

hns p1 CGTACTCTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 3

s p2 5 TTATTGCTTGATCAGGAAATCGTCGAGGGATTT
ACCTTGCTGCATATGAATATCCTCCTTAGT 3’

s 3x pl. 5" TGAGCAAGGTAAATCCCTCGACGATTTCCTGAT
CAAGCAAGACTACAAAGACCATGACGG 3’

s 3x p2 5'CGGGATTTTTAAGCAAGTGCAATCTACAAAAGA
TTATTGCCATATGAATATCCTCCTTAG 3’

hns p1 up 5" CCTCACGTGCTGCGAAATCA 3’

hns p2 down 5" GCAGGCCTTCGTTGAATACG 3’

ns2 p. 5’ GCTTGTATTCTTTACCACAAACATTAGGGAAAT
CGCATGTCTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 3°

ns2 p2 5’ AAAATGAGCGGATTTGGTAGACATATGGTATGA
AGATTACTTCATATGAATATCCTCCTTAGT 3’

52 3x pl 5'GCTCGAAGCCGGTAAGACACTGGAAGATTTCGA
GATCAAGGACTACAAAGACCATGACGG 3’

2 3x p2 5’ ATGAGCGGATTTGGTAGACATATGGTATGAAGA
TTACTTGCATATGAATATCCTCCTTAG 3’

hns2 p1 up 5 TAAATTTGAACTCAGGATGGA 3’

hns2 p2 down 5" TGGCATGTTAATCCCTGTAGG 3’

eipA pt STTTTTGTTTTGGCGTTAAAAGGTTTTCTTTATTAT
GTCCGTAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 3’

A 2 5’ ACGCGCCATAGCAGCGACATCCGGCCTCAGTAA
TTAGATCAGCATATGAATATCCTCCTTAGT 3°

stpA pl up 5" GGAATTAGCGAGCAGAGAGCG 3’

stpA p2 down 5" ACGCACCAGTAATAACGCTGA 3’

jon p1. 5" TACCTGGCGGAAATTAAACTAAGAGAGAGCTCT
ATGAATCCTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 3’

lon 2 5CCTGTTTTTATTAGTGCATTTTGCGCGAGGTCAC
TATTTTGCCATATGAATATCCTCCTTAGT 3°

lon p1 up 5 CTATTCTCGGCGTTGAATGTG 3’

lon p2 down 5’ TACAACACCCCTTAATAAGGG 3’

hns2_pLATES1 NT fw

5’GGTGATGATGATGACAAGATGTCTGATGCTTTA
AAGATCATCAACAATATTCGT ¥

hns2_pLATES51 NT rev

5’GGAGATGGGAAGTCATTACTTGATCTCGAAATC
TTCCAGTGTCTTACCGGC 3’

hns2_pLATE31 CT fw

5’AGAAGGAGATATAACTATGTCTGATGCTTTAAA
GATCATCAACAATATTCGTACT 3°

hns2_pLATE31 CT rev

5’GTGGTGGTGATGGTGATGGCCCTTGATCTCGAA
ATCTTCCAGTGTCTTACCGGC 3’

pLG338 EB Fw

5’ CCGCGCACATTTCCCCGAAAA 3’

pLG338 EB Rv

5’ GCCAGTGCCAAGCTAGGCCTA 3’

hns2 pLG338 ECORI fw 5

5 CGGAATTCTAAATTTGAACTCAGGATGGA 3’

hns2 pLG338 BAMHI rev 3

5’ CGGGATCCTGGCATGTTAATCCCTGTAGG 3°

hns2 prom BAMHI rev 3’

5’ CGGGATCCGCGATTTCCCTAATGTTTGTGG 3’

hns pLG338 ECORI fw 5’

5 CGGAATTCTCAGCCACAGGCCCTCAATGA 3°

hns pLG338 BAMHI rev 3’

5’ CGGGATCCACATCCGTATCGGTGTTATCC 3°

hns RT Fw

5’ TGCGCAGGCAAGAGAATGTA 3°

hns RT Rv

5" AGCAGTTCGTTCGGGTCAAT 3’

hns2 RT Fw

5’ TCGGAAAAGACGTGGACAGG 3’
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hns2 RT Rv 5> AGTGTCTTACCGGCTTCGAG 3’
StpA RT Fw 5’ GCACCTGGCTGGAGCTGATGA 3°
stpA RT Rv 5’ GTCCAGGTTTTAGTTTCACCG 3’
RS08585 Fw 5" GGTATAGCCTTCACGACCGA 3°
RS08585 Rv 5’ CGCGTGTGAAATCGATCAGT 3’
RS04580 Fw 5’ TTGAGTCCCTGGTTCCTGAG 3°
RS04580 Rv 5’ CACATCATGCCCGTTGTTATT 3°
RS05870 Fw 5’ CTTTAGGAGAAGCACGGAAAGT 3°
RS05870 Rv 5’ CAGCCATTCCGACAACAGAA

RS21295 5° Fw 5> GCCAGTAAGTTCGAACGT 3’

RS21295 5’ Rv 5> AGAGTTCAGCTTCGTCAAGTC 3’

RS21295 3° Fw 5> ATTACATGGGCCAGTGCCAG 3’

RS21295 3° Rv 5’ TCCTCTTCGGTATTGGCTGTC 3°

arpB 5° Fw 5’ CTCCTCATAGAATGCACATCG 3’
arpB 5’ Rv 5’ TGCATGGATGGGTGAAGTGGC 3’
arpB 3’ Fw 5> CCTCAGCAAAATTAACATCAT 3°
arpB 3’ Rv 5> CGTCTTTAGTTCATCAGCACT 3’
hdeA RT Fw 5" GGACGAATCCTTCCAGCCAA 3°
hdeA RT Rv 5 CGATAGCTGGGGTTACGGTT 3’

RS01720 RT Fw 5" ACTACCGCTTTCAGTACGCC 3’

RS01720 RT Rv 5’ TCCTTTGTTATCCGCCGTGT 3’

RS23490 RT Fw 5> GCAGCAACGTCGGTTTCG 3°

RS23490 RT Rv 5> GGTCGTGATTGTTGTGGTCC 3°

slp RT Fw 5> TTTGCTTGCCGCATGTAGTT 3’
slp RT Rv 5" ACGTTGATAACCTTCCCGCC 3’
Hcp RT Fw 5" CCGATCCACAGTCTGGTCAA 3’
Hcp RT Rv 5’ CCACTTTCGGCAGCATTTCA 3°

adaptador RACE-B6 5" GCGCGAATTCCTGTAGA 3’

hns2-3’RACE Rev

5> TCCACGTCTTTTCCGAACCA 3’

M13 forward 5 GTTTTCCCAGTCACGAC 3’
M13 reverse 5" CAGGAAACAGCTATGAC 3’
lacZ Rev 5 GATGACCTGCAAGGCGATTA 3’

gapA042 RT Fw

5’ TTTCCGTGCTGCTCAGAAAC ¥’

gapA042 RT Rv

5> GTCAACACCAACTTCGTCCC 3’

5’TGAGCGGATAACAATTTCACACAGGATACAGCT

lacZ 042 p1 ATGACTATGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 3’

5’AAATACGGGCAGACATGGCCTGCCCGGTTATTA

lacZ 042 p2 TTATTTTTGCATATGAATATCCTCCTTAGT 3’

lacZ 042 p1 up 5’ CGTTGGCAGATTCTTTAATGC 3’

lacZ 042 p2 down 5" CCGGTAATAATCCACAGCAGG 3’

5’GAGTTATCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCT

cat 042 p1 AAAATGGAGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 3°

5’AGGCGTTTAAGGGCACCAATAACTGCCTTAAAA
AAATTACGCCATATGAATATCCTCCTTAGT 3’
5" GAAAATGAGACGTTGATCGGC 3°

cat 042 p2
cat 042 pl up

cat 042 p2 down 5" CATAAGCGGCTATTTAACGAC 3’

Tabla 9.11. Listado de oligonucledétidos utilizados en el desarrollo del capitulo 2 de esta memoria.
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\ Identificador Descripcion Fold change |
EC042_RS08585  gadB glutamate decarboxylase beta subunit 43,0
EC042_RS20290  gadA glutamate decarboxylase alpha subunit 37,6
EC042 RS08580 gadC gIutamate/ga_rr_lrr_]a-amino_butyrate antiporter 347

- (extreme acid sensitivity protein)
EC042_RS01725  matB putative fimbrial protein 33,3
EC042_RS20250  hdeA putative periplasmic acid stress chaperone 26,1
EC042_RS01730  matA putative fimbrial transcriptional regulator 22,7
EC042_RS05780  tRNA-Ser 19,3
EC042_RS15335  stpA DNA-binding protein 18,6
EC042_RS20255  hdeD putative acid resistance protein 17,8
EC042_RS20260  gadE transcriptional regulator 16,6
EC042_RS06765  tRNA-Tyr 16,3
EC042_RS13160  hypothetical protein 15,7
EC042 RS21295 CesD/SycD/LcrH family type I11 secretion system 156
- chaperone
EC042_RS01715  putative fimbrial outer membrane usher protein 15,1
EC042_RS20245  acid-activated periplasmic chaperone hdeB 15,1
EC042_RS06770  tRNA-Tyr 14,8
EC042_RS04580  hypothetical protein 14,5
EC042_RS01720  putative fimbrial protein 14,2
EC042_RS20090 hypothetical protein membrane protein 14,0
EC042_RS07750  type | toxin-antitoxin lar 13,9
EC042_RS01270  hypothetical protein 13,6
EC042_RS24770  tRNA-Gly 13,5
EC042_RS09275  hypothetical protein 13,3
EC042_RS01065 tRNA-Ala 12,8
EC042_RS18940 tRNA-Ala 12,8
EC042_RS26795  hypothetical protein 12,2
EC042_RS16270  hypothetical protein 12,2
EC042_RS11015 tRNA-Leu 12,1
EC042_RS11620 tRNA-Arg 12,0
EC042_RS14470  hypothetical protein 11,7
EC042 _RS11295  hypothetical protein 11,4
EC042_RS01710  fimbria adhesin EcpD 11,3
EC042 _RS04590  hypothetical protein 11,2
EC042_RS25370  hypothetical protein 11,2
EC042_RS08860  cold-shock protein 11,1
EC042_RS23640  hypothetical protein 11,1
EC042 _RS09025  cspl cold shock-like protein 10,9
EC042_RS08150  hypothetical protein 10,9
EC042 _RS09175  putative phage excisionase 10,9
EC042_RS05535  tRNA-Ser 10,9
EC042_RS08355  transcriptional regulatori protein RcsA 10,6
EC042_RS12265 gmd GDP-mannose 4,6-dehydratase 10,5
EC042_RS06760  hypothetical protein 10,5
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EC042_RS18175  hypothetical protein 10,5
EC042_RS27815  fimbrial protein 10,3
EC042_RS22525 tRNA-Ala 10,2
EC042_RS04230  host cell division inhibitory peptide Kil 10,1
EC042_RS05870  hypothetical protein 10,1
EC042_RS05925 DUF2770 domain-containing protein 10,0
EC042_RS16360  invasion protein 10,0
EC042_RS06350  anti-adapter protein IraM 10,0
EC042_RS12070  hypothetical protein 10,0
EC042_RS12270  wcaF putative colanic acid biosynthesis 9,8
EC042_RS25990  hypothetical protein 9,8
EC042_RS07630  hypothetical protein 9,7
EC042_RS16100 tRNA-Met 9,6
EC042_RS17605  hypothetical protein 9,6
EC042_RS11740  hypothetical protein 9,5
EC042_RS11285  hypothetical protein 9,5
EC042_RS07765  racC putative bacteriophage protein 94
EC042_RS07290  GsiB hypothetical protein 9,3
EC042_RS20190  slp outer membrane lipoprotein 9,3
EC042_RS21855  hypothetical protein 9,2
EC042 RS23405 ShETZ/EspLZ_ family type 111 secretion system 9.2
- effector protein
EC042 RS06900  excisionase 9,2
EC042_RS20070  hypothetical protein 8,9
EC042_RS15135  hypothetical protein 8,9
EC042_RS09015 addiction module toxin GnsA/GnsB 8,9
EC042_RS20270  multidrug transporter subunit MdtE 8,9
EC042_RS07280  YciE hypothetical protein 8,8
EC042_RS18795  hypothetical protein 8,8

Tabla 9.12. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en la cepa E. coli 042 Ahns,
expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresién de dichos genes en la cepa
E. coli 042 WT a partir de cultivos crecidos en medio LB a 37°C. Los datos transcriptomicos
fueron obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la empresa
biotecnoldgica Vertis Biotechnologie AG.
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\ Identificador Descripcion Fold change \
EC042_RS05870 hypothetical protein 12,1
EC042_RS09275 hypothetical protein 11,8
EC042_RS07145 hypothetical protein 11,3
EC042_RS26995 hypothetical protein 11,3
EC042_RS18795 hypothetical protein 11,2
EC042_RS11295 hypothetical protein 10,3
EC042_RS13835 tRNA-Arg 10,1
EC042_RS24055 antitoxin hypothetical protein 9,6
EC042_RS22745 DUF3521 domain-containing protein 9,6
EC042_RS03185 hypothetical protein 9,3
EC042_RS17205 hypothetical protein 9,2
EC042_RS17210 hypothetical protein 91
EC042_RS03005 envY porin thermoregulatory protein 9,0
EC042_RS24455 hypothetical protein 8,8
EC042_RS17185 putative ATP/GTP-binding protein 8,7
EC042_RS17230 hypothetical protein 8,6
EC042_RS21255 putative prophage protein 8,6
EC042_RS25650 putative RadC-like DNA repair protein 8,5
EC042_RS18375 hypothetical protein 8,5
EC042_RS17220 putative DNA repair protein 8,5
EC042_RS11730 hypothetical protein 8,4
EC042_RS24065 putative plasmid-like protein 8,4
EC042_RS17215 putative antirestriction protein 8,4
EC042_RS07390 hypothetical protein 8,3
EC042_RS12065 hypothetical protein 8,3
EC042_RS13250 hypothetical protein 8,2
EC042_RS20520 putative acetyltransferase 8,1
EC042_RS23195 hypothetical protein 8,0
EC042_RS17225 hypothetical protein 8,0
EC042_RS24045 hypothetical protein 8,0
EC042_RS08890 hypothetical protein 79
EC042_RS01250 hypothetical protein 7,9
EC042_RS24005 toxin of GhoTS toxin-antitoxin pair 79
EC042_RS11990 Err:;eﬁe:]mily transcriptional regulator hypothetical 78
EC042_RS09940 hypothetical protein 7,8
EC042_RS03370 citD citrate lyase acyl carrier protein 7,8
EC042_RS25660 hypothetical protein 7,8
EC042_RS24050 toxin hypothetical protein 7,8
EC042_RS07765 racC putative bacteriophage protein 7,7
EC042_RS12045 hypothetical protein 7,7
EC042_RS21245 prophage derepression protein 7,6
EC042_RS12025 hypothetical protein 7,6
EC042_RS21260 putative prophage DNA primase 7,6
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EC042_RS09165 Qin prophage 7,6
EC042_RS05810 csgF curli production assembly/transport component 7,6
EC042 RS12565 putative nucleic acid binding protein (putative 75
- regulator)
EC042_RS25670 hypothetical protein 7,5
EC042_RS11745 exodeoxyribonuclease 7,5
EC042_RS26380 hypothetical protein 7,5
EC042_RS06575 ABC transporter permease 7,5
EC042_RS11960 hypothetical protein 7,4
EC042_RS03375 citC citrate (pro-3S)-lyase] ligase 7,4
EC042_RS06570 ABC transporter ATP-binding protein 7,3
EC042_RS18810 hypothetical protein 7,3
EC042_RS08885 hypothetical protein 7,3
EC042_RS24165 hypothetical protein 7,3
EC042 RS17195 erorlseci:;iptional regulator putative DNA-binding 73
EC042_RS17825 flotillin hypothetical protein 7,3
EC042_RS20195 transcriptional regulator dctR 7,3
EC042_RS23515 hypothetical protein 7,2
EC042_RS18175 hypothetical protein 7,2
EC042_RS21265 hypothetical protein 7,2
EC042_RS03940 hypothetical protein 7,2
EC042_RS25665 antitoxin protein 7,2
EC042_RS24340 hypothetical protein 7,2
EC042_RS12985 hypothetical protein 7,2
EC042_RS07745 hypothetical protein 7,1
EC042_RS25655 hypothetical protein 7,1
EC042_RS06910 phage protein 7,1
EC042_RS01795 reactive chlorine species resistance protein RclC 7,1
EC042_RS24125 AlpA family transcriptional regulator 7,1

Tabla 9.13. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en la cepa E. coli 042 Ahns2,
expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de dichos genes en la cepa
E. coli 042 WT a partir de cultivos crecidos en medio LB a 37°C. Los datos transcriptomicos
fueron obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la empresa
biotecnoldgica Vertis Biotechnologie AG.
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Identificador Descripcion Fold change |
EC042_RS01725 matB putative fimbrial protein 108,8
EC042_RS08585 gadB glutamate decarboxylase beta subunit 87,8
EC042_RS15335 stpA DNA-binding protein 83,7
EC042_RS07290 GsiB hypothetical protein 77,6
EC042_RS01730 matA putative fimbrial transcriptional regulator 70,0
EC042 RS08580 gadC gIutan_qate/ga_mma-amino_butyrate antiporter 68.3

- (extreme acid sensitivity protein)
EC042_RS20250 hdeA putative periplasmic acid stress chaperone 60,3
EC042_RS20290 gadA glutamate decarboxylase alpha subunit 59,8
EC042_RS08660 fimbrial protein 52,8
anti-adapter protein IraM interacts RssB
EC042_RS11605 preventing the degradation of the stress sigma 41,1
factor RpoS
EC042_RS20245 acid-activated periplasmic chaperone hdeB 37,1
EC042_RS20255 hdeD putative acid resistance protein 36,7
EC042_RS20260 gadE transcriptional regulator 32,9
EC042_RS07280 YciE hypothetical protein 31,3
EC042_RS07285 YciF hypothetical protein 30,4
EC042_RS01715 putative fimbrial outer membrane usher protein 29,0
EC042_RS01720 putative fimbrial protein 28,0
EC042_RS20090 hypothetical protein membrane protein 25,3
EC042_RS11225 transcriptional regulator rcsA 25,2
EC042_RS17085 mchD putative microcin H47 activating protein 25,0
EC042_RS03395 lipid IVA palmitoyltransferase 23,3
EC042 RS12270 wcaF putative colanic acid biosynthesis 233
- acetyltransferase
EC042_RS12265 gmd GDP-mannose 4,6-dehydratase 22,9
EC042_RS24110 hypothetical protein 22,6
EC042_RS26710 hypothetical protein 22,5
EC042_RS09025 cspl cold shock-like protein 21,0
EC042_RS01710 fimbria adhesin EcpD 20,6
EC042 RS17080 mchE_microcin_ H47 secretion protein colicin V 206
- secretion protein CvaA
EC042_RS08655 fimbrial chaperone 19,6
EC042_RS19635 aaspG fimbrial adhesin 19,4
EC042_RS08860 cold-shock protein 18,8
EC042_RS01210 putative type VI secretion system protein 18,8
EC042_RS20190 slp outer membrane lipoprotein EC042_3792 18,6
EC042 RS12275 wcaE putative colanic acid biosynthesis glycosyl 17.4
- transferase
EC042_RS26340 hypothetical protein 16,8
EC042_RS12170 ugd UDP-glucose 6-dehydrogenase 16,5
EC042_RS20280 gadW AraC family transcriptional regulator 16,4
EC042_RS01705 putative fimbrial protein 16,2
EC042_RS17110 mchS1 putative microcin esterase 15,4
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mchF microcin H47 secretion/processing ATP-

EC042_RS17075 L ) 15,4
- binding protein
EC042_RS01240 putative type VI secretion system protein 15,3
EC042_RS08650 outer membrane usher protein 14,3
EC042_RS08820 hydrogen peroxide resistance protein 14,0
EC042_RS01800 hypothetical protein 14,0
EC042 RS25450 ms_bBZ lipid A biosynthesis (KDO)2-(lauroyl)- 137
- lipid IVA acyltransferase
EC042_RS08630 putative molybdopterin-binding oxidoreductase 13,7
EC042_RS27025 type 111 secretion protein 13,5
EC042 RS10355 glrjf_t)?;ii\r/]e signal transduction protein membrane 13.0
EC042_RS01220 hypothetical protein 13,0
EC042_RS12280 putative colanic acid polymerase wcaD 12,7
EC042_RS25460 glycosyl transferase family 1 12,7
EC042_RS26725 hypothetical protein 12,3
EC042_RS12425 hypothetical protein 12,3
EC042 RSO1860 autotransporter outer membrant_a autotransporter 12.2
- barrel domain-containing protein
EC042_RS26705 hypothetical protein 12,1
EC042_RS12250 colanic acid biosynthesis fucosyltransferase Wcal 12,0
EC042_ RS01205 B/J%i th secretion system contractile sheath large 11.9
EC042_RS21355 adenine deaminase 11,8
EC042 RS10130 ATP-independent periplasmic protein-refolding 117
- chaperone
EC042_RS26335 hypothetical protein 11,6
EC042_RS01865 EAL domain-containing protein 114
EC042 _RS08635 FimH fimbrial adhesin 11,1
EC042_RS19640 molecular chaperone 11,0
EC042_RS09520 transcription modulator YdgT 11,0
EC042_RS12540 fimbrial protein 10,9
EC042_RS19650 type 1 fimbrial protein 10,8
EC042_RS00440 transcriptional regulator leuO 10,8
EC042 RS05820 gsgD csggb operon transcri_ptional regulator 105
- involved in biofilm formation
EC042_RS08645 fimbrial protein 10,4
EC042_RS08815 diguanylate cyclase DgcZ 10,4
EC042_RS10230 molecular chaperone HscC 10,3

Tabla 9.14. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en la cepa E. coli 042 AhnsAhns2,
expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de dichos genes en la cepa
E. coli 042 WT a partir de cultivos crecidos en medio LB a 37°C. Los datos transcriptomicos
fueron obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la empresa
biotecnoldgica Vertis Biotechnologie AG.
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E. coli 042 Ahns pLG338.30 hnsZ2 TAAATTTGAACTCAGGATGGAACTAATGT CTATACCGTATAATGTATTGATTT TGTGCAC

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2* TAAATTTGAACTCAGGATGGAACTAATGTCTATACCGTATAATGTATTGATTTTGTGCAC
e e e e ke ke ke ke e ke ok e ok ke ko ok kool ke sk ke e e ke ke ke ke ok ko

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2 AGGAACGATTAAAANCTATGATGTTATTGCTTGTATTCTTTACCACAAACATTAGGGARAT

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hnsZ* AGGAACGATTAARATITATGATGTTATTGCTTGTATTCTTTACCACAAACATTAGGGARAT
Ak Ak ke kR K D b b e

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2 CGCATGTCTGATGCTTTARAGATCATCAACAATATTCGTACTCTCCGTGCTCAGGCTCGT

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2* CGCATGTCTGATGCTTTARAGATCATCAACAATATTCGTACTCTCCGTGCTCAGGCTCGT
sk sk ok ke ke ek ok ok ok ok ke ek ok ok ok ok ke kb ok ke e ke ok ok ok ke ke ke ke ko

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2 GAACTGACACTCGAARACCTTGGAAGAGATGTTAG-~~——

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2* GAACTGACACTCGAAACCTTGGAAGAGAT GTTAGGGAAGE
ek ko ok k ok ok ok ko kR ok Rk Rk ok Rk ok ok

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2*

E. coli 042 Ahns pLG338.320 hns2

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2+*

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2#*

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2* “GACCTTATC!

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hnsZ2

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2* CGATG

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2 e

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hnsZ* CGTCTGTTTGCC

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2*

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hnsZ2

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hnsZ*

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2+* AGGTAAGARCCTTGAAACAGCATCCACGCAAGAACAARACGGCCATCAACATCGAATACA

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2* i 3 TCCGH “AGGH SAGC. ATCATCAAGCGACAG

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2#*

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2 = =

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2* CARCCTGTTTCGGGCGGACCARATGATACGTCAGTGGGAGAGATCTCACT

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2*

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2*

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hnsZ2 AAARACTCACTATCGTTGTAGAAGAACG

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2* AGAATTTC GCTTATTCGCACCTTCCT TAGAAAAACTCACTATCGTTGTAGAAGAACG

e e e e ek ke ke ke ek ko ok ok ok ok ok ok o

E. coli 042 fAhns pLG338.30 hns2 TCGTGAAGAAGAGGCCTCATTTCTAAARCAGCAGGAAGAGAAACAGGCCAAGC TGGAAGT

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hnsZ* TCGTGAAGAAGAGGCCTCATTTCTAARACAGCAGGAAGAGAAACAGGCCAAGCTGGAAGC
B

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2 ATTCCGTCAGAAGT TGTTGGAAGATGGCATAGACCCGGCAGAGTTGCTTTCAACTGTTAG

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2* ATTCCGTCAGAAGTTGTTGGAAGATGGCATAGACCCGGCAGAGTTGCTTTCAACTGTTAG
e e ek ke ke ke ok ek ok ke o ke ke ko ok koo sk ke ok ke e el ke ke ke ke ke ko

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2 CCCATCTTCTTCCAAGACAGGAGCGARACGCGCCCCACGTCCAGCTAAGTATARATATGT

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hnsZ* CCCATCTTCTTCCAAGACAGGAGCGARACGCGCCCCACGTCCAGCTAAGTATARATATGT
D R R R R L R T T R e

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2 TGATACCGATGGTTCGGARAAGACGTGGACAGGTCAGGGCCGAACTCCTCGTGCTATCGC

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2* TGATACCGATGGTTCGGARAAGACGTGGACAGGTCAGGGCCGAACTCCTCGTGCTATCGC
sk ok ok ok ks ok ko ke ok ok ok sk ok ko ok ke kb ke ke ok ok ok ok ok ok ko ko o

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2 TGCTGCGCTCGAAGCCGGTAAGACACTGGAAGATTTCGAGATCARGTAATCTTCATACCA

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2+* TGCTGCGCTCGARGCCGGTAAGACACTGGARGATTTCGAGATCAAGTAATCTTCATACCA
T T T I T I

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2 TATGTCTACCAAATCCGCTCATTTTTCTTGGGCGGGTTTGTTGAACCAACCTACAGGGAT

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2* TATGTCTACCAAAT CCGCTCATTT TTCTT GGGCGGGTTTGTTGAACCAACCTACAGGGAT
ek ko ko k ke k Rk k ok h ko k ke k kk ok ok ok ok ok ko ko ki ko ok ok ko ok Rk ok ko kR ok kA

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2 TAACATGCCA

E. coli 042 Ahns pLG338.30 hns2+* TAACATGCCA

TR

Figura 9.15. Secuenciacion del gen hns2 clonado en el plasmido pLG338.30 bajo el control del
promotor salvaje o el promotor que presenta la transicion C->T en la caja -10, después de ser
transformados los respectivos plasmidos en la cepa E. coli 042 Ahns. Se indica de color rojo la
insercion del elemento transponible 1S5 en el plasmido que presenta la mutacion en el promotor
del gen hns2, rompiendo totalmente la pauta de lectura del gen, inactivandolo de esta manera.
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| Identificador

Descripcion

Fold change |

EC042_RS07290
EC042_RS07280
EC042_RS00760
EC042_RS12270
EC042_RS12260
EC042_RS24025
EC042_RS20090
EC042_RS12275
EC042_RS27760
EC042_RS08585
EC042_RS17480
EC042_RS12255
EC042_RS12280
EC042_RS01730
EC042_RS12250
EC042_RS20240
EC042_RS01795
EC042_RS12265
EC042_RS08580
EC042_RS03225
EC042_RS01800
EC042_RS10355
EC042_RS20290
EC042_RS07285
EC042_RS22730
EC042_RS13790
EC042_RS17785
EC042_RS20250
EC042_RS20255
EC042_RS08045
EC042_RS27675
EC042_RS22645
EC042_RS01135
EC042_RS03430
EC042_RS12225
EC042_RS20245
EC042_RS27360
EC042_RS12230
EC042_RS08635
EC042_RS08655
EC042_RS02970
EC042_RS01720
EC042_RS00740
EC042_RS17490

general stress protein

ferritin-like domain-containing protein

fimbrial protein

colanic acid biosynthesis acetyltransfer WcaF
colanic acid biosynthesis wcaG

cadaverine/lysine antiporter

DUF2776 domain-containing protein

colanic acid biosynthesis glycosyltransferas2 WcaE
hypothetical protein

glutamate decarboxylase

thymidylate kinase

GDP-mannose mannosyl hydrolase

putative colanic acid polymerase WcaD

matA putative fimbrial transcriptional regulator
colanic acid biosynthesis glycosyltransferase Wcal
MgtC/SapB family protein

reactive chlorine species resistance protein RclC
GDP-mannose 4,6-dehydratase

acid resistance gamma-aminobutyrate antiporter GadC

LPS O-antigen length regulator

DUF1471 domain-containing protein
GGDEF domain-containing protein
glutamate decarboxylase

ferritin-like domain-containing protein
hypothetical protein

fimbrial protein

fimbrial-like protein

acid-activated periplasmic chaperone HdeA
HdeD family acid-resistance protein

porin OmpN

hypothetical protein

porin OmpL

hypothetical protein

hypothetical protein

colanic acid biosynthesis pyruvyl transferase WcaK
acid-activated periplasmic chaperone HdeB
hypothetical protein

M-antigen undecaprenyl disphosphate flippase
fimbrial protein

fimbria/pilus periplasmic chaperone

type 1 fimbrial protein subunit FimA
hypothetical protein

fimbrial protein

inorganic phosphate transporter PitB

376

1.137,5
736,5
718,8
581,7
505,7
492,4
438,8
427,6
389,1
371,1
364,7
352,9
332,5
306,4
294,4
292,1
289,9
288,4
273,3
263,4
260,2
249,9
247,8
245,6
243,5
235,5
222,5
222,1
219,3
211,6
210,4
205,7
197,6
197,4
188,9
187,9
185,0
182,1
174,0
164,2
164,1
157,9
1577
156,1



9. ANEXO

EC042_RS20260 acid resistance transcriptional activator GadE 1547
EC042_RS19635 fimbrial protein 153,4
EC042_RS08650 fimbrial biogenesis outer membrane usher protein 151,9
EC042_RS12245 mannose-1-phosphate guanyltransferase cpsB 1495
EC042_RS20580 YiaB family inner membrane protein 148,7
EC042_RS25245 DUF898 domain-containing protein 146,7
EC042_RS12240 phosphomannomutase CpsG 146,3
EC042_RS12235 undecaprenyl-phosphate glucose phosphotransferase 144.6
EC042_RS09025 cold shock protein Cspl 143,1
EC042_RS23490 hypothetical protein 140,9
EC042_RS01205 type VI secretion system contractile sheath large subunit 140,8
EC042_RS22360 hypothetical protein 140,3
EC042_ RS18870 Egrlgdrug efflux transporter transcriptional repressor 139.6
EC042_RS12305 low molecular weight protein-tyrosine-phosphatase Wzb 136,7
EC042_RS00745 fimbrial protein 129,1
EC042_RS01725 common pilus major fimbrillin subunit EcpA 128,5

Tabla 9.16. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en la cepa E. coli 042 Ahns,
expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresién de dichos genes en la cepa
E. coli 042 WT a partir de cultivos crecidos en medio LB a 25°C. Los datos transcriptomicos
fueron obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracién con la empresa
biotecnoldgica Vertis Biotechnologie AG.
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| Identificador

Descripcion

Fold change \

EC042_RS06740
EC042_RS06735
EC042_RS06745

EC042_RS06750

EC042_RS06755
EC042_RS03510
EC042_RS10415

EC042_RS16380

EC042_RS22730
EC042_RS19330

EC042_RS19990

EC042_RS08490
EC042_RS03055
EC042_RS08485
EC042_RS02000
EC042_RS07770
EC042_RS08480
EC042_RS19335
EC042_RS28855
EC042_RS19660
EC042_RS12365
EC042_RS08380
EC042_RS13110
EC042_RS08495
EC042_RS23725
EC042_RS01960
EC042_RS28795
EC042_RS13105
EC042_RS19995
EC042_RS10150
EC042_RS08145
EC042_RS20005
EC042_RS25245

EC042_RS06720

EC042_RS13100
EC042_RS01835
EC042_RS18105
EC042_RS20000
EC042_RS01950
EC042_RS10140
EC042_RS06725

nitrate reductase subunit alpha NarZ

nitrate transporter NarK

nitrate reductase subunit beta NarH

nitrate reductase molybdenum cofactor assembly
chaperone NarJ

respiratory nitrate reductase subunit gamma Narl
DUF1266 domain-containing protein

DUF1869 domain-containing protein
EscR/YscR/HrcR family type 111 secretion system
export apparatus protein

hypothetical protein

nitrite reductase large subunit

nickel ABC transporter, nickel/metallophore
periplasmic binding protein

formate dehydrogenase subunit beta fdxH
hypothetical protein

formate dehydrogenase-N subunit alpha fdnG
galactoside O-acetyltransferase lacA
hypothetical protein

sulfate ABC transporter substrate-binding protein
nitrite reductase small subunit NirD

hypothetical protein

fimbria/pilus periplasmic chaperone

YegJ family protein

type VI secretion system PAAR protein
ferredoxin-type protein NapF

formate dehydrogenase cytochrome b556 subunit
cytochrome c-552 nrfA

2-methylcitrate dehydratase

hypothetical protein

nitrate reductase

nickel ABC transporter permease

arginine N-succinyltransferase

hypothetical protein

nickel ABC transporter ATP-binding protein nikD
DUF898 domain-containing protein
transcriptional regulator two-component system
response regulator NarL

periplasmic nitrate reductase subunit alpha
hypothetical protein

DUF805 domain-containing protein

nickel ABC transporter permease subunit NikC
methylisocitrate lyase prpB

N-succinylarginine dihydrolase

nitrate/nitrite two-component system sensor NarX
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44,9
23,6
21,0

13,2

12,8
8,2
6,7

6,3

5,4
4,9

4,7

4,6
4,5
4,5
4,5
4,5
4,2
4,0
4,0
3,6
3,6
3,6
3,5
3,4
3,3
3,1
3,1
3,0
2,9
2,9
2,7
2,6
2,6

2,5

2,5
2,5
2,4
2,4
2,4
2,4
2,4
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EC042_RS10155  succinylornithine/acetylornithine transaminase 2,4
EC042_RS23395 isocitrate lyase 2,3
EC042_RS03045  hypothetical protein 2,3
EC042_RS17485  thymidylate kinase 2,3
EC042_RS13840  OmpH family outer membrane protein 2,3
EC042_RS16435  hypothetical protein 2,2
EC042_RS03225  LPS O-antigen length regulator 2,2
EC042_RS01135  hypothetical protein 2,2
EC042_RS00085  molecular chaperone DnaK 2,2
EC042_RS10135  succinylglutamate desuccinylase 2,1
EC042_RS10145  succinylglutamate-semialdehyde dehydrogenase astD 2,1
EC042_RS19915  acyl carrier protein 2,1
EC042_RS02090  glycosyltransferase family 2 protein 2,1
EC042 RS23715 gmc;ti?]etical protein DUF485 domain-containing 21
EC042_RS20580 ECO042_2288 GDP-mannose mannosyl hydrolase 2,1
EC042_RS20580  YiaB family inner membrane protein 2,0
EC042_RS17480  thymidylate kinase 2,0
EC042_RS24655  molecular chaperone GroES 2,0
EC042_RS02665  chaperone protein HtpG 2,0
EC042_RS29620  protein YrbN 2,0
EC042_RS20010  nickel import ATP-binding protein NikE 2,0

Tabla 9.17. Listado de los genes mayormente sobreexpresados en la cepa E. coli 042 Ahns2,
expresados de manera relativa (fold change) al nivel de expresion de dichos genes en la cepa
E. coli 042 WT a partir de cultivos crecidos en medio LB a 25°C. Los datos transcriptémicos
fueron obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la empresa
biotecnoldgica Vertis Biotechnologie AG.
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@ E. coli 042 Ahns
3 E. coli 042 Ahns2

pathogenesis
bacterial metabolism
conjugation
flagellar motility LB 25°C
fimbrial/pilus

tRNAs

Hypothetical protein/uncharacterized protein

DNA recombination/transposition/integrationh
50 100

Ndmero de genes

pathogenesis | EEE—
bacterial metabolism—|—

conjugation-

flagellar motility LB 37°C
fimbrial/pilus

tRNAs

O -

Hypothetical protein/uncharacterized protein

DNA recombination/transposition/integration;

0 50 100
NUmero de genes

Figura 9.18. NUmero total de genes sobreexpresados en el transcriptoma global de las cepas
E. coli 042 Ahns y E. coli 042 Ahns2 en funcidn de la temperatura del medio de crecimiento de
las bacterias (25°C o 37°C). También se indica la categoria funcional de los diferentes genes
sobreexpresados como consecuencia de estas mutaciones.
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9.3 Capitulo 3: Nuevos datos del papel del plasmido pAA2 y del
regulador AggR en la virulencia de la cepa E. coli 042

Tabla 9.19. Listado de los oligonucledtidos utilizados durante el desarrollo del capitulo 3
de Resultados de esta memoria.

Figura 9.20. Imagen completa del Northern Blot representado en la figura 4.63 del
apartado 4.3.2.4 del capitulo 3 de Resultados, donde se puede apreciar el elevado peso
molecular del transcrito detectado correspondiente al gen aggR.

Tabla 9.21. Listado de genes implicados en la transferencia plasmidica sobreexpresados
en el fondo genético aggR-+FRT3 'UTR respecto a la cepa E. coli 042 WT, cuantificados
mediante RNA-seq a partir de cultivos crecidos en medio LB a 37°C.
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Oligonucleétido

Secuencia (5°-3°)

S’AATATATGAAGTAGTAGTATTAATGCTGAGCTT

aafA3x pl GTGACAAATGACTACAAGACCATGACGG 3’

aafA 3x p2 5’ CCAAAAGTTATTATATTGTCACAAGCTCAGCAT
TTAATTTCATATGAATATCCTCCTTAG 3’

aafA pl up 5" GCCTCTCCTAGGTTTTCTTAC 3’

aafA p2 down 5" CACTATCAATAAGTTGGAGTC 3’

She Fw 5" GGGTATTGTCCGTTCCGAT 3’

She Rv 5" ACAACGATACCGTCTCCCG 3’

traR Fw 5" GTCAGAACATGTCGGGAGGA 3’

traR Rv 5" AATATTTTCCGCCGGGCTTC 3°

traQ Fw 5" AAGGATGGCCGCAATCAACT 3’

traQ Rv 5" CCCTGGGTGTCTGGTTTCAT 3’

aatP Fw 5" AACGGAATTGACAAGCTGGG 3’

aatP Rv 5" GCTTGCTTTCAATCCAAGGC 3’

PAA 134 Fw 5" TCGTCATCACCCGACTGAAA 3’

PAA 134 Rv 5" AACCAGTTATCATTCGCGGC 3’

aap Fw 5" GCGGTTGGAACGCAGATAAT 3’

aap Rv 5 TGAAGTTGCTTGTTGTGCCA 3’

aafA Fw 5" GGAGCGCAAATATCGACCTG 3’

aafA Rv 5" GCCAGAGTGAATCCTGCTGA 3’

200R pl 5 ACATTTTTTTCATGTGAGAATGATATGAAATTA
AAACAAAACGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 3°

200R 2 5 TTATTGGCTTTTAAAATAAGTCAAGAATTGTTTT
GGTGTTATCATATGAATATCCTCCTTAGT 3’

aggR pl up 5" GCTGCAATTAAGATACAACCCC 3’

aggR 3UTR p1

S’ATAACACCAAAACAATTCTTGACTTATTTTAAA
AGCCAATAAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 3’

aggR 3UTR p2

5S’ATATGTTTATAGCAATCTCAAATAATGATATGA
AACATGTTTCATATGAATATCCTCCTTAGT 3’

aggR 3UTR pl up

5> CGCAGATTGCCTGATAAAGAC 3’

aggR 3UTR p2 down

5> TTGCCGTTACGCACCACTCCG 3°

S’TCATATCATTATTTGAGATTGCTATAAACATATT

aggR IRL pl GAGATGGCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 3°

200R IRL 2 5’ AGTAGCTGAACAGGAGGGACAGCTGATAGAAA
CAGAAGCCACCATATGAATATCCTCCTTAGT 3°

200R 1512 pL. 5’ ATTATTTGAGATTGCTATAAACATATTGAGATG
GCTGAAGTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 3’
5’GTTTAGCGACTCGATGGAATTCGTTGTATAGAT

aggR I1Sla p2

CACTTTGCGCATATGAATATCCTCCTTAGT 3’

aggR 1S1a p2 down

5’ CTCAATTACACCGGCTATGCC ¥

aggR 3’ 5" GAATTGTTTTGGTGTTATGCCA 3’
aggR 3’ 1.2 5" GGCTTTTAAAATAAGTCAAGA 3’
aggR antisense 5> CCTTATGCAATCAAGAATGAG ¥
5S 5’ CTACGGCGTTTCACTTCTGAGTTC 3’

gapA042 RT Fw

5> TTTCCGTGCTGCTCAGAAAC 3°

gapA042 RT Rv

5" GTCAACACCAACTTCGTCCC 3°

aggR walking-PCR c1

5" GTCCGAATTGGTCAAAAGGAA ¥’

aggR walking-PCR c2

5" AAGCCTAATGAAATATGATGT 3°

aggR walking-PCR 1

5’ CCTTATGCAATCAAGAATGAG 3’

aggR walking-PCR 2

5" AAGCCTAATGAAATATGATGT 3°
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aggR walking-PCR 3 5’ CTAAATCAGTAAGTTGGCAGC 3’
aggR walking-PCR 4 5> GTGACGTAAAATCGTGTTGAG 3’
aggR walking-PCR 5 5> CGACAGCGACTTCCGTCCCAG 3’
aggR walking-PCR 6 5> CTGCGCTGATGCTGGTATGCG 3’

Tabla 9.19. Listado de los oligonucledtidos utilizados durante el desarrollo del capitulo 3 de
Resultados esta memoria.

A aggR 3’ 1.2-yP»
aggR 3> -yP*
— aggR —”//////////////////////////////////7//////////////////////////—
aggR 3’
antisentido -yP*
5 s
L & =\ <& <& &
o @’0 AX Q%’\} «“Q\B &“50
N N
B & y %XQ% & & 3 %X@ & %X@\ & \kﬁ &
& $‘§ %09 v@"v &60 QX& (,\0900 b&’ﬂo qgﬂ (.\0900 v@"o q\& @"ooo b@%

AN N A I N o

1353
1078

872
pb

501 ' 603

404 e

-
331 r g
v

242 & TN
147 - ‘ ~
111 ‘=

67 - ageR 3’

ARNr 5s-yP* aggR 3’-yP3? aggR 3’ 1.2-yP*  antisentido-yP32

Figura 9.20. Resultado del revelado del Northern Blot representado en la figura 4.63 presente en
el apartado 4.3.2.4 de Resultados. (A) Lugar de hibridacion en la secuencia del gen aggR de las
sondas marcadas radioactivamente con yP*: con la finalidad de detectar el transcrito perteneciente
a dicho gen. (B) Imagen completa del gel después de realizar y digitalizar el revelado de la
membrana. Se puede observar el elevado tamafio del transcrito perteneciente al gen aggR
detectado con las dos parejas de oligonucle6tidos (aggR 3° y aggR 3’ 1.2) que hibridan al final de
la secuencia codificante del mismo.
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Identificador Descripcion Fold change
EC042_pAAO77 g);gjlfl?dceoinsjgr?]itrlgseet_rre;rgsger system pilin assembly thiol 20
EC042_pAA078 type-F conjugative transfer system pilin chaperone TraQ 1,9
EC042_pAA081 conjugal transfer protein TrbE 1,8
EC042_pAAQ76 P-type conjugative transfer protein TrbJ 1,7
EC042_pAA086 type-F conjugative transfer system protein TraW 1,7
EC042_pAA085 conjugal transfer protein TraU 1,6
EC042_pAAOQ075 conjugal transfer protein TrbF 1,6
EC042_pAA092 conjugal transfer protein TraP 1,5
EC042_pAA096 type IV conjugative transfer system protein tral 15
EC042_pAA080 type-F conjugative transfer system pilin traF 1,4
EC042_pAA087 type-F conjugative transfer system protein Trbl 1,4
EC042_pAA088 type IV secretion system protein TraC 1,4
EC042_pAA097 type IV conjugative transfer system pilin TraA 1,3
EC042_pAA083 conjugative transfer system pilin trbC 1,3
EC042_pAA073 conjugal transfer protein TraG 1,3
EC042_pAA074 conjugal transfer protein TraH 1,3
EC042_pAA090 type IV conjugative transfer system protein traV 1,3
EC042_pAA082 type-F conjugative transfer system mating-pair traN 1,2
EC042_pAA098 conjugal transfer relaxosome protein TraY 1,2
EC042_pAA094 type-F conjugative transfer system secretin TrakK 1,1
EC042_pAA069 :[%/rr;% IV conjugative transfer system coupling protein 11
EC042_pAA079 conjugal transfer protein TrbA 1,1

Tabla 9.21. Listado de genes implicados en la transferencia plasmidica sobreexpresados en el
fondo genético aggR+FRT3 UTR respecto a la cepa salvaje de E. coli 042, a partir de cultivos
crecidos en medio LB a 37°C hasta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento. Los datos
transcriptomicos fueron obtenidos mediante la tecnologia de RNA-seq en colaboracion con la
empresa biotecnoldgica Vertis Biotechnologie AG.
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Durante el desarrollo de la presente tesis doctoral se han publicado los siguientes articulos
correspondientes a parte de los resultados mostrados en los diferentes capitulos de esta
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Tracking bacterial virulence: global modulators as indicators. Scientific Reports, 6(1),
25973.
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modulators as indicators

Alejandro Prieto’, Imanol Urcola?, Jorge Blanco®, Ghizlane Dahbi®, Maite Muniesa®,
Pablo Quirés?, Linda Falgenhauver, Trinad Chakraborty*, Mario Hittener® & Antonio Juarez'

Received: 01December201S  qp o henomes of Gram-negative bacteria encode paralogues andjor orthologues of global

Accepted: 26Aprl 2016 © The nucleoid-associated H-NS and Hha proteins are an example: several enterobacteria such as

Published: 12 May 2016 - Escherichia coli or Salmonella harbor H-NS, Hha and their corresponding paralogues, StpA andYdgT
proteins, respectively. Remarkably, the genome of the pathogenic enteroaggregative E. coli strain
042 encodes, in addition to the hha and ydgT genes, two additional hha paralogues, hha2 and hha3.
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ABSTRACT Bacterial genomes sometimes contain genes that code for homologues
of global regulators, the function of which is unclear. In members of the family En-
terobacteriaceae, cells express the global regulator H-NS and its paralogue StpA. In
Escherichia coli, out of providing a molecular backup for H-NS, the role of StpA is
poorly characterized. The enteroaggregative E. coli strain 042 carries, in addition to
the hns and stpA genes, a third gene encoding an hns paralogue (hns2). We present
in this paper information about its biological function. Transcriptomic analysis has
shown that the H-N52 protein targets a subset of the genes targeted by H-NS.
Genes targeted by H-NS2 comespond mainly with horizontally transferred (HGT) genes
and are also targeted by the Hha protein, a fine-tuner of H-NS activity. Compared
with H-NS, H-N52 expression levels are lower. In addition, H-MN52 expression exhibits
specific features: it is sensitive to the growth temperature and to the nature of the
culture medium. This novel H-NS paralogue is widespread within the Enterobacteri-
aceae.
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