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31 LA LOCALIZACION DE LA FUSION vfeR::MudJ ES
CROMOSOMICA

En el momento en el que se inicia el trabajo de investigacion presentado en esta
Memoria, el primer aspecto que se planted fue el de localizar la insercion del fago MudJ
bien en el cromosoma o bien en el plasmido de virulencia que contiene la cepa TT1704 de

S. Typhimurium.

Para examinar la posibilidad que la fusion yfeR::MudJ estuviera en el plasmido de
virulencia pSLT, se realizé una transduccion (apartado 2.3.2 de material y métodos) de la
fusion a receptores isogénicos con y sin plasmido de virulencia, seleccionando
transductantes resistentes a Km. Las cepas utilizadas en la transduccion fueron LT2
(pSLT") y su derivada curada del plasmido de virulencia (SV3081 (pSLT’)). Como se
muestra en la tabla 3.1.1 la frecuencia de transduccion obtenida fue del mismo orden en las
dos cepas, y por lo tanto la posibilidad de que la mutacion estuviera localizada en el
plasmido de virulencia quedaba totalmente descartada, ya que en otro caso el nimero de

transductantes obtenidos sobre la cepa SV3081 hubiese sido nulo.

Tabla  3.1.1. Frecuencia de  transduccciéon  (n°
transductantes/u.f.p lisado) de la fusion yfeR::MudJ a las
cepas LT2 y SV3081.

LT2 SV3081

Frecuencia de transduccion 2,5 10°¢ 2,9 10°¢




Resultados 90

3.2 SECUENCIACION DEL EXTREMO 5’ DEL GEN yfeR

Como se ha descrito en el apartado de antecedentes, al inicio de este trabajo se
disponia de la secuencia nucleotidica del gen yfeR desde el codon de inicio de traduccion

hasta el codon de terminacion del gen (fig. 3.2.1).

...... ‘7?:7.?... 5 lacZ MudJ (11,3 kb) Km 3,/ \
s \
GTCGATG

v

yfeR (927 pb)

Fig. 3.2.1. Esquema de la fusion yfeR::MudJ al inicio de este trabajo. Se conocia la
secuencia completa del gen yfeR, con su inicio de traduccion 4 nucledtidos después del
extremo 3’ de MudJ. Se muestra con una linea discontinua la region adyacente al extremo
5’ de MudlJ, que se procedid a secuenciar.

A continuacion se procedio a la secuenciacion de su extremo 5’ para estudiar la
region promotora del gen y el posible gen adyacente. Para hacerlo se utilizaron
oligonucle6tidos del extremo 5° de MudJ] pero, tal y como se habia descrito con
anterioridad (Torreblanca, 1998), fue imposible obtener una secuencia nitida, debido a la
estructura secundaria que se forma en esta region del transposon, la cual no permite
avanzar a la reaccion de secuenciacion. Tampoco podian utilizarse oligonucledtidos del
coésmido pLA2917 y utilizar como ADN molde ¢l cosmido pLACP (pLA2917+yfeR), dado
que el fragmento de ADN cromosomico contenido era demasiado grande y no podia
saberse la posicion exacta del fago MudJ, por lo que se podrian requerir muchas reacciones
de secuenciacion para llegar hasta la insercion. Por estas razones se decidié hacer un

subclonaje en un vector pUC19 a partir del cosmido pLACP.

Después de probar varios enzimas de restriccion se eligié BamHI, ya que al digerir
el ADN del cosmido pLACP con este enzima tan sélo se obtenian cuatro fragmentos, de
los cuales se descartaron dos en funcion de su tamafio, teniendo en cuenta la posicion de
esta diana en el fago MudJ (fig. 3.2.2). El fragmento de 25 kb fue descartado porque era
demasiado pequefio para incluir el césmido (pLA2917, 21 kb) y el fragmento BamHI del
fago MudJ juntamente con el extremo 5’ del gen yfeR. El fragmento de 6 kb fue descartado

por ser demasiado pequefio. Se seleccionaron fragmentos que se extendiesen desde la diana
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BamHI del fago hasta la proxima diana en el ADN cromosdémico mas cercano al extremo

5’ del fago.

A.
1 2
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Fig. 3.2.2. A. Restriccion BamHI del césmido pLACP. Carril 1: MPM A/HindIll; carril2:
pLACP/BamHI. B. Mapa parcial de restriccion del fago MudJ. La diana BamHI se
encuentra a 8,55 Kb del extremo 5’ del fago MudJ.

A partir de una restriccion del cosmido pLACP con BamHI se aislaron dos
fragmentos de 10,5 kb y 9,5 kb por electroelucion, y se ligaron a un vector pUC19 digerido
con este mismo enzima. Esta ligacion se transformé a la cepa de E. coli XL1-BLUE, que
permite hacer la seleccion blanco/azul en placas con IPTG, X-gal, y Ap en un clonaje con
el vector pUC19: las colonias que tienen inserto son de color blanco y las que no lo tienen
son de color azul. Sin embargo, con la estrategia que se utilizd6 en nuestro caso, la
restriccion BamHI del césmido pLACP cortaba el fago MudJ (fig. 3.2.2), pero no
eliminaba el gen lacZ ni por lo tanto la capacidad de degradar el sustrato cromogénico y
dar color azul, de forma que una colonia que podria ser considerada portadora de un
pUC19 sin inserto podia en realidad contener el fragmento que nos interesaba. Por ello, se
aislo el ADN plasmidico de algunos clones transformantes de color azul, y se analiz6 por
restriccion sencilla y doble con los enzimas ECORI y BamHI. Se escogieron estos enzimas
porque la restriccion doble ECORI/BamHI del fago MudJ debia liberar un fragmento de
tamafio conocido: 4,25 Kb. De esta forma pudo localizarse un clon que contenia el vector
pUC19, parte del genoma del fago MudJ y el extremo 5° del gen yfeR. Esta construccion

fue denominada pUCIR, y en la figura 3.2.3 se muestra el esquema de este plasmido.
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Fig. 3.2.3. Esquema del pladsmido pUCIR. Se muestran el vector pUC19 (en negro), parte
del fago MudJ (en blanco) con el gen lacZ (en gris), y 930 pb de secuencia desconocida
donde se encontraria el promotor de yfeR. También se han sefnalado las dianas ECORI y
BamHI del plasmido.

A partir del pldsmido pUCIR y con el oligonucleotido pUC19L, perteneciente al
sitio multiple de clonaje del vector pUCI19, se obtuvo una secuencia de 350 pb que se

indica en la figura 3.2.4.

AAGCCGCATNTACGGGCGACAAANACGTTAATGGCTATGACNATCGCNGCAGTATGAGGCTG
ACCACGACNATAAACANCAGCGATCCCCAGCCGACTTTGTGCCAGATGCCGTTGACCACCGC
TTCGCTGAACGCCGAGTAGACCACCAACNGAATAGAGGTCTGATCCGTTTTCGCGATCCACTT]
TTTGTTGCGCGCGACCCAATTGCCGATCCACGGGCGAGACNGGTGTCCCAGCACAAAAGGCA
GCTNCNGTTGCAGCATAATTTTGCCCNCCTCTTCCAGACTGCCCTGCGCGCCATGAATATTCN
TTACCAGACCGACCAGCAGCGGCGACNGGAAAATGCCC

Fig. 3.2.4. Secuencia obtenida a partir del plasmido pUCIR con el oligonucleotido
pUCI9L. En la secuencia se muestran subrayadas las bases del oligonucledtido LIG2 (ver
mas adelante).

A partir de la secuencia nucleotidica de la figura 3.2.4 se realizd una busqueda de
homologias en la base de datos que incluye los bancos de secuencias GenBank, EMBL,
DDJB y PDB, utilizando el programa BLASTyN del NCBI. Se encontr6 un 80% de
homologia con la secuencia comprendida entre los nucledtidos 9342 al 9130 de la seccion
218 a la 400 del genoma completo de Escherichia coli K-12 MG-1655 (gi/2367135 del
GenBank). Este intervalo de secuencia pertenece a una hipotética pauta de lectura abierta,

descrita en aquel momento como una hipotética citocromo oxidasa, codificada por el gen
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yfeH. Este gen es adyacente al gen yfeR de E. coli y se transcribe de forma divergente, por
lo que se dedujo que en S. Typhimurium se mantenia esta misma estructura. Muchos
reguladores de la familia LysR modulan la expresion de sus genes adyacentes que ademas
suelen transcribirse de forma divergente. En el apartado 3.5 de esta Tesis Doctoral se
explica como se secuencio el gen yfeH y el analisis de su secuencia, pero este apartado se

centra en la region promotora del gen yfeR, comprendida entre ambos.

Segtin la homologia de secuencia con el gen yfeH de E. coli, atin quedaban por
secuenciar 585 pb hasta llegar al inicio de traduccion del gen yfeR. Solapando dos
reacciones de secuenciacion con los oligonucleotidos LIG2 (fig. 3.2.4) y LIG4 (fig. 3.2.5)
se consiguio llegar a la region intergénica entre yfeR y yfeH, y por lo tanto a la region
promotora del gen yfeR, ademas de localizar la insercion de MudJ en el gen yfeR. Seglin la
secuencia obtenida por el Dr. Prenafeta y Carolina Polo a partir del extremo 3’ del MudJ,
la insercion estaba localizada 4 nucle6tidos antes del inicio de traduccion de yfeR. Por la
secuencia obtenida en este trabajo a partir del plasmido pUCIR con el oligonucleo6tido
LIG4, se comprobd que 9 pb se repetian a ambos lados del transposon, sefialados en la

figura 3.2.5.

La figura 3.2.5 muestra asimismo la secuencia del gen yfeR y la traduccion a
proteina obtenida utilizando el programa “ORF finder” del NCBI. El hipotético polipéptido
para el que codifica yfeR presenta una secuencia de 308 aminoacidos, y un peso molecular
estimado de 33.980 Da. El posible sitio de unién al ribosoma (RBS) se encuentra 9 pb
antes del inicio de traduccion de YfeR. También se muestra en la fig. 3.2.5 la secuencia
parcial del gen yfeH. La traduccion a proteina de esta secuencia utilizando el “ORF finder”
(no mostrada en esta figura), situd el codon de inicio de traduccion del gen yfeH a 89 pb
del de inicio de yfeR. Por tanto los dos genes estan separados por una region intergénica de
89 pb y se transcriben de forma divergente. Esta es una caracteristica compartida de
muchos genes adyacentes que en muchos casos estdn regulados por la proteina de la
familia LysR. Ademas, 52 pb antes del inicio de traduccion del gen yfeH se identifico el
motivo AATAA-N;-TTATT, también sefialado en la figura 3.2.5. Este motivo, llamado T-
Nii-A, con la T y la A formando parte de una repeticion invertida, fue propuesto (Goethals
et al., 1992) y aceptado en numerosos estudios como la secuencia consenso de union de

las proteinas LysR (Von Lintig et al., 1994; Parke, 1996).
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AAGCCGCATTTACGGECGACAAAGACGT TAAT GGCTAT GACGAT CGCCAGCAGT AT
GAGGCTGACCACGACGATAAACAGCAGCGATCCCCAGCCGACT TTGT GCCAGAT GCCGT TGACCACCCGCT TCGCT GAACGCCGAGT AGACCACCAACAGA
ATAGAGGTCTGATCCGT TTTCGCGATCCACT TTTTGT TGCGCGCGACCCAAT TGCCGAT CCACGCEECGAGACAGGT GT CCCAGCACAAAAGGCAGCAGCA
GITGCAGCATAATTTTGCCCACCTCTTCCAGACT GCCCTGCGCGCCATGAATATTCAT TACCAGACCGACCAGCAGCGGECGACAGGAAAATGCCCAGCAG
GCTGGACGCAGACGCT GAGCACACCGCGGECCGECGACGT TACCGCCCGCGAGT GAAGT AAACGCAAT CGCAGACT GCACGGT GGCGGGECAAAATACACAGA
TACAGAAAGCCGCT GTAGAGCATAGGGT CGACAT TGACAGGCGCCCACCAGGCAAACAGT ACGCCGAGGACAGGAAAGAGCACAAAAGT GCTGCACATGA

CCCACAGATGCAACCGCCAGT GECT GCCGCCAGCGAT GATCGCT TCACGCGAAAGCT TCGCGCCAT GCATAAAAAACAGCAGAGCGATAGCCGCTGT CGT

AATGCCTTCAACGACAGGCACAAAGCCACCT TCCGCCGEGAAAAAAGAGGCCAGTAGT ACCACGGT GATAAGT GT CAGCGT GAAAGGGT CAAGGATACGA

AAAAGT TTCATAAAAACT CCTGAAAGT CGGTGCAGCTATTTTGCGT TTTTCGCTTTGAGAAATAAAAT TGATTTATTIGCATCTATATATGAATCTAGT CG
yfeH

—> yfeR
-XATTATTOACT GCGTCAACTGCGTATTTTTATTACCGT CGCCCAGGCCAAAAGT TTCAGT CGGEGCAGGECGACAGGAT TGGACT GAGCCAGT CTGCGG
M NY SLRQLIRI FI TVAQAKSUFS SWRAGDRI GL S QS AV
TCAGTCATAGCGT AAAAGAGCT GGAGCGGCAAACCGECGT CAGACTGT TGGATCGCACT ACGCGT GAGGT GGT GCTGACCGAGGCGGEGEECAACAACTGEC
S HSV K ELEROQT GV RULLIDRTTIREVYVLTEAG G QOQL A
GACCCGT CTGGAGCGGGT GCTTGATGAACT GAACAGCATACT GCGCGAT GCAGGCAGAGT AGGGACACAAT TAACCGGECACCGT GCECGT TGCCGCGAGC
T RL ERVLDELNU SI L RDAGRVYGTOQLTOGTVRVAAS
CAAACCATTTCTGCGCATCTTATTCCGCAATGCATTGCCCAAAGTAATTCACTTTATCCCGCTATTGATTTTGTATTGCACGAT CGT CCGCAGCAAT GGG
QT 1 S AHLI PQCI AQSNSLYWPAI DFVLHIDWRPOQQWYV
TGCTGGAAAACAT CCGCCAGGGTGAAGTGGATTTTGGECATCGT TATCGAT CCCGGECGCAGCGGT GGATTTACAGT GTGAAGCCATCTTATCAGAACCTTT
L ENI RQGEVDZFGI VI DPGAAVDLIQCEA AI L S EPF
TTTACTGI TGTGTCGCCAGGATCATCCGCT GECGCATCATGAAT GGGT GAGCTGECAGGATCTTAAACAGGECCTCGCTGGTCTTACAGGATTATGCTTCC
L LLCRQDMHPLAHMHEWY S WOQDULI K QASLVL QDY AS
GGCAGT CGACCGCTGATTGATGCGECGECTGRCCCATTTTGCTAT TGAGGCGGATAT CGT GCAGGAGAT TGGT CTCCCGGCCACGCTGI TTCCAATGGT GG
G SRPLI DAALAHFAI EADI VQEI GLPATULUZFZPMVE
AAGCGGGAAT CGGECATCAGCAT GCTGCCCGECECTGECGT TACCGCT CCCGCAGGECAGCCACT TACAGGT TAAACGGCTGACGCCCGTAGT TGAACCGCA
AGI GI S ML PALALUPLWPQQGSHLQVIKRLTWPVVEPAQ
GCTCATGCTGGCGCGECGAAAAT ACCGAT CGCT CTCCACGGCGGECGCAGGCGT TGT GGGACGT GGT GCGTACCCAGGCCAGCGAAT TAACCGCCGCGAGG
L ML ARRKYRSLSTAAQALWDVVRTOQASELTAAR
GCGAAAGATCCGCTGTATCAGCTATAAATATCTATCTGT CCGTGT GTGAGGTGCGGTCTTGCCCTGCCATTTTTGACAGGECTGTGTGTTAAAACAGGTA
A K DPL Y QL *

Fig. 3.2.5. Secuencia del gen yfeR y
de su traduccion a proteina.
También se muestra la secuencia
parcial del gen adyacente yfeH,
obtenida a  partir de la
secuenciacion del plasmido pUCIR.
Se han sefialado el inicio de
traduccion de yfeR () y de yfeH( ),
y el posible sitio de unién al
ribosoma( ). Se ha recuadrado el
dominio de unién de las proteinas
LysR, marcando Ila repeticion
invertida sobre un fondo gris. El
oligonucledtido LIG4 se presenta
en negrita y subrayado. Los 9 pb
repetidos en ambos extremos del
fago MudJ se muestran en letras
azules.
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3.3 ANALISIS DE SECUENCIA DE LA PROTEINA YfeR

Tal y como se ha mencionado anteriormente la traduccion a proteina de la
secuencia nuleotidica de la insercion del fago MudJ en la cepa YFER mediante el
programa “ORF finder” del NCBI, revel6 una pauta de lectura abierta, que denominamos
yfeR, con un codén de inicio de la traduccion ATG precedido por un posible sitio de union
al ribosoma GAA (RBS) en la posicion -9. Esta pauta de lectura abierta codifica para un
hipotético polipéptido de 308 residuos aminoacidicos con un peso molecular estimado de

33.980 Da.

La btisqueda de homologias utilizando el programa NCBI BLASTP de las bases de
datos EXPASY/Uniprot revela un elevado grado de homologia con varios miembros de la
familia LysR de reguladores transcripcionales, ya sean hipotéticos o caracterizados. En la
tabla 3.3.1 se muestran los grados mas altos de homologia encontrados. Posiblemente los
diferentes numeros de acceso de Salmonella o E. coli que tienen el mismo porcentaje de
similitud corresponden a la misma proteina, secuenciada por vias diferentes. Entre algunas
de la proteinas LysR ya caracterizadas como tal con las que encuentra homologia estan:
OxyR de E. coli (P11721) con un 51 % de similitud o CynR de E. coli con un 47 % de
similitud (P27111). En los resultados de busqueda de homologias YfeR esta referido como
un hipotético regulador, pero hasta el momento no existen estudios sobre el andlisis y la

funcioén del gen.

Tabla 3.3.1. Proteinas de mas elevado grado de homologia con YfeR segun el programa
BLASTP utilizando las bases de datos EXPASY/UniProt.

AC DESCRIPCION | S

Q83176 Hipotético regulador transcripcional (T0433) (Salmonella [ 98% |98 %
typhi)
Q8ZN92 Hipotético regulador transcripcional, familia LysR (YFER) [ 98 % | 98 %
(Salmonella typhimurium)
Q8Z4W6 | Hipotético regulador transcripcional (STY2660) (Salmonella | 98 % | 98 %
Typhi)
Q8FFC4 Hipotético regulador transcripcional YfeR (YFER) [78% |86 %
(Escherichia coli O6)
P77500 Hipotético regulador transcripcional YfeR HTH-tipo [ 77% |85 %
(YFER) (Escherichia coli, Shigella flexneri)
Q8XBMS8 | Hipotético regulador transcripcional tipo LYSR (YFER 1) [78% |87 %
(Escherichia coli 0157:H7)

AC: niimero de acceso; I: identidad; S: similitud
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Para la busqueda de dominios estructurales se analizo la secuencia aminoacidica
con el “Conserved Domain Search” (CDD) del NCBI (Marchler-Bauer et al., 2003), y
Pfam del “Sanger Institute” (Bateman et al., 2004). En la region N-terminal de la proteina
YfeR, de los residuos 5 al 64, reconocen un dominio HTH (pfam 00126) (Tyrrell et al.,
1997), “helix-turn-helix”, de unién al ADN, caracteristico de las proteinas LysR. En la
figura 3.3.1 se muestra el alineamiento de esta region de YfeR con el dominio consenso del

“Conserved Domain Search”.

YfeR: 5 LRQLRI FI TVAQAKSFSRACDRI GLSCQSAVSHSVKELERQTGVRLLDRTTREWLTEAGQ 64
Cons.: 1 LRQLRAFVAVAEEGSFTRAAEELGLSQPAVSRQ RRLEEELGVPLFERTGRGLRLTEACE 60

Fig. 3.3.1. Alineamiento del dominio HTH de YfeR con el dominio HTH consenso segun
el CDD del NCBI. Los aminoacidos idénticos son de color rojo y los similares azules.

El intervalo comprendido entre los residuos 88 al 294 de la proteina YfeR,
corresponde a un dominio de unidn a sustrato de las proteinas LysR (pfam 03466) (Tyrrell
et al., 1997). La estructura terciaria de este dominio, de una longitud media aproximada de
207 aminodacidos, es similar a la de las proteinas de union del periplasma (PBP). En la
figura 3.3.2 se muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de esta region de

YfeR con el dominio consenso del “Conserved Domain Search”.

YfeR 88 GIQTGIVRVAASQTI SAHLI PQCI AQSNSLYPAI DFVLHDRPQOW/LENI RQGEVDFG 147
Cons.: 1 AGGPRGRLRI GAPPTFAAYLLPPLLARFRERYPDVELELVEGDSAELLDLLAEGELDLAI 60

YfeR 148 VI DPGAAVDLQCEAI LSEPFLLLCRQDHPL AHHEW/SWDL KQASLVLQDYASGSRPLI D 207
Cons.: 61 RRGPPDDPGLEARPLFEEPLVLVAPPDHPLARGEPVSLEDLADEPLI LLEPGSGLRDLVD 120

YfeR 208 AALAHFAI EADI VQEI GLPATLFPMVEAG G SMLPALAL- PLPQGSHLQVKRLT- PWE 265
Cons.: 121 RALRRAGLEPRVALEVNSLEALLALVAAGLG ALLPRSAVARELADGRLVVLPLPDPPLP 180

YfeR 266 PQLM_ARRKYRSLSTAAQALWODWRTQAS 294
Cons.: 181 RPI YLVYRKGRRLSPAVRAFI DFLREALA 209

Fig. 3.3.2. Alineamiento del tedrico dominio de union a sustrato de YfeR y la secuencia
consenso para este dominio de las proteinas LysR segin el CDD del NCBI. Los
aminoacidos idénticos son de color rojo y los similares azules.

En la figura 3.3.3 se muestra el alineamiento de la regién amino-terminal de YfeR y
otras proteinas LysR caracterizadas como tal, con la secuencia consenso propuesta por
Schell (1993) para el extremo N-terminal de las proteinas LysR, la region mas altamente
conservada en los miembros de esta familia de reguladores. Ademas YfeR tiene una

longitud de 308 residuos, tamafio caracteristico de las proteinas LysR (muchas de la
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proteinas LysR previamente caracterizadas tienen un tamafio de 300 +/- 20 residuos).
También es importante resaltar que la composicion de aminoacidos de YfeR tiene una
relacion Lys/Arg andémala. En general, la relacion Lys/Lys+Arg descrita para las proteinas
de E. coli es de 0,46 (Chen et al., 1982) y en la proteina YfeR es de 0,19. Este cociente
Lys/LystArg anémalo fue propuesto por Viale et al. (1991) como una caracteristica
general de las proteinas LysR. Asi, puede concluirse que la secuencia de aminoacidos de la
proteina YfeR tiene caracteristicas estructurales propias de la familia LysR de reguladores

transcripcionales.

YfeR E- MNY SR K K VEEV TREAQ E
CynR - - - ML SEH | N Yd LISWWNE H G
OxyR-——MNIDEYLVEHRHRDSC SQP
LysR MAAV NIEENH| E| IdHEWIMT A GRJL T ERWaYH L
ConsA———hpprxxhxpppphxpx
6

1
YfeR - MNY SEMH RI

44 70
YfeR QT = L 18D R T RS VY ERNe QoA TRL -
YfeR EHT S L[N0 R TR REEE VY DEYE Q QAL RL -

CynR S PIFEIESGIY TI1 R DEYEE VWRQYAS

OxyR E VAL ERESIH. <ML Fce VL@V DQAR

Lysk VIEEL KI§F ERIVRG. RLHPREV QleL R|JF F E -

Cons. X X X|MFxIgdx p Rxhxx xpgxBY- - - - - - -
47 66

Fig. 3.3.3. Alineamiento de la secuencia amino-terminal de YfeR, su homologo en el
cromosoma de E. coli YfeR E y otros miembros de la familia LysR de reguladores
transcripcionales. Las secuencias fueron obtenidas de las bases de datos de SwissProt y
GenBank (YFER ECOLI, CYNR ECOLI, OXYR ECOLIL y LYSR ECOLI). Se
compara con la secuencia consenso propuesta por Schell (1993): x, cualquier residuo; h,
residuos hidrofébicos (V, 1, L, M); p, residuos hidrofilicos (T, S, N, Q, D, E, K, R, H). Los
aminoacidos idénticos se muestran sobre un fondo negro y los conservados en gris. Las
secuencias fueron alineadas usando el programa GCG Wisconsin Package version 10.1
(Genetics Computer Group, Inc.).
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3.4 REGULACION DE LA EXPRESION DE vyfeR

3.4.1 OSMOREGULACION DE yfeR

Teniendo en cuenta que el gen yfeR fue identificado mediante mutagénesis con el

fago MudJ, se utiliz6 la fusion generada yfeR::lacZ para cuantificar el efecto de la

osmolaridad sobre la expresion de yfeR.

3.4.1.1 Valoracion de la actividad p-galactosidasa de la cepa YFER en medio LB a

baja y elevada osmolaridad

Para evaluar la expresion del gen yfeR en funcion de la osmolaridad del medio se
valor¢ la actividad B-galactosidasa de la cepa YFER (yfeR::lacZ) a 37°C en medio LB a
diferentes osmolaridades: LB 0 M NaCl (baja osmolaridad), LB y LB 0,5 M NaCl (elevada
osmolaridad). El ensayo se realiz6 en diferentes puntos de la curva de crecimiento: fase

exponencial (DOgyp=0,5), inicio fase estacionaria (DOgyo=1) y fase estacionaria (10 h desde

el in6culo inicial).

U.MILLER

40+
35
30
254
20
154
104

a

@O0 M NaCl
aLBe
00,5 M NaCl

u

‘ ‘
fase exponencial inicio fase estacionaria fase estacionaria

Fig. 3.4.1. Osmoregulacion del gen yfeR. Actividad B-galactosidasa
de la cepa YFER en LB OM NaCl, LB y LB 0,5 M NaCl en fase
exponencial (DOg=0,5), inicio de fase estacionaria (DOgpo=1) y

fase estacionaria (10 h.).

En la figura 3.4.1 se observa que los valores de actividad B-galactosidasa son unas

cuatro veces superiores cuando la cepa crece en medio de baja osmolaridad (LB 0 M
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NaCl), respecto a cuando crece en medio de elevada osmolaridad (LB 0,5 M NacCl). Esta
diferencia se mantiene en los puntos estudiados de la curva de crecimiento, aunque
también es importante sefialar que la expresion del gen yfeR aumenta en fase estacionaria

tanto a baja como a elevada osmolaridad.

3.4.1.2 Valoracion de la actividad p-galactosidasa de la cepa YFER en LB con KCI o

sacarosa

En funcion de los datos obtenidos en la valoracion de la actividad -galactosidasa
en medio LB a distintas osmolaridades (apartado 3.4.1.1), parecia quedar demostrado que
la expresion del gen yfeR esta regulada por la osmolaridad del medio de cultivo. Sin
embargo, se planteo si este efecto seria debido especificamente a la presencia del NaCl o a
la osmolaridad del medio, independientemente de qué osmolito la provocara. Asi, se
decidio estudiar si el incremento de la osmolaridad del medio como consecuencia de la
adicion de KCI o sacarosa podia provocar el mismo efecto de represion de la transcripcion

que el causado por el NaCl.

El medio LB de elevada osmolaridad utilizado en este experimento se prepard sin
NacCl, substituyéndolo por KCI 0,5 M o sacarosa 0,7 M. La osmolaridad del medio LB sin
NaCl con sacarosa 0,7 M (1.020-1.070 mOsm/kg H,0O) es similar a la del medio LB con
NaCl 0,5 M (990-1.040 mOsm/kg H,0); y en el caso del KCI es la misma.

En la figura 3.4.2 se presentan los resultados obtenidos. Es aparente que la
presencia en el medio de KCI o sacarosa también presenta un efecto inhibidor de la
expresion del gen yfeR, por lo que cabe concluir que la transcripcion de este modulador

perteneciente a la familia LysR se reprime cuando aumenta la osmolaridad del medio.
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40+ ® 0 MNaCl
351 00,5 MNaCl
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fase exponencial

Fig. 3.4.2. Osmoregulacion del gen yfeR. Actividad B-galactosidasa de
la cepa YFER en LB 0 M NaCL, LB 0,5 M NaCL, LB 0,5 M KCl y LB
0,7 M sacarosa, en fase exponencial (DOgyp=0,5).

3.4.1.3 Evaluacion de la transcripcion del gen yfeR mediante un ensayo de proteccion

contra la RNasa ONE ™

Los experimentos realizados hasta el momento indicaban que el grado de expresion
del gen yfeR estaba regulado por la osmolaridad del medio. Sin embargo, los datos
obtenidos con la fusion yfeR::MudJ no eran mas que una medida indirecta de la
transcripcion del gen. Para tener una valoracion directa se determinaron los niveles de
ARNm del gen yfeR en un fondo genético salvaje (yfeR"), mediante un ensayo de

proteccion contra la RNasa ONE ™.

Antes del ensayo propiamente dicho fue necesario obtener una sonda de ARN
antisentido marcada radioactivamente (apartado 2.6.3.1 de material y métodos). Esta sonda
se obtuvo a partir del clonaje en el vector pET3b del gen yfeR, de forma que mediante
transcripcion in Vitro se sintetizara una sonda de ARN complementaria al mensajero. Para
el clonaje se amplificé por PCR (T* de hibridacion 58°C) con los oligonucledtidos RNA-
BamHI y RNA-Ndel (fig. 3.4.3) un fragmento del gen yfeR de 332 pb. Estos
oligonuceotidos introducen en la secuencia las dianas BamHI y Ndel, utilizadas para el
clonaje en un vector pET3b digerido con estos mismos enzimas. El resultado de una
ligacion entre el vector y el fragmento de amplificacion se transformo a la cepa E.coli
HB101 seleccionando los clones resistentes a Ap. Para el escrutinio de los transformantes

se realizd una reaccion de PCR directamente a partir de colonia (T de hibridacion 52°C)
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con los oligonucledtidos PETBAM y PETNDE (fig. 3.4.3), pertenecientes al pldsmido

pET3b. Una reaccién de amplificacién con estos oligonuceoétidos de un plasmido pET3b

con inserto genera un fragmento mayor que la de un plasmido pET3b sin inserto: en

nuestro caso de 580 y 248, respectivamente. Finalmente se aislo el ADN plasmidico, y se

digeri6 con los enzimas BamHI y Ndel para comprobar que la construccion era la correcta.

RNA-BamHI: 5’GTATTGCAGGATCCTCCGCAGC 3’
RNA-Ndel: 5°GCTTCCACCATATGAAACAGCG 3’
PETBAM: 5°CCGGATATAGTTCCTCCTTT 3’

PETNDE: 5’TAATACGACTCACTATAGGG 3’

_’ 4_
RNA-BamHI RNA-Ndel
| o | —i
5’ yfeR (928 pb) 3

Fig. 3.4.3. Oligonucleotidos utilizados en la construccion del plasmido
pETYFER,. RNA-BamHI y RNA-Ndel introducen respectivas dianas BamHI y
Ndel en el gen yfeR necesarias para el clonaje en el vector pET3b. Se han
subrayado las dianas y se han marcado en negrita las bases modificadas de la
secuencia original. También se ha indicado su posicion respecto al gen yfeR.
PETBAM y PETNDE se utilizaron para el escrutinio de transformantes.

El vector pET3b que contenia el fragmento del gen yfeR se denominé pETYFER,

(fig.3.4.4), y una vez linealizado con BamHI fue utilizado como molde para la sintesis de

la sonda. Hay que tener en cuenta que en el plasmido pET3b el promotor de T7 se

encuentra justo antes de la diana Ndel, y si nos fijamos en el esquema de la localizacion de

los oligonucledtidos RNA-BamHI y RNA-Ndel (fig. 3.4.3), el fragmento de ADN clonado

en el plasmido tendra la direccion de transcripcion a la inversa de la del gen yfeR, hecho

indispensable para que se obtenga una sonda antisentido.

Ndel BamHI

pETYFER,

Fig. 3.4.4. Esquema del pldsmido pETYFER;. A
continuacion del promotor de T7 se encuentra la
diana Ndel con el fragmento del gen yfeR RNA-
Ndel-RNA-BamHI, y que por lo tanto se
transcribe en direccion opuesta a la del gen yfeR.
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A continuacion se procedio al aislamiento del ARN total de la cepa TT1704 (yfeR™)
mediante el método del fenol acidico caliente (apartado 2.6.1.1 de material y métodos), a
partir de cultivos en fase exponencial y estacionaria crecidos en LB 0 M y 0,5 M NaCl. El
ARN aislado fue finalmente analizado mediante el ensayo de proteccion de la RNasa

ONE™,

En la fig. 3.4.5 se observa, al comparar los niveles de ARNm de la cepa TT1704
segun la osmolaridad del medio y la fase de crecimiento, que el gen yfeR se transcribe a
0 M y que su expresion es mayor en fase estacionaria que en exponencial. Estos datos
corroboran los resultados de actividad [(-galactosidasa presentados en los apartados

anteriores.

e e

Fig. 3.4.5. Analisis de la transcripcion del gen yfeR. Se muestra Ia
autoradiografia posterior al andlisis electroforético (gel de poliacrilamida al 5
%/furea 7 M) del RNA protegido contra la RNasa ONE™. En cada carril se
analiz6 un RNA extraido de la cepa TT1704 en diferentes condiciones. Carriles 1
y 2: LB 0 M NaCL en fase exponencial; carriles 3 y 4: LB 0,5 M NacCl en fase
exponencial; carriles 5 y 6: LB 0 M en fase estacionaria; carriles 7y 8: LB 0,5 M
NaCl en fase estacionaria; carriles 9 y 10: diluciones 1/100 y 1/10 de la sonda
radioactiva.

3.4.2 AUTOREGULACION DE LA EXPRESION DE yfeR

Una de las caracteristicas comin a muchos reguladores transcripcionales de la
familia LysR es la capacidad de modular su propia transcripcién, actuando como
represores. Para comprobar si el gen yfeR presentaba esta autorregulacion se decidio
proporcionar a la cepa YFER el producto del gen yfeR en trans, y valorar a continuacion su

actividad B-galactosidasa.
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3.4.2.1 Clonaje del gen yfeR en un vector pLLG338-30

Con la finalidad de proporcionar la proteina YfeR en trans a la cepa YFER se
decidio clonar el gen yfeR en el plasmido pLG338-30, que presenta un niimero bajo de
copias. Para obtener el gen yfeR entero se utilizaron los oligonucledtidos OSMTE y
OSMTB (fig. 3.4.6). El oligonucle6tido OSMTE es complementario en direccion 5’ a una
secuencia localizada a 540 pb del inicio de traduccion del gen yfeR, pero algunas bases han
sido modificadas para introducir una diana ECORI. El oligonucle6tido OSMTB es
complementario en direcciéon 3’ a una secuencia a 230 pb del final de traduccion del gen

yfeR, aunque también presenta algunas bases modificadas para formar una diana BamHI.

OSMTE: 5’ TGCGCGCCATGAATTCTCATTACCAGACCAGACCGACC 3’
OSMTB: 5’ GTTTGACCGCCGATGGATCCTACGCTGCTCGGGC 3’

OSMTE
—> yfeR (928 pb) 230 pb__
540 pb «—
OSMTB

Fig. 3.4.6. Secuencia de los oligonucle6tidos OSMTE y OSMTB y esquema de la region
que amplifican, asi como su localizacion respecto yfeR. Se han subrayado en la secuencia
las dianas EcoRI (OSMTE) y BamHI (OSMTB). También se han marcado en negrita las
bases modificadas de la secuencia original para formar la diana.

El producto de amplificacion de 1698 pb resultante de una reaccion de PCR con los
oligonucle6tidos OSMTE-OSMTRB, fue digerido con los enzimas de restriccion ECORI y
BamHI. A continuacion se ligéd al vector pLG338-30 digerido previamente con los mismos
enzimas y posteriormente defosforilado. La ligacion se transformoé a la cepa de E.coli
HB101 y se seleccionaron los clones resistentes a Ap. Se aislé el ADN plasmidico de
algunos de los transformantes y se comprobd por analisis de restriccion que la construccion
era la correcta. El pladsmido pLG338-30 que contenia el producto de PCR OSMTE-
OSMTB, y por lo tanto el gen yfeR entero incluyendo su promotor, fue denominado

pLGYFER.
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3.4.2.2. Valoracion de la actividad p-galactosidasa de las cepas YFER, YFER
(pLG338-30) y YFER (pLGYFER)

Una vez construido el plasmido pLGYFER se transform6 a la cepa YFER. Al
introducir en esta cepa un plasmido de bajo nimero de copias con el gen yfeR entero, y por
lo tanto proporcionar en trans su producto, se podia valorar la actividad B-galatosidasa de
la fusion transcripcional cromosémica yfeR::MudJ en un fondo genético yfeR", y por lo
tanto comprobar qué efecto tiene sobre su propia transcripcion. También se transformo el
vector pLG338-30 a la cepa YFER para descartar cualquier efecto del plasmido sobre los
valores de actividad B-galactosidasa. El paso siguiente fue la valoracion de la actividad B-
galactosidasa de las cepas YFER, YFER (pLG338-30) y YFER (pLGYFER), en diferentes
puntos de la curva de crecimiento de cultivos a 37°C en LB a baja y elevada osmolaridad,

0 My 0,5 M NaCl respectivamente.

40+
m 0 MNaCl
35+
0 0,5 MNaCl
30
25
e
w
2 20
Z
jun
154
10
. L
. =]
YFER YFER YFER YFER YFER YFER
(pLG338-30) pLGYFER (pLG338-30) pLGYFER
fase exponencial inicio fase estacionaria

Fig. 3.4.7. Autoregulacion de la transcripcion del gen yfeR. Actividad -galactosidasa de
las cepas YFER, YFER (plG338-30) y YFER (pLGYFER), crecidas en LB 0 M NaCl y
LB 0,5 M NaCl, en fase exponencial (DOgp=0,5) e inicio fase estacionaria (DOgy=1).

Como se puede observar en la figura 3.4.7 los valores de actividad B-galactosidasa
disminuyen en la cepa YFER (pLGYFER), lo que sugiere que ¢l gen yfeR, como pasa en
otros reguladores transcripcionales de la familia LysR, regula su propia transcripcion,

autoreprimiéndose.
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3.5 SECUENCIACION DEL GEN yfeH Y ANALISIS DE SECUENCIA
DE LA PROTEINA YfeH

3.5.1 SECUENCIACION DEL GEN yfeH

Como se ha descrito en el apartado 3.2 de esta seccion, al secuenciar la region
promotora del gen yfeR desde el sitio multiple de clonaje del plasmido pUCIR (fig. 3.2.3),
se identifico una ORF que se denominé yfeH por homologia con la secuencia de E.coli.
Tanto la traduccion a proteina de esta secuencia utilizando el programa “ORF finder” del
NCBI, como la homologia de secuencia con el gen yfeH de E. coli, situaban el codon de
inicio de traduccion a 89 pb del inicio del gen yfeR, transcribiéndose de forma divergente
(fig. 3.2.5). Esta es una caracteristica compartida de muchos reguladores LysR y sus genes
regulados. Sin embargo, con la secuencia obtenida a partir del pldsmido pUCIR no se
encontrd un codon de terminacion de la transcripcion. El fragmento de ADN a 5’ de la
insercion yfeR::MudJ incluido en el plasmido es tan so6lo de 930 pb, mientras que ¢l gen
yfeH de E. coli tiene 999 pb. Por lo tanto, fue necesario diseiar un nuevo oligonucleotido a
partir de la secuencia obtenida, denominado CIT1 (fig. 3.5.1), que avanzase en direccion 3’
del gen yfeH y utilizar como molde de la siguiente reaccion de secuenciacion el cosmido
pLACP. De esta forma se obtuvo la secuencia completa del gen yfeH, de 999 pb. En la
figura 3.5.1 se muestra la secuencia completa del gen y su traduccion a proteina utilizando
el programa “ORF finder” del NCBI. En resumen, a 89 pb del inicio de traduccién del gen
yfeR (fig. 3.2.5), se encuentra una ORF de 999 pb, denominada yfeH, que se transcribe de
forma divergente a yfeR, y que codificaria para un polipéptido YfeH de 332 residuos

aminoacidicos y un peso molecular estimado de 36.050 Da.
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1 ATGAAACTTTTTOGTATCCTTGACCCTTTCACGCTGACACTTATCACCGTGGTACTACTGECCTCTTTTTTC
MKLTFRILDPFTLTLITVVLLASTFETF
72 CCGRCGGAAGGTGECTTTGTGCCTGTOGT TGAAGGCAT TACGACAGOGGCTATCGCTCTGCTGTTTTTTATG
PAEGGFVPVVEGI TTAAI ALLTFTFM
144 CATGGOGCGAAGCTTTCGOGT GAAGOGAT CATOGCT GEOGGECAGCCACT GEOGGT TGCATCTGTGGGTCATG
HGAKLGSREAIIT AGGSHMWRLUHLWV M
216 TGCAGCACTTTTGTGCTCTTTCCTGTCCTCBGEOGTACTGTTTGOCT GETGEGECGECCTGT CAAT GTCGACCCT
CSTFVLFPVLGVLFAWWATPVNVYTDTP
288 ATGCTCTACAGCGECTTTCTGTATCTGTGTATTTTGOOCGOCACCGT GCAGT CTGCGATTGOGTTTACTTCA
MLYSGFLVYTLTCILPATVOQSAI ATFTS
360 CTCGCGEE0GGTAACGT CGOGGEC0G0GET GTGCT CAGCGTCTGOGT CCAGOCT GCTGEECATTTTCCTGTCG
LAGGNVAAAVTCSASASSTLTLTGI FL S
432 OCGCTGCTGGTCGGTCTGGTAATGAATATTCAT GECGOGCAGGGCAGT CTGGAAGAGGT GGGCAAAATTATG
PLLVGLVMNIHGAT QG STLTETEVG GH KI M
504 CTGCAACTGCTGCTGOCTTTTGTGCTGEGACACCT GTCTCECOOGT GGATOGGCAAT TGAGT CGOGOGCAAC
LQLLLPFVLGHLTSRPWI GNWVAT RN
576 AAAAAGTGGATCGOGAAAACGGATCAGACCTCTATTCTGTTGGTGGTCTACT CGECGT TCAGCGAAGOGGTG
K KWI AKTDO QTZSI LLVVYSATFSTEA AV
648 GTCAACGGCATCTGGCACAAAGTOGGCT GEEGAT CGCTGCTGT TTATOGT OGT GGTCAGCCTCATACTGCTG
VNGI WHKVGWGSTLTLTFI VVVSTLTITLL
720 GCGATCGTCATAGCCATTAACGTCTTTGTCGCOOGT AAATGCGGCT TCAATAAAGCCGACGAAATCACTATT
Al VI AI NVFVAREKT CGFNEKADTETI T I
792 GTCTTCTGOGGT TCGAAAAAAAGOCT GECCAACGEGAT COOGAT GGOCAATAT TCTGT TTCCGACGTCAGTG
VFCGSHKZKSLANGI PMANITLTFEFFPTSV
864 CTGGGTATGATGGTATTACCGCTGATGATCTTOCACCAGATCCAACT GATGGT CTGOGCAGGGCTGROGCEG
LGMMVYLPLMI FHOQI QLMVTC CAGLATR
936 OGCTACAAACGOCAGACOGAGAAGT TACAGEOGCAGCAGGAAAGOCGOGOCGCGAAAGCTTAA
RY KROQTTEZKTLG OAQOQETSTRAATIKA*

Fig. 3.5.1. Secuencia del gen yfeH y traduccion a proteina segun el “ORF finder” del
NCBI. El codén de inicio de traduccion y otros codones alternativos estdn marcados en
negrita, y el de terminacion de la traduccion en negrita y subrayado. El oligonucleétido
CIT1 esta subrayado.

3.5.2 ANALISIS DE SECUENCIA DE YfeH

Una vez obtenida la secuencia aminoacidica de YfeH (fig. 3.5.1), de 332
aminoacidos, se procedidé a la busqueda de homologias utilizando el programa NCBI
BLASTP de las bases de datos EXPASY/Uniprot. En la tabla 3.5.1 se muestran los grados
mas altos de homologia encontrados. La proteina YfeH estd descrita en S. Typhimurium
como un hipotético transportador dependiente de Na', y en E.coli como una hipotética
citocromo oxidasa. Las proteinas con las que YfeH tiene homologia no tienen una funcién
conocida, pero la mayoria estan descritas como probables o hipotéticos transportadores o
proteinas de membrana. Tan s6lo una proteina tiene un articulo referenciado, y esta
descrita como una proteina de Pseudomonas fluorescens que se induce después de una
limitacion de fosfato (Kragelund et al., 1997), con un 46% de identidad y un 64% de
similitud. Posiblemente los diferentes nimeros de acceso de E. coli o Yersinia que tienen el
mismo porcentaje de similitud corresponden a la misma proteina, secuenciada por vias

diferentes.
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Tabla 3.5.1. Proteinas de mayor grado de homologia con YfeH segun el programa BLASTP
utilizando las bases de datos EXPASY/UniProt.

AC DESCRIPCION I S
Q8FFC3 Hipotética proteina YfeH (YFEH) (Escherichia coli O6) 90% |94%

Q8XBM6 | Hipotética citocromo oxidasa (YFEH) (Escherichia coli [ 90 % |94 %
O157:H7)
Q83K82 ORF, hipotética proteina conservada (hipotética citocromo [ 90 % | 94 %
oxidasa) (YFEH) (Shigella flexneri)
P39836 Hipotética proteina YfeH (YFEH) Escherichia coli 9% |194%

Q7N4G4 Similar a hipotética citocromo oxidasa (PLU2374)|163% |[79%
(Photorhabdus luminescens (subsp. laumondii))
Q8ZEC0 Hipotética proteina de membrana (Hipotética citocromo [ 62 % | 75 %
oxidasa) (YPO2260)(Yersinia pestis)
AAS62269 | Hipotética proteina de membrana (YP2056) (Yersinia pestis | 62 % | 75 %
biovar Mediaevails str. 91001]
P39879 Hipotética proteina PA2026 (PA2026) (Pseudomonas |58% |71 %
aeruginosa)

AC: niimero de acceso; I: identidad; S: similitud.

Con el fin de obtener mas informacion sobre la posible funcion de YfeH, se
procedi6 a la busqueda de dominios estructurales. Se utilizaron los programas “Conserved
Domain Search” (CDD) del NCBI (Marchler-Bauer et al., 2003), y Pfam del “Sanger
Institute” (Bateman et al., 2004). El programa CDD del NCBI reconoce tres dominios que
se muestran en la figura 3.5.2. El dominio COGO0385 estd presente en un grupo de
proteinas con una prediccion de funcion como probables transportadores dependientes de
Na". El tercer dominio, ACR3, forma parte de un grupo de proteinas descritas como
bombas de eflujo de arsenito ACR3 y permeasas relacionadas. Estos dominios estan
relacionados entre ellos, y ambos al mismo tiempo con el dominio SBF (“sodium bile acid
symporter family”), reconocido en YfeH también por el programa Pfam del “Sanger

Institute”.

1

S0 100 150 200 250 300 352

COGO385
ACR3

Fig. 3.5.2. Dominios presentes en la proteina YfeH segtin el CDD del NCBI.

El dominio “pfam 01758” o SBF esta presente en cotransportadores de Na'/acidos

biliares. Estas proteinas de membrana estdn presentes en hepatocitos y su funciéon es
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facilitar la salida de los 4cidos biliares mediante un cotransporte con Na'" (Hagenbuch et
al., 1991). También pertenece a la familia de cotransportadores de Na" y 4cidos biliares
(SBF), la proteina ACR3 de Saccharomyces cerevisiae, una hipotética proteina
transmembrana implicada en la resistencia a compuestos de arsénico (Bobrowicz et. al,
1997). En la figura 3.5.3 se muestra el alineamiento del dominio encontrado en YfeH con

el dominio consenso SBF seglin el programa Pfam.

*->al | Lf I mM sngl kvef edl kel I rrvkPKal il gLI I qyilnPlIm
at+L + M+ |+ e +++  +r + 4+ +++ +P+| +
41 Al ALLFFVHGAKLSREAI | AGGSHWRLHLW/MCSTFVL- - - - FPVLG 83

Filaw | .Irl ppedepgl avd i LvGcaPgg. anSnvwt yl akGdvels
++aw +++ +p | G+ +++ P + + ++++t | a+Grv+ +
84 VLFAWMPVNVDPM - - - LYSGFLYLCI LPATvV QSAI AFTSLAGGNVAAA 129

vvival STLI sillapl vtPLIIfllagll vhvdtvegtl aavspl slik
% S+ Il ++ PLI 1++ + + + | + ++

130 VCSASASS----LLA FLSPLLVGLVMNI HGAQG- - -------- SLEEVG 165

svLvyVii Pl i aGr tryfl pkkKG ewf eqgkvl pvlspisligllltiv
+ + +++P+ +G | +r ++ + v ++ ++i 4+ + +++

166 KI MQLLLPFVLGHLSRPW G- -------- NVWARNKKW AKTDQTSI LL 206

vi f al ngevi asl <-*
V+++  +e +++
207 VVYSAFSEAVVNG 219

Fig. 3.5.3. Alineamiento de YfeH con el dominio consenso SBF segtn el programa Pfam.
La secuencia numerada en letras mayusculas corresponde a YfeH, mientras que en
mindsculas se muestra la secuencia consenso. Entre ellas el signo + significa que son
aminoacidos similares, y la letra del correspondiente aminoacido cuando son idénticos.
Dado que, por busqueda tanto de homologias como de dominios estructurales todo
parecia indicar que se trataba de una proteina de membrana, se buscd la posible presencia
de hélices transmembrana con el programa TMHMM (Krogh et al., 2001). En la figura
3.5.4 se muestra la prediccion del programa que asignaria a YfeH 9 hélices
transmembrana. Ademas el programa PSORT-B (Gardy et al., 2003), utilizado para hacer

una prediccion de la posible localizacion celular de proteinas en bacterias Gram negativas,

describe a YfeH como una proteina de membrana interna.
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Fig. 3.5.4. Grafico de la prediccion del programa THMM. Se muestra la probabilidad que
un segmento esté en el interior/exterior/transmembrana de la hélice. En la parte superior
del grafico (entre 1y 1,2) se muestra la mejor prediccion.

3.6 UNION DE LA PROTEINA YfeR AL ADN

Tal y como sucede entre muchos reguladores LysR y sus genes regulados, en la
region intergénica entre yfeR y yfeH, de 89 pb, se identificé una secuencia diana de unién
al ADN T-Nj;-A (apartado 3.2), reconocida por las proteinas LysR. Por tanto, se decidio

determinar si YfeR interacciona con dicha secuencia.

3.6.1 SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA YfeR

Como paso previo a los estudios de interacion ADN-proteina se llevaron a cabo una
serie de experimentos encaminados a sobreproducir la proteina YfeR. Para ello se utilizo el
sistema de expresion de T7 (Studier et al., 1990) en la cepa de E.coli BL21 (DE3) (pLysE),
como se explica en el apartado 2.7.4 de materiales y métodos. Primero se construyo el
plasmido pETYFER. Se amplifico el gen yfeR con los oligonucleétidos OSMTNDE (fig.
3.6.1) y OSMTB (fig. 3.4.6), que anaden dianas Ndel y BamHI, respectivamente. La

temperatura de hibridacion de la reaccion de PCR fue de 50°C. La diana Ndel coincidia
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con el inicio de traduccion del gen yfeR, condicion indispensable para la expresion de la
proteina bajo la polimerasa de T7 en el vector pET3b. Después de la digestion con Ndel y
BamHI, se ligo el fragmento de amplificacion a un vector pET3b, digerido con estos
mismos enzimas y posteriormente defosforilado. La ligacion se transformo a la cepa de E.
coli HB101. Se comprobaron los clones positivos portadores del plasmido pETYFER
mediante una reacciéon de PCR con los oligonucle6tidos KMR-7 y LYSRB (fig. 3.6.1),
pertenecientes a la secuencia del gen yfeR. La temperatura de hibridacion fue de 50°C.
Finalmente se aislo el ADN plasmidico de los clones positivos en la reaccion de PCR, y se
analizo6 por restriccion doble con Ndel y BamHI. Ademas del plasmido pETYFER también
se transformo a la cepa de E. coli BL21 (DE3) (pLysE) el plasmido pET3b, utilizado como

control negativo.

OSMTNDE: 5° GAATCTAGCATATGAACTATTCA 3’
KMR-7: 5’CAGCGTGCGCGTTGCC 3’
LYSRB: 5’AAGGATCCTTATAGCTGATACAGCGGATCT3’

KMR-7 LYSRB
_> 4—
=]
L yfeR (928 pb) T 230 pb
=
_> 4—
OSMTNDE OSMTB

Fig. 3.6.1. Oligonucleotidos utilizados en la construccion del plasmido
pETYFER. Se ha subrayado la diana Ndel que introduce el oligonucleétido
OSMTNDE en la secuencia de yfeR, y en negrita las bases modificadas para
construirla. Los oligonucledtidos KMR-7 y LYSRB se utilizaron en el
escrutinio de transformantes.

La sobreexpresion se realizd como se explica en el apartado 2.7.4 de materiales y
métodos. Después de la inducion con IPTG a una DOgg de 0,5 el cultivo se incub6 a 37°C.
Se recogieron extractos proteicos después de la induccion y se analizaron por electroforesis
en geles de poliacrilamida. Como se muestra en la figura 3.6.2 la sobreexpresion de un
polipéptido de 34 kDa se correlaciond con la presencia del plasmido pETYFER. El
tamafio, ademas, coincidia con el esperado de la traduccion de la secuencia del gen yfeR

(33,980 kDa).
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Fig. 3.6.2. Analisis en geles de poliacrilamida al 10% de la sobreexpresion del gen yfeR en
la cepa E. coli BL21 (DE3) (pLysE). Los extractos celulares con el plasmido pET3b (A) o
con el plasmido pETYFER (B) se recogieron a tiempo 0, 30 minutos, 90 minutos y 150
minutos (carriles 1, 2, 3 y 4 respectivamente) después de la induccion con IPTG. La flecha
indica el tamafio del producto del gen yfeR de aproximadamente 34 kDa. A la izquierda se
indican los tamaios del marcador de pesos molecular.

3.6.2 ENSAYO DE RETARDO EN GEL

Una vez obtenido un sistema de sobreexpresion de la proteina YfeR, se buscaron
las condiciones mas apropiadas para la obtencion de un extracto proteico que fuese util en
los experimentos de retardo en gel. Al obtener extractos proteicos totales (apartado 2.7.1.2
de materiales y métodos) después de la induccidon con IPTG, la proteina YfeR quedaba
acumulada mayoritariamente en la fraccion insoluble. Para obtener una mejor solubilidad
de la proteina, y por lo tanto, una mayor cantidad de proteina funcional, se modificaron
algunas condiciones. Se cambid la temperatura de incubacion del cultivo después de la
induccion con IPTG de 37°C a 18°C, para minimizar la formacién de agregados proteicos
insolubles, al disminuir la actividad transcripcional. El cultivo se incubd a 18°C durante 2
horas después de la induccion. Ademas, al tampdn de resuspension de las células después
de la centrifugacion del cultivo se le afiadid6 NaCl 500 mM, para evitar la union de la
proteina al ADN. Teniendo en cuenta que esta concentracion de NaCl impide la unién
proteina-ADN, fue necesario dializar la fraccién soluble de los extractos proteicos totales
para el ensayo de retardo en gel. El tampdn utilizado en la didlisis, Tris-HC1 40 mM EDTA

ImM, tenia la misma concentracion de estos componentes que el tampon de ensayo del
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retardo (apartado 2.5.8 de material y métodos). También se obtuvieron extractos proteicos

de la cepa que presentaba el plasmido pET3b, utilizados como control negativo.

El ADN diana utilizado para el retardo se obtuvo mediante una reaccion de PCR
con los oligonucleétidos LIG4 (fig. 3.2.3) y OSMTS5 (fig. 3.6.3). Este fragmento de 308 pb
contenia la region intergénica entre yfeR y yfeH (89 pb), 191 pb del gen yfeH y 28 del gen
yfeR desde sus respectivos inicios de traduccion. Como control negativo de la unién
especifica se utiliz6 un fragmento de ADN de tamafio aproximado, 284 pb, generado
también por PCR con los oligonucledtidos Al y D2 (fig. 3.6.3), a partir del ADN del
plasmido pANN202-312. La temperatura de hibridacion en ambas reacciones de

amplificacion fue de 52°C.

OSMTS: 5° TACGCAGTTGACGCAGTG 3’
Al: 5> AAGCTTAGTCAGCCGTTGTC 3’
D2: 5> TACAGCAGGTTTTCGCTCAA 3’

Fig. 3.6.3. Oligonucledtidos utilizados para obtener los
fragmentos de ADN diana del retardo. OSMTS5 tiene su
extremo 5’ a 28 pb del inicio de traducion de yfeR.

Una vez obtenidos los extractos y marcados radioactivamente los fragmentos de

ADN (apartado 2.5.8.1 de material y métodos), se realizo el ensayo de retardo en gel como

se explica en el apartado 2.5.8.2 de material y métodos.

Como se puede observar en la figura 3.6.4, el fragmento de ADN correspondiente a
la region promotora yfeH-yfeR, muestra una movilidad alterada cuando se incuba con
extractos proteicos que contienen la proteina YfeR sobreexpresada. Este fenomeno, en
cambio, no se observo cuando los extractos proteicos provenian de la cepa con el plasmido
pET3b. De la misma forma, no se observaron modificaciones de la movilidad cuando el

ADN utilizado fue el fragmento de 284 pb (no mostrado en la figura).
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Fig. 3.6.4. Autoradiografia (gel poliacrilamida al 5 % en TBE x 0,5) que muestra la unién
de YfeR a una sonda radioactiva (y**P) de ADN que contiene la region intergénica yfeR-
yfeH. Carril 1: sonda de ADN libre. Carriles 1-5: sonda mas 0,1-0,25-0,5-1 pg
respectivamente, de la fraccion soluble del extracto celular de cultivos inducidos con IPTG
de la cepa E. coli BL21 (DE3) (pLysE) (pETYFER) (plasmido que sobreexpresa YfeR).
Carriles 6-9: sonda mas 0,1-0,25-0,5-1 pg respectivamente, de la fraccion soluble del
extracto celular de cultivos inducidos con IPTG de la cepa E. coli BL21 (DE3) (pLysE)
(pET3b), como control negativo.

3.7 CONSTRUCCION DE UN MUTANTE yfeR

Como se ha descrito en apartados anteriores la insercion del fago MudJ en la cepa
YFER se encuentra en la region promotora del gen, y el inicio de traduccion de yfeR esta
tan solo a 4 nucle6tidos del extremo 3’ del fago MudJ. Aunque tedricamente la insercion
del transposon impedia la transcripcion del gen al faltarle su promotor, se decidid obtener
un nuevo mutante yfeR por delecion. Para la mutagénesis se utilizd el sistema de
inactivacion de genes cromosomicos utilizando fragmentos de PCR descrito en el apartado

2.4.1 de material y métodos.

Para la primera reaccion de PCR, la cual genera el fragmento de ADN que se
recombina con el cromosoma permitiendo la insercion del gen de resistencia a Km del
plasmido pKD4 (apartado 2.4.1.1 de material y métodos), se disefiaron los
oligonucledtidos YFERP1 y YFERP2 (fig. 3.7.1). El extremo 5’ del oligonucleo6tido
YFERPI es homolégo a un nucledtido aguas arriba del inicio de traduccion de yfeR, y el

extremo 5’ del oligonucledtido YFERP2 se encuentra 34 nucleotidos después del final de
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traduccion de yfeR. De esta forma se consiguid delecionar por completo el gen yfeR sin
afectar a su region promotora y por lo tanto dejar intacto el promotor de yfeH. La
temperatura de hibridacion de la PCR fue de 52°C y se alargd6 el tiempo de hibridacion a 45

segundos ya que los oligonucleotido tenian una secuenia de 61 pb.

YFERP1: 5’ GATGAATTATTCACTGCGTCAACTGCGTATTTTTATTACCGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 3°
YFERP2: 5> GAAGACCGCACCTCACACACGGACAGATAGATATTTATAGCATATGAATATCCTCCTTAGT 3°

Fig. 3.7.1. Secuencia de los oligonucle6tidos YFERP1 y YFERP2. Se muestran en negrita
y subrayadas las bases correspondientes a las regiones P1 y P2 del plasmido pKD4,
respectivamente.

Una vez obtenido el fragmento de PCR YFERP1-YFERP2, se electropor6 a la cepa
TT1704 previamente transformada con el plasmido pKD46, siguiendo las condiciones
indicadas en el apartado 2.4.1.2 de material y métodos. Se hizo un escrutinio por PCR de
los posibles mutantes a partir de las colonias que crecieron en la electroporacioén. Se
utilizaron dos combinaciones de oligonucleotidos (fig. 3.7.2) para las reacciones de PCR
del escrutinio: CIT3-YFERH2, K2-YFERH2. El oligonucle6tido CIT3 es homdlogo a la
region 3’ del gen yfeH, a 928 pb del inicio de traduccion del gen yfeR. El oligonucleétido
YFERH2 coincide con las 20 primeras bases del oligonucledtido YFERP2, y el
oligonucledtido K2 pertenece a la resistencia a Km de plasmido pKD4. La temperatura de

hibridacion de las dos reacciones de PCR fue de 54°C.

CIT3: 5° CTGCGCAGACCATCAGTTG 3’
YFERH2: 5>GAAGACCGCACCTCACACAC 3’
K2: 5’ CGGTGCCCTGAATGAACTGC 3’

Fig. 3.7.2. Secuencia de los oligonucleodtidos utilizados en
la comprobacion por PCR de los posibles mutantes.

Una vez comprobada por PCR la insercion de la resistencia a Km del plasmido
pKD4 y por lo tanto la delecion de yfeR, y completo el curado del plasmido pKD46, se
procedié a la eliminacion de la resistencia al antibidtico (apartado 2.4.1.3 de material y
métodos). En la figura 3.7.3 se muestran los distintos tamafios de amplificacion de la
reaccion de PCR con los oligonucledtidos CIT3 y YFERH2: el nuevo mutante yfeR

(fragmento de amplificacion de 1.140 pb), el mutante yfeR™ con la insercion del gen de
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resistencia a Km (fragmento de amplificacion de 2.533 pb), y la cepa salvaje (fragmento de

1.979 pb). Al nuevo mutante se le denomind YFER2.

A.
eH .
| T i H VIeR <|= Cepa salvaje
CIT3 1.979 pb YFERH2 (TT1704)
FRT Km FRT
| g | MzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzZl )., Mo ViR
= .
= <— Tesistente a Km
CIT3 2.533 pb YFERH2
FRT
[ yfeH |_m Mutante yfeR™
—> <“— (YFER2)
CIT3 1.140 pb YFERH2

B. | 2 3 456

Fig. 3.7.3. A. Esquema del proceso de mutagénesis del gen yfeR. B. Separacion
electroforética (gel de agarosa TBE x 0,5 al 0,8%) de los distintos tamafios de
amplificacion en el proceso de mutagénesis con los oligonucleotidos CIT3 y YFERH2.
Carrill: marcador de PM (A/HindIIl); carril 2: producto de amplificacion del nuevo
mutante yfeR; carril 3: producto de amplificacion del mutante yfeR con la resistencia a Km;
carril 4: producto de amplificacion de la cepa salvaje; carril 5: control negativo de la
reaccion de PCR; carril 6: marcador de PM 100 pb ladder.
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3.8 LA EXPRESION DE yfeH ES INDEPENDIENTE DE YfeR

En este punto del trabajo se sabia que yfeR y yfeH se transcribian de forma
divergente, como es comun entre muchos reguladores LysR y sus genes regulados, y que la
proteina YfeR se¢ unia a la region intergénica yfeR-yfeH, reforzando la hipotesis que la
proteina YfeR deberia ser un modulador de la expresion del gen YyfeH. Para comprobarlo

se analiz6 la expresion de yfeH en los fondos genéticos yfeR" e yfeR (cepa YFER2).

3.8.1 CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pLGYFEHLAC (yfeH::lacZ)

A fin de evaluar la expresion del gen yfeH se decidid construir una fusion
yfeH::lacZ en un plasmido de bajo numero de copias. Para ello, el casete lacZ se obtuvo a
partir de una restriccion BamHI del plasmido pMC931, que contiene el gen lacZ
modificado: carece de los primeros doce nucleotidos de la secuencia codificante y contiene
cinco nucledtidos para introducir una diana BamHI. Con la finalidad de obtener la
correspondiente fusion génica, se diseiid el oligonucledtido CITBIII de tal forma que
introducia una diana BamHI en el gen yfeH permitiendo conservar la pauta de lectura con

el casete lacZ, tal y como se muestra en la figura 3.8.1.

yfeH
A. GTT TTT NS A A A CTT TTT cCCT ATC C
CAA AAA TAC TTT GAA AAA GGA TAG G
yfeH lacZ
B GTT TTT NS A A A CT|IG GAT Cc c|c GTC
CAA AAA TAC TTT G A|C CTA GG C AG
BamHI

CITBIIIL: 5° GGATAGGATCCAGTTTIMMAAAAAAC 3’

Fig. 3.8.1. A. Secuencia codificante del gen yfeH, con el triplete de inicio de la traduccion
sobre un fondo rojo. B. Fusion generada entre el gen yfeH y el gen lacZ: las bases
modificadas en el oligonucleotido CITBIII para introducir una diana BamHI se muestran
sobre un fondo gris, y las bases correspondientes al gen lacZ sobre un fondo amarillo.

El otro oligonucleétido utilizado para amplificar el gen yfeH fue OSMTB (fig.
3.4.6), que se encuentra a 230 pb del final de traduccion de yfeR. Con la pareja de
oligonucle6tidos CITBIII-OSMTB se obtuvo un fragmento de amplificacion de 1266 pb,
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que contenia los seis primeros tripletes desde el inicio de traduccion del gen yfeH, la region
intergénica yfeH-yfeR donde se encuentran los promotores de ambos genes, mas el gen
yfeR al completo. A continuacion se digiri6o este fragmento de 1266 pb con el enzima de
restriccion Sall, diana interna del gen yfeR, dando lugar a dos fragmentos de 718 y 548 pb.
Se aislo por electroelucion a partir de un gel de agarosa la banda de 718 pb, en la que se
habia eliminado parte del gen yfeR, pero se mantenia intacta la region promotora del gen
yfeH y los seis primeros tripletes de traduccion del gen yfeH. Este fragmento de ADN se
digirié con el enzima BamHI, de forma que los tripletes tercero al quinto del gen yfeH
formaban parte de un extremo cohesivo de la diana BamHI, que al unirse posteriormente

con el casete lacZ, daria lugar a una fusion yfeH::lacZ.(fig. 3.8.1).

Una vez digerido el fragmento de amplificacion CITBIII-OSMTB con los enzimas
BamHI y Sall, se ligé a un vector plG338-30 digerido con los mismos enzimas. La ligacion
se transformo6 a la cepa HB101 de E. coli y se seleccionaron los clones resistentes a Ap. Se
aisloé el ADN plasmidico de algunos de los transformantes y se comprob6 por analisis de
restriccion con los enzimas BamHI y Sall que la construccion era correcta. El plasmido
pLG338-30 que contenia el promotor del gen yfeH fue denominado pLGYFEH. A
continuacion el plasmido pLGYFEH fue digerido con BamHI y posteriormente
defosforilado, para ligarlo finalmente al casete lacZ (fig. 3.8.2). Esta ligacion se transformo
a la cepa HB101 de E. coli y se seleccionaron los clones resistentes a Ap y que formaban
colonias azules al estar suplementado el medio con X-Gal. Se aislé el ADN plasmidico de
los transformantes de color azul y se comprobd que la construccion era correcta por
analisis de restriccion: se hicieron digestiones unicas con los enzimas ECORI y BamHI, y
doble con los enzimas BamHI y Sall. La restriccion ECORI era muy importante para saber
si la orientacion del casete lacZ era la correcta para generar una fusion traduccional. Solo
podia ser la orientacién correcta si se liberaba un fragmento de 3,8 kb con la restriccion
EcoRI (fig. 3.8.2). El plasmido pLG338-30 que contenia la fusion traduccional del gen
yfeH y el casete lacZ fue denominado pLGYFEHLAC. En la figura 3.8.2 se muestra todo

el proceso de construccion de este plasmido.
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1. Digestion doble BamHI / Sall plasmido pLG338-30 y banda PCR CITBII-OSMTB

pLG338-30
Sall I BamHI sall BamHI

Pm yfeH
\ / 2. Ligacion

pLGYFEH
BamHI |.d BamHI

3. Digestion BamHI pLGYFEH vy casete lacZ

lacZ
BamHI | | BamHI

l 4. Ligacion

pLGYFEHLAC
Pm yfeH (711pb) lacZ (6,8 kb) pLG338-30 (4,9 kb)
Sall .f Sall
BamHI EcoRI (3 kb) BamHI
EcoRI

BamHI

pLGYFEHLAC EcoRI

pLG338-30

BamHI
EcoRI

Fig. 3.8.2. Esquema del proceso de formacion del plasmido pLGYFEHLAC. Se ha
destacado la posicion de las dianas utilizadas en el clonaje para comprobar la correcta
construccion del plamido.
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3.8.2 VALORACION DE LA ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA EN LAS CEPAS
TT1704 ¢ YFER2

Una vez construido el plasmido pLGYFEHLAC se transform¢ a las cepas TT1704
(yfeR") e YFER2 (yfeR") (apartado 3.7). Se valoré la actividad p-galactosidasa de cultivos
de las dos cepas crecidos en medio LB a diferentes osmolaridades, LB 0 M NaCl, LB y LB
0,5 M NaCl, para comprobar si ¢l gen yfeH, tal y como se habia observado para el gen
yfeR, respondia a la osmolaridad del medio. También se valoraron diferentes puntos de la

curva de crecimiento (fig. 3.8.3).

160
140 m 0 MNaCl
oLB
120
0 0,5 MNacCl
100
80

UMILLER

60

TT1704 YFER2 TT1704 YFER2 TT1704 YFER2 TT1704 YFER2

fase exponencial inicio fase 3 h estacionaria 24 h
estacionaria

Fig. 3.8.3. Actividad B-galactosidasa de las cepas TT1704 (pLGYFEHLAC) e YFER2
(pPLGYFEHLAC). Los cultivos crecieron en LB a diferentes osmolaridades y se escogieron
diferentes puntos de la fase de crecimiento: exponencial (DOgpp=0,5), inicio estacionaria
(DOgpo=1), 3 horas en estacionaria y 24 h desde el indculo inicial.

Los resultados obtenidos muestran un incremento de la expresion de la actividad B-
galactosidasa a medida que avanza la fase estacionaria. Sin embargo, los valores de
actividad entre las cepas TT1704 ¢ YFER2 son muy similares, por lo que se deduce que, en
las condiciones en las que se llevaron a cabo los experimentos la expresion del gen yfeH no
se ve afectada por la ausencia de la proteina YfeR. Asimismo, a diferencia del gen yfeR, la

expresion del gen yfeH no se induce especificamente en condiciones de baja osmolaridad.
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3.9 REGULACION DE LA EXPRESION DE yfeH

Una vez constatada la expresion dependiente de fase estacionaria del gen yfeH, y la
independencia del mismo de la regulacion por yfeR se decidio estudiar la expresion del gen
yfeH en la cepa TT1704 en toda una serie de condiciones de crecimiento para obtener

nuevos datos que ayudasen a definir la funcién de este gen.

3.9.1 FASE ESTACIONARIA

Se habia observado un incremento de la expresion del gen yfeH en fase
estacionaria, y se realizaron experimentos para analizar con mas detalle la expresion en

esta fase de crecimiento.

3.9.1.1 Dilucion de un cultivo en fase estacionaria en medio fresco

Como complemento a los estudios descritos en el apartado anterior, se analizd
también como afecta a la expresion del gen yfeH el paso de fase estacionaria a fase
exponencial. Para ello, se hizo una dilucion 1/10 de un cultivo en fase estacionaria en
medio rico fresco a diferentes osmolaridades (LB 0 M NaCl, LB y LB 0,5 M NacCl), puesto
que también se partid de tres cultivos a diferentes osmolaridades que llevaban a 37°C 24
horas. Se valor6 la actividad después de 1 h y 3h de incubacion a 37°C, comprobando que

¢ésta disminuia considerablemente, como se muestra en la figura 3.9.1.

180
160 -
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120
100
80
60
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20 \ 4
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—e— 0 M NaCl
—— | B

0,5 M NaCl

UMILLER

Oh 3h

1h
tiempo incubacion a 37°C

Fig. 3.9.1. Actividad B-galactosidasa de la cepa TT1704 (plGYFEHLAC) después de una
dilucion 1/10 de tres cultivos a diferentes osmolaridades en fase estacionaria. El tiempo 0 h
de incubacién a 37°C son los valores de actividad antes de la dilucién en medio fresco.
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3.9.1.2 Expresion de yfeH en una cepa rpoS

El gen rpoS en S. Typhimurium codifica para el factor ¢°, directamente implicado
en la expresion selectiva de un gran numero de genes en fase estacionaria. Como el gen
gen yfeH se inducia en fase estacionaria se decidid construir una cepa rpoS’, para analizar
su expresion en este fondo genético. Teniendo en cuenta que la cepa de S. Typhimurium
TT1704 es una derivada de la LT2, y por lo tanto esta atenuada para la expresion de rpoS
(Lee et al., 1995), también se valordo la expresion de la fusion del plasmido

pLGYFEHLAC en otra cepa salvaje de S. Typhimurium: ATCC 14028.

En primer lugar se transdujo con el bacteriofago P22 (apartado 2.3.2 de material y
métodos) la mutacion rpoS de la cepa C52 a las cepas TT1704 y ATCC 14028. Se
seleccionaron los transductantes resistentes a cloranfenicol y se obtuvieron las cepas
TTRPOS Y ATCRPOS, respectivamente. A continuacion se valoré la expresion de yfeH en
LB 0, 5 M NaCl en varios puntos de la curva de crecimiento, como se muestra en la figura

3.9.2.

250+
m fase exponencial
2004 O 3 h estacionaria
O24h P
o
S 150
=
o
100
504
0 ‘ ‘ -— ‘
TT1704 TTRPOS ATCC 14028 ATCRPOS
(PLGYFEHLAC) (pIGYFEHLAC) (pLGYFEHLAC) (pLGYFEHLAC)

Fig. 3.9.2. Actividad [-galactosidasa de las cepas TT1704 y ATCC 14028 y sus
correspondientes mutantes rpoS (TTRPOS y ATCRPOS), transformadas con el plasmido
pLGYFEHLAC. Los cultivos crecieron en LB 0,5 M NaCl y se escogieron diferentes
puntos de la curva de crecimiento: fase exponencial (DOg0=0,5), 3 h en fase estacionaria y
24 h desde el indculo inicial.

Como se puede observar en la figura 3.9.2 la actividad de las cepas mutantes rpoS,
aunque ligeramente inferior a las cepas salvajes, también se induce en fase estacionaria.

Asimismo, aunque los valores de actividad son ligeramente mas altos en la cepa ATCC
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14028, no se ve una diferencia significativa. Estos resultados sugieren que la expresion del

gen yfeH no esta bajo el control del factor ¢°.

3.9.2 pH BASICO

Como el pH del medio LB se alcaliniza en fase estacionaria y el gen yfeH se induce
precisamente en esta fase de crecimiento, se decididé comprobar si podia existir una
relacion directa entre el pH del medio y la induccion de la expresion del gen. Se habia
observado experimentalmente que el pH del medio LB a las 3 h desde la entrada en fase
estacionaria y a las 24 desde el inoculo inicial, puntos de la fase de crecimiento a las que se
solia valorar la actividad [-galactosidasa, era de aproximadamente 7,7 y 8.5,
respectivamente. Teniendo en cuenta este rango de pH, se valordé la actividad -
galactosidasa de la fusion yfeH::lacZ a lo largo de la curva de crecimiento en medio LB
0,5 M NaCl tamponado con 60 mM BTP (1,3-bis(tris(hidroximetil)-metilamino)propano)
(Dover et al., 1996), para conseguir un pH de 8 y 8,5 desde el momento del indculo inicial.
Se escogio LB 0,5 M NaCl porque los valores de actividad son ligeramente mas altos a
esta osmolaridad. El medio de cultivo tamponado se prepard anadiendo al medio LB el
volumen correspondiente para diluir 10 veces una soluciéon madre de BTP concentrada a
0,6 M. El pH se ajustd con HCI al valor deseado. En la grafica 3.9.3 se muestran los
valores de actividad de 3 cultivos a diferente pH en fase exponencial (DOgp=0,5) y entrada
en fase estacionaria (DOgp=1). No se muestran los valores de actividad en fase

estacionaria, ya que el pH del medio LB sin tamponar ya se habia alcalinizado.
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Fig. 3.9.3. Actividad [-galactosidasa de 1la cepa TT1704
pLGYFEHLAC en LB 0,5 M NaCl sin tamponar (control), a pH=8 y
pH=8,5, en fase exponecial (DOgy=0,5) e inicio fase estacionaria
(DO600:1).

Como se puede deducir de los datos de actividad mostrados en el grafico 3.9.3 no
hay una induccion de la expresion del gen yfeH en fase exponencial e inicio de estacionaria
al alcalinizarse el medio de cultivo. Sin embargo, no se puede concluir que no haya un
efecto combinado de fase estacionaria y pH basico en la induccion del gen en esta fase de

crecimiento.

Para profundizar mas en esta posible combinacidn de factores se someti6 un cultivo
en fase estacionaria a un choque a pH basico. El experimento se diseiid de la siguiente
forma: 4 cultivos crecidos en LB 0,5 M NaCl que llevaban en fase estacionaria 2 h, se
centrifugaron y se resuspendieron en el mismo volumen de un tampén dietanolamina-HCI,
apH 8,9, 9,5 y 10. También se incluy6 un cultivo control al que no se le realiz6 ninglin
tratamiento. El tampon dietanolamina- HCI se preparo6 de la siguiente forma: 25 ml de una
solucion 0,2 M dietanolamina + x ml de una soluciéon 0,2 N de HCI (tabla 3.9.1) + H,O

hasta un volumen final de 100 ml.
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Tabla 3.9.1. Volumen de 0,2 N HCI a afiadir a 25 ml de
dietanolamina 0,2 M para preparar 100 ml del tampon a
un pH determinado.

Tampon dietanolamina-HCI

pH | xmlde 0,2 N HCI
8 2295

8,9 | 13,55

9,5 |5)55

10 | 1,8

Se valoré la actividad B-galactosidasa de la cepa TT1704 (pLGYFEHLAC) de los
diferentes cultivos justo después de la resuspension y tras incubarlos 15 minutos a 37°C.
Segun los datos de la figura 3.9.4 parece que existe una correlacion entre el aumento de pH

del medio y la actividad.
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Fig. 3.9.4. Actividad B-galactosidasa de la cepa TT1704 (pIGYFEHLAC)
de cultivos crecidos en LB 0,5 M NaCl sometidos a un choque a pH
basico. Se distinguen los valores de actividad de los cultivos en el inicio
(justo después del choque) y a los 15 min tras una incubacion a 37°C.

3.9.3 pH ACIDO

El hecho de que el medio LB se basificara en fase estacionaria cuando precisamente
se inducia la expresion del gen yfeH, de la misma forma que podia plantear la hipotesis de

una inducciéon al aumentar el pH, se pensé que una acidificacion del medio de cultivo
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podia causar el efecto contrario: una represion del sistema. Para comprobar esta posibilidad
se valor¢ la actividad B-galactosidasa de la cepa TT1704 (pLGYFEHLAC) a lo largo de la
curva de crecimiento, en medio LB a diferentes osmolaridades tamponado con MES (2-(N-
morpholino) ethanesulfonic acid) 0,1 M a pH 5,5. Sin embargo, los datos de actividad
volvieron a repetir lo que ya se habia observado anteriormente: un aumento de la expresion
del gen en fase estacionaria (datos no mostrados). En este experimento, al medir el pH del
medio de cultivo a las 24 h desde el inoculo inicial, se comprobd que era de 6. Aunque este
pH esta por debajo de la neutralidad, no es excesivamente acido, por lo que se disefid6 un
nuevo experimento: un choque a pH 4cido a un cultivo en fase estacionaria. Se incubaron 4
cultivos a 37°C en LB 0,5 M NacCl (se escogid esta osmolaridad porque los valores de
actividad son mas altos), y después de 3 h en fase estacionaria se les adicion6 HCI a 3 de
ellos para bajar el pH a 4, 4,5 y 5. Se incubaron a 37°C durante 3 h, y se hicieron medidas
de actividad B-galactosidasa, recuento de células viables y medicion de pH, antes del
choque, y tras 1 y 3 h de incubacion a 37°C. En la figura 3.9.5 se muestra la progresion de
los valores de actividad después del choque. No se muestran los datos del cultivo a pH 4

porque el numero de células viables disminuy6 drasticamente tras la adicion de HCI.
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Fig. 3.9.5. Actividad [-galactosidasa de la cepa TT1704
(pLGYFHLAC) tras un choque a pH é4cido con HCI 1 M.

En la figura 3.9.5 se puede observar que los valores de actividad son més bajos en
el cultivo a pH 4,5 que en el control, manteniéndose en cambio practicamente iguales en el
cultivo a pH 5,5. En la tabla 3.9.2 se muestra la medicion del pH de los diferentes cultivos
tras el choque. A medida que aumenta el tiempo de incubacion también lo hace el pH de

todos los cultivos, manteniéndose mas acido en el cultivo a pH 4,5. Esta podria quizas ser
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la explicacion del estancamiento de los valores de actividad en este cultivo, por influencia
del pH acido.

Tabla 3.9.2. Medicion del pH del cultivo tras choque 4cido
con HCI 1 M.

pH medio de cultivo

Tiempo tras choque acido
Cultivo 1h 3h
Control 7,86 7,86
pH 4,5 4,71 6,06
pH S5 5.4 7,05

Tras este resultado de estancamiento de la actividad [-galactosidasa al disminuir el
pH del cultivo se planted otro experimento: disminuir el pH del medio como resultado de
la acumulacion de productos acidos tras una fermentacion de azicares. Para conseguirlo se
anadid glucosa a una concentracién de 10 g/l al medio LB a 0 M NaCl y 0,5 M NaCl. Se
valord la actividad [3-galactosidasa y se midi6 el pH del medio de cultivo 3 h después de
haber entrado en fase estacionaria. El pH del medio de cultivo era aproximadamente de 4,5
en los cultivos con exceso de glucosa. En la tabla 3.9.3 se puede observar que los valores
de actividad son claramente inferiores en los cultivos con exceso de glucosa, demostrando
que el pH 4cido del medio de cultivo provocado por la acumulacion de productos de la

fermentacion inhibe la expresion del gen yfeH.

Tabla 3.9.3 Actividad B-galactosidasa de la cepa TT1704 (pLGYFEHLAC) a
las 3 h en fase estacionaria de cultivos con exceso de glucosa a 10 g/l. Los
cultivos con exceso de glucosa presentaban un pH de 4,5, mientras que los
cultivos sin glucosa pesentaban un pH de aproximadamente 7,5.

U.MIILER

0M NacCl O0M NacCl 0,5M NaCl 0,5M NaCl
10g/1 glucosa 10g/1 glucosa

72 12.61 60 18
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3.9.4 ANAEROBIOSIS Y TEMPERATURA

Para crear las condiciones de anaerobiosis los cultivos se incubaron a 37°C
estaticamente en tubos de tapon de rosca completamente llenos. La actividad [3-
galactosidasa de la cepa TT1704 (pLGYFEHLAC) también se indujo en fase estacionaria
pero no existieron diferencias significativas ni por lo que hace referencia al efecto de la

presion parcial de oxigeno o de la temperaura (23°C).

3.9.5 LIMITACION DE FOSFORO

Una de las proteinas con las que YfeH presenta homologia (apartado 3.5.2) esta
descrita como una proteina que se induce tras un crecimiento con limitacion de fésforo
(Kragelund et al., 1997). Por esta razon se decidio realizar un crecimiento en los medios
MShiPCN y MSIoP (apartado 2.2.1 de material y métodos), este ultimo con una
concentracion de fosforo limitante para el crecimiento, y valorar la actividad [-
galactosidasa de la cepa TT1704 (pLGYFEHLAC) a lo largo de la curva de crecimiento.
En la figura 3.9.6 sélo se han representado los valores de actividad correspondientes a las 2
h en fase estacionaria y a las 24 h, ya que los de fase exponencial e inicio de estacionaria
eran muy bajos. Como se puede observar en la figura 3.9.6 la expresion del gen yfeH
presenta una mayor induccion en fase estacionaria al crecer en un medio con una

concentracion limitante de foésforo (MSIloP).
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Fig. 3.9.6. Actividad [-galactosidasa de la cepa TT1704
(pPLGYFEHLAC) en medio MShiPCN y MSIoP, a las 2h de entrada
en fase estacionaria y a las 24 horas.
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3.10 OBTENCION DE UN MUTANTE yfeH

Se decidio obtener un mutante del gen yfeH y estudiar su fenotipo, a fin de obtener
mas datos sobre la funcion de la proteina YfeH. El método de mutagénesis utilizado fue el

de mutagénesis dirigida por doble recombinacion (apartado 2.4.2 de material y métodos).

Para sintetizar por PCR una copia del gen yfeH con una delecion en pauta, se
disefiaron dos parejas de oligonucleodtidos (fig. 3.10.1) para las dos primeras reacciones
asimétricas de PCR. La pareja CTX-B y LYSRB (fig. 3.6.1) daban lugar a un fragmento de
1083 pb que incluia los 8 primeros tripletes completos del gen yfeH, la region intergénica
yfeH-yfeR, y el gen yfeR al completo. La pareja CTX-C y LIG-Smal amplificaba un
fragmento de 601 pb que incluia 321 pb desde el extremo 3 del gen yfeH y los 86 tripletes
finales del gen yfeH. Los oligonucleotidos CTX-B y CTX-C contenian una cola de 21 pb
complementarias que no existian en el gen. En estas dos primeras reacciones de PCR se
utilizd una concentracion de oligonucledtidos diferente a la habitual con una relacion 10:1
de los oligonucleodtidos externos (LYSRB, LIG-Smal) respecto a los internos (CTX-B,
CTX-C). La temperatura de hibridacion fue de 44°C para CTX-B-LYSRB y de 54°C para

la otra reaccion de PCR. El tiempo de hibridacion se alargd a 45°°.

- | _vfeH .:.I_l vfeR J
— «— = P
LIG- Smal CTX-C CTX-B LYSRB

LIG-Smal: 5 GGTGATTCCCGGGGAAGCGG 3’
CTX-C: 5° TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGTCTTTGTCGCCCGTAAATG 3’
CTX-B: 5> CCCATCCACTAAACTTAAACAGTCAAGGATACGAAAAAG 3’

Fig. 3.10.1. Esquema de la localizacion y secuencia de los oligonucledtidos utilizados en
las dos primeras reacciones de PCR. La secuencia complementaria de 21pb de los
oligonucledtidos CTX-C y CTX-B se muestra en negrita y subrayada. Las bases
modificadas en el oligonucledtido LIG-Smal para formar una diana Smal (subrayada) se
muestran sobre un fondo gris.

El producto de amplificacion de estas dos reacciones de PCR se utilizé como molde
de una nueva reaccion con los oligonucledtidos externos (LIG-Smal y LYSRB). De esta

forma las 21 pb homologas de los oligonucleotidos internos podrian hibridar creando una
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delecion de 717 pb, correspondientes a 239 aminoacidos de la proteina YfeH. En esta
reaccion de PCR no se obtuvo un unico fragmento de amplificacion, por lo que fue
necesario aislar por electroelucion a partir de un gel de agarosa la banda correspondiente,
de 1663 pb. A continuacion, este fragmento de ADN con la delecion del gen yfeH se
digerio con los enzimas Sall, diana interna del gen yfeR que elimin6 322 pb, y Smal, diana
presente en el oligonucleotido LIG-Smal. El fragmento resultante de esta digestion doble,
de 1341 pb fue ligado a un vector pKO3 digerido con estos mismos enzimas. La ligacion se
transformo a la cepa de E. coli HB101 y se seleccionaron los clones resistentes a Cm a
30°C. Para el escrutinio de transformantes que hubiesen incorporado el gen yfeH mutado se
utilizaron los oligonucleotidos CIT3 (fig. 3.7.2) y OSMTS5 (fig. 3.6.3). El plasmido

formado por el vector pKO3 mas la delecion en pauta del gen yfeH se denominé pKYFEH.

El plasmido pKYFEH se transformé a la cepa de S. Typhimurium TT1704 y se
sigui6 el protocolo de seleccion de mutantes detallado en el apartado 2.4.2. Primero se
sembrd a 42°C con Cm, para seleccionar la integracion del plasmido en el cromosoma
(primera recombinacion), y los resistentes se repicaron a 30°C con sacarosa 5% (p/v), para
seleccionar la escision del plasmido (segunda recombinacidon). De las colonias que
crecieron a 30°C con sacarosa pero eran sensibles a Cm se realizo una reaccion de PCR
con los oligonucleodtidos CIT3-OSMTS para comprobar que se hubiese delecionado el gen
yfeH. La amplificacion en la cepa TT1704 fue de 1027 pb y en el mutante yfeH de 330 pb,

como se muestra en la figura 3.10.2.

5 6 7 8

Fig 3.10.2. Gel agarosa TBE x 0,5 al 2% con algunas
reacciones de PCR del escrutinio de mutantes. Carril 1:
MPM X174 / Haelll; 2: cepa TT1704; carriles 3-6:
colonias resistentes a sacarosa y sensibles a Cm. Soélo la
colonia correspondiente al carril 6 tiene el gen yfeH mutado.
La mayoria de colonias sobre las que se hizo el escrutinio
tenian las dos copias del gen: salvaje y mutada.

Una vez obtenido el mutante yfeH, al que se le denomin6é YFEH, se comprobo que
la delecion fuera en pauta y evitar asi que afectara a la traduccion de genes a 3’ de yfeH.
Para hacerlo se secuenci6 el producto de PCR CIT3-OSMTS5 con estos mismos

oligonucledtidos. La secuencia obtenida se introdujo en el programa “ORF finder” del
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NCBI: la proteina YfeH pasé a tener 100 aminoécidos después de la mutagénesis (fig.

3.10.3)

1 atgaaactttttcgtatccttgactgtttaagtttagtggatggg
M KL FRI L DCL SL V DG
46 gtctttgtcgcccgtaaat gcggcett caat aaagccgacgaaat c
V F V ARKU CGFNIKAD E I
92 actattgtcttctgcggttcgaaaaaaagcct ggccaacgggatc
T 1 VF CGS KK S L A NG I
138 ccgatggccaatattctgtttccgacgt cagtgctgggtatgatg
P MANI L FPTSVL GMWM
184 gtattaccgct gat gat cttccaccagat ccaact gat ggt ctgc
v L PL MI FHQI QL MYVC
230 gcagggct ggcgcggcgcet acaaacgccagaccgagaagttacag
A GL ARRYKROQTEIKTLQ
276 gcgcagcaggaaagccgcgccgcgaaagctt aa
A Q Q E S RAAIK A *

Fig. 3.10.3. Traduccion de la proteina YfeH después de la mutagénesis utilizando el
programa ORF Finder del NCBI. Se muestra en negrita los 7 aminoacidos introducidos con
la mutagénessis, que sustituyen a 239 de la secuencia original.

3.11 CARACTERIZACION DEL FENOTIPO DEL MUTANTE yfeH

Una vez obtenido el mutante yfeH se realizaron experimentos para encontrar un

fenotipo que aportase nuevos datos sobre la funcion de la proteina YfeH.

3.11.1 SUPERVIVENCIA Y SALIDA DE FASE ESTACIONARIA

Los datos de actividad B-galactosidasa de la fusion yfeH::lacZ (apartado 3.9)
indican que la expresion del gen yfeH se induce en fase estacionaria. En una primera
aproximacion se analizé si el gen yfeH juega un papel significativo en la supervivencia de
S. Typhimurium en esta fase de crecimiento y en la capacidad para salir de ella, en

comparacion con la cepa salvaje.

* Después del crecimiento en medio LB a 37°C de la cepas TT1704 ¢ YFEH, a las
10, 24 y 48 horas desde el momento del indculo inicial se realizé un recuento de células
viables. Como se muestra en la tabla 3.11.1 no se observaron diferencias en el recuento de

células viables de ambas cepas en los puntos analizados.
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Tabla 3.11.1. Recuento de células viables (UFC/ml) de las cepas TT1704
e YFEH tras una incubacion a 37°C de 10, 24 y 48 horas.

incubacion a 37°C TT1704 YFEH
10h 2,7-10° 2,3:10°
24h 3,9-10° 3,9-10°
48 h 2,5:10° 2,5:10°

A partir de este mismo cultivo, incubado en agitaciéon a 37°C durante 48 horas, se
valoré la capacidad de reiniciar el crecimiento en medio rico fresco. Se hicieron dos
in6culos diferentes, con diluciones 1:50 y 1:25, y se siguié la DOg cada 15 minutos para
comprobar la capacidad de salida de fase estacionaria. Segun los datos de DOggp mostrados
en la figura 3.11.1 no se observaron diferencias en el tiempo de latencia antes de reiniciar

el crecimiento.

0,5 -
0,45 -
04 | —e—dil.1:25 TT1704
0.35 | —=— dil.1:25 YFEH
03 —a— dil. 1:50 TT1704
—s¢—dil. 1:50 YFEH

0,25
0,2

DOes0o

0,15 -

0,1
0,05

0 025 05 0,75 1 125 15 1,75 2 2,25

tiempo incubacion a 37°C (h)

Fig. 3.11.1. Seguimiento del crecimiento de cultivos de las cepas TT1704 e YFEH durante
el inicio de la fase exponencial. Se hicieron dos inoculos en medio LB fresco para cada
cepa, una dilucion 1:50 y otra 1:25 a partir de cultivos incubados previamente durante 48 h
a 37°C en medio LB.

e Al no observarse diferencias en el recuento de células viables a las 48 horas se
analiz6 la supervivencia de las dos cepas durante un periodo de tiempo mas largo: a partir
de cultivos crecidos en LB a 37°C durante 24 horas se realizé un recuento de células

viables, y a continuacion se incubaron los cultivos a temperatura ambiente y a 4°C,
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haciendo un recuento de células viables cada 48 horas. Después de 6 dias de incubacion a
estas dos temperaturas no se observaron diferencias en la supervivencia de las dos cepas

como se muestra en la figura 3.11.2.

1,0E+10
= 1,0E+09 - —e— T®amb. TT1704
9 —=®— T?amb. YFEH
?n —A— 4°C TT1704
2 1,0E+08 - —— 4°C YFEH

1,0E+07 ‘ ‘ |

0 2 4 6
tiempo incubacion (dias)

Fig. 3.11.2. Supervivencia de las cepas TT1704 e YFEH a temperatura ambiente y 4°C de
cultivos en fase estacionaria. El nimero de células viables se expresa como el log de las
UFC/ml y el tiempo de incubacion en dias.

* Teniendo en cuenta los valores de actividad B-galactosidasa de la fusion
yfeR::lacZ en medio MSIoP (limitacion de P), en los que se observaba una induccion de la
expresion de yfeH en comparacion con el medio MShiPCN, se realiz6 un experimento de
supervivencia en estos dos medios. Para hacerlo se incubaron cultivos a 37°C de las cepas
TT1704 ¢ YFEH en medio MSloP y MShiPCN durante 8 dias, haciendo un recuento de
células viables cada 24 horas. No se encontraron diferencias entre las dos cepas. También
se determind la capacidad de salida de fase estacionaria de los diferentes cultivos con
in6culos 1:50 en medios LB y MShiPCN, y se siguié la DOgyy hasta que se reinicio el
crecimiento. No se apreciaron diferencias en la fase de latencia de las dos cepas, ni en los

cultivos provenientes del medio MSIoP ni en los del MShiPCN.

* Dentro de este grupo de experimentos encaminados a encontrar algin fenotipo en
fase estacionaria se realiz6 un experimento de supervivencia relacionado con las citocromo
oxidasas. Una de las entradas en las bases de datos del homologo de la proteina YfeH en
E. coli la describe como una hipotética citocromo oxidasa. Mutantes de la citocromo d
oxidasa de E. coli, la cual se expresa preferentemente en condiciones de microaerofilia y
fase estacionaria, presentan un defecto de salida de fase estacionaria dependiente de

temperatura (Siegele et al., 1996). Para determinar este fenotipo caracteristico de los
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mutantes CydC en la literatura consultada, se realiz6 un calculo del indice EOP (“efficiency
of plating”), numero resultante del cociente UFC/ml 37°C / UFC/ml 25°C. En las cepas
mutantes de esta citocromo oxidasa el indice es mucho menor a 1, dado que les cuesta salir
de fase estacionaria a 37°C, pero no a 25°C. A partir de cultivos de las cepas TT1704 e
YFEH crecidos en medio minimo NCE, e incubados a dos temperaturas diferentes, 37°C y
25°C, se hizo un recuento de células viables a las 48 h para calcular el indice EOP. Los
recuentos de los cuatro cultivos se sembraron en dos medios diferentes, medio minimo
NCE y medio rico LB, y fueron incubados a 37°C y 25°C durante 48 h. En la tabla 3.11.2

se puede observar que el indice EOP fue el mismo para las dos cepas.

Tabla 3.11.2. Calculo del indice EOP de cultivos incubados a 25°C y 37°C durante 48
horas en medio NCE de las cepas TT1704 e YFEH. Los recuentos de viables se sembraron
en medio minimo (NCE) y medio rico (LB).

OF : :
Temperatura TT1704 YFEH
incubacion cultivo NCE LB NCE LB
25°C 1,2 0,96 1,15 0,98
37°C 0,96 1,06 0,98 1

3.11.2 RESISTENCIA A COMPUESTOS TOXICOS

La busqueda de dominios conservados de la proteina YfeH (apartado 3.5.2)
permite relacionarla con proteinas transportadoras de &cidos biliares o compuestos
derivados del arsénico, ambas sustancias toxicas para la célula. En este contexto se penso
que la proteina YfeH podria tener una relacion directa o indirecta en el transporte de estos

compuestos o bien de otras sustancias toxicas para la célula.

3.11.2.1 Antibidticos

Para evaluar la resistencia a antibioticos de la cepa YFEH en comparacion con la
cepa TT1704, se realiz6 un ensayo en medio liquido para determinar la concentracion

minima inhibitoria (MIC) a partir de cultivos en fase estacionaria. En la tabla 3.11.3 se
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muestran los antibidticos ensayados y el rango de concentraciones analizadas de cada uno.
No se encontraron diferencias entre las dos cepas en la resistencia a los antibidticos

ensayados.

Tabla 3.11.3. MIC liquida de los antibidticos ensayados para las

cepas TT1704 e YFEH.
Antibidtico Concentracion (pg/ml)
Ampicilina 0-10
Kanamicina 25-100
Cloranfenicol 1-5
Tetraciclina 2,5-10
Estreptomicina 100-175
Espectinomicina 125-225
Ac. Nalidixico 20-80
Rifampicina 50-100

3.11.2.2 Sales biliares

* A partir de cultivos incubados en medio LB a 37°C en fase estacionaria (16-18 h),
se repartieron 10 ml en tubos que contenian ya los 4cidos biliares (Bile bovine acids 50%,
Sigma) para ensayar la resistencia a diferentes concentraciones: 100, 200 y 400 mg/ml. De
esta forma se queria comprobar como podia afectar un cambio a un medio con elevadas
concentraciones de 4cidos biliares a un cultivo en fase estacionaria, condiciones en las que
la expresion de yfeH es maxima. Inmediatamente se hizo un recuento de células viables y
se incubaron a 37°C los diferentes tubos con estas tres concentraciones para las dos cepas,
haciendo un recuento de células después de 3 y 6 horas de incubacion. Como se muestra en
la figura 3.11.4 no se encontraron diferencias en el recuento de células viables entre las dos
cepas. No se muestran los viables de los cultivos con 100 mg/ml de acidos biliares porque

sus valores coincidieron con los de los cultivos control.
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Fig. 3.11.4. Resistencia a acidos biliares de cultivos en fase estacionaria de las cepas
TT1704 e YFEH. Se muestran los recuentos de viables como el log UFC/ml y el tiempo de
incubacidn a 37°C tras la adicion de los acidos biliares en horas.

* MIC sdlida: a partir de cultivos de las cepas TT1704 e YFEH en fase estacionaria
en medio LB a 37°C se sembr6 un banco de diluciones en placas de LB agar con diferentes
concentraciones de sales biliares (0-5-10-15-20 mg/ml) para determinar si habia
diferencias en la concentraciéon minima inhibitoria en medio sélido. Después de 24 horas
de incubacion a 37°C se hizo un recuento de células viables observando también la

morfologia colonial. No se observaron diferencias entre las dos cepas (tabla 3.11.4).

Tabla 3.11.4. MIC solida de sales biliares de las cepas TT1704 ¢ YFEH expresada en %
de supervivencia respecto al recuento de células viables de las placas sin sales biliares.

MIC solida (% supervivencia)

0 mg/ml | S mg/ml | 10 mg/ml | 15 mg/ml | 20 mg/ml
TT1704 100 62 13 14 4
YFEH 100 54 14 14 3
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3.11.2.3. Resistencia a arsenato/arsenito

A partir de cultivos en fase estacionaria de las cepas TT1704 e YFEH (16-18 h de
incubacién) en medio LB a 37°C se sembr6 un banco de diluciones en placas de LB agar
con diferentes concentraciones de arsenato (12,5-25-50-100 pg/ml) y arsenito (2,5-5-10-20
Hg/ml). Se incubaron las placas a 37°C durante 48 horas y se realizoé un recuento de células
viables, observando también la morfologia y el tamano colonial. La concentracion minima
inhibitoria (MIC) fue la misma para las dos cepas: 100 pg/ml y 20 pg/ml para arsenato y

arsenito, respectivamente.

3.11.3 ANALISIS DEL PATRON DE PROTEINAS DE MEMBRANA DE LA CEPA
YFEH

Con independencia de la funcion de la proteina YfeH los datos obtenidos del
analisis de su secuencia (apartado 3.5.2) sugieren que YfeH es una proteina de membrana.
Al obtener el mutante YFEH se decidio aislar las proteinas de membrana externa e interna
(apartado 2.7.1.1 de material y métodos) en comparacion con la cepa salvaje, para
examinar la posibilidad de un cambio en el patrén electroforético, dada la ausencia de la
proteina YfeH. Se aislaron las proteinas de membrana de cultivos de las cepas TT1704 e
YFEH crecidos en LB a 37°C en fase exponencial (DOgp=0,5) y estacionaria. Los
extractos se analizaron en geles de poliacrilamida al 10% (apartado 2.7.3.1). No se observo

ningun cambio en el patrdn electroforético.
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3.12 LA PROTEINA YfeR INTEGRADA EN UNA RED DE
REGULACION GLOBAL

3.12.1 ANALISIS COMPARATIVO POR ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL
DEL PROTEOMA DE LAS CEPAS TT1704 E YFER(pLGYFER) (yfeR"), YFER E
YFER(pIG338-30) (yfeR)

Hasta el momento no se habian podido obtener datos experimentales que
demostrasen una regulacion del gen yfeH por parte de la proteina YfeR (apardado 3.8).
Asimismo, el gen yfeH no presentaba una regulacion transcripcional dependiente de
osmolaridad, a diferencia del gen yfeR, su tedrico regulador LysR. En base a estas razones
se estudio la posibilidad de que la proteina YfeR, al igual que sucede con otras proteinas

LysR, regulase la expresion de otros genes alternativos al adyacente.

La aproximacion que se realizé fue la de analizar los extractos celulares mediante
geles de dos dimensiones (2D). Se obtuvieron extractos celulares (apartado 2.7.1.3 de
material y métodos) a partir de cultivos de las cepas TT1704, YFER, YFER (pLG338-30) e
YFER (pLGYFER). La primera dimensién consistid en un isoelectroenfoque de las
proteinas utilizando un rango de anfolitos de 3-10 (apartado 2.7.3.1.2). En la segunda
dimension, se separaron las proteinas por el tamafio molecular mediante un gel de
poliacrilamida al 12% en Tris-Glicina-SDS (apartado 2.7.3.2.2). Posteriormente los geles

se tifieron con nitrato de plata (apartado 2.7.3.4.2).

En la figura 3.12.1 (A,B,C,D) se muestran los geles obtenidos para cada extracto,
obtenidos a partir de cultivos crecidos hasta una DOgg= 0,7 (fase exponencial) en LB 0 M

NaCl, condiciones en las que se induce la expresion del gen yfeR.

Para el analisis de las imdgenes y la comparacion de los geles se utilizé el programa
ImageMaster v 3.0 de Amersham Biosciences. Se observaron algunos “spots” diferenciales
entre las cepas TT1704 e YFER, pero en ninglin caso fueron diferencias de ausencia o
presencia, sino de nivel de expresion. Los “spots” sobreexpresados en la cepa TT1704

respecto a la cepa YFER se han marcado con un circulo (fig. 3.12.1.A), y los
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sobreexpresados en la cepa YFER con un cuadrado (fig.3.12.1.B). Estas diferencias
también se observaron en los geles obtenidos a partir de las cepas YFER (pLG338-30)
(fig.3.12.1.C), con el mismo patrén de expresion que la cepa YFER, y en la cepa YFER
(pLGYFER) (fig. 3.12.1.D), que al contener el gen yfeH entero clonado en un plasmido
pLG33830 complementa la mutacion, y por lo tanto presenta el mismo patrén de expresion

proteica que la cepa TT1704.
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Fig 3.12.1.A. Analisis electroforético mediante 2D-PAGE de un extracto celular de la cepa TT1704.
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Fig 3.12.1.B. Analisis electroforético mediante 2D-PAGE de un extracto celular de la cepa YFER.
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Fig 3.12.1.C. Andlisis electroforético mediante 2D-PAGE de un extracto celular de la cepa YFER (pLG338-30).
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Fig 3.12.1.D. Analisis electroforético mediante 2D-PAGE de un extracto celular de la cepa YFER (pLGYFER).



Resultados 143

’.‘
.‘

-

YFER

o

B 4

YFER (pLG338-30)

TT1704 YFER

>

YFER (pLGYFER) YFER (pLG338-30)

E.

« 8

TT1704 YFER

e e

YFER (pLG338-30)

YFER (pLGYFER)

TT1704

‘.

l-—-

YFER (pLG338 -30)

YFER (pLGYFER)

D.

TT1704 YFER

YFER (pLGYFER)

YFER (pLG338-30)

© TT1704 © YFER

e -

:

- -
-

YFER (pLGYFER)  YFER (pLG338-30)

Fig. 3.12.2. Region ampliada de los “spots” diferenciales numerados en la figura anterior.
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Todos los “spots” marcados en las figuras 3.12.2.A y B se recortaron de los geles,
se digirieron con tripsina para analizar los espectros obtenidos por MALDI-TOF, y en caso
de no obtener resultados, por CUT-OFF. Tanto la tripsinizacion como los posteriores
analisis fueron realizados en la Unitat de Protedomica dels Serveis Cientifico-Técnics de la
Universitat de Barcelona.

De las proteinas analizadas fue posible identificar dos, que se han marcado con un

numero en los geles correspondientes y se describen a continuacion en la tabla 3.12.1:

Tabla 3.12.1. Proteinas identificadas mediante los analisis por MALDI-TOF Y CUT-OF
de los “spots” obtenidos en los geles de 2D-PAGE de las cepas TT1704 ¢ YFER.

N° Proteina identificada/Gen M, N° Acceso
spot (kDa)/pl SwissProt
1 “Heat-shock protein A” IbpA/ibpA 15,7/5,57 Q7CPF1
2 Regulador transcripcional de respuesta a 18,9/8,9 P37403

leucina Lrp/Irp

Una de las proteinas identificadas es IbpA que, como se puede observar en la figura
3.12.2 (A), se encuentra mas expresada en la cepa TT1704 que en YFER. No se ha
comprobado experimentalmente la funcidon de esta proteina en S. Typhimurium, pero si la
de su homologa en E. coli. El gen ibpA se encuentra conjuntamente con el gen ibpB
formando parte de un operén. IbpA y IbpB son proteinas de 16 kDa pertenecientes a la
familia de las sHsps (“small heat shock proteins™). Se asocian con proteinas enddgenas de
Escherichia coli que forman agregados tras un choque por temperatura (Laskowska et al.,
1996). Recientemente se ha comprobado que también estdn implicadas en la proteccion

frente a un estrés por superoxidos (Kitagawa et al., 2000).

Otra de las proteinas identificadas es Lrp (“leucine-responsive regulatory protein”)
que, como se puede observar en la figura 3.12.2 (B) se expresa més en la cepa YFER que
en TT1704. Lrp es un regulador global implicado en la modulaciéon de una gran variedad
de funciones metabdlicas, incluyendo el catabolismo y anabolismo de aminodcidos asi

como la sintesis del “pili”.
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3.12.2 EFECTO DE LA MUTACION yfer SOBRE LA EXPRESION DE LOS
GENES ibpAy Irp

Como en el analisis de protedmica del mutante yfeR descrito en el apartado anterior
fueron identificadas las proteinas IbpA y Lrp por su expresion diferencial entre las cepas
TT1704 e YFER, se comprobo si la cantidad de proteina era el reflejo de una transcripcion
diferencial. Para hacerlo se utiliz6 el método de la RT-PCR, descrito en el apartado 2.6.4.2

de material y métodos.

En primer lugar se aislo el ARN de las cepas TT1704 ¢ YFER mediante el Kit de
Qiagen (apartado 2.6.1.2 de material y métodos) en las mismas condiciones de crecimiento
en las que se obtuvieron los extractos para los geles 2D: en LB 0 M NaCl y a DOgyp=0,7.
Después del aislamiento se realizé un tratamiento con DNasa para eliminar posibles restos
de ADN, y se cuantifico espectofotométricamente la cantidad de ARN (apartados 2.6.4.1 y
2.6.1.3, respectivamente). A continuacion, se busco la concentracion de ARN apropiada
que no saturase la reaccion de RT-PCR, utilizando para cada gen oligonucleo6tidos
especificos de su secuencia de ADN, descritos en la figura 3.13.1. La cantidad de ARN
adecuada para medir la transcripcion de ibpA fue de 12,5 ng y en el caso de Irp de 3ng. En
las reacciones de RT-PCR ademas de un control para demostrar la inexistencia de ADN en
la muestra (inactivacion de la retrotranscriptasa durante 10 minutos a 95°C), se incluyo un

control interno con el RNA 168, para asegurar la calidad del ARN.

IBPAS: 5° CTTTGATTTATCCCCGCTGTA 3’
IBPA3: 5° CGATACGGCGCGGTTTGTT 3’
LRPS: 5° CCCTGGCAAAGATCTCGAC 3’
LRP3: 5° ACCTCTTCCATCACTACGTAA 3’
16SR: 5’ TTCCTCCAGATCTCTACGCA 3’
16SF: 5’ CCTCAGCACATTGACGTTAC 3’

Fig. 3.13.1. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados en Ia
reaccion de RT-PCR. IBPAS e IBPA 3 para el gen ibpA; LRP5 y
LRP3 para el gen Irp; y 16SR y 16SF para el gen del RNA 16S.

En el analisis por RT-PCR de la transcripcion de los genes ibpA y Irp, sélo se
encontraron diferencias entre la cepa TT1704 ¢ YFER para el gen ibpA. Ademas esta

transcripcion diferencial (figura 3.13.2) se correspondia con la cantidad de proteina: mayor
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transcripcion del gen ibpA en la cepa TT1704 respecto a la cepa YFER y mayor cantidad
de proteina (fig. 3.12.2 apartado anterior).

Fig. 3.13.2. Producto de amplificacion del analisis por RT-
PCR del gen ibpA (A) y el gen del ARN 16S (B) en las
cepas TT1704 (carril 1) y YFER (carril 2).

En cambio para el gen Irp no se encontraron diferencias en el nivel de

transcripcion, usando el sistema de RT-PCR.

3.12.3 RELACION ENTRE LOS GENES ygdP e yfeR
3.12.3.1 Antecedentes

Una vez obtenida la coleccién de cepas osmoreguladas mediante la insercion del
transposon MudJ, descritas en el primer apartado de antecedentes, se realizé una segunda
mutagénesis mediante Tn10dCam. El objetivo de este nuevo proceso de mutagénesis era
identificar mediante la insercion del transposon genes cuyos productos estuviesen
implicados en la represion de la expresion génica a elevada osmolaridad de los genes
mutados anteriormente con las fusiones génicas lacZ. Asi, en el proceso de seleccion de
mutantes por insercion de Tn10dCam se escogieron las cepas que presentaban color azul
(Lac") en placas con X-Gal a elevada osmolaridad (0,5 M NaCl), ademas de ser resistentes
a Km (marcador de MudJ) y Cm (marcador del Tn10dCam). De esta forma se obtuvo la
cepa mutante YFER-F, que presentaba una desregulacion de la expresion del gen yfeR a

elevada osmolaridad (Polo, 2000)

En la valoracién de la actividad B-galactosidasa en medio liquido LB a baja y alta
osmolaridad (0 M NaCl y 0,5 M NaCl, respectivamente), se obtuvieron valores de
actividad de la cepa YFER-F tres veces mas altos que en la cepa YFER en las dos
osmolaridades. Estos resultados demostraron que la expresion del gen yfeR sufria una

desrepresion en la cepa YFER-F, aunque parecia independiente de la osmolaridad.
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Con el objetivo de identificar el gen afectado por la insercion del Tn10dCam en la

cepa YFER-F Eva M. Urés (2003) se propuso clonar y secuenciar dicho gen.

Después del clonaje en el cosmido pLA2917 y la posterior secuenciacion con
oligonucleotidos de los extremos del Tn10dCam, se identifico el gen mutado por la
insercion del transposon. Se trata del gen ygdP de S. Typhimurium, que codifica para una
proteina miembro de una subfamilia de hidrolasas Nudix, que actian sobre los
dinucleodsidos polifosfatos: diadenosina tetrafosfato (ApsA), diadenosina pentafosfato
(ApsA), y diadenosina hexafosfato (ApsA). Se ha demostrado que los mutantes ygdP
presentan un incremento en la concentracion intracelular de ApsN, y la pérdida de su

capacidad de invasion (Ismail et al., 2003).

Una vez conocida la identidad de la insercion de Tn10dCam en la cepa YFER el

doble mutante YFER-F se denomind YFERYGDP.

3.12.3.2 Analisis del patrén de proteinas de los mutantes ygdP, yfeR ygdP y Irp

Al relacionar la proteina YfeR con procesos de regulacion global que implican
también a las proteinas Lrp e IbpA se decidido también considerar la posibilidad de que
existiese un nexo entre el sistema ygdP, el acimulo de dinucledsido tetra o pentafosfato y
los sistemas IbpA y Lrp. Es importante mencionar que el acumulo de dinucledsidos tetra o
pentafosfato ha sido asociado a respuesta a diferentes tipos de situaciones de estrés celular.
Como se explica en el apartado anterior la mutacion ygdP provoca un aumento de la
expresion del gen yfeR tanto a baja como a elevada osmolaridad. El analisis de expresion
de extractos celulares en geles de poliacrilamida de la cepa YFER (apartado 3.12) no
mostrd diferencias respecto a la cepa TT1704. Teniendo en cuenta la relacion entre las
proteinas YgdP e YfeR se decidio relizar un andlisis comparativo por electroforesis
unidimensional de las cepas TT1704, YFER, YFERYGDP (doble mutante yfeR ygdP) ¢
YGDP (mutante ygdP, obtenido por transduccion con P22 a la cepa TT1704). Como en el
analisis comparativo por electroforesis bidimensional (apartado 3.12.1) se observd que la
proteina Lrp se sobreexpresaba en un fondo genético yfeR", se quiso comprobar si en
extractos obtenidos a partir de una cepa Irp” se producia alguna variacion en el patron
electroforético que estuviese relacionado con YfeR . Por ello, también se incluyeron en el

experimento una cepa mutante para el gen Irp (SV4280) y su cepa isogénica (ATCC
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14028). Los cultivos se incubaron a 37°C en LB OM NaCl y se recogieron en fase
exponencial (DOgyp=0,5).

Como se muestra en la figura 3.13.1 los patrones electroforéticos de las cepas
TT1704 e YFER son iguales. En cambio, se observa tanto en la cepa YFERYGDP como
en la cepa YGDP la sobreexpresion de una proteina, diferentes entre ellas, en comparacion
con el resto de cepas. Por otro lado en la cepa mutante Irp (SV4280), también se observa la

sobreexpresion de la misma proteina que en la cepa YFERYGDP.

A.
[T
S
<t [«
T L 2 e . B B.
|, £ B B B g % A
= o> > = X 5 S}
y— = =2 E = oog
. E B 2 B8 € %
o= = = X5
95 kDa - e W
51kDa ;;&lgmw
- - -
EEERE"

Fig. 3.12.1. Anadlisis electroforético de extractos con 20 Hg de proteina en geles de
poliacrilamida al 10% tefilddos con azul de Coomassie. Cepas TT1704, YFER,
YFERYGDP, YGDP, 14028 y SV4280. Carril 1: marcador de pesos molecular pretefiido.
Las figuras A y B son los mismos extractos pero en A se observan todos los rangos de peso
molecular; y en B se ve ampliada la regiéon comprendida entre las bandas 51 kDa y 95 kDa
del marcador de pesos molecular preteiido, ademas de que el gel corri6 més para ampliar
la resolucion de la zona. Se ha marcado con una flecha discontinua la proteina
sobreexpresada en el mutante ygdP (YGDP); con una flecha continua la sobreexpresada en
el doble mutante yfeR ygdP (YFERYGDP) y en el muante Irp (SV4280).

Se recortaron las bandas sefialadas en la figura 3.13.1 del gel de poliacrilamida con
el fin de identificarlas. Se digirieron con tripsina y los espectros obtenidos se analizaron
por MALDI-TOF, y en caso de ser necesario por CUT-OFF. Tanto la tripsinizacién como
los posteriores analisis fueron realizados en la Unitat de Proteomica dels Serveis
Cientifico-Tecnics de la Universitat de Barcelona. La proteina sobreexpesada en la cepa

YGDP result6 ser FliC, la flagelina de fase I, de 489 AAs y un peso molecular de 51.210
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Da. Esta proteina es la subunidad estructural que polimeriza para formar los filamentos del

flagelo.

La proteina sobreexpresada en las cepas YFERYGDP y SV4280 fue identificada
como FIjB, o flagelina de fase II, de 505 AAs y un peso molecular de 52.404 Da. Esta
proteina también es la subunidad estructural del flagelo. Todas las especies de Salmonella
tienen dos genes, en diferentes localizaciones del cromosoma, que codifican para la
proteina que forma el filamento del flagelo, la flagelina. FliC y F|jB estan altamente
conservadas en sus extremos amino y carboxi terminal, y es la parte central de la secuencia
lo que les da distinta antigenicidad (Okazaki et. al, 1993). Cabe sefalar que las diferencias
en el patron electroforético respecto a las flagelinas no son de presencia o ausencia: en
todas las cepas se observan tanto FliC como FIjB, pero en la cepa YGDP se sobreexpresa
la flagelina de fase I FliC, mientras que en las cepas YFERYGDP y SV4280 se
sobreexpresa la de fase II, FIjB.

3.12.3.3 Regulacion de la expresion del gen ygdP segtin la osmolaridad del medio

Dado que el gen yfeR esta osmoregulado y en el mutante ygdP hay un aumento de
la expresion de yfeR, se decidi6 analizar la expresion del gen ygdP segiin la osmolaridad
del medio por RT-PCR (apartado 2.6.4). Con esta finalidad se aislo el ARN de la cepa
TT1704 mediante el Kit de Qiagen (apartado 2.6.1.2) en fase exponencial (DOgyo=0,7) de
cultivos crecidos en LB OM NaCl y LB 0,5M NaCl. La concentracion de ARN apropiada
para no saturar la reaccion de RT-PCR fue de 100 ng.

En la figura 3.12.2 se muestran los oligonucledtidos utilizados en la reacccion de

RT-PCR.

YGDPS: 5° GATTGATGACGATGGCTACC3’
YGDPDOWN: 5’ CCTCTTTTACGTCGATAAGCA 3’

Fig. 3.12.2. Oligonucleotidos especificos del gen ygdP utilizados en la
reaccion de RT-PCR

Como se puede observar en la figura 3.12.3 la expresion del gen ygdP en fase

exponencial en la cepa TT1704 es mayor cuando la osmolaridad del medio es elevada (LB
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0,5 M NaCl), es decir, se reprime a baja osmolaridad (LB OM NaCl), modelo de
regulacion contrapuesto al observado para el gen yfeR. Estos resultados son coherentes con
el hecho de que la pérdida de la funcién de, y por lo tanto, el acimulo de ApnA,

incrementa la expresion de yfeR de forma diferencial a alta y baja osmolaridad.
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Fig. 3.13.2. Producto de amplificacion del analisis por RT-
PCR del gen ygdP(A) y el gen del ARN 16S (B) en la cepa
TT1704 crecida en LB OM NaCl (carril 1) y LB 0,5M
NaCl (carril 2).



