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Resumen

El sistema de reparacién de emergencia o sistema SOS es una respuesta génica global muy
extendida dentro del dominio Bacteria. Esta respuesta se induce en presencia de lesiones en el
DNA y permite la reparacion del material genético y la supervivencia celular. El sistema SOS
estd constituido por mas de 40 genes, entre los cuales se encuentran los genes que codifican
las proteinas reguladoras del sistema, LexA (represor transcripcional) y RecA (proteina
activadora). En condiciones no lesivas para el DNA, LexA se encuentra unido al promotor de los
genes del sistema SOS inhibiendo su expresion. Sin embargo, la presencia de lesiones en el
DNA da lugar a la aparicion de DNA de cadena sencilla (ssDNA), el cual es reconocido por la
proteina RecA. La interaccidon entre RecA y el ssDNA genera un cambio conformacional en esta
proteina, de tal modo que adquiere su conformacién activada, RecA*. En este estado, RecA*
promueve la autohidrdlisis de LexA y, por lo tanto, la induccién del sistema SOS, permitiendo la
expresion de los genes del reguldon. Muchos de estos genes participan en procesos de
reparacion, recombinacién y control de la division celular, asociados a la superacién de las
lesiones y la supervivencia de la célula. Sin embargo, otros muchos procesos celulares estan
asociados a la activacién de la respuesta SOS, entre los cuales se encuentran la induccion del
ciclo litico de profagos residentes, la expresién de toxinas, la expresién y diseminacién de
resistencias a antibidticos y la transferencia horizontal de islas de patogenicidad y elementos
conjugativos. Todo ello sugiere la implicacidon del sistema SOS en el desarrollo del proceso
infectivo. Asimismo, mutantes defectivos en el gen recA de diversos patégenos bacterianos
son atenuados, demostrando la importancia de la proteina activadora del sistema en la
virulencia. Sin embargo, ademas de actuar como activadora del sistema SOS, RecA es la
principal responsable de los procesos de recombinacidn homéloga. Esta doble funcién de la
proteina RecA ha impedido establecer si es la incapacidad para inducir la respuesta SOS o la
incapacidad para realizar recombinacion homodloga la responsable de la atenuacion de los
mutantes defectivos en recA. Por este motivo, el objetivo principal de este trabajo ha sido
determinar el papel del sistema SOS y de la proteina RecA en el proceso infectivo de
Salmonella enterica sv. Typhimurium (S. Typhimurium), uno de los principales agentes causales

de toxiinfeccion alimentaria a nivel mundial.

Con este fin, se determind la capacidad infectiva en el modelo murino de distintas cepas
mutantes de S. Typhimurium: i) un mutante /exA3(Ind’) incapaz de inducir la respuesta SOS, ii)
un mutante recAo6869 con un nivel de expresién de recA equivalente al de la cepa salvaje con
el sistema SOS inducido, y iii) un doble mutante recAo6869 lexA3(Ind’) incapaz de inducir la
respuesta SOS pero con un nivel de expresidn de recA equivalente al de la cepa salvaje con el
sistema SOS inducido. Los resultados obtenidos demuestran que, cuando la inoculacion se
realiza por via intraperitoneal, ninguno de los mutantes sufre defectos en su capacidad
infectiva. Sin embargo, cuando la inoculacidn se realiza por via oral, los mutantes que
sobreexpresan el gen recA presentan una capacidad infectiva significativamente inferior a la de
la cepa salvaje. Estos datos demuestran que, durante la etapa gastrointestinal de la infeccién

por S. Typhimurium, es necesario el mantenimiento de unos niveles basales de expresién de
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recA, ya que la sobreexpresion de dicho gen y, por lo tanto, el incremento en la concentracién

intracelular de proteina RecA alteran la capacidad infectiva de este microorganismo.

La sobreexpresién de recA debida a la presencia de la construccién recAo6869 en el
cromosoma de S. Typhimurium no comporta alteraciones en la induccién del resto de genes
del sistema SOS ni deficiencias en el crecimiento. Tampoco origina un incremento en la
sensibilidad frente a las lesiones causadas por las sales biliares, los entornos acidos o la luz
ultravioleta. Sin embargo, en concordancia con los resultados obtenidos en los ensayos de
virulencia por via oral, los mutantes portadores de la mutaciéon recAo6869 presentan un
descenso en su capacidad para invadir células epiteliales y una menor capacidad para
traspasar el epitelio intestinal. Asimismo, estos mutantes son incapaces de desplazarse
mediante movimiento en enjambre (o swarming), un movimiento poblacional sobre
superficies semisdlidas asociado a la capacidad de numerosos patégenos, entre ellos S.
enterica, para invadir tejido epitelial. Todos estos datos justifican el defecto en la capacidad

infectiva observado en los mutantes recAo6869.

Los resultados obtenidos en este trabajo a partir del estudio de la relacién existente entre la
sobreexpresion de recA y el movimiento en enjambre demuestran también que la induccién de
la respuesta SOS inhibe el swarming en S. Typhimurium a través de la expresién masiva de
recA. Asimismo, se ha determinado que, en este patdgeno, la proteina RecA interacciona con
la proteina CheW, uno de los componentes del sistema de quimiotaxis asociado a la regulacién
del movimiento en enjambre. Del mismo modo, los datos obtenidos también demuestran que
la capacidad de los mutantes recAo6869 para desplazarse mediante swarming sélo se recupera
mediante la sobreexpresion de cheW, lo que indica la necesidad de un equilibrio entre las
concentraciones intracelulares de las proteinas RecA y CheW, esencial para el movimiento en

enjambre en S. Typhimurium.

En consecuencia, los resultados expuestos en este trabajo incrementan la lista de procesos
celulares conocidos que se asocian al sistema SOS y confieren una nueva funcién a este
sistemay a la proteina RecA como reguladores del movimiento poblacional en S. Typhimurium.
De este modo, la induccion de la respuesta SOS en entornos lesivos para el DNA inhibe el
movimiento en enjambre de este patdogeno e impide el acercamiento de las células a entornos
con concentraciones mayores de compuestos lesivos. Se demuestra asi que el sistema SOS no
participa Unicamente en procesos de reparacién de las lesiones en el DNA, sino que también
previene la produccién de dichas lesiones mediante el control del desplazamiento celular

poblacional.
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Resum

El sistema de reparacié d’emergencia o sistema SOS és una resposta génica global ampliament
distribuida dins del domini Bacteria. Aquesta resposta s’indueix en presencia de lesions en el
DNA i permet la reparacié del material genetic i la supervivéncia cel-lular. El sistema SOS esta
constituit per més de 40 gens, dins dels quals es troben els gens que codifiquen les proteines
reguladores del sistema, LexA (repressor transcripcional) i RecA (proteina activadora). En
condicions no lesives per al DNA, LexA es troba unit al promotor dels gens del sistema SOS,
inhibint-ne I'expressié. La preséncia de lesions en el DNA provoca |'aparicié de DNA de cadena
senzilla (ssDNA), el qual és reconegut per la proteina RecA. La interaccio entre RecA i el ssDNA
genera un canvi conformacional en aquesta proteina, de tal manera que adopta la seva
conformacié activada, RecA*. En aquesta conformacié, RecA* promou I'autohidrolisi de LexA i,
per tant, la induccié del sistema SOS, donant lloc a I'expressio dels gens del reguld. Molts
d’aquests gens participen en processos de reparacid, recombinacid i control de la divisié
cel-lular, associats a la superacio de les lesions i a la supervivencia de la cél-lula. No obstant,
molts altres processos cel-lulars estan associats a |'activacio de la resposta SOS, dins dels quals
es troben la induccid del cicle litic de profags residents, I'expressié de toxines, I'expressid i
disseminacié de resistencies a antibidtics i la transferéncia horitzontal d’illes de patogenicitat i
elements conjugatius. Tot aix0 suggereix la implicacid del sistema SOS en el desenvolupament
del procés infectiu. Aixi mateix, mutants defectius en el gen recA de diversos patogens
bacterians sén atenuats, demostrant la importancia de la proteina activadora del sistema en la
viruléncia. Tot i aixi, a banda d’actuar com a activadora del sistema SOS, RecA és la principal
responsable dels processos de recombinacid homologa. Aquesta doble funcié de la proteina
RecA ha impedit establir si és la incapacitat per induir la resposta SOS o la incapacitat per
realitzar recombinacié homologa la responsable de I'atenuacid dels mutants defectius en recA.
Per aquest motiu, I'objectiu principal d’aquest treball ha estat determinar el paper del sistema
SOS i de la proteina RecA en el procés infectiu de Salmonella enterica sv. Typhimurium (S.

Typhimurium), un dels principals agents causals de toxiinfeccié alimentaria a nivell mundial.

Amb aquesta finalitat, es va determinar la capacitat infectiva en el model muri de diferents
soques mutants de S. Typhimurium: i) un mutant /lexA3(Ind’) incapa¢ d’induir la resposta SOS,
ii) un mutant recAo6869 amb un nivell d’expressidé de recA equivalent al de la soca salvatge
amb el sistema SOS induit, i iii) un doble mutant recAo6869 lexA3(Ind’) incapac¢ d’induir la
resposta SOS pero amb un nivell d’expressié de recA equivalent al de la soca salvatge amb el
sistema SOS induit. Els resultats obtinguts demostren que, quan la inoculacio es realitza per via
intraperitoneal, cap dels mutants presenta defectes en la seva capacitat infectiva. No obstant,
quan la inoculacié es realitza per via oral, els mutants que sobreexpressen el gen recA
presenten una capacitat infectiva significativament inferior a la de la soca salvatge. Aquestes
dades demostren que, durant I'etapa gastrointestinal de la infeccid per S. Typhimurium, és
necessari el manteniment d’uns nivells basals d’expressié de recA, donat que la sobreexpressid
d’aquest gen i, per tant, I'increment en la concentracié intracel-lular de la proteina RecA

alteren la capacitat infectiva d’aquest microorganisme.
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La sobreexpressid de recA deguda a la presencia de la construcié recAo6869 en el cromosoma
de S. Typhimurium no comporta alteracions en la induccié de la resta de gens del sistema SOS
ni deficiencies en el creixement. Tampoc origina un increment en la sensibilitat davant les
lesions causades per les sals biliars, els entorns acids o la llum ultraviolada. No obstant, en
concordanca amb els resultats obtinguts en els assajos de viruléncia per via oral, els mutants
portadors de la construccié recAo6869 presenten un descens en la seva capacitat per envair
cel-lules epitelials i una menor capacitat per traspassar |'epiteli intestinal. Aixi mateix, aquests
mutants no es poden desplacar mitjancant el moviment en eixam (o swarming), un moviment
poblacional sobre superficies semisolides associat a la capacitat de nombrosos patogens, entre
ells S. enterica, per envair el teixit epitelial. Totes aquestes dades justifiquen el defecte en la

capacitat infectiva observat en els mutants recAo6869.

Els resultats obtinguts en aquest treball a partir de I'estudi de la relacié existent entre la
sobreexpressié de recA i el moviment en eixam demostren també que la induccié de la
resposta SOS inhibeix el swarming en S. Typhimurium a través de I'expressié massiva de recA.
Aixi mateix, s’ha determinat que, en aquest patogen, la proteina RecA interacciona amb la
proteina CheW, un dels components del sistema de quimiotaxi associat a la regulacié del
moviment en eixam. De la mateixa manera, les dades obtingudes també demostren que la
capacitat dels mutants recAo6869 per desplacar-se mitjancant swarming només es recupera
mitjancant la sobreexpressié de cheW, la qual cosa indica la necessitat d’un equilibri entre les
concentracions intracel-lulars de les proteines RecA i CheW, que és essencial per al moviment

en eixam de S. Typhimurium.

En conseqliencia, els resultats exposats en aquest treball incrementen la llista de processos
cel-lulars coneguts que s’associen al sistema SOS i atorguen una nova funcid a aquest sistema i
a la proteina RecA com a reguladors del moviment poblacional en S. Typhimurium. D’aquesta
manera, la induccié de la resposta SOS en entorns lesius per al DNA inhibeix el moviment en
eixam d’aquest patogen i impedeix I'apropament de les cel-lules a entorns amb concentracions
superiors de compostos lesius. Es demostra aixi que el sistema SOS no participa Unicament en
processos de reparacié de les lesions en el DNA, siné que també prevé la produccié d’aguestes

lesions mitjangant el control del desplagcament cel-lular poblacional.
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Summary

The SOS response is a wide-spread regulatory network in the Bacteria domain. Induction of
this response occurs in the presence of DNA lesions and it is targeted to address DNA damage
and to allow cell survival. The SOS regulatory network involves more than 40 genes, including
those encoding for the system regulatory proteins, LexA (the transcriptional repressor) and
RecA (the activator protein). In an uninduced cell, LexA represses the expression of each SOS
gene by binding to its promoter. When DNA lesions occur, they induce the formation of single
stranded DNA (ssDNA). The RecA protein binds to the ssDNA and, thereafter, acquires its
activated state, RecA*. In this state, RecA* promotes the autocatalytic cleavage of LexA,
thereby inducing the SOS response. Many SOS genes are involved in DNA repair processes,
homologous recombination and inhibition of cell division, thus addressing DNA damage and
allowing cell survival. But the SOS response is also involved in other cellular processes, such as
the induction of the lytic cycle of resident prophages, the expression of toxins, the expression
and horizontal dissemination of antibiotic resistances, and the horizontal dissemination of
pathogenicity islands and integrating conjugative elements. These data suggest that the SOS
system plays a key role during the infection process. Moreover, recA mutants of several
pathogenic bacteria are avirulent. This demonstrates that the SOS activator is involved in
virulence. However, besides acting as the activator of the SOS system, RecA is primarily
responsible for the homologous recombination processes. Due to the dual role of the RecA
protein, the decrease in virulence of the recA mutants may be attributed either to the
reduction of the recombination frequency, or to the inhibition of the SOS system induction, or
to both processes. The aim of this work is to elucidate the role developed by the SOS system
and by the RecA protein during the infection process of Salmonella enterica sv. Typhimurium
(5. Typhimurium), one of the most important pathogens causing foodborne outbrakes in the

world.

For this purpose, the virulence of several S. Typhimurium mutants was determined in the
murine model: i) a lexA3(Ind") mutant unable to induce the SOS response, ii) a recAo6869
mutant with an expression level of recA equivalent to that observed in the wild type strain
when the SOS response is induced, and iii) a recAo6869 lexA3(Ind’) mutant unable to induce
the SOS response but with an expression level of recA equivalent to that observed in the wild
type strain when the SOS response is induced. The results obtained in these assays show that
none of the mutations has any effect upon the virulence of S. Typhimurium when the cells are
inoculated intraperitoneally. However, the mutants overexpressing the recA gene show a
dramatic decrease in their fitness when the cells are inoculated through the oral route. These
data demonstrate that the overexpression of this gene and, therefore, the increase in the
intracellular concentration of RecA protein have a negative effect on the oral fitness of S.
Typhimurium. Thus the expression of the recA gene must remain at its basal level during the

oral stage of the infection developed by this pathogen.
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The SOS response is induced normally in the recAo6869 mutants and they show the same
growth rates as the wild type strain. Moreover, these mutants do not show any increase in
their sensitivity towards DNA damaging agents, bile salts or low pH. Nevertheless, the
recAo6869 mutants have a decreased ability to invade epithelial cells and to pass through the
intestinal epithelium, in concordance with the results obtained in the virulence assays after
oral inoculation. Moreover, these mutants are unable to swarm. Swarming is a multicellular
movement over semisolid surfaces associated with the ability of several pathogens, including
S. enterica, to invade epithelial cells. All these data explain the decrease in the fitness observed

in the recAo6869 mutants after oral inoculation.

The results obtained in this work show that the induction of the SOS response inhibits
swarming motility in S. Typhimurium through the overexpression of the recA gene. Moreover,
in this pathogen, the RecA protein interacts with the CheW protein. This protein is a member
of the chemotaxis system, which is associated to the control of swarming motility. The data
obtained in this work also demonstrate that the overexpression of cheW restores the
swarming ability of the recAo6869 mutant. This indicates that an equilibrium between the
intracellular concentracions of RecA and CheW is required for swarming motility in S.

Typhimurium.

The results exposed in this work increase the number of known cellular processes that are
associated to the SOS response, confering a new role on this system and on the RecA protein
as regulators of swarming motility in S. Typhimurium. In this context, the induction of the SOS
response in the presence of DNA damaging compounds inhibits this kind of motility, avoiding
the exposure of the cells to even higher concentrations of such compounds. This indicates that
the SOS system is not only involved in DNA repair processes, but it also prevents DNA

damaging by controlling swarming motility.
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1.1. EL GENERO Salmonella

1.1.1. CLASIFICACION

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, englobada dentro de la clase
de las proteobacterias Gamma. Estd formado por bacterias Gram-negativas de morfologia
bacilar que miden entre 1 y 2 um, son anaerobias facultativas y, en su mayoria, son méviles,

presentando flagelacion peritrica.

Su nomenclatura es a menudo fuente de confusion, ya que ha sufrido constantes
modificaciones a lo largo de los afios (Tindall et al., 2005; Su and Chiu, 2007). Actualmente,
basandose en sus caracteristicas moleculares, se acepta la existencia de tres Unicas especies
dentro de este género: Salmonella enterica, Salmonella bongori y Salmonella subterranea
(Tabla 1.1) (Reeves et al., 1989; Shelobolina et al., 2004; ICSP, 2005). La especie S. enterica se

divide, a su vez, en seis subespecies (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Nomenclatura del género Salmonella.

Especie Subespecie Nomenclatura aceptada

Salmonella enterica | S. enterica subsp. enterica
1] S. enterica subsp. salamae
lla
b

. enterica subsp. arizonae
. enterica subsp. diarizonae

. enterica subsp. houtenae

<
v oL non

\ . enterica subsp. indica
Salmonella bongori \Y S. bongori

Salmonella subterranea S. subterranea

Clasificadas dentro de cada una de estas subespecies, se encuentran numerosas
serovariedades, que se diferencian segun su antigeno O (antigeno del lipopolisacarido), su
antigeno H (antigeno flagelar) vy, si esta presente, su antigeno Vi (antigeno capsular). Segun
esta clasificacion, recogida en el esquema Kauffmann-White, se considera que existen mas de
2500 serovariedades dentro del género Salmonella (Grimont y Weill, 2007; Guibourdenche et
al., 2010), las cuales se dividen en tres grupos en funcion de su especificidad de huésped. Las
hay restringidas a un huésped (Unicamente son capaces de infectar a una especie animal),
adaptadas a varios huéspedes (tienen preferencia por una especie concreta, pero se han
aislado también en otros animales) y generalistas (infectan a una gran variedad de especies
animales) (Edwards et al., 2002).
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La gran mayoria de estas serovariedades pertenece a la subespecie | de Salmonella enterica, la
cual es responsable del 99% de las infecciones en humanos y animales de sangre caliente
(Tabla 1.2) (Brenner et al., 2000).

Tabla 1.2. Principales serovariedades de Salmonella enterica subsp. enterica causantes de

enfermedades en humanos y animales de sangre caliente.

Huésped Serovariedad Referencia
Humanos S. enterica subsp. enterica sv. Enteritidis EFSA* (2011)
S. enterica subsp. enterica sv. Typhimurium EFSA (2011)
S. enterica subsp. enterica sv. Infantis EFSA (2011)
S. enterica subsp. enterica sv. Typhi Baumler et al. (1998)
S. enterica subsp. enterica sv. Paratyphi A, B, C Baumler et al. (1998)
Aves de corral S. enterica subsp. enterica sv. Enteritidis EFSA (2011)
S. enterica subsp. enterica sv. Typhimurium EFSA (2011)
S. enterica subsp. enterica sv. Infantis EFSA (2011)
Cerdos S. enterica subsp. enterica sv. Typhimurium EFSA (2011)
S. enterica subsp. enterica sv. Cholerasuis EFSA (2011)
Vacas S. enterica subsp. enterica sv. Typhimurium EFSA (2011)
S. enterica subsp. enterica sv. Dublin EFSA (2011)
Ovejas S. enterica subsp. enterica sv. Typhimurium Baumler et al. (1998)
S. enterica subsp. enterica sv. Abortusovis Baumler et al. (1998)

*European Food Safety Authority.

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA

Los miembros del género Salmonella habitan principalmente en el tracto intestinal de los
animales y han sido aislados de especies como aves, ovejas, cabras, cerdos o reptiles.
(Woodward et al., 1997; Berends et al., 1998; Dione et al., 2011). Ademas, son capaces de
sobrevivir en aguas y en heces, siendo éstas una fuente de contaminacion para vegetales a
través del agua de riego y de los fertilizantes (Tauxe, 1997; Winfield y Groisman, 2003). Por
este motivo, la principal fuente de infeccién por Salmonella en humanos es la ingesta de
alimentos contaminados (Berends et al., 1998; Greig y Ravel, 2009; Mody et al., 2011), aunque
el contacto con animales portadores también es una importante via de transmision del

patégeno (Woodward et al., 1997).

Salmonella es hoy en dia uno de los principales patégenos que afectan al ser humano. La EFSA
(European Food Safety Authority), en el informe que analiza las enfermedades por ingesta de
alimentos contaminados diagnosticadas en el afio 2009 en la Unidn Europea, muestra que el

numero de infecciones por este patdgeno presenta una tendencia descendente gracias a las
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medidas de control establecidas (EFSA, 2011). Pero a pesar de ello, Salmonella sigue siendo el
principal agente causal de los brotes diagnosticados (Fig. 1.1 A) y el responsable del segundo
mayor numero de infecciones, Unicamente superado por Campylobacter (Fig. 1.1 B). S.
enterica subsp. enterica sv. Enteritidis (S. Enteritidis) y S. enterica subsp. enterica sv.
Typhimurium (S. Typhimurium) son las principales serovariedades diagnosticadas. Los brotes
de S. Enteritidis estdn especialmente ligados al consumo de huevos y carne de ave
contaminados, mientras que los ocasionados por S. Typhimurium se asocian, principalmente,

al consumo de carne de vacuno, cerdo y ave.
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n :
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=
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Figura 1.1. Distribucién de los brotes de origen alimentario (A) y de las infecciones
alimentarias (B) reportados en el afio 2009 en la Unién Europea segun su agente causal.

Adaptado de EFSA (2011).
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Las infecciones alimentarias por Salmonella presentan una clara tendencia estacional, ddndose
el mayor nimero de casos en los meses calidos (Olsen et al., 2001). Aunque la sintomatologia
habitual es una gastroenteritis autolimitada cuya duracion esta determinada por el propio
patrén de infeccién de Salmonella y que no requiere tratamiento para su curacién, la

enfermedad puede complicarse y generar cuadros mas severos (Helms et al., 2006).

Son también muy importantes para la salud publica las serovariedades Salmonella enterica
subsp. enterica sv. Typhi y Salmonella enterica subsp. enterica sv. Paratyphi (S. Typhi y S.
Paratyphi, respectivamente). Estas serovariedades son especificas de un huésped, infectando
Unicamente al ser humano. Sus infecciones generan un cuadro clinico mas severo que el
anterior, incluyendo fiebre alta, dolor abdominal y mialgias (Parry, 2006), y su transmision se
da via fecal-oral o como consecuencia del contacto cercano con personas portadoras. Las areas
més afectadas por estas serovariedades se encuentran en Africa y Asia, aunque también
persisten en algunos paises de Europa, Oriente Medio, Centroamérica y Sudamérica (Parry,
2006). Se calcula que cada afio hay aproximadamente 21 millones de infecciones por S. Typhiy
5 millones por S. Paratyphi en todo el mundo (Crump et al., 2004), afectando principalmente a

los nifios menores de 9 afios (Brooks et al., 2005; Parry, 2006).

1.1.3. PATOGENIA

En funcién de la especie causante de la enfermedad y del estado del huésped, los diversos
miembros del género Salmonella dan lugar a diferentes tipos de procesos infectivos (Galan y
Sansonetti, 1996). Las especies restringidas a un huésped, como S. Typhi o S. Paratyphi
(restringidas al ser humano), y las especies adaptadas a varios huéspedes suelen generar
infecciones sistémicas graves, y los huéspedes, al recuperarse, se convierten con frecuencia en
portadores asintomaticos (Ellermeier y Slauch, 2006). Por el contrario, las especies
generalistas, como S. Typhimurium o S. Enteritidis, suelen causar en humanos infecciones con

cuadros clinicos menos severos, tipicamente gastroenteritis autolimitadas (Uzzau et al., 2000).

1.1.3.1. El proceso infectivo de Salmonella enterica

Tal como se explica en el apartado anterior, la infeccidn por Salmonella en el ser humano se da
principalmente por el consumo de agua o alimentos contaminados (Berends et al., 1998; Greig
y Ravel, 2009; Mody et al., 2011). En este caso, los microorganismos llegan al epitelio intestinal
y lo atraviesan para alcanzar la ldamina propia, donde pueden generar una infeccién local o
diseminarse a tejidos extraintestinales generando una infeccién sistémica (Galan y Sansonetti,

1996). La infeccidon por S. enterica se establece segln los siguientes pasos:
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i) Estadios iniciales

En los estadios iniciales del proceso infectivo, las células de S. enterica deben superar los
mecanismos de defensa existentes en el tracto gastrointestinal. Uno de los mas importantes es
el pH acido existente en el estdmago. Para enfrentarse a ello, S. enterica posee diversos

mecanismos de respuesta.

En primer lugar, este patégeno dispone de dos sistemas de tolerancia a la acidez. Uno de ellos,
asociado a la fase de crecimiento exponencial, esta regulado por diferentes proteinas, como el
regulador Fur, el sistema de dos componentes PhoP/Q y el factor sigma RpoS (Foster, 1995;
Hall y Foster, 1996; Bearson et al., 1998). El otro sistema de tolerancia a la acidez, que se
induce durante la fase estacionaria, esta regulado por OmpR/EnvZ (Bang et al., 2000; Bang et
al., 2002). Cuando la célula se encuentra en un entorno a bajo pH, la induccion de estos
sistemas promueve la expresion de una serie de proteinas, llamadas ASP (por Acid Shock
Proteins), que permiten la adaptacion del patdégeno a estos entornos y la supervivencia celular
frente a la exposicién a niveles aun mayores de acidez (Alvarez-Ordéfiez et al., 2011).
Mutantes de S. enterica defectivos en los genes fur, rpoS, phoP, phoQ y ompR presentan
defectos en la virulencia (Miller et al., 1989; Fang et al., 1992; Karasova et al., 2009). Asimismo,
se ha demostrado la induccién del regulén PhoP en macrdéfagos y en el tracto gastrointestinal
de ratones BALB/c infectados con este patdgeno (Merighi et al., 2005). Todo ello indica que la
expresion de estos sistemas de tolerancia a la acidez es esencial para el desarrollo del proceso

infectivo de S. enterica.

En segundo lugar, S. enterica posee mecanismos homeostdticos para mantener un nivel de pH
de 7,6-7,8 en el interior celular. Uno de estos mecanismos es el sistema de la lisina
descarboxilasa, en el cual participan las proteinas codificadas por el gen cadC y el operdn
cadBA. Mediante este sistema, en entornos dacidos y en presencia de lisina extracelular, la
proteina CadC induce la sintesis de CadA, una lisina descarboxilasa que transforma la lisina
intracelular en cadaverina con el consumo de un protdn, incrementando el pH de la célula.
Posteriormente, cada molécula de cadaverina es intercambiada por una molécula de lisina
extracelular mediante el antitransportador CadB, continuando asi con el proceso (Alvarez-
Ordédiiez et al.,2011). Los genes cadB y cadC se expresan durante el desarrollo del proceso
infectivo por S. enterica (Heithoff et al.,, 1997; Eriksson et al., 2003), lo cual indica la
importancia de este sistema para la supervivencia de este patdgeno frente a la acidez del

estdmago.

Otro de los mecanismos de defensa mas importantes del tracto gastrointestinal son las sales
biliares. S. enterica presenta unos niveles de tolerancia a estos compuestos muy elevados (van
Velkinburgh y Gunn, 1999), lo cual supone una ventaja para este microorganismo durante la

colonizacion del tracto gastrointestinal. Numerosos mecanismos estdn implicados en la
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supervivencia de este patégeno frente a estas elevadas concentraciones de sales biliares. Entre
ellos se encuentran bombas de flujo, como la bomba AcrAB (Lacroix et al., 1996), el
lipopolisacarido (LPS) (Alvarez-Ordéfiez et al., 2011), genes regulados por el sistema PhoP/Q
(van Velkinburgh y Gunn, 1999) o sistemas de reparacion del DNA, como los mecanismos de
reparacion por recombinacion o el sistema SOS de reparacion de emergencia (Prieto et al.,
2004; Prieto et al., 2006).

Otros elementos, como la microbiota intestinal, la elevada osmolaridad y el entorno
anaerdbico del tracto gastrointestinal o los péptidos antimicrobianos, actidan también de
barrera innata de proteccién frente a patdgenos intestinales como S. enterica, reduciendo asi

el nimero de células que consiguen alcanzar el intestino y desarrollar la infeccién.
ii) Invasion del epitelio intestinal

Para desarrollar la infecciéon, Salmonella debe traspasar el epitelio intestinal, para lo cual
dispone de diferentes mecanismos. Puede atravesar la barrera epitelial a través de las placas

de Peyer, a través de células no fagociticas del epitelio y a través de células dendriticas.

La via principal de internalizacién de Salmonella es su paso a través de las placas de Peyer.
Estas se localizan en la parte distal del intestino delgado y en ellas se encuentran las células M,
especializadas en fagocitar antigenos del lumen intestinal para presentarlos al sistema inmune.
Salmonella es fagocitada por estas células e introducida en vacuolas endociticas para su paso
al tejido submucoso y su presentacién a dicho sistema. Pero la capacidad de este patdgeno
para sobrevivir en el interior celular convierte a las células M en una via para el traspaso de la
barrera epitelial (Fig. 1.2) (Takeuchi, 1967; Jones et al., 1994).

Salmonella también puede superar la barrera epitelial invadiendo células no fagociticas
(Gahring et al., 1990; McCormick et al., 1993). Para ello recurre a la maquinaria codificada en
su isla de patogenicidad 1 (SPI-1), en la que estan codificados tanto un sistema de secrecion
tipo lll como una serie de proteinas efectoras. Esta clase de proteinas se introduce en las
células del huésped a través de dicho sistema de secrecidn e induce en ellas distintas
respuestas, como reestructuraciones citoesqueléticas y cambios morfoldgicos, que permiten la
fagocitosis de Salmonella (Fig. 1.2) (Finlay et al., 1991; Hardt et al., 1998; Zhou et al., 1999;
Wallis y Galyov, 2000; Zhou et al., 2001). Por ello, la expresion de la SPI-1 se induce en
respuesta a factores ambientales como una alta osmolaridad, una baja concentracién de
oxigeno y la presencia de hierro en su forma reducida (Fe’*) (Schechter et al., 1999; Teixidé et

al., 2011), todos ellos sefales que indican al patégeno su localizacién en el intestino.

Por ultimo, otros estudios demuestran que Salmonella puede interaccionar también con

células dendriticas en el intestino (Hopkins et al., 2000; Rescigno et al., 2001). Estas células se
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abren paso entre las uniones estrechas que unen a los enterocitos y fagocitan a las bacterias
directamente de la mucosa intestinal, pudiendo también transportarlas hasta los nddulos
linfaticos (Rescigno et al., 2001; Voedisch et al., 2009)

Mediante cualquiera de estos procesos, Salmonella es capaz de atravesar el epitelio intestinal,
alcanzando asi el tejido submucoso, donde puede desarrollar una infeccién local vy, si no se

controla antes la infeccion, diseminarse para generar una infeccidn sistémica.

iii) Infeccion local: gastroenteritis

Durante la infeccidn local, el huésped sufre gastroenteritis. La gastroenteritis por Salmonella se
define como una diarrea secretora acompainada de inflamacién del epitelio intestinal, y se
caracteriza, entre otras, por la acumulacion de fluidos secretados por las células epiteliales, la
presencia de infiltrados inflamatorios formados principalmente por células polimorfonucleares
en el tejido submucoso y la pérdida de células epiteliales que reduce la superficie de absorcion
(Boyd, 1985; McCormick et al., 1995; Zhang et al., 2003).

La enteritis generada por S. enterica esta causada, entre otros motivos, por las proteinas
efectoras inyectadas en las células epiteliales a través del sistema de secrecion tipo |l
codificado en la SPI-1. Estas proteinas, ademas de inducir cambios en el citoesqueleto de los
enterocitos, inducen la produccién de interleuquinas y otros efectores del sistema inmune en
células no polarizadas del intestino, dando lugar asi a la respuesta inflamatoria (Chen et al.,
1996; Hobbie et al., 1997; Hardt et al., 1998; Lee et al., 2000; Zhou et al., 2001). Ademas, otros
estudios sugieren que la presencia de flagelina en la membrana basolateral de las células
epiteliales polarizadas también genera una cascada de sefiales que induce dicha respuesta,

amplificando asi el efecto (Gewirtz et al., 2001a; Gewirtz et al., 2001b).

La respuesta inflamatoria estd mediada principalmente por leucocitos polimorfonucleares (Fig.
1.2) que se desplazan hasta la [dmina propia y, desde alli, a través de las uniones estrechas que
unen las células epiteliales, hasta el lumen intestinal (McCormick et al., 1998). Esto permite la
captacion de células de Salmonella para su paso al tejido submucoso y su posterior
reconocimiento por receptores tipo Toll, que inducen la respuesta innata. Pero la induccion de
la respuesta inflamatoria produce efectos adversos para el individuo infectado, dando lugar a
la muerte celular o la liberacién de especies reactivas del oxigeno generada por el
desplazamiento de las células polimorfonucleares entre los enterocitos. Todo ello favorece la

invasion del tejido submucoso por Salmonella (Libby et al., 2004).
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Figura 1.2. Desarrollo de una infeccion
Modificado de Mastroeni et al. (2009).

iv) Invasidn sistémica

Una vez traspasada la barrera epitelial,

bien viajando a través del torrente sanguineo de forma extracelular (Voedisch et al., 2009), o
bien siendo reconocida y fagocitada por células dendriticas o por macréfagos residentes en el
intestino (Fig. 1.2). En este ultimo caso, Salmonella puede sobrevivir en el interior de las
células dendriticas y puede sobrevivir y proliferar en el interior de macréfagos (Sheppard et al.,

2003; Jantsch et al., 2003; Bueno et al., 2008). De esta forma, estos tipos celulares se

convierten en una via de transporte

torrente sanguineo, o pasando antes

Voedisch et al., 2009). Los macréfagos transportan a S. enterica hasta érganos diana como

higado o bazo, mientras que las células dendriticas parecen estar implicadas Unicamente en su

“** porlimorfonucleares (PMNs.
sistémica por Salmonella enterica en el modelo murino.

Salmonella es capaz de invadir tejidos extraintestinales,

hacia otros tejidos, ya sea directamente a través del

por los nddulos linfaticos (Vazquez-Torres et al., 1999;

paso hasta nédulos linfaticos (Voedisch et al., 2009).
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La supervivencia de S. enterica en el interior celular es posible gracias a que, cuando es
fagocitada, permanece en el interior de un fagosoma modificado que recibe el nombre de
vacuola que contiene Salmonella (SCV, por Samonella Containing Vacuole) (Takeuchi, 1967;
Steele-Mortimer, 2008; Bakowski et al., 2008). Diversos mecanismos, tanto dependientes
como independientes de estrés oxidativo, promueven la lisis bacteriana en las SCV. Sin
embargo, Salmonella ha desarrollado diversos sistemas de defensa para enfrentarse a ellos y

permitir su supervivencia.

Entre los mecanismos de lisis independientes de estrés oxidativo se describen el pH bajo
existente en las SCV, la presencia de péptidos antimicrobianos y la falta de nutrientes (Libby et
al., 2004). Para enfrentarse a ellos, Salmonella dispone de diferentes sistemas de defensa,
como por ejemplo, el sistema PhoP/Q. Este sistema regula la sintesis de un gran nimero de
proteinas implicadas en la induccidon de modificaciones en la membrana externa y el LPS, las
cuales comportan la disminucién de la permeabilidad a péptidos antimicrobianos y favorecen

asi la supervivencia en el interior de las SCV (Guo et al., 1998).

Por otro lado, los mecanismos de lisis dependientes de especies reactivas del oxigeno o del
nitrégeno dependen de la formacién del anidn superdxido, el cual puede reaccionar con otros
compuestos generando peroxinitrito (a través de su reaccion con el éxido nitrico) o perdxido
de hidrégeno (el cual es permeable a las membranas y puede reaccionar con lipidos, DNA y
proteinas). Ademas, éste Ultimo puede generar a su vez peroxinitrito (a través de su reaccion
con el éxido nitrico) o el radical hidroxilo (a través de la reaccién de Fenton) (Libby et al.,
2004). En Salmonella existen mas de 60 genes que participan en la respuesta al estrés
oxidativo, de los cuales sdlo unos pocos son importantes para la supervivencia en el interior
celular y para la virulencia (Libby et al., 2004). Entre ellos, se encuentran algunos de los genes
pertenecientes a su isla de patogenicidad 2 (SPI-2). Las proteinas codificadas por estos genes
impiden la llegada de las especies reactivas del oxigeno y el nitrégeno al interior de las SCV
(Vazquez-Torres et al., 2000; Chakravortty et al., 2002). El sistema PhoP/Q también participa
en este proceso, impidiendo la fusidon de lisosomas con la membrana de las SCV (Garvis et al.,
2001). Asimismo, Salmonella posee diferentes genes que codifican superdxido dismutasas, las
cuales ayudan a eliminar especies reactivas del oxigeno, protegiendo asi a las bacterias en el

entorno intracelular (De Groote et al., 1997).

Otro mecanismo importante para la supervivencia de Salmonella en el interior de macréfagos
es la induccion de la muerte celular mediada por proteinas codificadas en la SPI-1 y en la SPI-2.
Las primeras generan una induccién rapida de la muerte celular, mientras Salmonella se
encuentra en el tracto intestinal, y las segundas generan una induccién tardia, durante la

invasion sistémica (Monack et al., 2001).
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Todos estos sistemas permiten la supervivencia intracelular de Salmonella, posibilitando asi su

diseminacion por el organismo.
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Figura 1.3. Génesis de lesiones patoldgicas en los drganos diana de ratones infectados por

Salmonella enterica. Modificado de Mastroeni et al. (2009).

Esta diseminacion tiene lugar gracias a que las células de Salmonella son vehiculadas por
macrofagos hacia los érganos diana, principalmente el higado y el bazo, comenzando asi su
colonizacion. En estos organos, Salmonella puede causar lesiones patoldgicas (Fig. 1.3). Estas
lesiones se producen cuando una Unica célula de Salmonella infecta un fagocito residente en el
organo diana (Richter-Dahlfors et al., 1997; Sheppard et al., 2003). Esto atrae a otros fagocitos
inflamatorios a este punto y, ademas, activa a los fagocitos residentes mediante senales del
sistema inmune (Richter-Dahlfors et al., 1997). De este modo se genera un foco de infeccion
en dicho érgano, denominado lesidon patoldgica, en el que el cimulo de fagocitos activados
tiene como finalidad aislar a la bacteria (Richter-Dahlfors et al., 1997). Sin embargo, dado que
Salmonella es capaz de sobrevivir en el interior de los macréfagos, no es eliminada durante
este proceso, sino que puede multiplicarse (aunque a bajos niveles) e infectar otros fagocitos
del mismo foco de infeccién (Richter-Dahlfors et al., 1997; Sheppard et al., 2003). Finalmente,
las células de Salmonella escapan de la lesién e infectan otros fagocitos residentes en el
organo diana, generando nuevos focos de infeccidn (Richter-Dahlfors et al., 1997; Sheppard et
al., 2003). Cada lesidn es independiente del resto y originada por la multiplicacion de un Unico
clon bacteriano. Es decir, Salmonella no migra de un foco de infeccién a otro ya desarrollado,
sino que invade macrofagos no infectados para generar una nueva lesion (Sheppard et al,,
2003).

Para la proliferacidn sistémica, Salmonella necesita diversos factores de virulencia, entre los
cuales se encuentran el sistema de secrecién tipo Il y las proteinas efectoras codificadas en la
SPI-2 o los factores de virulencia codificados en el operdn spv (Wallis et al., 1995; Shea et al.,

1996; Bispham et al., 2001; McLaughlin et al., 2009). Determinadas proteinas codificadas en la
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SPI-2 permiten, ademas de lo explicado anteriormente, mantener la infeccién por Salmonella
de forma crdnica a través de la inhibicion de la migracién normal de células del sistema
inmune (McLaughlin et al., 2009). Los factores codificados en el operdn spv inducen lesiones
en macroéfagos y favorecen la proliferacién de Salmonella en el interior de este tipo celular
(Libby et al., 2000).

1.1.4. PREVENCION DE LAS CONTAMINACIONES POR Salmonella

Debido a la gran importancia que esta especie tiene para la salud publica, los organismos
encargados de su control han desarrollado diferentes estrategias para prevenir las
contaminaciones por Salmonella en las granjas de produccidon de alimentos, principalmente

granjas avicolas.

A nivel europeo, la EFSA recomienda la aplicacion de una serie de medidas de control entre las
cuales se encuentran la aplicacion de medidas de bioseguridad (medidas tomadas por la
granja productora para evitar el acceso de agentes patégenos o portadores de patdgenos a los
animales de produccion), el tratamiento del agua y el alimento de los animales de produccion
(para asegurar que no estén contaminados con Salmonella), el uso de productos de exclusién
competitiva (introduccion, en el entorno de los animales, de microorganismos intestinales que
conformardn su microbiota y los protegeran de posibles infecciones), el uso de probiodticos
(diferentes especies microbianas propias de la microbiota intestinal de aves que se usan como
aditivos en la dieta), el uso de prebidticos (nutrientes que influyen en la microbiota intestinal y
que también pueden utilizarse como aditivos en la dieta) y, por ultimo, la vacunacion

(utilizando tanto vacunas vivas y atenuadas como vacunas inactivadas) (EFSA, 2004).

Sin embargo, a pesar de que estas son las indicaciones de la EFSA, cada pais miembro de la
Unién Europea ha de establecer su propia normativa. Asi, en Espafia, las principales estrategias
de control se centran en las medidas de bioseguridad, el tratamiento del agua y los alimentos
de los animales y la vacunacién (MARM, 2011a; MARM, 2011b; MARM, 2011c; MARM, 2011d).

No obstante, a pesar de los esfuerzos que realizan las administraciones publicas, Salmonella
sigue causando un gran nimero de infecciones alimentarias cada afo en todo el mundo, tal
como se indica en apartados anteriores. Por este motivo, el estudio de los procesos implicados
en su virulencia es esencial para el desarrollo y la mejora de las estrategias de control sobre

este patogeno bacteriano.
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1.2. EL SISTEMA SOS DE REPARACION DEL DNA

Un gran nimero de factores, tanto endégenos como exdgenos, pueden ser lesivos para el
DNA. Por este motivo, los microorganismos han desarrollado diferentes estrategias para
reparar y superar estas lesiones. El sistema de reparacién de emergencia, también conocido

como sistema SOS, constituye una de estas estrategias.

El sistema SOS fue descrito por primera vez como una respuesta genética de las células
bacterianas frente a la irradiacion con luz ultravioleta (UV). Los primeros indicios de su
existencia se derivan de estudios llevados a cabo en la década de 1950, en los que se demostrd
que la induccién del ciclo litico del bacteriéfago A tiene lugar cuando se expone a las células
bacterianas a radiacion UV (Weigle, 1953; Borek y Ryan, 1958). Posteriormente, un estudio
llevado a cabo en Escherichia coli permitié relacionar la induccidn del ciclo litico de este
bacteriéfago con el control de la division celular (Witkin, 1967). En este estudio se describe
como la luz UV induce la filamentacién en E. coli, y se formula la hipétesis de la existencia, en
este microorganismo, de un represor celular inactivado en respuesta a la luz UV, del mismo
modo que ocurre para el represor del bacteriéfago A. Segun esta hipdtesis, la inactivacién
tiene lugar en respuesta a lesiones en el DNA que producen el bloqueo de la replicacion y
permite la expresién de una proteina inhibidora de la divisién celular, la cual vuelve a
reprimirse al superarse las lesiones. No es hasta 1970, cuando Miroslav Radman postula la
hipdtesis de la existencia de un sistema de replicacion tendente al error, regulado por los
genes recA y lexA, cuyo objetivo es superar las lesiones inducidas por diferentes agentes

mutagenos en el DNA y, por lo tanto, permitir la supervivencia celular (Bridges, 2005).

Estudios llevados a cabo con posterioridad confirman esta hipétesis (Witkin, 1976; Little y
Mount, 1982) y demuestran que el sistema SOS es, en realidad, un regulén compuesto por mas
de 40 genes (Fernandez de Henestrosa et al., 2000; Courcelle et al., 2001), presente en la
mayoria de filos bacterianos (Erill et al., 2007) y que estad regulado por las proteinas RecA
(proteina activadora) y LexA (represor transcripcional), las cuales, a su vez, forman parte del
reguldn. La finalidad principal de esta respuesta es la de actuar globalmente frente a las
lesiones en el DNA que no pueden ser reparadas por otras vias, permitiendo asi la viabilidad
celular (Little y Mount, 1982). Sin embargo, algunos de los genes asociados a este sistema
demuestran su implicacion en otros procesos celulares, como la induccion de islas de
patogenicidad, la expresidn de resistencias antibidticas o la transferencia horizontal de
elementos méviles (Zhang et al., 2000; Beaber et al., 2004; Ubeda et al., 2005; Maiqués et al.,
2006; Guerin et al., 2009). Todo ello indica que el sistema SOS es una respuesta global al estrés
que permite cambiar los patrones de expresidn génica para que las células puedan adaptarse a

las condiciones del entorno.
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1.2.1. EL SISTEMA SOS EN Escherichia coli

1.2.1.1. La proteina RecA

La proteina RecA tiene un papel muy importante en la supervivencia celular, ya que esta
implicada en diferentes procesos de reparacion del material genético. En primer lugar,
participa en procesos de recombinacion homdloga del DNA, lo que permite a la célula superar
problemas durante la replicacién celular o incorporar DNA exdgeno mediante fendmenos de
transferencia horizontal de material genético (Kuzminov, 1999). En segundo lugar, la proteina
RecA actla como activadora de la repuesta SOS (Little y Mount, 1982; Lusetti y Cox, 2002).
Para llevar a cabo esta ultima funcidn, es necesario que la proteina RecA se encuentre en su
forma activada (RecA*), conformacién que adquiere cuando interacciona con DNA de cadena
sencilla (ssDNA), el cual se origina, principalmente, por el bloqueo de la horquilla de
replicacién debido a la presencia de lesiones en el DNA o durante el proceso de reparacién de
dichas lesiones (Sassanfar y Roberts, 1990; Walker, 1984; Walker, 1995).

1.2.1.1.1. Estructura de la proteina RecA

La forma funcional de la proteina RecA esta constituida por un polimero de 6 unidades que se

unen helicoidalmente alrededor del ssDNA formando un nucleofilamento (Story et al., 1992).

Cada mondmero de RecA consta de un nucleo principal, en la parte central de la proteina,
flanqueado por dos dominios de menor tamafio en los extremos amino-terminal y carboxi-
terminal (N-terminal y C-terminal, respectivamente) (Story et al., 1992). En este nucleo central
se encuentran la region de unién a nucledtidos y dos regiones de baja densidad electrénica, el
“bucle 1” y el “bucle 2” (L1 y L2 respectivamente, por Loop 1 y Loop 2), implicadas en la

interaccion con el DNA (Fig. 1.4) (Story et al., 1992; Rehrauer y Kowalczykowski, 1996).
Los dominios funcionales de la proteina RecA son:

- Dominio de unién a nucleétidos e hidrdlisis. La presencia de ATP es necesaria para la
estabilizacidn y la desestabilizacion de la interaccidn entre RecA y el ssDNA vy, por lo
tanto, para la activacion de la proteina (Barbé et al., 1986; Rehrauer y Kowalczykowski,
1996). La region de unidn al ATP se encuentra localizada entre los aminoacidos 66 y 74
(dominio de unidn) y presenta una secuencia de aminoacidos conservada en proteinas
de unién a nucleédtidos, llamada caja A (Rehrauer y Kowalczykowski, 1996; Karlin y
Brocchieri, 1996; Lusetti y Cox, 2002). También son importantes para la interaccion los

aminodacidos 140-149 (dominio de hidrdlisis), los cuales presentan 6 residuos
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conservados y un segundo motivo de unién a nucleétidos, llamado caja B (Karlin y
Brocchieri, 1996; Lusetti y Cox, 2002).

- Dominio de union a DNA. Este dominio estd localizado entre los bucles L1 y L2 de la
region central de la proteina (residuos 157-164 y 195-209, respectivamente) (Story et
al., 1992), aunque las regiones comprendidas entre los residuos 61-72, 178-183 y 233-
243 tienen también importancia para la interaccién (Rehrauer y Kowalczykowski,
1996).

- Dominio de interaccion monédmero-mondmero y entre filamentos. La interaccién
entre mondmeros de la proteina RecA es posible gracias a interacciones por carga e
hidrofébicas entre determinados residuos. Estos se encuentran en los dominios C-

terminal y N-terminal de la proteina (Karlin y Brocchieri, 1996).

- Dominio de unién a LexA y otras proteinas. En esta region destacan el aminoacido
243, posicidn por la que compiten LexA y el DNA, y el aminoacido 229, siendo ambos

residuos esenciales para la interaccidn con otras proteinas (Karlin y Brocchieri, 1996).

Figura 1.4. Estructura tridimensional de un
monomero de la proteina RecA. Las cadenas
B se han numerado de la 1 a la 8 y se
sefialan los bucles L1 (aminoacidos 157-164)
y L2 (aminoacidos 195-209). La posicion que
ocupa el ADP se sefiala en blanco.
Modificado de Rehrauer y Kowalczykowski
(1996).

1.2.1.1.2. Funciones de la proteina RecA

La proteina RecA es capaz de llevar a cabo diferentes funciones que permiten su participaciéon
en la respuesta SOS y en el proceso de recombinacion homdloga (Little y Mount, 1982; Lusetti
y Cox 2002).

En primer lugar, la proteina RecA* actla como una coproteasa, promoviendo la autohidrdlisis
de proteinas como LexA, UmuD o el represor fagico Cl. Es esta actividad la que le permite
operar como activadora de la respuesta SOS, ya que RecA* induce la autohidrélisis de la

proteina LexA, permitiendo la expresidn del regulén SOS (Walker, 1984; Little, 1991).
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En segundo lugar, RecA forma parte de la DNA polimerasa V, una polimerasa especifica de la
respuesta SOS. La union entre RecA y la DNA polimerasa V activa a esta ultima para que pueda
llevar a cabo su funcion en la sintesis de DNA por translesidn especifica de la respuesta SOS,

explicada con detalle en proximos apartados (Jiang et al., 2009).

Por ultimo, RecA cumple una funcién muy importante durante el proceso de recombinaciéon
homdéloga, promoviendo el apareamiento entre cadenas complementarias y el intercambio
de bases (Kuzminov, 1999). Los procesos de recombinacién homdloga tienen como objetivo la
reparacion de, entre otras lesiones, las roturas de doble cadena, los enlaces intercatenarios o
las horquillas de replicacion estancadas por la presencia de roturas en el DNA. En este ultimo
caso, las roturas pueden ser de cadena sencilla, ocasionadas por el salto de la DNA polimerasa
al encontrarse con una lesién en la cadena molde, o de cadena doble, ocasionadas por el salto
de la DNA polimerasa al encontrar una discontinuidad en la cadena molde. En esta situacion,
ninguna de las dos hebras que constituyen el duplex formado por la cadena molde y la cadena
gue se esta sintetizando estd intacta, lo cual impide la actuacidn de otros sistemas de
reparacion para superar la lesion. Los procesos de recombinacién estan encaminados a aportar
esta cadena intacta para que actle como molde y permita continuar con la replicacién y llevar
a cabo la reparacion del DNA (Kuzminov, 1999; Cox, 2001).

El proceso de recombinacién homdloga puede dividirse en las siguientes fases (Fig. 1.5)
(Kuzminov, 1999):

1. Presinapsis. Tras la formacion del ssDNA, RecA nucleofilamenta a su alrededor.

2. Sinapsis. El complejo formado por RecA y el ssDNA busca, en el duplex intacto de la
horquilla de replicacidn, la regién homdloga a este ssDNA. Una vez localizada esta
regién, RecA cataliza el intercambio de cadenas entre los dos duplex. En el
intercambio, la cadena de ssDNA forma puentes de hidrégeno con la cadena
complementaria del duplex intacto, mientras que la cadena idéntica al ssDNA es
desplazada. Este intercambio de cadenas no requiere la hidrélisis de ATP, pero la
extension del duplex hibrido, mediada también por RecA, si la necesita.

3. Reinicio de la replicacién. La cadena de ssDNA puede continuar con la replicacién,
utilizando como molde la cadena de DNA aportada tras el intercambio de cadenas con
el duplex intacto de la horquilla de replicacién.

4. Postsinapsis. Las estructuras originadas como consecuencia del intercambio de

cadenas se resuelven.
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Figura 1.5. Esquema del proceso de reparacidn por recombinacidon en el caso de roturas de cadena

sencilla o roturas de doble cadena en el DNA (parte superior o inferior de cada esquema,

respectivamente). A) RecA nucleofilamenta alrededor del ssDNA. B) El complejo RecA-ssDNA busca

en el duplex intacto de la horquilla de replicacion la regién homdloga al ssDNA, y RecA cataliza el

intercambio de cadenas entre ambos duplex, de tal modo que el ssDNA forma puentes de

hidrégeno con la cadena complementaria del duplex intacto. C) La cadena intacta de DNA aportada

durante el intercambio de cadenas entre los duplex sirve como molde para que pueda comenzar de

nuevo la replicacion. D) Las estructuras originadas a consecuencia del intercambio de cadenas se

resuelven y la lesion en el DNA se reparard usando como molde la cadena complementaria intacta.

1.2.1.2. La proteina LexA

1.2.1.2.1. Estructura de la proteina LexA

LexA es el represor del sistema SOS (Little y Mount, 1982). La forma funcional de esta proteina

es un dimero, el cual interacciona con una secuencia especifica del promotor de los genes

pertenecientes al regulon SOS llamada caja SOS (Little y Mount, 1982; Mohana-Borges et al.,

2000). A través de esta interaccion, LexA puede llevar a cabo su funcién represora.

Cada uno de los monémeros de LexA estd formado por dos dominios estructurales diferentes

unidos entre si por una regidn conectora (Luo et al., 2001). Esta region conectora mantiene a

los dos mondmeros a una distancia tal, que la forma dimérica de la proteina sélo puede

interaccionar con un nimero limitado de pares de bases del promotor de los genes SOS, que

se corresponde con el tamafio de la caja SOS (Fig. 1.6) (Oertel-Buchheit et al., 1993).

18



Introduccion

Al B) Darminia

Dominio et inal
~termin.
C-terminal = 3

,_ﬂ'_

Dominia
C-terminal

Daminio
M-terminal Dominio

MN-terminal

Figura 1.6. Estructura de la proteina LexA. A) Se muestra la estructura tridimensional de un
monomero de la proteina LexA (en rojo) y, superpuesta, la estructura de un mondmero unido al
DNA (en azul). Se sefialan los dominios N y C-terminal, asi como las hélices I, Il y lll del dominio N-
terminal (H1, H2 y H3, respectivamente). B) Modelo de un dimero de LexA unido al operador del
gen cka de E. coli. Modificado de Butala et al. (2007) y Butala et al. (2009).

Cada uno de los dominios de la proteina LexA presenta una estructura y funcion

caracteristicas:

- Dominio N-terminal. Este dominio, que comprende los residuos 1-69, contiene tres
hélices a situadas entre los aminoacidos 6-21 (hélice 1), 28-35 (hélice Il) y 41-52 (hélice
1), las cuales estan seguidas por dos cadenas [3 antiparalelas entre los residuos 50-58 y
66-68 (Fig. 1.6 A) (Fogh et al., 1994; Luo et al., 2001). Este es el dominio que permite la
interaccion con el DNA vy, por lo tanto, la interaccion con la caja SOS para el control de
los genes del sistema. Las hélices o Il y Il forman entre ellas un motivo hélice-giro-
hélice (HTH, por Helix-Turn-Helix) responsable de dicha union (Fogh et al., 1994). Es la
hélice Ill la que tiene mayor importancia en la interaccidon con el DNA, por lo que es
también la que presenta mayor variabilidad entre especies, debido a las diferencias en

la secuencia de la caja SOS entre ellas (Thliveris y Mount, 1992; Garriga et al., 1992).

- Dominio C-terminal. Este dominio, que comprende los aminoacidos 75-202, esta
compuesto por hojas 3 y permite la dimerizacién de la proteina LexA y la autohidrdlisis
mediada por RecA* (Fig. 1.6). En la interaccion entre los dos mondmeros de LexA estdn
implicadas la hoja B b11 y las regiones comprendidas entre los residuos Glngg-Aspiio Y
Sery16-Gly1zs, pudiéndose formar asi la estructura dimérica funcional (Schnarr et al.,
1988; Luo et al., 2001). Para la autohidrdlisis de la proteina son importantes tres
regiones de este dominio. En primer lugar, en él se sitia el punto de interaccién con la
proteina RecA* (Little, 1984). En segundo lugar, también esta situado en este dominio

el punto de rotura de la proteina LexA, entre los residuos Alag, y Glyss (Fig. 1.8) (Horii
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et al., 1981; Luo et al., 2001). Por ultimo, se encuentra también en esta region el
centro catalitico de la reaccidn, constituido por los aminoacidos Serjqq y Lysise (Fig. 1.8)
(Luo et al., 2001).

1.2.1.2.2. Unidn de la proteina LexA a la caja SOS

Para que los dimeros de LexA lleven a cabo su funcién represora, han de interaccionar con la
caja SOS localizada en la regidon promotora de los genes bajo su control. Esta caja SOS es una
secuencia palindrémica de 16 pares de bases cuyo motivo consenso es CTGT-Ng-ACAG y que se
encuentra situada en la regidn -10 del promotor o cerca de ella, de forma que la unién de LexA
bloquea el acceso de la RNA polimerasa al DNA, inhibiendo la expresion génica (Walker, 1984;
Kuzminov, 1999). Los motivos CTGT y ACAG son los mas conservados y, por tanto, son los
esenciales para el reconocimiento de la proteina LexA. Sin embargo, el resto de nucledtidos
estdn menos conservados y son los responsables de determinar la estabilidad con la que LexA
se unira al promotor. Por lo tanto, también determinaran el tiempo que tardardn los genes en

expresarse tras la induccién de la respuesta SOS (Kuzminov, 1999).

Inicialmente se establecié que la unién de los dimeros de LexA a la caja SOS se daba de forma
secuencial, uniéndose primero uno de los mondmeros al motivo CTGT de la caja v,
posteriormente, el segundo mondmero al motivo ACAG y al mondmero ya unido (Kim vy Little,
1992).

Sin embargo, trabajos mas recientes han demostrado que, a la concentracidn intracelular, la
proteina LexA en solucién se encuentra principalmente en forma dimérica (Mohana-Borges et
al., 2000; Giese et al., 2008). Esto demuestra que, en realidad, la unién a la caja SOS no se da
de forma secuencial, sino que LexA se une, ya en forma dimérica, al DNA (Fig. 1.7) (Mohana-
Borges et al., 2000).

Mandmeras Dimera de
de Lexd LA
F— — -
[ . [ e [ ] . [sce]
Caja 505

Figura 1.7. Modelo de interaccion entre la proteina LexA y la caja SOS de los genes
bajo su control. En el interior celular, la proteina LexA en solucidn se encuentra
principalmente en forma dimérica, uniéndose en esta forma a la caja SOS de los genes

que regula.
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1.2.1.2.3. Autohidrdlisis de la proteina LexA

La interaccion de LexA con RecA* es la seiial que induce la autohidrdlisis del represor, gracias a
la actividad coproteasa de RecA* (Little y Mount, 1982).

El punto de autohidrdlisis de LexA, que corresponde al enlace peptidico entre los aminodcidos
Alags y Glyss (Horii et al., 1981), puede adoptar dos conformaciones distintas (Fig. 1.8). En la
primera, este punto queda separado del centro catalitico de la reaccién, la region hidrofébica
situada entre los aminoacidos Seri;9 ¥ Lysise. Es por ello que en esta conformacion LexA no
puede autohidrolizarse. Sin embargo, en la segunda conformacidn, el punto de autohidrélisis
gueda situado en el centro activo, en contacto con los aminoacidos Seriig y LySise,

permitiéndose asi la autohidrdlisis de la proteina (Luo et al., 2001).

Figura 1.8. Estructura tridimensional de la proteina
LexA en su estado hidrolizable superpuesta a la
estructura en el estado no hidrolizable. En la region
catalitica estan sefialados los aminoacidos Seryiq y
Lysise. El punto de hidrdlisis, entre los aminoacidos
Alag, y Glygs, esta indicado en amarillo. En la forma no
hidrolizable (region de hidrélisis coloreada en azul
oscuro), este punto queda lejos del centro catalitico
de la reaccion, mientras que en la forma hidrolizable
(regidn de hidrdlisis coloreada en rojo), este enlace
queda en contacto con la Sery;9. Modificado de Butala
et al. (2009).

El mecanismo de hidrdlisis de LexA recuerda al descrito para las serin proteasas (Luo et al.,
2001). En el proceso, la interaccidn con RecA* induce un cambio conformacional en LexA y la
desprotonizacién del grupo amino de la Lys;se, la cual lleva a cabo un ataque nucleofilico sobre
la Sery1q, a la que sustrae un protdn de su grupo hidroxilo. Por ello, la Ser,9 ataca finalmente al
enlace peptidico entre la Alag, y la Glygs, produciéndose la autohidrélisis de LexA (Slilaty y
Little, 1987).

Estudios recientes demuestran que la interaccién entre LexA y RecA* se da cuando el represor
se encuentra en forma dimérica, pero Unicamente si no se encuentra unido a DNA (Giese et al.,
2008; Butala et al., 2011), hecho ya sugerido previamente (Barbé et al., 1986). La interaccion y
la hidrélisis se dan de forma secuencial, primero en uno de los monédmeros y luego en el otro

(Giese et al., 2008; Butala et al., 2011). Por tanto, cuando la célula presenta lesiones en su
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DNA, RecA* induce la autohidrdlisis del LexA no unido a DNA, haciendo descender sus niveles
intracelulares. Esto provoca que los dimeros de LexA que si se encuentran unidos a DNA se
separen de él, liberando los promotores de los genes del sistema SOS e induciendo la

respuesta (Butala et al., 2011).

Los dominios N y C-terminal de la proteina LexA intacta presentan unos motivos de
reconocimiento de la proteasa ClpXP ocultos. Sin embargo, tras la autohidrdlisis, estos motivos
guedan expuestos, de forma que la proteasa ataca ambos dominios y los degrada (Neher et al.,
2003). Esto es especialmente importante en el caso del dominio N-terminal (dominio de unién
al DNA), ya que su acumulacién es deletérea para la célula tras sufrir lesiones en el DNA,
mientras que su degradacion por la proteasa CIpXP favorece la supervivencia celular (Neher et
al., 2003).

1.2.1.3. Mecanismo molecular de induccion del sistema SOS

LexA y RecA son el represor y el activador del sistema SOS respectivamente, tal y como se
indica en apartados anteriores (Little y Mount, 1982). Sin embargo, cabe destacar que los
genes que las codifican forman parte del regulén SOS, es decir, estdn regulados por ellas

mismas (Fernandez de Henestrosa et al., 2000).

En condiciones no lesivas para la célula, cuando el DNA no presenta un nivel elevado de
lesiones, la forma dimérica de la proteina LexA se encuentra unida a su propio promotor, al de
recA y al del resto de genes que forman parte del reguldn SOS, reprimiendo su expresién (Fig.
1.9 A) (Little y Mount, 1982; Mohana-Borges et al., 2000).

Sin embargo, cuando la presencia de un agente lesivo en el entorno produce lesiones en el
DNA que superan la capacidad de los sistemas de reparacién, se produce un bloqueo de la
replicacion y/o la generacién masiva de ssDNA en la célula. En estas condiciones, la proteina
RecA se une a este ssDNA y adquiere su forma activada RecA* (Fig. 1.9 B) (Walker, 1984;
Sassanfar y Roberts, 1990; Walker, 1995). Gracias a su actividad coproteasa, RecA* induce la
autohidrdlisis de LexA, de tal modo que este Ultimo no puede unirse a los promotores de los
genes que controla, induciéndose asi la expresion del reguldn SOS (Fig. 1.9 C) (Walker, 1984,
Little, 1991).

El incremento en la expresion de los genes del sistema SOS facilita la superacién de las
lesiones, lo que produce un descenso en los niveles de ssDNA en la célula. Como consecuencia,
disminuye también la concentraciéon de RecA* intracelular y, por lo tanto, la autohidrélisis de
LexA. De este modo, el represor puede unirse de nuevo a los genes del sistema SOS y éste
vuelve a su nivel basal de induccién (Crowley y Courcelle, 2002). En E. coli, otras proteinas,

como Dinl o RecX, modulan la capacidad de interaccidon entre RecA y el ssDNA durante la
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respuesta SOS, facilitando el retorno del sistema a este nivel basal de induccion (Renzette et
al., 2007). Sin embargo, estas proteinas no estan presentes en todas las especies bacterianas

gue presentan sistema SOS, lo que indica que no son indispensables para regular el sistema.
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Figura 1.9. Modelo de induccién del sistema SOS. A) Cuando la célula no presenta una
elevada cantidad de lesiones en el DNA, LexA se encuentra unida a la caja SOS de los
genes bajo su control inhibiendo su expresion. B) En entornos lesivos para la célula,
cuando ésta presenta lesiones en el DNA que superan la capacidad de los sistemas de
reparacion, se genera ssDNA en la célula. RecA se une a este ssDNA y adquiere su
forma activada (RecA*), la cual induce la autohidrdlisis de LexA. C) La proteina LexA
autohidrolizada no puede unirse a los promotores de los genes bajo su control. Se

induce asi el sistema SOS.

1.2.1.4. Genes del sistema SOS

La finalidad ultima del sistema SOS es superar las lesiones en el DNA y permitir la viabilidad
celular, aunque ello suponga un descenso en la fidelidad de copia del DNA y un incremento en

la tasa de mutagénesis. Por este motivo, muchos de los mas de 40 genes que constituyen el
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regulén SOS (Fernandez de Henestrosa et al., 2000; Courcelle et al., 2001) participan en

funciones celulares asociadas a la reparacién del DNA y la superacion de las lesiones, como por

ejemplo, los mecanismos de reparacién por escisién de nucledtido, la sintesis de DNA por

translesion o la inhibicién de la divisidn celular (Tabla 1.3) (Walker, 1984; Crowley y Courcelle,
2002; Napolitano et al., 2000; Jarosz et al., 2007; Trusca et al., 1998).

Tabla 1.3. Genes pertenecientes al sistema SOS de E. coli.

Gen

Funcion

Cromosdmicos
polB (dinA)
dinB (dinP)
dinD (pcsA)
dinF
dinG
dinl
dinL (yjiw, sosC)
dinM (ydjQ, sosD)
dinO (molR, sosF)
dinQ
dinS
ftsK (dinH)
hokE
lexA
recA

recN

recX
ruvAB
sbmC
ssb
SulA
umuDC
uvrA
uvrB
uvrD
ybfE
ydiM
yebG
ysdAB

Extracromosomicos

caa
ckA
cea
impAB
mucAB
samAB
cl*
tum

Represores fagicos*

DNA polimerasa Il

DNA polimerasa IV

Desconocida

Desconocida. Esta en el mismo operdn que lexA

Desconocida

Inhibicidn de la proteina UmuD. Estabilizador de los filamentos de RecA
Desconocida

Posible homdlogo a uvrC

Desconocida

Desconocida

Posible transposasa

Division celular y segregacién cromosdmica

Posible proteina toxica para la célula

Represor del sistema SOS

Recombinacion, coproteasa, activador del sistema SOS, mutagénesis SOS
Recombinacion por la via RecF, reparacion de roturas de cadena doble y
sencilla

Modulador del sistema SOS. Inhibidor de las funciones de RecA
Recombinacion por la via RecF

Resistencia a la microcina B17

Unidn a ssDNA.

Inhibicién de la division celular

DNA polimerasa V. Mutagénesis SOS

Reparacion por escisiéon de nucledtido

Reparacion por escisiéon de nucledtido

Helicasa Il

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Produccion de colicina ColA
Produccién de colicina ColK
Produccion de colicina Col E1
Homadlogo a umuDC. Mutagénesis SOS
Homdélogo a umuDC. Mutagénesis SOS
Homoélogo a umuDC. Mutagénesis SOS
Represor del ciclo litico

Antirepresor del ciclo litico (fago ¢$186)

*No estan regulados por LexA, pero tienen un mecanismo analogo de hidrdlisis.
Modificado de Friedberg et al. (1995); Walker (1996); Koch y Woodgate (1998); Fernandez de
Henestrosa et al. (2000); Courcelle et al. (2001); Erill et al. (2007).
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Cabe destacar que no todos los genes vinculados al sistema SOS son cromosdmicos, sino que
existen genes en elementos extracromosémicos, como fagos o plasmidos, cuya expresion

también esta regulada por LexA (Tabla 1.3).

1.2.1.4.1. Genes del sistema SOS asociados a la reparacién por recombinacion

En E. coli existen dos sistemas principales de reparacion por recombinacion, el sistema RecFOR

y el sistema RecBCD (Kuzminov, 1999).

El sistema de recombinacion RecFOR recibe este nombre por las primeras proteinas
identificadas en él (RecF, RecO y RecR). Sin embargo, ademas de los genes recF, recO y recR,
los genes recN, rec), recQ y recA también estan implicados en él. El sistema RecFOR entra en
accion cuando, durante la replicacién, una lesién en la cadena molde provoca el salto de la
DNA polimerasa. Esto genera una discontinuidad en la cadena recién sintetizada y, por lo
tanto, una regidn de ssDNA, a la cual se unen las proteinas Ssb (Kuzminov, 1999). Las proteinas
RecF, RecO y RecR se unen a este ssDNA y atraen a RecA para que se una a él, desplazando a
las proteinas Ssb (Clark y Sandler, 1994; Kuzminov, 1999).

El sistema RecBCD es el encargado de reparar las roturas de doble cadena en el DNA
(Anderson y Kowalczykowski, 1998). Para ello, el complejo formado por las proteinas RecB,
RecC y RecD se une al extremo donde se ha producido la rotura y lo degrada mediante su
actividad exonucleasa. En una primera etapa, el complejo degrada ambas cadenas, pero
cuando encuentra una secuencia 7 (5'-GCTGGTGG-3’) adquiere actividad recombinasa
(RecBCD*). En este estado, degrada uUnicamente la cadena del extremo 5’, dejando asi un
extremo protuberante 3’ de ssDNA. A este extremo se unen en primer lugar las proteinas Ssb,
pero éstas son desplazadas posteriormente por la unién de la proteina RecA (Anderson vy

Kowalczykowski, 1998; Kuzminov, 1999).

En ambos casos, la unidn de RecA al ssDNA promueve la reparacidon por recombinacién

siguiendo el proceso descrito en apartados anteriores (Fig. 1.5).

1.2.1.4.2. Genes del sistema SOS asociados a la reparacion por escisidon de nucleétido

El sistema de reparacién por escision de nucledtido o sistema NER (por Nucleotide Excision
Repair) participa en la reparacidon de una gran variedad de lesiones producidas por diferentes
factores lesivos para la célula, como la luz UV o agentes quimicos. Estd formado por las
proteinas codificadas por los genes uvrA, uvrB, uvrC y uvrD, de los que Unicamente uvrC no
forma parte del regulén SOS en E. coli (Fernandez de Henestrosa et al., 2000; Courcelle et al.,
2001). Estas proteinas reconocen las lesiones en el DNA y eliminan las bases incorrectas,

permitiendo el uso de la cadena complementaria como molde para sustituirlas.
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Durante el proceso de reparacion, el complejo formado por UvrA y UvrB (Orren y Sancar, 1989)
recorre el DNA desde su extremo 5’ en busca de posibles lesiones (Moolenaar et al., 2000).
Cuando localiza una lesién, UvrB la confirma y queda unido al DNA formando el complejo
UvrB-DNA, mientras que UvrA se libera (Fig. 1.10 A y B) (Moolenaar et al., 2001). El anclaje de
UvrB al DNA permite la incorporacién al complejo de UvrC (Orren y Sancar, 1989), el cual
realiza dos incisiones, una a cada lado de la lesidn, permitiendo la escisién del fragmento de
DNA dafiado (Fig. 1.10 C) (Verhoeven et al., 2000). Posteriormente, UvrD (helicasa Il) separa a
UvrC y al trozo de DNA escindido por ella del complejo UvrB-DNA (Fig. 1.10 D) (Orren et al.,
1992). Finalmente, la DNA polimerasa | disocia a UvrB de la cadena intacta del DNA y se
encarga de la polimerizacién del fragmento de DNA eliminado, utilizando como molde dicha
cadena intacta (Fig. 1.10 E). Por ultimo, la DNA ligasa genera el enlace fosfodiéster que unira el

extremo 3’ del DNA recién sintetizado, dando continuidad a la molécula (Orren et al., 1992).

| A, Localizacidn de la lesidn ” B. Reconocimiento de la lesian || C.  Escision del DNA lesionado I

Lesidn Lesidin Lesidn

H S
Llilssobagmlifg

0. Separacion del DNA lesionado ] E. Sintesis del fragmento de DNA escindido
Lesisn

TRy i

TLLU.LI.I-L..LLLLLI

Figura 1.10. Esquema del modelo de reparacion por escision de nucledtido. A) El complejo formado

por UvrA (circulos naranjas) y UvrB (évalo verde) recorre el DNA hasta localizar una lesion. B) UvrB
confirma la lesién y queda unido al DNA. C) UvrC (representado en gris) acude al punto de lesién y
realiza dos incisiones a cada lado de la lesion. D) UvrD (representado en marrdn) separa a UvrC y al
fragmento de DNA lesionado. E) La DNA polimerasa | (representada en lila) separa a UvrB del DNA 'y

sintetiza de nuevo el fragmento de DNA escindido.

Este proceso de reparacion, conocido como short patch repair, elimina fragmentos de un
maximo de 12 nucleétidos. Sin embargo, cuando la lesién no puede ser reparada por este
sistema, interviene el mecanismo conocido como long patch repair, que elimina fragmentos
mucho mayores, de hasta 9000 bp (Smith, 2004). Mediante este sistema, las proteinas UvrA,
UvrB y UvrC son las encargadas de llevar a cabo la escision de las lesiones, pero la reparacion
posterior del DNA tiene lugar mediante procesos de recombinacién homéloga mediados por
RecA y RecF (Cooper y Hanawalt, 1972; Courcelle et al., 1999; Bichara et al., 2011). El
mecanismo que permite la eliminacién de fragmentos de DNA de tan elevado tamafio no ha
sido descrito, pero la hipdtesis mds aceptada sugiere que es consecuencia del reinicio de la

replicacién tras la eliminacion de la lesidn por UvrA, UvrB y UvrC (Courcelle et al., 1999).

26



Introduccion

1.2.1.4.3. Genes del sistema SOS asociados a la sintesis de DNA por translesién

La sintesis de DNA por translesion es el Ultimo recurso que tiene la célula para superar las
lesiones en el DNA y permitir la viabilidad celular. Este sistema, que forma parte del regulén
SOS, actia cuando los mecanismos de reparacién del material genético no han podido resolver
dichas lesiones y la célula continda sin poder replicar (Courcelle et al., 2006). Mediante la
sintesis de DNA por translesién, la célula copia una cadena de DNA dafiada introduciendo
nucledtidos al azar en los puntos donde se localizan las lesiones (Kuzminov, 1999), de tal modo
que la célula consigue replicar su material genético y sobrevivir. Sin embargo, este mecanismo
de replicacién supone un descenso en la fidelidad de copia del DNA, ya que la introduccion de
nucledtidos al azar produce un aumento en el nimero de mutaciones. Por este motivo, este
proceso se conoce también como replicacidén tendente al error o mutagénesis SOS (Kuzminov,
1999) y se induce en las fases finales de la respuesta SOS, cuando la célula no es capaz de

sobrevivir mediante ninguna otra via.

Existen diferentes polimerasas implicadas en la sintesis de DNA por translesién, entre ellas la
DNA polimerasa V, complejo proteico formado por las proteinas codificadas en los genes umuC
y umuD, ambos pertenecientes al reguldn SOS (Sommer et al., 1998; Kuzminov, 1999). La DNA
polimerasa V tiene como peculiaridad que, tanto para su formacidon como para su activacion,
es necesaria la actividad de la proteina RecA* (Bruck et al., 1996; Tang et al., 1999; Mustard y
Little, 2000; Jiang et al., 2009).

En una primera etapa, RecA* promueve la autohidrdlisis de la proteina UmuD en un
mecanismo analogo al de LexA (Mustard y Little, 2000). De esta manera, UmuD adquiere su
forma funcional UmuD’, la cual es capaz de formar un complejo heterélogo con UmuC,
UmuD’,C (Bruck et al., 1996; Tang et al., 1999). Este complejo es el que se conoce como DNA

polimerasa V (Tang et al., 1999).

Una vez se forma el complejo UmuD’,C, éste ha de actuar sobre el DNA lesionado. Para ello, se
necesita de nuevo la participaciéon de RecA. En este caso, RecA se encuentra en su forma
activada, formando nucleofilamentos sobre el ssDNA producido por la presencia de lesiones
gue no han podido ser reparadas (Fig. 1.11 A). La DNA polimerasa V acude a uno de estos
nucleofilamentos de RecA*, desde el cual le es transferido un mondmero de RecA unido a ATP.
Se forma asi el complejo DNA polimerasa V-RecA-ATP, que constituye el mutasoma, la forma
activa de la DNA polimerasa V (Fig. 1.11 B) (Jiang et al., 2009). Este mutasoma acude entonces
en busca de una regién en la que la horquilla de replicacion haya quedado estancada por la
presencia de una lesién. Cuando la localiza, se une a dicha regién y procede con la sintesis del
DNA (Fig. 1.11 C) (Jiang et al., 2009), incorporando nucledtidos al azar frente a la lesion

(Kuzminov, 1999). Tras una ronda de sintesis de DNA, el mutasoma se inactiva, pero puede ser
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reactivado mediante la interaccidon con un nuevo nucleofilamento de RecA* que sustituya el

monomero de RecA unido a ATP ahora inactivo por otro activo (Fig. 1.11 D) (Jiang et al., 2009).

&, Nucleofilamentos de RecA™ sobre ssDNA B. Activacion de Umuly,C
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y 4 5 3 5
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DNA polimerasa V Mutasoma ‘/

eLA-ATF activo

L. Sintesis de DMNA por translesian (8 Inactivacion del mutasama
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3 5
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RecA-ATF inactivo

Figura 1.11. Modelo esquematico del proceso de sintesis de DNA por translesién. A) RecA* se
encuentra en forma de nucleofilamentos alrededor del ssDNA. B) Un mondémero de RecA unido a
ATP es transferido a la DNA polimerasa V, activandola y constituyendo el mutasoma. C) El mutasoma
acude a una horquilla de replicacion estancada por una lesion y sintetiza el DNA, incorporando

nucledtidos al azar frente a la lesion. D) Tras una ronda de sintesis de DNA, el mutasoma se inactiva.

Las DNA polimerasas Il y IV, estan implicadas también en la sintesis de DNA por translesion y se
inducen como parte del sistema SOS (Goodman, 2002). Sin embargo, aunque el mecanismo de
replicacién tendente al error es equivalente al anterior, en estos casos la proteina RecA no estd

directamente implicada en su funcién (Schlacher et al., 2006).

1.2.1.4.4. Otras funciones del sistema SOS

Ademads de las funciones de reparacién del material genético, el sistema SOS estd asociado a
otros procesos. Uno de los mas importantes es la inhibicidn de la divisién celular, mediada por
la proteina SulA (Huisman y D’Ari, 1981). Esta proteina impide la formacion del anillo FtsZ,
induciendo la filamentacion reversible de la célula durante el proceso de reparacién (Bi y
Lutkenhaus, 1993). De esta manera, se impide la divisién celular hasta que el material genético

es reparado.

Otra de las consecuencias de la activaciéon del sistema SOS es la induccién de profagos
residentes en la célula (Sauer et al., 1982). El represor del ciclo litico de algunos bacteriéfagos,
como el fago A o el P22, presenta un sistema de autohidrolisis analogo al de las proteinas LexA
o UmuD, de modo que RecA* induce su autohidrdlisis y, por tanto, el ciclo litico del

bacteriéfago (Sauer et al., 1982). En otros casos, es un inhibidor del represor del ciclo litico,
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codificado por el gen tum, el que esta regulado por la proteina LexA (Shearwin et al., 1998).
Por tanto, cuando se induce el sistema SOS y la proteina LexA se autohidroliza, este inhibidor
Tum se expresa, bloqueando la accion del represor del ciclo litico. Como consecuencia, se

induce la escisién del genoma virico y la produccién de nuevos viriones.

La activacidn de la respuesta SOS esta implicada también en la expresion y la transferencia
horizontal de determinados factores de virulencia. En la especie Staphylococcus aureus, esta
activacion induce la transferencia horizontal de islas de patogenicidad contenidas en su
cromosoma (Ubeda et al., 2005; Maiqués et al., 2006). En el caso de Vibrio cholerae o de E. coli
enterohemorragica, la activacion de la respuesta induce la expresidn de toxinas codificadas en
profagos residentes (toxina colérica y toxina Shiga, respectivamente), favoreciendo el

desarrollo de la infeccion (Quinones et al., 2005; Zhang et al., 2000).

Por ultimo, la induccion de la respuesta SOS promueve también la expresion y la transferencia
horizontal de resistencias antibidticas codificadas en elementos mdviles. En primer lugar,
estudios recientes demuestran que la proteina LexA inhibe la expresion del gen plasmidico
gnrB2, el cual codifica un factor de resistencia a fluoroquinolonas (Da Re et al., 2009). Por lo
tanto, la induccion del sistema SOS promueve la expresion de este factor de resistencia. En
segundo lugar, la activacion de la respuesta SOS induce la transferencia horizontal del
elemento conjugativo SXT de E. coli y V. cholerae (Beaber et al., 2004). La proteina SetR,
codificada en este mismo elemento, es un represor del proceso de transferencia. Su
inactivacion, por un sistema andlogo al de LexA, permite la transferencia horizontal del
elemento SXT y, en consecuencia, la de los genes de resistencia antibidtica codificados en él.
Por ultimo, se ha observado también que LexA inhibe la expresidon de la integrasa de los
integrones, de modo que la induccién del sistema SOS facilita la transferencia horizontal de los
casetes génicos asociados a estos elementos, entre los cuales se encuentran codificados, no

solo resistencias antibidticas, sino también otros muchos factores (Guerin et al., 2009).

1.2.1.5. Agentes inductores del sistema SOS

Entre los agentes inductores del sistema SOS encontramos factores tanto endégenos como

exogenos (Fig. 1.12).

El sistema se describe por primera vez como una respuesta génica a las lesiones en el DNA
causadas por la irradiacion con luz UV (Witkin, 1967; Witkin, 1976). Sin embargo, estudios
posteriores demuestran la existencia de otros muchos factores exégenos capaces de inducir la
respuesta SOS, como, por ejemplo, agentes mutagenos como la mitomicina C (Kenyon vy
Walker, 1980), antibidticos como los pertenecientes al grupo de las quinolonas (Piddock et al.,
1990) o el estrés oxidativo (Imlay y Linn, 1987). Trabajos mas recientes muestran, no obstante,

que algunos factores exdgenos pueden inducir el sistema SOS sin causar lesiones de forma
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directa en el DNA. Asi, por ejemplo, en presencia de bajos niveles de pH, la proteina LexA
tiende a formar agregados incapaces de unirse al DNA o tetrameros con una mayor afinidad
por regiones inespecificas en el DNA, liberando por ambas vias los promotores de los genes del
sistema SOS, lo que conlleva su induccidn (Sousa et al., 2006). Sin embargo, en presencia de
altos niveles de pH, LexA tiende a autohidrolizarse de forma independiente a la sefal via
RecA*, induciendo de nuevo el sistema SOS (Smith et al., 1991b). De forma similar, la
presencia de antibidticos bactericidas en el entorno induce el sistema SOS debido a que se
generan dafios por estrés oxidativo en la célula (Kohanski et al., 2007), mientras que la accion
de los antibidticos betalactdmicos sobre la pared celular induce un sistema de dos
componentes que impide la replicacidn celular, siendo ésta, en ultima instancia, la sefial que
induce el sistema SOS (Miller et al., 2004).

Asimismo, el sistema SOS se puede activar debido a la presencia de agentes endégenos, como
metabolitos con capacidad alquilante (Volkert et al., 1989), mutaciones que afectan a procesos
de replicacion o reparacion (O’Reilly y Kreuzer, 2004) o la falta de nutrientes (Taddei et al.,
1995; Janion, 2001).

Todo ello pone de manifiesto la importancia del sistema SOS como una respuesta génica global
implicada en la reparacién del material genético y en la adaptacion a las condiciones del

entorno.
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Figura 1.12. Factores enddgenos y exdgenos inductores de la respuesta SOS. Modificado de
Erill et al. (2007).

1.2.2. EL SISTEMA SOS EN S. Typhimurium

LexA y RecA son dos proteinas altamente conservadas en el Dominio Bacteria. En S.
Typhimurium también existe una red génica regulada por estas dos proteinas y que se induce

en respuesta a agentes lesivos para el DNA.
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Los primeros indicios al respecto se derivan de estudios realizados en la década de 1980. En
ellos se observd que S. Typhimurium presenta un sistema de mutagénesis inducible ante la
irradiacién con luz UV (Orrego y Eisenstadt, 1987) y que, ademds, la expresion de la proteina
LexA de E. coli en ella produce un descenso en la expresién de su gen recA (Sedgwick y
Goodwin, 1985). Posteriormente, Smith et al. (1991a) corroboraron la existencia en S.
Typhimurium de una red de genes din (por Damage Inducible), de los cuales una parte son
susceptibles a la represion por la proteina LexA de E. coli, confirmando de este modo la

existencia del sistema SOS en S. Typhimurium.

Posteriormente, la secuenciacion del gen lexA de S. Typhimurium y de su regidon promotora
permitieron establecer su homologia con el gen lexA de E. coli (Garriga et al., 1992; Mustard et
al., 1992). En la region codificante existen algunos cambios respecto a la secuencia descrita
para E. coli, que suponen diferencias sélo en 6 aminodacidos, ninguno de ellos situado en las
regiones de importancia funcional (regiones de unién a DNA, dimerizaciéon o autohidrdlisis).
Asimismo, en la regidon promotora del gen lexA de S. Typhimurium existen dos cajas homdlogas
a la caja SOS de E. coli, de modo que el gen /lexA en S. Typhimurium esta regulado de igual
manera que en E. coli (Garriga et al., 1992). Estas observaciones, unidas al hecho de que la
proteina LexA de S. Typhimurium es capaz de reprimir los genes recA y sulA de E. coli (Calero et
al., 1991; Mustard et al., 1992), confirman la existencia de un sistema SOS en S. Typhimurium,
regulado por las proteinas LexA y RecA, que actian como represor y activador del sistema

respectivamente.

Desde la década de 1990, numerosos estudios llevados a cabo, no sélo en S. Typhimurium o E.
coli, sino también en muchas otras especies bacterianas, han permitido determinar que el
sistema SOS es una respuesta ampliamente distribuida en el dominio Bacteria (Erill et al,,
2007), ademas de confirmar la similitud del reguldon LexA de S. Typhimurium con el de E. col,
los cuales comparten tanto un gran nimero de genes regulados (Tabla 1.4), como la secuencia
consenso de la caja SOS, siendo en ambos casos CTGT-Ng-ACAG (Erill et al., 2003).

Sin embargo, cabe destacar que una de las diferencias mas significativas que se dan entre S.
Typhimurium y E. coli es la letalidad de una mutacidon deficiente en el gen /exA de S.
Typhimurium. Esto es debido, entre otros motivos, a que, ademds del gen sulA, presente
también en E. coli, S. Typhimurium es portadora en su genoma de una serie de profagos, de los
cuales Fels-2, Gifsy-1 y Gifsy-2 presentan la proteina Tum como reguladora del ciclo litico. Por
tanto, este ciclo se induce con la respuesta SOS. De este modo, en una cepa deficiente en el
gen lexA, que presenta una induccién constitutiva de esta respuesta, no sélo se produce la
inhibicidon de la division celular, sino que también se induce el ciclo litico de los profagos
mencionados, lo que lleva a la lisis celular y la muerte, aun cuando la cepa es sulA deficiente
(Bunny et al., 2002).
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Tabla 1.4. Genes predichos y confirmados del sistema SOS de S. Typhimurium.

Gen

Funcidon

Cromosdmicos

polB (dinA)

dinB (dinP)

dinF

dinG

dinl

dinL (yjiW, sosC)
dinO (molR, sosF)
ftsK (dinH)

lexA

recA

recN

recX
ruvAB
sbmC
ssb

sulA
umuDC
UvrA
uvrB
uvrD
ydjM
yebG
msgA
STM1019
STM2621
STMO0925
STM2727

Extracromosdmicos

cl*
tum

Represores fagicos*

DNA polimerasa Il

DNA polimerasa IV

Desconocida. Esta en el mismo operdn que /exA

Desconocida

Inhibicién de la proteina UmuD. Estabilizador de los filamentos de RecA
Desconocida

Desconocida

Division celular y segregacion cromosomica

Represor del sistema SOS

Recombinacion, coproteasa, activador del sistema SOS, mutagénesis SOS
Recombinacion por la via RecF. Reparacion de roturas de cadena doble y
sencilla

Modulador del sistema SOS. Inhibidor de las funciones de RecA
Recombinacién por la via RecF

Resistencia a la microcina B17

Unidén a ssDNA.

Inhibicién de la division celular

DNA polimerasa V. Mutagénesis SOS

Reparacion por escisidon de nucledtido

Reparacion por escisidon de nucleétido

Helicasa Il

Desconocida

Desconocida

Proteina de supervivencia en macréfago

Desconocida. Perteneciente a Gifsy-2

Proteina homologa a la proteina 15 de replicacion

Desconocida

Desconocida

Represor del ciclo litico
Antirepresor del ciclo litico (fago ¢$186)

*No estan regulados por LexA, pero tienen un mecanismo analogo de hidrdlisis.
Modificado de Erill et al. (2003).

1.2.3. EL SISTEMA SOS Y LA VIRULENCIA BACTERIANA

Diversos estudios relacionan el sistema SOS con la virulencia de diferentes especies

bacterianas. Por una parte, el sistema SOS estad implicado en la expresidn y la transferencia

horizontal de toxinas y resistencias antibidticas, fendmenos importantes para el desarrollo del

proceso infectivo. Por otra parte, el sistema SOS se relaciona también con los procesos de

supervivencia frente a los sistemas de defensa del huésped.
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1.2.3.1. Expresion y diseminacion de genes asociados a virulencia

Recientemente, el sistema SOS ha sido objeto de estudio por su implicacion en la expresion y
la transferencia horizontal de genes codificados en elementos mdviles. Diversos estudios
demuestran que la utilizacion de determinados antibidticos durante el tratamiento de
infecciones puede inducir el sistema SOS (Zhang et al., 2000; Miller et al., 2004; Ubeda et al.,
2005; Maiqués et al., 2006). Esto conlleva, tal y como se explica en apartados anteriores, la
expresion de toxinas codificadas en profagos (Quinones et al., 2005; Zhang et al., 2000), la
expresion de resistencias antibidticas codificadas en plasmidos (Da Re et al., 2009) y la
transferencia horizontal de islas de patogenicidad (Ubeda et al., 2005; Maiqués et al., 2006),
integrones (Guerin et al., 2009) o elementos conjugativos (Beaber et al., 2004). Esto implica
que el tratamiento de las infecciones bacterianas con determinados antibidticos puede
suponer, no sélo el empeoramiento de la enfermedad (debido a la induccién de las toxinas),
sino también el aislamiento de clones resistentes al antibiético en uso y la diseminacion de

genes implicados en la virulencia de los patdgenos (Ver apartado 1.2.1.4.4).

Sin embargo, estos no son los Unicos fenédmenos importantes para el desarrollo del proceso
infectivo. Cabe destacar también la importancia de la expresiéon de polimerasas tendentes al
error en las fases mds tardias de la induccidn de la respuesta SOS. Estas polimerasas
introducen mutaciones en la secuencia del DNA, lo cual puede suponer la aparicién de
resistentes espontaneos a antibidticos diferentes a los aplicados durante el tratamiento (Thi et
al., 2011). Es decir, que el uso de un antibidtico para el tratamiento de una infeccion puede

inducir la aparicidn de resistencias espontdneas.

Por todos estos motivos, varios estudios proponen el desarrollo de terapias que impidan la
expresion del sistema SOS durante el tratamiento con antibiéticos con el fin de evitar la
aparicion de complicaciones durante el desarrollo de la enfermedad y la diseminacion de

factores de virulencia (Cirz et al., 2005; Cirz y Romesberg, 2007).

1.2.3.2. Supervivencia durante el proceso infectivo

El sistema SOS es un mecanismo de defensa global frente a las lesiones en el DNA. Es por ello
que, desde su descubrimiento, se ha intentado establecer cual es su papel en el proceso
infectivo y en la supervivencia frente a los mecanismos de defensa propios del huésped. Varios
estudios aportan informacidn muy importante al respecto, aunque las implicaciones exactas

estdn aun por determinar.

Para que los patégenos gastrointestinales puedan alcanzar el epitelio intestinal y desarrollar

una infeccién han de superar los mecanismos de defensa del huésped. Entre estos sistemas de

33



Implicacion del sistema SOS y de la proteina RecA en el proceso infectivo de S. Typhimurium

defensa encontramos el bajo pH existente en el estdmago y las sales biliares presentes en el
intestino. Van der Veen y Abee (2011), en un estudio llevado a cabo con un mutante deficiente
en el gen recA del patdgeno Listeria monocytogenes, demuestran que la expresion de este gen
es esencial para sobrevivir a los niveles de acidez presentes en el estémago, sefialando la
importancia de la respuesta SOS en esta fase de la infeccién. Por otro lado, trabajos con S.
Typhimurium demuestran también que la presencia de sales biliares en el entorno induce la
respuesta SOS (Prieto et al., 2004). Esto sugiere la importancia del reguldén LexA para superar
esta barrera del tracto gastrointestinal, pero también lo relaciona con las infecciones crénicas
por este patégeno, ya que, en la vesicula biliar, la expresion del sistema SOS podria causar

mutaciones que favoreciesen este tipo de infeccion.

Por otro lado, una de las caracteristicas mas importantes de los patégenos intracelulares como
S. Typhimurium es su capacidad para sobrevivir en el interior de macrofagos. Trabajos llevados
a cabo con este patégeno demuestran que un mutante deficiente en el gen recA presenta una
dosis letal 50 (LDsg) 5 veces superior a la de la cepa salvaje y es incapaz de sobrevivir en el
interior de macréfagos. Sin embargo, si puede sobrevivir en el interior de macréfagos que no
producen especies reactivas del oxigeno (Buchmeier et al., 1993). Se confirma, de este modo,
la importancia de esta proteina para la supervivencia intracelular, mds concretamente, para la
superacién de las lesiones causadas por estrés oxidativo. Estudios de transcriptémica llevados
a cabo posteriormente en S. Typhimurium y en E. coli demuestran la induccién del sistema SOS
en la fase intracelular del proceso infectivo, sefialando de nuevo su relevancia (Eriksson et al.,
2003; Poirier et al., 2008).

Otros trabajos realizados con mutantes deficientes en el gen recA de microorganismos como S.
aureus o V. cholerae corroboran la importancia de esta proteina en la virulencia de estos
patégenos (Mei et al., 1997; Kumar et al., 1994).

En conclusidn, los datos expuestos en los parrafos anteriores sugieren que la expresion del
sistema SOS es necesaria en diferentes fases del proceso infectivo de determinados
patégenos. Sin embargo, todos los estudios de virulencia han sido realizados a través de
mutantes deficientes en el gen recA, el cual no sélo participa en la reparaciéon del DNA
mediante la induccion del sistema SOS, sino que también lo hace mediante procesos asociados
a la recombinacion homodloga. Este hecho impide distinguir entre ambas funciones de RecA a
la hora de establecer su importancia durante el desarrollo del proceso infectivo, por lo que el

papel desarrollado exclusivamente por el sistema SOS aun esta por determinar.
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1.3. DESPLAZAMIENTO CELULAR EN BACTERIAS

1.3.1. TIPOS DE DESPLAZAMIENTO CELULAR

Los microorganismos son capaces de colonizar el medio en el que se encuentran
desplazandose en él mediante mecanismos muy diversos. Actualmente se conocen cinco tipos
de desplazamiento celular en bacterias. Algunos de ellos son el resultado de movimientos
independientes entre células, de modo que éstas se desplazan de forma individual. Sin
embargo, otros desplazamientos son el resultado de movimientos coordinados entre células,

es decir, éstas se desplazan de forma poblacional (Henrichsen, 1972; Harshey, 2003).

El movimiento de natacion o swimming se define como un movimiento celular individual en
medio liquido impulsado por la rotacién flagelar (Fig. 1.14 A) (Henrichsen, 1972; Harshey,
2003). En E. coli existen dos tipos de movimiento natatorio en funcion del sentido de rotacion
de los flagelos, la natacion en linea recta o smooth swimming y el movimiento de vibracién o
tumbling. Mediante el movimiento de natacidén en linea recta, la célula se desplaza siguiendo
trayectorias relativamente lineales (Fig. 1.13 A). Sin embargo, cuando el movimiento es de
vibracion, la célula oscila alrededor de un punto y se reorienta al azar para reanudar
posteriormente el movimiento de natacién en linea recta en una nueva direccion (Fig. 1.13 B).
De esta manera, el desplazamiento mediante swimming en medios liquidos es el resultado de

la alternancia entre estos dos tipos de movimiento natatorio (Baker et al., 2006).

A) Natacion en linea recta B) Vibracidn

‘ T A
A : :E%E ;:5? it &:{
e VAV A

Figura 1.13. Esquema representativo de los dos tipos de movimiento

natatorio descritos en E. coli en funcién del sentido de rotacién de los
flagelos. A) Movimiento de natacién en linea recta o smooth swimming.

B) Movimiento de vibracién o tumbling.

El movimiento por contracciones o twitching es un movimiento sobre superficies en el cual las
células se desplazan lentamente recorriendo pequefios tramos de forma intermitente, por lo
gue tienen la apariencia de dar “pasos cortos” (Fig.1.14 C) (Harshey, 2003; Kearns, 2010). En
este tipo de movimiento, caracteristico de especies como Pseudomonas aeruginosa, Neisseria
gonorrhoeae o Myxococcus xanthus, las células se desplazan principalmente de forma
poblacional, aunque en ocasiones pueden hacerlo de forma individual (Mattick, 2002). La

fuerza motriz del movimiento es la retraccién de los pili tipo IV. Las células anclan sus pili a la
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superficie del medio en el que se encuentran y su retraccion las arrastra, permitiendo el
desplazamiento (Merz et al., 2000; Sun et al., 2000; Skerker y Berg, 2001). Del mismo modo,
también anclan sus pili a otras células para atraerlas y coordinar el movimiento conjunto de

todas ellas, dando lugar al desplazamiento poblacional (Merz et al., 2000; Mattick, 2002).

El movimiento por deslizamiento o gliding es un desplazamiento lento sobre superficies en el
que las células se mueven de forma poblacional, siguiendo la direccidon de su eje longitudinal
(Fig. 1.14 D) (Henrichsen, 1972; Kearns, 2010). En este movimiento, caracteristico de especies
como M. xanthus, no estan involucrados ni flagelos ni pili (Mignot, 2007). Sin embargo, a pesar
de los numerosos estudios al respecto, el mecanismo exacto que lo permite aun no ha sido
descrito. La hipdtesis mas aceptada sugiere que el movimiento es consecuencia de adhesiones
focales entre el sustrato y la célula, que se forman en uno de los polos y recorren toda la célula

hasta el polo opuesto, permitiendo el desplazamiento (Mignot, 2007).

El movimiento por crecimiento o sliding es un tipo de desplazamiento poblacional pasivo
sobre superficies en el que las células utilizan surfactantes para reducir la tensién superficial
del medio en el que se encuentran y poder asi desplazarse hacia el exterior de la colonia,
impulsadas Unicamente por la presién que ejercen las propias células en crecimiento (Fig. 1.14
E) (Harshey, 2003; Kearns, 2010). Este movimiento ha sido observado en numerosas especies
de géneros como Acinetobacter, Bacillus, Escherichia, Serratia o Streptococcus (Henrichsen,
1972; Harshey, 2003).

Por dultimo, el movimiento en enjambre o swarming se define como un movimiento
poblacional rapido sobre superficies impulsado por la rotacion flagelar (Fig. 1.14 B) (Kearns,
2010). Este tipo de movimiento, observado también en numerosas especies bacterianas,
requiere un cambio en la morfologia celular y la coordinacidn de un gran niumero de procesos
celulares que se detallan en los préoximos apartados (Alberti y Harshey, 1990; Harshey y
Matsuyama 1994; Senesi et al., 2002; Kearns y Losick, 2003; Rather, 2005).

A} Swimming B Swarming

Figura 1.14. Esquema de los

cinco tipos de desplazamiento
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= = — (Ver texto, apartado 1.3.1). El
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D} Glidin E) Shidin L. .
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1.3.2. EL MOVIMIENTO EN ENJAMBRE O SWARMING

El movimiento en enjambre es un tipo de desplazamiento que permite a una poblacién
bacteriana avanzar rdpidamente sobre superficies semisdlidas. Descrito por primera vez en
Proteus mirabilis, este movimiento poblacional se observa también en muchos otras especies
bacterianas, estando ampliamente distribuido en el dominio Bacteria (Wenner y Rettger, 1919;
Stuart et al., 1946; Lominski y Lendrum, 1947; Murray y Elder, 1949; Willis y Williams, 1972;
Madller y Lenz, 1975).

1.3.2.1. Diferenciacion celular: células swarmers

Una de las caracteristicas principales del movimiento en enjambre es que va acompanado de
una diferenciacidn celular que permite el paso de las células al estado de swarmers. Este
hecho se describe por primera vez en estudios llevados a cabo con el microorganismo P.
mirabilis, el microorganismo modelo para el desplazamiento por swarming. Cuando P.
mirabilis crece sobre superficies, las células incrementan su tamano hasta 40 veces, formando
células filamentosas con multiples nucleoides (Fig. 1.15) (Henrichsen, 1972; Rather, 2005;
Kearns, 2010). Trabajos posteriores determinan que muchas otras especies bacterianas sufren
también un incremento en su tamafio celular cuando se desplazan mediante swarming,
confirmando que la formacion de células filamentosas es una caracteristica comun a todas
aquellas especies que presentan este tipo de motilidad (Alberti y Harshey, 1990; Harshey y
Matsuyama, 1994; Senesi et al., 2002; Kearns y Losick, 2003).

No obstante, la diferenciacidn celular no sélo promueve el incremento en el tamafio de las
células, sino también cambios en la flagelacién. Como se ha indicado anteriormente, el
desplazamiento mediante swarming es posible gracias a la rotacion flagelar. Sin embargo, al
tratarse de un desplazamiento sobre superficies, es necesaria la fuerza generada por un
numero de flagelos mayor que el que se necesita para permitir el desplazamiento por
swimming en medios liquidos. Por este motivo, las células swarmers presentan un incremento
en el niumero de flagelos existentes en su superficie (Fig. 1.15). En el caso de especies como E.
coli, que tiene entre 5 y 8 flagelos peritricos cuando crece en medio liquido, este numero se
duplica durante el desplazamiento por swarming (Harshey y Matsuyama, 1994). En el caso de
otras especies, como Vibrio parahaemolyticus, existen dos sistemas de flagelacién alternativos
en funcion del tipo de movimiento que realizan. Cuando crece en medio liquido, V.
parahaemolyticus presenta un Unico flagelo polar para desplazarse mediante swimming. Sin
embargo, cuando se desplaza sobre superficies semisélidas mediante swarming, sintetiza una
serie de flagelos peritricos, denominados flagelos laterales, codificados por genes distintos a
los que codifican el flagelo polar y regulados por vias especificas para este sistema de

flagelacion lateral (Shinoda y Okamoto, 1977).
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S. Typhimurium, igual que el resto de serovariedades del género Salmonella, es capaz de
desplazarse mediante swarming sobre superficies semisélidas (Kim y Surette, 2005). En la
década de 1990, Harshey y Matsuyama llevaron a cabo un estudio muy detallado del swarming
en este patdégeno, el cual demuestra que el paso de las células al estado de swarmers implica
un cambio morfolégico muy acusado en esta especie (Harshey y Matsuyama, 1994). Sin
embargo, no lo es tanto como el observado en especies como P. mirabilis o V.

parahaemolyticus.

El incremento en el tamafio de las células swarmers de S. Typhimurium como consecuencia de
la filamentacion les permite alcanzar longitudes de entre 5 y 20 um. Del mismo modo, los
swarmers de este patdgeno presentan hasta el doble de flagelos por unidad de superficie que
las células en estado vegetativo. Estos flagelos no constituyen un sistema de flagelacion
especifico para el swarming, sino que forman parte del mismo sistema que permite el
desplazamiento mediante swimming (Harshey y Matsuyama, 1994). Sin embargo, durante el
movimiento en enjambre sélo se observa la sobreexpresion de los genes implicados en la
sintesis del filamento del flagelo, pero no se sobreexpresan ni los que codifican proteinas que
forman parte de otras estructuras del flagelo, ni el operdn regulador flhDC. Esto sugiere que el
incremento en la sintesis flagelar es consecuencia de procesos de regulacion

postranscripcional (Wang et al., 2004).

1.3.2.2. Movimiento poblacional: los rafts

El movimiento en enjambre es un desplazamiento poblacional, de manera que las células no
avanzan de forma individual, sino que lo hacen de forma colectiva (Henrichsen, 1972). Tras
diferenciarse en swarmers, las células se desplazan unidas unas a otras, formando grupos
conocidos como rafts (Fig. 1.15) (Alberti y Harshey, 1990; Eberl et al., 1999; Senesi et al., 2002;
Kearns y Losick, 2003; Jones et al., 2004). Estas agrupaciones son dinamicas, de manera que
cuando una célula se incorpora a ellas, se mueve de forma coordinada con el resto del grupo,
mientras que si se separa, pierde su fenotipo swarmer rapidamente (Fig. 1.15) (Kearns y Losick,
2003; Kearns, 2010). Los rafts se observan principalmente en los margenes de la colonia, es
decir, en la periferia, mientras que las células del interior de la colonia son menos moviles y
presentan una morfologia menos marcada (Alberti y Harshey, 1990; Harshey y Matsuyama,
1994; Senesi et al., 2002).

El mecanismo que mantiene unidos a los swarmers en los rafts no ha sido descrito, pero Jones
et al. (2004), a través de un estudio realizado con la especie P. mirabilis, sugieren que, en este
patdgeno, los flagelos pueden ser los responsables de la unidn entre las células. Segun este
estudio, la agrupacion organizada de los flagelos de células adyacentes permite la unién entre
ellas, del mismo modo que el movimiento acompasado de todos ellos aporta la fuerza

suficiente para el desplazamiento sobre la superficie.
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Figura 1.15. Esquema representativo de la diferenciacién en célula swarmer y la agrupacién
en rafts tipicos del movimiento en enjambre. La separacion de una célula del raft induce el

paso de nuevo a su estado vegetativo.

1.3.2.3. Compuestos secretados durante el desplazamiento mediante

swarming

El movimiento en enjambre esta asociado a la produccién de una matriz viscosa compuesta,
entre otras moléculas, por proteinas, péptidos y polisacéridos. Esta matriz envuelve a las
células y acondiciona el medio, permitiendo el desplazamiento sobre la superficie (Verstraeten
et al., 2008).

La composicion exacta de la matriz varia entre especies. Algunos microorganismos sintetizan y
excretan en ella moléculas surfactantes, compuestos que reducen la tensién superficial e
incrementan la humedad del medio, permitiendo a las células desplazarse con mas facilidad
sobre la superficie. Es el caso de especies como Serratia marcescens, Serratia liquefaciens,
Pseudomonas aeruginosa o Bacillus subtilis. Mutantes de estas especies defectivos en la
sintesis de surfactantes son incapaces de desplazarse mediante swarming, demostrando la
importancia de estas moléculas para el movimiento (Matsuyama et al., 1992; Lindum et al.,
1998; Kohler et al., 2000; Kearns y Losick, 2003). En otros casos, como el de E. coli, no se ha
descrito la naturaleza de los compuestos secretados en la matriz extracelular y no se ha
demostrado la capacidad de las células para sintetizar y excretar surfactantes en ella (Harshey

y Matsuyama, 1994).

La composicidon de la matriz viscosa que envuelve a los rafts de S. Typhimurium no ha sido
descrita en la literatura. Estudios recientes demuestran la presencia en ella de moléculas
surfactantes, aunque descartan la posibilidad de que estas moléculas sean las responsables del
aumento en la humedad del entorno que permite el desplazamiento (Chen et al., 2007). Por lo
tanto, el compuesto o los compuestos que permiten el swarming en S. Typhimurium estdn adn
por determinar. Toguchi et al. (2000) sugieren que el lipopolisacarido (LPS) puede ser uno de
estos compuestos y actuar como surfactante, siendo el encargado de extraer la humedad del
medio. Asimismo, Mariconda et al. (2006) proponen que el cambio en el sentido de rotacién

de los flagelos durante el swarming, especialmente necesario cuando hay poca humedad en el
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entorno, es el que permite la distribucidn del LPS en el medio, facilitando su actividad como

molécula surfoactiva.

1.3.2.4. Patrones coloniales desarrollados durante el desplazamiento

mediante swarming

El desplazamiento mediante swarming genera unos patrones coloniales caracteristicos para

cada especie.

Algunas especies, como B. subtilis, se desplazan de forma continua sobre la superficie,

formando una monocapa celular sobre el medio (Kearns y Losick, 2003).

Otras especies presentan patrones coloniales mas complejos. P. mirabilis, por ejemplo, forma
una serie de anillos concéntricos, conocidos como terrazas, cuando se desplaza mediante
swarming en una placa de Petri (Fig. 1.16 B). Estas terrazas se forman debido a que, durante el
crecimiento, se produce una alternancia entre periodos de desplazamiento, en los que las
células se encuentran en estado de swarmers, y periodos de consolidacion, en los que se
encuentran en forma vegetativa, creciendo sin desplazarse. Por lo tanto, la sucesién de anillos
concéntricos se corresponde con la sucesion de ciclos de desplazamiento y consolidacion
(Rauprich et al., 1996; Matsuyama et al., 2000).

Otro patrén colonial frecuente es el que presentan especies como P. aeruginosa o S.
marcescens, en cuyo caso las células se desplazan formando dendritas o ramificaciones desde
el punto de inoculacién (Fig. 1.16 C) (Alberti y Harshey, 1990; Caiazza et al., 2005).

Asimismo, existen especies que forman espirales o vortices sobre el medio a medida que se
desplazan, como es el caso de Paenibacillus vortex cuando es cultivado en medios con

elevadas concentraciones de agar (Ingham y Ben Jacob, 2008).

En el caso de S. Typhimurium, las células de este patdgeno se desplazan sobre la superficie de
forma continua y uniforme, de modo que, sobre una placa de Petri, se observa una colonia de
aspecto mucoso en la que no hay terrazas ni zonas de consolidacion (Fig. 1.16 A) (Harshey y
Matsuyama, 1994).
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A) Monocapa B) Terrazas ) Dendritas

Figura 1.16. Patrones coloniales desarrollados durante el
desplazamiento mediante swarming. A) Monocapa celular formada
por S. Typhimurium. B) Terrazas formadas por P. mirabilis. C) Dendritas

formadas por S. marcescens.
1.3.2.5. Estimulos externos inductores del swarming

Cuando los microorganismos detectan una serie de sefiales externas, indicativas de que las
condiciones del entorno son las adecuadas para el movimiento en enjambre, se induce el paso

de las células al estado de swarmers.

Una de estas sefiales es la existencia de una elevada densidad celular, la cual es necesaria para
el desplazamiento por swarming. Se cree que este requisito puede estar relacionado, entre
otros motivos, con la produccién de surfactantes, un proceso costoso para la célula que
requiere una alta inversion energética. El acondicionamiento del medio para el movimiento en
enjambre requiere la produccion de grandes cantidades de estas moléculas, para lo cual es
necesaria la presencia de una elevada densidad poblacional. Por este motivo, el swarming de
muchas especies estd ligado a mecanismos de quorum sensing, los cuales regulan
estrechamente la produccidon de este tipo de compuestos en funcién de la concentracion
celular (Ochsner y Reiser, 1995; Lindum et al., 1998). Asimismo, se postula también que la
presencia de una elevada densidad celular es necesaria para la formacidn de los rafts en el
frente de avance de la colonia, ya que, como se ha mencionado anteriormente, los flagelos
mantienen unidas a las células y permiten el desplazamiento sobre el medio (Jones et al.,
2004).

El movimiento de swarming también depende de las condiciones de humedad en el medio.
Este hecho es muy evidente en el caso de especies como E. coli, la cual sélo puede desplazarse
mediante swarming en medios con un porcentaje de agar de entre el 0,5 y el 0,7% (Harshey y
Matsuyama, 1994). Por este motivo, el movimiento en enjambre esta ligado a la formacion de
la matriz viscosa que envuelve a las células y a la presencia de surfactantes en el entorno
(Harshey, 2003).
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La presencia de nutrientes en el medio es también un factor importante. La mayoria de
especies no puede desplazarse mediante swarming en medios minimos debido al elevado
coste energético derivado del paso al estado de célula swarmer (mayor sintesis flagelar), de la

produccidn y la excrecion de surfactantes y del movimiento (Harshey, 2003).

La presencia o ausencia de determinados acidos grasos afecta al swarming de especies como
P. mirabilis, P. aeruginosa o S. marcescens (Liaw et al., 2004; Lai et al., 2005; Inoue et al.,
2008). El motivo de este fendmeno no ha sido establecido, pero se postula que puede deberse
a un mecanismo de control de la fluidez de la membrana plasmatica (Lai et al., 2005) o a un

mecanismo de sefializacion intercelular (Liaw et al., 2004).

Por ultimo, la temperatura también afecta de forma directa al movimiento en enjambre, pero
lo hace de forma especifica para cada especie bacteriana, de tal modo que cada
microorganismo presenta una temperatura Optima para el desplazamiento determinada
(Alberti y Harshey, 1990; Harshey y Matsuyama 1994; Senesi et al., 2002; Kearns y Losick,
2003; Rather, 2005).

Al igual que el resto de microorganismos, el movimiento en enjambre de S. Typhimurium
depende de diversos factores externos. En primer lugar, este patégeno sélo puede desplazarse
mediante swarming sobre medios solidificados con un porcentaje de agar de entre el 0,5 y el
0,8%, lo que indica que es necesaria una elevada humedad en el entorno para permitir este
movimiento (Harshey y Matsuyama, 1994). En segundo lugar, también es necesaria la
presencia de glucosa en el medio, aunque ésta puede ser sustituida por otros azlicares como
manosa, manitol, N-acetilglucosamina, fructosa, galactosa o arabinosa (Harshey y Matsuyama,
1994). En tercer lugar, S. Typhimurium también requiere la presencia de los 20 aminodacidos
que forman parte de las proteinas para desplazarse mediante swarming, motivo por el cual
solo puede hacerlo sobre medios ricos o sobre medios minimos suplementados con todos ellos
(Toguchi et al., 2000). Por ultimo, otros factores ambientales también afectan al
desplazamiento en enjambre de S. Typhimurium, aunque no lo hacen de forma tan estricta
como los descritos anteriormente. Entre otros, destacan la temperatura, el pH vy Ia
concentracion de oxigeno. La temperatura debe estar por encima de 24°C, aunque la éptima
para el movimiento en enjambre de este microorganismo es de 37°C (Harshey y Matsuyama,
1994). De forma similar, el pH éptimo para este movimiento es de 6, aunque S. Typhimurium
puede desplazarse mediante swarming en medios con valores de pH comprendidos entre 5y
8,7 (Toguchi et al., 2000). Por ultimo, la presencia de oxigeno también estimula el swarming,
ya que, aunque S. Typhimurium puede moverse en enjambre tanto en condiciones aerdbicas
como en condiciones anaerdbicas, la presencia de este elemento promueve un mayor
aumento en la biomasa celular final y una mayor velocidad de desplazamiento (Toguchi et al.,
2000).
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1.3.2.6. Mecanismos moleculares de regulacion del swarming

Si bien los estimulos externos son los inductores de los cambios morfolédgicos que llevan a las
células a su estado de swarmers y al desplazamiento en enjambre, para que dichos cambios
tengan lugar es necesario que existan mecanismos moleculares de captacion y transduccion de
estas sefales en la célula. En la actualidad se conocen tres sistemas implicados en el
movimiento mediante swarming, aunque las vias de sefializacién exactas estan aun por

determinar. Estos sistemas son el de flagelacidn, el de quorum sensing y el de quimiotaxis.
1.3.2.6.1. El sistema de flagelacion

Los flagelos son las estructuras responsables del movimiento mediante swarming. La
biosintesis de estas estructuras es un proceso muy complejo que implica a mds de 50 genes,
los cuales estan regulados de forma jerarquica, con un operdn principal controlando la
expresion del resto. En el caso de las enterobacterias, el operdn principal es el flhDC (Chilcott y
Hughes, 2000).

En la superficie de la célula, cada uno de los flagelos sintetizados esta dirigido por un motor
flagelar anclado en la pared celular. Estos motores utilizan energia electroquimica
(intercambio de protones) para impulsar el movimiento de rotacion del flagelo, el cual puede
darse en dos sentidos distintos, en el de las agujas del reloj (CW, por clockwise) o en sentido
contrario (CCW, por counterclockwise) (Berg, 2003). La rotacién CCW permite que los flagelos
se agrupen de forma organizada a lo largo del eje longitudinal de la célula, formando un
penacho y actuando cooperativamente para impulsar a la célula mediante natacién en linea
recta o smooth swimming (Fig. 1.13 A). Sin embargo, si uno o mas de los motores impulsan el
giro del flagelo en sentido CW, éstos se desorganizan y generan el movimiento de vibracién o
tumbling (Fig. 1.13 B) (Baker et al., 2006).

La rotacion flagelar es la fuerza motriz que permite el movimiento en enjambre. Sin embargo,
ademas de ser esenciales para el desplazamiento, los flagelos también estan implicados en la
transmision de las sefiales que inducen la diferenciaciéon a célula swarmer. Para este fin,
actian a dos niveles distintos. En primer lugar, actian como mecanosensores, detectando
estimulos externos. En segundo lugar, pueden ejercer de reguladores globales, integrando
estas sefiales extracelulares, y otras intracelulares, y respondiendo a ellas para inducir la

diferenciacion.

El papel de los flagelos como mecanosensores se ha observado en especies como P. mirabilis o
V. parahaemolyticus. En ellas, la inhibicidn de la rotacién flagelar por el aumento en la
viscosidad del medio o por la presencia de anticuerpos anti-flagelina induce la diferenciacion

en células swarmers (McCarter et al., 1988; Belas y Suvanasuthi, 2005). EIl mecanismo por el
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cual la inhibicién en la rotacién del flagelo promueve la diferenciacidon celular no ha sido
establecido aun, pero estudios llevados a cabo en P. mirabilis sugieren que la proteina FIiL,
perteneciente al cuerpo basal flagelar, puede participar en la detecciéon de los cambios en la

rotacién y en la transmisiéon de la informacién (Belas y Suvanasuthi, 2005).

El desarrollo de su funciéon como reguladores globales tiene lugar a través del operdn flhDC. Se
ha observado que, durante el desplazamiento por swarming, P. mirabilis sobreexpresa este
operdn hasta 30 veces por encima de los niveles detectados en células en estado vegetativo
(Furness et al., 1997). La sobreexpresion del operdn flhDC durante el desplazamiento induce
en este microorganismo un incremento en la sintesis flagelar, pero también inhibe la division
celular, promoviendo la filamentacién que caracteriza a las células swarmers (Furness et al.,
1997). Su papel como inhibidor de la division celular ha sido observado también en E. coli
(PruR y Matsumura, 1996). De este modo, los datos expuestos en estos trabajos sugieren que

el operdn flhDC puede actuar como regulador global de la diferenciacién en célula swarmer.

En el caso de S. Typhimurium, los flagelos actian como mecanosensores y se encargan de
detectar las condiciones de humedad del entorno e inducir el swarming si éstas son las
adecuadas. Sin embargo, en este microorganismo, es la proteina FIgM la encargada de llevar a
cabo esta funcién. Esta proteina es un regulador de la sintesis flagelar que, unido al factor %,
reprime la expresion de genes que codifican proteinas del codo, el filamento y el motor
flagelar, las cuales estdn implicadas en las Ultimas etapas de la sintesis del flagelo. Cuando el
cuerpo basal del flagelo se ha formado y se ha anclado a la membrana, FIgM es excretada a
través del mismo, separandose del factor 6%y liberando los promotores bajo su control. Asi se
induce la expresion de estos genes y puede finalizar la sintesis del flagelo (Chilcott y Hughes,
2000). Pero estudios recientes demuestran que FlgM también actia como sensor de la
humedad del entorno, de modo que, cuando las condiciones son las adecuadas, esta proteina
es excretada en mayor medida. Esto supone una mayor induccién de los genes bajo su control,

lo cual produce un incremento en la sintesis flagelar (Wang et al., 2005).
1.3.2.6.2. Los sistemas de quorum sensing

Los sistemas de quorum sensing son mecanismos que permiten a los microorganismos
detectar sus niveles de densidad poblacional y regular, en respuesta a estos niveles, diferentes
procesos celulares. Estos sistemas se basan en la sintesis y la secrecidn de una o diversas
moléculas que actlan como sefial y cuya concentracién en el entorno depende de la densidad
celular. La regulacion de los distintos procesos celulares tiene lugar en funcién de la
concentracién detectada de estas moléculas sefial, permitiendo a las células inducir estos
procesos de forma coordinada cuando se alcanza un determinado nivel de estas moléculas,

que se corresponde con un nivel concreto de densidad poblacional (Daniels et al., 2004).
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Los sistemas de quorum sensing tienen importancia en la cadena de transmisién de sefiales
que lleva al desplazamiento por swarming. En E. coli, el sistema Luxl/LuxR participa en la
induccion del operdn flhDC. Para ello, induce la expresidon de LuxS, una proteina encargada de
sintetizar el autoinductor 3 (Al-3) (Sperandio et al., 2003). Este Al-3 es un regulador positivo
del sistema de dos componentes QseB/C (Sperandio et al., 2003), el cual es, a su vez, un
inductor del operdn flhDC (Sperandio et al., 2002). De esta manera, en E. coli, el sistema
Luxl/LuxR de quorum sensing esta asociado a la regulacién de funciones implicadas en el

desplazamiento por swarming a través del control que ejerce sobre el operén flhDC.

Sin embargo, la funcion mas estudiada de los sistemas de quorum sensing en relacion al
swarming es la que los asocia con la sintesis de surfactantes. Uno de los casos mds conocidos
es la sintesis de serrawetina por S. liquefaciens, la cual esta regulada por el sistema de quorum
sensing Swrl/SwrR. La proteina Swrl es una N-acil-homoserinlactona (AHL) sintasa que produce
C4-HSL. En presencia de una elevada densidad celular, la acumulacién de C4-HSL estimula al
regulador transcripcional SwrR, y el complejo C4,-HSL-SwrR induce la expresién del gen swrA,
responsable de la sintesis de serrawetina (Eberl et al., 1996; Lindum et al., 1998; Daniels et al.,
2004). De un modo similar, la sintesis de ramnolipidos por P. aeruginosa esta regulada por los
sistemas de quorum sensing Lasl/LasR (sistema Las) y RhllI/RhIR (sistema Rhl). La organizacidn
de estos dos sistemas es jerarquica, de manera que el sistema Las regula al sistema Rhl (Latifi
et al., 1996), y éste ultimo regula la expresién de los ramnolipidos. El sistema Rhl induce, por
un lado, el operdon rhIAB (Pearson et al., 1997), responsable de la sintesis de mono-
ramnolipidos a partir de acidos alcanoicos (HAAs), siendo ambos compuestos potentes
surfactantes (Rahim et al., 2001; Deziel et al., 2003). Por otro lado, el sistema Rhl también
induce la expresién del gen rhlC, cuyo producto génico transforma los mono-ramnolipidos en

di-ramnolipidos, los cuales actian también como surfactantes (Rahim et al., 2001).

En el caso de S. Typhimurium, la regulacién del movimiento en enjambre a través de sistemas
de quorum sensing no ha sido demostrada. Mutantes de S. Typhimurium defectivos en el gen
luxS no presentan alteraciones en el swarming, lo cual indica que el sistema Luxl/LuxR no esta
vinculado al control del movimiento en esta especie (Toguchi et al., 2000), a diferencia de lo
que ocurre en el caso de E. coli (Sperandio et al., 2002; Sperandio et al., 2003). No obstante,
Kim y Surette (2006) demuestran que dos sistemas de quorum sensing independientes se
inducen cuando S. Typhimurium se desplaza mediante swarming. En primer lugar, se induce la
sintesis del autoinductor 2 (Al-2) por LuxS. En segundo lugar, se induce la expresion del gen
sdiA, que codifica una proteina homoéloga a LuxR que interacciona con AHLs producidas por
otros microorganismos para regular la expresion génica. Por este motivo, este trabajo sugiere
gue estos dos sistemas de quorum sensing pueden regular algunos de los cambios metabdlicos

asociados al desplazamiento por swarming, aunque no inducir el movimiento.
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1.3.2.6.3. El sistema de quimiotaxis

El sistema de quimiotaxis tiene también una funcidn destacada en la cadena de transmision de

sefiales que lleva al desplazamiento por swarming.

En E. coli, el sistema de quimiotaxis esta constituido por cinco tipos de quimiorreceptores
expuestos en la membrana celular y seis proteinas intracelulares (Baker et al., 2006). Los
quimiorreceptores son proteinas transmembrana aceptoras de metilos (MCP, por methyl!
accepting proteins) encargadas de la captacion de la sefial quimiotdactica. Para ello,
interaccionan con compuestos quimicos del entorno, los cuales actuan como atrayentes o
repelentes para la célula (Baker et al., 2006). Esta interaccidn genera cambios
conformacionales en los quimiorreceptores, que son transmitidos a las proteinas intracelulares
del sistema (Milburn et al., 1991; Gegner et al., 1992). Estas proteinas son CheA, CheW, CheY,
CheB, CheR y CheZ, y son las encargadas de la transmisién de la sefal quimiotactica en el
interior de la célula y del control del movimiento celular a través de la regulacion del sentido

de rotacion de los flagelos (Baker et al., 2006).

Para que sea posible la transmisién de la sefial quimiotactica, CheA se encuentra unida a los
guimiorreceptores transmembrana gracias a CheW. Estos tres elementos, CheA, CheW vy los
qguimiorreceptores, forman los complejos receptores de la sefial, que en E. coli se encuentran
situados en los polos de la célula formando dos enormes clusters y se encargan de integrar los
estimulos captados desde el exterior (Gegner et al., 1992; Maddock y Shapiro, 1993; Lybarger
y Maddock, 2000).

La formacidn de estos clusters es un proceso complejo que requiere la organizacion de miles
de quimiorreceptores (Li y Hazelbauer, 2004; Sourjik, 2004). En un primer nivel de
estructuracion, los quimiorreceptores se organizan en homodimeros (Fig. 1.17 A) (Yeh et al.,,
1993), los cuales han de unirse para formar trimeros de dimeros (Fig. 1.17 B) (Kim et al., 1999;
Studdert y Parkinson, 2004). En el siguiente nivel de estructuracién, estos trimeros de dimeros
interaccionan con CheA y CheW formando grupos funcionales de sefializacion (Ames et al.,
2002; Studdert y Parkinson, 2004). La ordenacion de cada uno de los componentes en estos
grupos funcionales de sefializacién no ha sido descrita, pero algunos estudios sugieren que es
necesario que se unan dos o mas trimeros de dimeros para formar un grupo funcional (Sourjik
y Berg, 2004; Endres et al., 2008) y que su estequiometria es 1 trimero de dimeros por cada
dos moléculas de CheW y un dimero de CheA, actuando este ultimo como puente entre los
trimeros de dimeros (Fig. 1.17 C) (Li y Hazelbauer, 2004). Por ultimo, los grupos funcionales de

sefializacidon se unen entre si para formar los clusters en los polos celulares (Fig.1.17 D).
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A, Homodimeros de B. Trimeros de dimeros L.  Grupe funcional de D Clusters en los polos
quimiarreceplones de guirmiarreceplores sefalizatian celulares

Figura 1.17. Esquema de la formacion de los clusters de quimiorreceptores en los polos de la célula.
A) Estructuracion de los quimiorreceptores en homodimeros. B) Agrupacién de los homodimeros de
guimiorreceptores en trimeros de dimeros. C) Agrupacion de los trimeros de dimeros en grupos
funcionales de sefializacién junto a CheW y CheA. D) Unién de los grupos funcionales de sefializacion
en dos enormes clusters en los polos de la célula. Los quimiorreceptores se representan en rojo,
cada mondmero de CheW se representa con un circulo verde y cada dimero de CheA se esquematiza

con un ovalo lila.

La transmision de las sefiales captadas por los quimiorreceptores en estos clusters tiene lugar
a través de un sistema tipico de transmisiéon de sefal de dos componentes. La proteina CheA
es una histidina quinasa capaz de transferir un grupo fosfato desde el ATP hasta una de sus
histidinas, de manera que constituye el primer elemento en este sistema de dos componentes.
El segundo elemento, la proteina reguladora de la respuesta, es CheY, la cual cataliza el paso
del grupo fosfato desde CheA hasta uno de sus residuos aspartato (Hess et al., 1988; Borkovich
et al., 1989). En esta forma fosforilada, CheY es capaz de interaccionar con el motor flagelar
para regular la rotacién del flagelo, induciendo la rotacién en sentido CW vy, por lo tanto, el
movimiento de tumbling (Parkinson et al., 1983). De este modo, la quimiotaxis es posible
gracias a la regulacidon de la cantidad de CheY fosforilado en el interior celular. La unién de
moléculas atrayentes para la célula a los quimiorreceptores transmembrana genera un cambio
conformacional en ellos que lleva a la inhibicidn de la actividad quinasa de CheA. Esto provoca
una disminucidn en la cantidad de CheY fosforilado, lo cual favorece la rotaciéon de los flagelos
en sentido CCW, es decir, el movimiento de smooth swimming (Fig. 1.18 A) (Borkovich et al.,
1989; Lupas y Stock, 1989; Ninfa et al., 1991). La unién de moléculas repelentes induce la
respuesta contraria, favoreciendo el movimiento de tumbling (Fig. 1.18 B) (Lupas y Stock,
1989). Sin embargo, la cantidad de CheY fosforilado en el interior celular también esta
regulada por las otras tres proteinas del sistema, CheZ, CheB y CheR. La proteina CheZ es una
fosfatasa que interacciona directamente con CheY para desfosforilarla (Fig. 1.18) (Zhao et al.,
2002). Por el contrario, las proteinas CheB y CheR actlan sobre los quimiorreceptores para
regular la actividad de CheA. CheR es una metiltransferasa que metila los quimiorreceptores
(Springer y Koshland, 1977), lo cual estimula la actividad quinasa de CheA (Ninfa et al., 1991).
En cambio, CheB es una esterasa que se induce, al igual que CheY, mediante la fosforilacién via
CheA (Hess et al., 1988; Lupas y Stock, 1989), y cuya funcion es eliminar los grupos metilo
introducidos por CheR en los quimiorreceptores (Stock y Koshland, 1978), inhibiendo la

actividad quinasa de CheA (Lupas y Stock, J., 1989) y restableciendo el sistema sensor para
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poder detectar de nuevo los compuestos externos. La unién de moléculas atrayentes a los
quimiorreceptores induce la actividad de CheR y reprime la de CheB, promoviendo la
metilacion de los quimiorreceptores para contrarrestar el efecto producido por el cambio
conformacional y evitar un descenso demasiado acusado en los niveles intracelulares de CheY
fosforilado (Fig. 1.18 A). Por el contrario, las sustancias repelentes disminuyen la metilacion de
los receptores para evitar la acumulacién excesiva de CheY fosforilado en la célula (Fig. 1.18 B)
(Lupas y Stock, 1989; Ninfa et al., 1991).
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Figura 1.18. Esquema del funcionamiento del sistema de quimiotaxis en presencia de
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compuestos atrayentes o repelentes para la célula. Las flechas verdes indican vias altamente
inducidas. Las flechas rojas discontinuas indican vias con bajos niveles de induccidén. A) La
unién de moléculas atrayentes para la célula inhibe el sistema de quimiotaxis, favoreciendo
el giro de los flagelos en sentido CCW. B) La unidn de moléculas repelentes induce el sistema

de quimiotaxis y, por lo tanto, la rotacién CW de los flagelos. Ver texto (apartado 1.3.2.6.3).
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Estudios llevados a cabo en la década de 1990 con los microorganismos V. parahaemolyticus,
P. mirabilis y S. marcescens demuestran que mutantes defectivos en distintos genes del
sistema de quimiotaxis son incapaces de desplazarse mediante swarming, lo que sugiere la
importancia de este sistema para el desarrollo del movimiento en enjambre (Sar et al., 1990;
Belas et al., 1991; O’'Rear et al., 1992). Trabajos posteriores llevados a cabo con E. coli y S.
Typhimurium demuestran que el sistema de quimiotaxis, pero no la respuesta quimiotdctica,
es necesario para el desplazamiento por swarming (Burkart et al., 1998; Mariconda et al.,
2006). Los trabajos realizados con E. coli demuestran que ni la eliminacidn ni la saturacion de
los quimiorreceptores de la membrana inhiben el swarming (Burkart et al., 1998). Los trabajos
realizados con S. Typhimurium demuestran que una forma siempre activa de la proteina CheY
(CheY**) puede suprimir los defectos en el swarming debidos a la mutacidn de otras proteinas
Che (Mariconda et al.,, 2006). Por lo tanto, estos datos indican que sélo el sistema de
guimiotaxis, pero no la respuesta quimiotactica, es necesario para el swarming y que la
regulacién del movimiento por este sistema tiene lugar a través de la proteina CheY
fosforilada. Asimismo, estos trabajos demuestran también que mutantes en el gen cheY que
no pueden inducir la rotacién CW de los flagelos no pueden moverse mediante swarming, de
la misma manera que tampoco pueden hacerlo mutantes en los que la rotacion CCW esta
inhibida. Esto significa que la capacidad para alternar entre ambos sentidos de giro es esencial
para el desplazamiento por swarming (Mariconda et al., 2006). Por ultimo, la busqueda de
mutaciones supresoras de los defectos en CheY llevé a demostrar que mutaciones en la
proteina FliM, perteneciente al motor flagelar, recuperan el swarming de mutantes deficientes
en la proteina CheY. Esto significa que la regulacién del swarming mediante el sistema de
guimiotaxis tiene lugar de la misma manera que la regulacién del swimming, a través de la

interaccion de CheY fosforilado con el motor flagelar (Mariconda et al., 2006).

Las vias que conectan entre si los sistemas de flagelacion, quorum sensing y quimiotaxis para
permitir la transmisién de las sefiales que controlan el movimiento en enjambre estan aun por
determinar. Asimismo, la enorme cantidad de procesos celulares que deben coordinarse para
permitir este movimiento indican que estos tres sistemas no son los Unicos implicados en la
regulacidon. Por este motivo, es muy importante el estudio de éstos y otros mecanismos

moleculares que puedan participar en el control del desplazamiento por swarming.

1.3.3. ELSWARMING Y LA VIRULENCIA BACTERIANA

Desde principios de la década de 1990 son muchos los estudios que relacionan los mecanismos
de motilidad bacteriana con la virulencia. Mutantes de S. Typhimurium defectivos en los genes
cheW o cheB presentan un descenso en su capacidad para invadir células epiteliales en
presencia de bajas concentraciones de oxigeno (Jones et al.,, 1992). Del mismo modo,
mutantes deficientes en quimiotaxis de S. Typhi no son capaces de invadir células epiteliales

(Liu et al., 1988) y mutantes de Campylobacter jejuni deficientes en este mismo sistema
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tampoco son capaces de colonizar el tracto intestinal de ratones inoculados oralmente (Takata
et al., 1992).

Sin embargo, la importancia del swarming en la virulencia bacteriana se confirma finalmente
en el caso de P. mirabilis. Trabajos realizados con este patégeno demuestran que la invasion
de tejido uroepitelial por las células de P. mirabilis tiene lugar cuando éstas se encuentran en
estado de swarmers y que, ademas, es en este estado cuando las células expresan de forma
especifica determinados factores de virulencia como la hemolisina, la ureasa o la

metaloproteasa (Allison et al., 1992a; Allison et al., 1992b).

Este mismo fendmeno tiene lugar en otras especies bacterianas, como P. aeruginosa. En el
caso de este patdgeno, un gran numero de genes implicados en la invasién y la diseminacién
del microorganismo en el huésped se induce cuando las células se desplazan mediante
swarming. Entre otros, se inducen genes que codifican sistemas de secrecion tipo I, factores
de virulencia transportados por estos sistemas o proteasas extracelulares. Todo ello indica que
la diferenciacidn en células swarmers favorece la virulencia de P. aeruginosa (Overhage et al.,
2008).

En el caso de S. Typhimurium, son varios los estudios que relacionan el swarming con la
virulencia. En primer lugar, cuando las células se desplazan mediante este mecanismo, se
observa un incremento en la expresiéon de genes implicados en el metabolismo del hierro, en la
sintesis del LPS (importante factor de virulencia) y en la SPI-1 y la SPI-2 (se inducen tanto los
genes que codifican los sistemas de secrecién tipo Ill como los que codifican las proteinas
efectoras secretadas por ellos) (Wang et al., 2004). En segundo lugar, durante el
desplazamiento en enjambre aumenta la expresién del operdn rck en respuesta a AHLs
sintetizadas por otros microorganismos presentes en el entorno. Este operdn codifica una
proteina de membrana que confiere resistencia a la lisis por el sistema del complemento
durante la infeccién en humanos (Kim y Surette, 2006). Por ultimo, se ha observado también
que el swarming induce en S. Typhimurium la expresion de diferentes mecanismos de
resistencia frente a un gran numero de antibiéticos (Kim et al., 2003; Kim y Surette, 2003).
Asimismo, estudios comparativos entre diferentes serovariedades de S. enterica han
demostrado que aquellas cepas que no son capaces de invadir el tracto gastrointestinal de
ratones inoculados oralmente tampoco son capaces de desplazarse mediante swarming
(Katribe et al., 2009).

Todos estos estudios demuestran que, durante el proceso infectivo, la diferenciacién en célula
swarmer es esencial para la virulencia de muchos patégenos. Sin embargo, las vias de
sefializaciéon entre los mecanismos moleculares que regulan esta diferenciacién no se han
descrito, lo que no ha permitido establecer el modo en que las células detectan su localizacion

en el huésped y responden mediante la induccion del swarming.
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1.3.4. RELACION ENTRE EL SWARMING Y EL SISTEMA SOS

Son pocos los estudios que relacionan la respuesta SOS con el desplazamiento mediante
swarming. Los primeros indicios al respecto derivan de estudios masivos de copurificacién
proteica en E. coli, los cuales demuestran la interaccidén entre la proteina RecA y la proteina

CheW en esta especie (Arifuzzaman et al., 2006).

La proteina CheW es esencial para el sistema de quimiotaxis y, por lo tanto, para el
movimiento en enjambre. Como se ha explicado en apartados anteriores, la estructuracion de
los complejos receptores de sefial en los polos celulares requiere la presencia de CheW
(Gegner et al., 1992; Maddock y Shapiro, 1993). Asimismo, la activacion de CheA en respuesta
a las sefiales de los quimiorreceptores requiere un cambio conformacional en CheA que
permite que el dominio donde se encuentra la histidina sujeta a la autofosforilacion quede en

contacto con el ATP, cambio que sdlo puede darse en presencia de CheW (Levit et al., 1999).

Sin embargo, tanto la sobreexpresion de CheW como la ausencia de esta proteina en el
interior celular inhiben el sistema de quimiotaxis (Sanders et al., 1989), lo cual indica que la
regulacion de los niveles intracelulares de CheW es importante para el correcto

funcionamiento de este sistema vy, por lo tanto, para el movimiento.

Cardozo et al. (2010), mediante un estudio realizado con E. coli, sugieren que la inhibicién del
sistema de quimiotaxis debida a la sobreexpresion de CheW es consecuencia de que los
dimeros de quimiorreceptores presentan dos regiones de unién a CheW, las cuales se
superponen a las regiones de unidn entre ellos mismos para formar los trimeros de dimeros.
En presencia de bajos niveles de CheW, muchos de los dimeros presentan, al menos, una de
estas regiones libre, lo que permite la interaccién entre ellos para formar los trimeros. Sin
embargo, en presencia de altos niveles de CheW, ambas regiones quedan saturadas, siendo
imposible la formacién de los trimeros de dimeros de quimiorreceptores y, por tanto, la

quimiotaxis (Fig. 1.19).
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Figura 1.19. Esquema del proceso de inhibicion de la formacidn de los trimeros de
dimeros de quimiorreceptores por efecto de un exceso de CheW intracelular. CheA,
CheW vy los quimiorreceptores se representan tal y como se indica en la figura 1.18. Las
zonas de interaccidn entre dimeros de quimiorreceptores se superponen con las zonas
de interaccion con la proteina CheW, indicadas mediante dévalos grises. Cuando CheW se
encuentra en elevadas concentraciones en el interior de la célula, las regiones de
interaccion entre dimeros de quimiorreceptores quedan saturadas, impidiendo la
formacion de los trimeros de dimeros (conector rojo en la parte inferior del esquema).
Por el contrario, en presencia de los niveles basales de la proteina CheW en la célula, al
menos una de las regiones de interaccién entre dimeros de quimiorreceptores queda
libre, siendo posible la estructuracion en trimeros de dimeros (parte superior del
esquema). Modificado de Cardozo et al. (2010).

Tras haber sido demostrada la interaccion entre RecA y CheW en E. coli (Arifuzzaman et al.,
2006), Gomez-Gomez et al. (2007) demuestran la participacion de la proteina RecA en la
induccion del swarming en esta misma especie. Este estudio demuestra que mutantes
deficientes en el gen recA no pueden desplazarse sobre superficies semisélidas, mientras que
la introduccién de un plasmido portador de RecA en estos mutantes complementa el defecto
en el swarming. Ademas, la complementacion a través de un pldsmido portador de una fusién
proteica RecA-GFP (fusién entre RecA y la proteina verde fluorescente Green Fluorescent
Protein) que no conserva la capacidad de interaccionar con el ssDNA también suprime el
fenotipo defectivo en el swarming. Esto indica que RecA no necesita activarse mediante la
interaccion con el ssDNA para ejercer su funcidén reguladora sobre el desplazamiento en

enjambre.
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Objetivos

Los conceptos recogidos en la introduccién ponen de manifiesto que el sistema SOS tiene un

papel crucial en el desarrollo del proceso infectivo de S. Typhimurium. Sin embargo, su

importancia relativa no ha sido establecida de forma directa, ya que todos los trabajos que

versan sobre este tema se han llevado a cabo a través del estudio de mutantes deficientes en

el gen recA. Por este motivo, el objetivo principal del presente trabajo es determinar la

importancia del sistema SOS durante el proceso infectivo de S. Typhimurium.

Con este fin se ha abordado el analisis de la capacidad infectiva de distintos mutantes en la

regulacién de la respuesta SOS. Estos mutantes son:

Un mutante incapaz de inducir la respuesta SOS.

Un doble mutante incapaz de inducir la respuesta SOS, pero con una expresion
constitutiva de recA. La imposibilidad de activar la respuesta SOS comporta la
inhibicién del aumento en la concentracion intracelular de RecA asociado a dicha
respuesta. Dada la importancia que esta proteina tiene para otros procesos de
reparacion del material genético independientes de la respuesta SOS, con este
mutante se pretende poder distinguir entre el papel de la respuesta SOS y el papel de

RecA durante el proceso infectivo.

Un mutante con una expresién constitutiva de recA que no presente alteraciones en la
induccion de la respuesta SOS. Esta cepa serd empleada a modo de control, con el fin
de comprobar si la sobreexpresidon de recA afecta de algin modo al proceso infectivo
de S. Typhimurium. Esto permitird enmarcar los resultados obtenidos mediante el

estudio de las dos cepas explicadas anteriormente.
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3.1. CEPAS, PLASMIDOS Y BACTERIOFAGOS EMPLEADOS EN EL

ESTUDIO

Las cepas bacterianas, los pldsmidos y los bacteridfagos empleados en este trabajo se

enumeran en la Tabla 3.1. La conservacion de las cepas bacterianas se realizd mediante

congelacién a -80°C en viales de criopreservacidn Protect (Ferrer Farma). La conservacion de

los bacteriéfagos se realizé mediante el almacenamiento de los lisados fagicos a 4°C.

Tabla 3.1. Cepas, plasmidos y bacteriéfagos utilizados en este trabajo.

Cepa, plasmido o

bacteriéfago Caracteristicas Origen
S. Typhimurium
ATCC 14028 Cepa salvaje de referencia ATCC
UA1826 ATCC 14028, pKOBEGA, ApR Este trabajo
UA1876 ATCC 14028 recAo6869, Km® Este trabajo
UA1822 ATCC 14028 lexA3(Ind’), Cm" Campoy et al. (2006)
UA1877 ATCC 14028 recAo6869 lexA3(Ind’), Km" Cm" Este trabajo
UA1885 ATCC 14028 Km" Este trabajo
UA1878 ATCC 14028 ArecX::cat, cm® Este trabajo
UA1879 ATCC 14028 recAo6869 ArecX::cat, Km® cm® Este trabajo
UA1821 ATCC 14028 ArecA::Km, Km® Campoy et al. (2006)
UA1895 ATCC 14028 recAo6869, pKOBEGA, ApR Km® Este trabajo
UA1896 ATCC 14028, pUA1109, Ap" Este trabajo
UA1897 ATCC 14028 recAo6869, pUA1110, Km® Ap" Este trabajo
UA1898 ATCC 14028, pUA1108, Ap" Este trabajo
UA1899 ATCC 14028 recAo6869, pUA1108, Km® ApR Este trabajo
E. coli
DH5a supE4 AlacU169 ($p80dlacZAM15) hsdR17 Clontech
recAl endA1 gyrA96 thi-1 relAl
MC1061Apir AlacX74 hsdR2 mcrB araD139 AfaraABC- Casadaban y Cohen (1979)
leu)769 galU galK rpsL thi, Str*
Plasmidos
pKOBEGA Ap" Ts Chaveroche et al. (2000)
pkKD3 Ap® cm"® Datsenko y Wanner (2000)
pKD4 Ap® Km"® Datsenko y Wanner (2000)
PGEM-T Vector de clonacién, ApR Promega
pPGEX 4T-1 Vector de fusion génica, Ptac, lacl®, Ap" Amersham Biosciences
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Tabla 3.1. Continuacion.

Cepa, plasmido o

bacteriéfago Caracteristicas Origen
Plasmidos

pUA1108 Derivado del pGEX 4T-1, Ptac, lacl®, Ap" Este estudio

pUA1109 Derivado del pUA1108, recA de S. Typhimurium Este estudio
bajo control del promotor Ptac, Ap"

pUA1110 Derivado del pUA1108, cheW de S. Typhimurium Este estudio
bajo control del promotor Ptac, Ap®

pB2HA Ptac, AolacZ (presenta delecionados los BCCM/LMBP
aminodacidos 11-41), cm®

pB2HA® Ptac, AwlacZ (presenta delecionados los BCCM/LMBP
aminoacidos 789-1023), Ap"

pUA1114 Derivado del pB2HAaq, fusidon génica entre los Este estudio
genes recA de S. Typhimurium y AalacZ bajo
control del promotor Ptac, cm®

pUA1115 Derivado del pB2HAw®, fusidn génica entre los Este estudio
genes recA de S. Typhimurium y AwlacZ bajo
control del promotor Ptac, Ap"

pUA1116 Derivado del pB2HAaq, fusidon génica entre los Este estudio
genes cheW de S. Typhimurium y AolacZ bajo
control del promotor Ptac, cm®

pUA1117 Derivado del pB2HA®, fusién génica entre los Este estudio
genes cheW de S. Typhimurium y AwlacZ bajo
control del promotor Ptac, Ap"

pUA1118 Derivado del pB2HAq, fusidon génica entre los Este estudio
genes amyA de S. Typhimurium y AalacZ bajo
control del promotor Ptac, cm®

pUA1119 Derivado del pB2HAw®, fusién génica entre los Este estudio

genes dnaE de S. Typhimurium y AwlacZ bajo
control del promotor Ptac, Ap"

Bacteriofagos

P22HTint7 Int, alta eficiencia de transduccidn J. L. Ingraham

ATCC, American Type Culture Collection; BCCM/LMBP, Belgian Co-ordinated Collections of
Microorganisms Plasmid and DNA Library Collection; Km, kanamicina; Cm, cloranfenicol; Ap, ampicilina;

Ts, termosensible.

3.2. METODOS MICROBIOLOGICOS

3.2.1. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Salvo en los casos especificados a continuacidn, S. Typhimurium y E. coli fueron cultivadas en

medio Luria-Bertani (LB) (Miller, 1992). Cuando fue necesario, se suplementé el medio con los
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antibidticos ampicilina (Ap; 100 pg/mL para S. Typhimurium y 50 ug/mL para E. coli),
kanamicina (Km; 150 pug/mL para S. Typhimurium y 100 pug/mL para E. coli) o cloranfenicol (Cm;

34 pug/mL en ambos casos).

Las cepas portadoras del pladsmido pKOBEGA fueron cultivadas en medio SOB (Datsenko y
Wanner, 2000), suplementado con Ap (100 pug/mL) y, cuando fue necesario, con arabinosa (20
mM). El medio de cultivo empleado para la obtencidn de células electrocompetentes fue el
medio LB-Lennox (Lennox, 1955). Para el estudio de las cinéticas de crecimiento bacteriano y
para la realizacién de los ensayos de supervivencia frente a la irradiacién con luz UV se empled
el medio minimo AB (Clark and Maalge, 1967) suplementado con glucosa o glicerol a una
concentracion final del 0,2% (p/v). Para los ensayos de movilidad se emplearon placas de

medio LB swarming o de medio LB swimming, ambos modificaciones del medio LB-Lennox.

La composicién de todos los medios de cultivo y soluciones empleadas en este estudio se

detalla en el Anexo B.

Todos los medios de cultivo se esterilizaron mediante calor himedo en un autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Los antibidticos y otros suplementos sujetos a inactivacion por calor se
esterilizaron mediante filtracién con membranas estériles de 0,45 um de didmetro de poro
(Millipore). Los medios de cultivo sélidos, tras ser autoclavados, se dejaron enfriar hasta
alcanzar una temperatura de 50°C, momento en el que se afiadieron los suplementos
necesarios, se dispensaron en placas de Petri (Sterilin) y, una vez solidificados, se almacenaron

a 4°C hasta su uso.

La inoculacién de los microorganismos en medios liquidos se realizd a partir de cultivos de
noche (ON, por Over-Night) crecidos durante 16 horas (diluciéon 1/100 o 1/50 en funcion del
estudio). La incubacidn de los cultivos se realizd a 37°C y con una agitacién de 150 rpm
(agitador Excella® E5, New Brunswick Scientific), excepto en los casos en los que la cepa
incubada era portadora de un plasmido termosensible (Ts), en los cuales la temperatura de
incubacién fue de 30°C para el mantenimiento del pldsmido y de 43°C para su eliminacién.
Cuando fue necesario mantener los cultivos en una atmodsfera anaerdbica, se empled el
sistema de aislamiento BD GasPak™ EZ (Becton, Dickinson and Company) y se evité la

agitacion.

Las medidas de crecimiento bacteriano se determinaron mediante el recuento de células
viables en medio sélido (cfu, por Colony Forming Units) y mediante la determinacion
espectrofotométrica de la densidad dptica (DO) de los cultivos liquidos a una longitud de onda
de 550 nm para los cultivos crecidos en medio LB, 600 nm para los crecidos en medio SOB y
450 nm para los crecidos en medio AB (espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis, Thermo

Scientific).
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3.2.2. CINETICAS DE CRECIMIENTO EN MEDIO LIQUIDO

Para el estudio de las cinéticas de crecimiento de las diferentes cepas bacterianas se realizd
una resiembra, desde un cultivo ON de la cepa deseada, en medio LB o en medio AB
suplementado con glucosa o con glicerol, ajustando la DO inicial a 0,05. Tras la inoculacion, se
incubaron las resiembras a 37°C con agitacién y se evalué la DO del cultivo cada 30 minutos

hasta su entrada en la fase estacionaria.
3.2.3. iINDICES DE COMPETITIVIDAD IN VITRO

La determinacion de los indices de competitividad (IC) in vitro de los diferentes mutantes de S.
Typhimurium se realizé mediante el estudio comparativo del crecimiento de cada uno de los

mutantes en cocultivos con la cepa salvaje de S. Typhimurium ATCC 14028.

Para la realizacion del estudio se prepard un cultivo ON de cada uno de los mutantes y de la
cepa salvaje y, a partir de ellos, se realizaron las mezclas microbianas deseadas en un ratio
aproximado 1:1. Cada una de las mezclas fue inoculada en medio liquido LB a una
concentracion aproximada de 2 x 10’ cfu/mL (dilucién 1/100) y se tomaron muestras para el
recuento celular y el cdlculo del ratio inicial entre el mutante y la cepa salvaje. A continuacion,
cada uno de los cocultivos se incubd a 37°C durante 16 horas en condiciones de aerobiosis o
anaerobiosis y, tras este tiempo, se tomaron muestras de nuevo para el recuento celular y el

calculo del ratio entre ambas cepas.

Los recuentos celulares se llevaron a cabo mediante la siembra de diluciones seriadas de cada
cocultivo en placas de LB. Para la determinacion del ratio entre el mutante y la cepa salvaje se
realizaron réplicas de las colonias crecidas en estas placas en medio LB suplementado con el
antibiético adecuado en funcidn del mutante. El IC in vitro se define como el ratio entre la cepa
mutante y la cepa salvaje obtenido tras la incubacién de los cultivos durante 16 horas dividido

por el ratio inicial.
3.2.4. ENSAYOS DE SUPERVIVENCIA

Para la realizacion de los ensayos de supervivencia en las condiciones detalladas a
continuacién se partié de un cultivo ON de cada una de las cepas de S. Typhimurium a
estudiar. A partir de él se realizd una resiembra en medio LB y en presencia de las condiciones
lesivas deseadas, ajustandola a una concentracion aproximada de 3 x 10’ cfu/mL (dilucién
1/100).
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Para los ensayos de supervivencia en presencia de sales biliares, la resiembra de cada una de
las cepas a estudiar se realizd en medio LB suplementado con coleato sddico (extracto de bilis
de buey, Sigma) a una concentracién final del 30% (p/v) (van Velkinburg y Gunn, 1999). Las
resiembras fueron incubadas a 37°C durante 300 minutos y se tomaron muestras para el
recuento celular y el cdlculo del porcentaje de supervivencia en los tiempos 0, 180, 240 y 300

minutos.

Para los ensayos de supervivencia frente a pH acido, la resiembra de cada una de las cepas se
realizd, sin adaptacidon previa (Tiganitas et al., 2009), en medio LB a un pH de 3,3.Llas
resiembras se incubaron a 37°C durante 300 minutos y se tomaron muestras para el recuento
celular y el cdlculo del porcentaje de supervivencia en los tiempos 0, 30, 60, 120, 180 y 240

minutos.

Los ensayos de supervivencia frente a la irradiacion con luz UV se llevaron a cabo segln se ha
descrito previamente (Barbé et al., 1986). Las resiembras de cadauna de las cepas fueron
realizadas en medio LB e incubadas hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial.
Posteriormente, los cultivos fueron lavados por centrifugacion (dos veces) y resuspendidos en
medio AB a una concentracién final de 2 x 10® cfu/mL. Seguidamente, se dispensd una fina
capa de cada una de las suspensiones sobre placas de Petri de cristal y se irradiaron con una
[dmpara germicida GY1578. Las dosis de luz UV aplicadas fueron 0, 6, 12, 18, 24 y 30 J/m? en
una constante de 0,2 J/m?/s determinada con un dosimetro UVX Digital Radiometer (UVP). Se
tomaron muestras de cada una de las dosis para el recuento celular y el cdlculo del porcentaje
de supervivencia. Las células irradiadas fueron manipuladas en ausencia de luz para evitar la

reparacion del DNA por fotorreactivacion.

En todos los casos, los recuentos celulares se realizaron mediante la siembra de diluciones
seriadas de los cultivos en placas de LB. La supervivencia se define como el ratio entre el

recuento celular obtenido en cada tiempo del tratamiento y el recuento celular inicial.

3.2.5. ENSAYOS DE MOVILIDAD POR SWARMING

Para los ensayos de movilidad por swarming, las distintas cepas de S. Typhimurium fueron
cultivadas en placas de LB durante 16 horas. Posteriormente, se realizd la resiembra de cada
una de las cepas en placas de LB swarming que se incubaron a 37°C durante 16 horas,

momento en que fueron fotografiadas (cdmara fotografica Optio S4, Pentax).

El medio de cultivo para estos ensayos fue preparado y dispensado sobre las placas de Petri el
mismo dia de su utilizacidn, tras ser suplementado, en caso necesario, con mitomicina C o
IPTG. Asimismo, las placas se secaron durante 15 minutos en una cabina de flujo laminar
vertical (AV-100, TELSTAR Industrial S. L.) antes de la inoculacidn.
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3.2.6. ENSAYOS DE MOVILIDAD POR SWIMMING

Para los ensayos de movilidad por swimming, se inocularon 10 pL de un cultivo ON de la cepa
deseada de S. Typhimurium en una placa de LB swimming. Posteriormente, la placa se incubd

a 37°C durante 16 horas y, transcurrido este tiempo, fue fotografiada.

Al igual que se ha especificado para el medio LB swarming, el medio LB swimming fue

preparado y dispensado sobre las placas de Petri el mismo dia de su utilizacidn.

3.2.7. CAMBIO DE FASE FLAGELAR

Para el proceso de cambio de la fase flagelar se empled el método de Sven Gard (Chiou et al.,
2006). Para ello, la cepa deseada de S. Typhimurium fue inoculada en el centro de una placa de
LB swimming suplementada con antisuero contra la fase flagelar detectada en dicha cepa. El
antisuero inmoviliza a las células que presentan esta fase flagelar, permitiendo Unicamente el
desplazamiento de aquellas que expresan la fase flagelar alternativa. Las placas fueron
incubadas durante 16 horas a 37°C y las células localizadas en el margen del 4rea de

crecimiento fueron seleccionadas para futuros estudios.

3.2.8. ENSAYOS DE INVASIVIDAD SOBRE CELULAS DE LA LINEA Caco-2

Para determinar la capacidad invasiva de los mutantes portadores de la construccion
recAo6969 y de la cepa salvaje de S. Typhimurium ATCC 14028 se realizaron ensayos de
invasividad in vitro sobre células de origen humano de la linea Caco-2. Estos estudios se
llevaron a cabo en colaboracién con el grupo de investigacion de Biofilms Microbianos del

Instituto de Agrobiotecnologia (CSIC-UPNA-Gobierno de Navarra), dirigido por el Dr. Lasa.

El protocolo empleado en estos ensayos se basa en el descrito por Kim y Wei (2007) con
algunas modificaciones. Las células de la linea Caco-2 fueron incubadas en el medio de cultivo
DMEM-GlutaMAX™ | medium (Difco) suplementado con suero fetal bovino (SFB, Difco) a una
concentracion final del 20% (v/v). La incubacidn se realizé a 37°C y en presencia de un 5% de
CO, hasta la formacién de una monocapa celular. Una vez formada esta monocapa, las células
Caco-2 fueron tripsinizadas y la suspensién obtenida fue inoculada sobre placas de 6 pocillos
(Tissue Culture Treated 6-well plates, Corning Incorporated) en una concentracion final
aproximada de 10° células/mL, incubandose en las condiciones indicadas anteriormente hasta

la obtencién de una monocapa confluente de células Caco-2 en cada pocillo.

Para la preparacién de las suspensiones bacterianas con las que infectar a las células Caco-2 se

centrifugd un cultivo ON de cada una de las cepas de S. Typhimurium deseadas durante 10
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minutos a 5000 x g. Posteriormente, las células fueron lavadas dos veces consecutivas con
tampon PBS 1X (Anexo B) mediante centrifugacion en las mismas condiciones. Tras la ultima
centrifugacion, las células fueron resuspendidas en tampdn PBS 1X hasta alcanzar una DOggg

aproximada de 0,4.

Para el desarrollo del ensayo, las suspensiones bacterianas fueron inoculadas de forma
independiente sobre las monocapas celulares de la linea Caco-2 crecidas en las placas de 6
pocillos a una concentracién final aproximada de 10° cfu/mL. Las placas fueron incubadas
durante 1 hora a 37°C y en presencia de un 5% de CO,. Transcurrido este tiempo, las células
Caco-2 fueron lavadas con 1 mL de DMEM (Gibco) e incubadas durante 2 horas a 37°C y en
presencia de un 5% de CO, en 1 mL de DMEM-GlutaMAX™ | medium suplementado con SFB
(20%) y gentamicina (100 pg/mL), esta ultima utilizada para eliminar las células de S.
Typhimurium localizadas extracelularmente. Tras las 2 horas de incubacién, las células Caco-2
fueron lavadas 3 veces con tampdn PBS 1X vy lisadas durante 10 minutos a temperatura

ambiente con una solucién de Triton™ X-100 en PBS 1X a una concentracion final del 0,1%

(v/v).
El recuento de las células de S. Typhimurium localizadas en el interior de las células Caco-2 se
realizd mediante la siembra de diluciones seriadas del homogeneizado obtenido tras la lisis de

las células Caco-2 sobre placas de LB debidamente suplementadas e incubadas a 37°C hasta la

aparicion de los clones.

3.3. TECNICAS DE MANIPULACION DE DNA Y RNA

3.3.1. OLIGONUCLEOQTIDOS UTILIZADOS EN EL ESTUDIO

Los oligonucledtidos empleados en las distintas técnicas de manipulacion del DNA o el RNA

(Invitrogen o Roche, respectivamente) se detallan en la Tabla 3.2.
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3.3.2. EXTRACCION DE DNA Y RNA

Las extracciones de DNA cromosémico bacteriano se realizaron mediante el kit comercial Easy-
DNA™ (Invitrogen), mientras que las extracciones de DNA plasmidico se realizaron con el kit
Genelet™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas), siguiendo en ambos casos las instrucciones del

fabricante.

Las extracciones de RNA total se realizaron mediante el kit comercial RNeasy® Mini Kit
(Qiagen). Posteriormente, se traté el RNA extraido con el kit Turbo DNA-free™ (Ambion) para
eliminar los restos de DNA que hubiesen podido quedar y se purific6 de nuevo el RNA
siguiendo el protocolo de Clean up del kit RNeasy® Mini Kit (Qiagen). En todos los casos se

siguieron las instrucciones del fabricante.

Tras las extracciones, se determinaron la concentracién y la pureza de las muestras de DNA y
RNA mediante espectrofotometria (GeneQuant™, Amersham Biosciences) y se comprobé su
integridad mediante electroforesis en geles de agarosa. El DNA se conservé a -20°C hasta su

uso, mientras que el RNA se conservé a -80°C.

3.3.3. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Las electroforesis para la observacion del DNA se realizaron en geles de agarosa (D1 Low EEO,
Pronadisa) disuelta en tampdn TAE 1X a concentraciones comprendidas entre el 0,4 y el 2%
(p/v), en funcion del tamafio de los fragmentos de DNA esperados. Las electroforesis para la
recuperacion de fragmentos de DNA se realizaron en geles preparados del mismo modo, pero
la agarosa total afadida fue una mezcla de agarosa de bajo punto de fusion (LM-SIEVE,
Laboratorios Conda) y de agarosa convencional (D1 Low EEO, Pronadisa) en proporcion 3:1. Las
electroforesis para la observacion del RNA se realizaron en geles de agarosa a una
concentracién del 1,5% preparados con tampdn TAE 1X tratado con dietilpirocarbonato (DEPC,
Sigma) para la eliminacion de las RNasas. En ambos casos, la visualizacién de los fragmentos de
DNA o RNA se realizd con radiacion UV, por lo que se afiadié bromuro de etidio a los geles a

una concentracion final de 0,5 pg/mL.

A las muestras se les afiadié una solucién transportadora (Anexo B) en un ratio 1:6 respecto al
volumen final antes de ser cargadas en el gel. Las electroforesis se realizaron en tampon TAE
1X, tratado con DEPC en caso necesario, a un voltaje comprendido entre 80 y 120 V en una
cubeta horizontal (Mini-Sub Cell GT CEll, Bio-Rad). El sistema de transiluminacidn y captacion
de imagen utilizado para la visualizacién del DNA mediante irradiacion con luz UV fue el E-box-
1000/20 M (Vilber Loumat).
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3.3.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La amplificacidon del DNA mediante PCR se realizé con el kit Expand™ High Fidelity PCR System
(Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los oligonucleétidos cebadores se utilizaron
a una concentracién final de 0,5 UM cada uno. Los dNTPs (Thermo Scientific) se utilizaron a
una concentracién final de 0,2 mM cada uno. El DNA se afiadié a una concentracién de 50 ng
por cada reaccién, cuyo volumen final fue de 25 plL con excepcion de los casos en los que fue
necesario obtener una mayor cantidad de producto amplificado, en los cuales el volumen fue

de 100 uL, manteniéndose la proporcién de cada uno de los componentes.

Las condiciones de amplificacion (Melting Temperture [Tm] y tiempo de extensién) se
determinaron en funcién de los oligonucledtidos cebadores empleados, en el primer caso, y

del tamano del fragmento de DNA a amplificar, en el segundo caso.

3.3.5. CLONACION DE FRAGMENTOS DE DNA EN VECTORES
PLASMIDICOS

Para la clonacién de fragmentos de DNA en vectores plasmidicos se emplearon las técnicas

descritas a continuacion.

La recuperacion y purificacion de los fragmentos de DNA desde solucion o desde geles de
agarosa se realizé con el kit illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE

Healthcare) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para la digestidon del DNA se emplearon endonucleasas obtenidas de Roche o de New England

Biolabs, siguiendo en cada caso las instrucciones del proveedor.

Para la desfosforilacion de fragmentos de DNA se empled el enzima Fosfatasa Alcalina

(1 U/uL, Roche) siguiendo el procedimiento descrito por el fabricante.

La clonacién de fragmentos de DNA en vectores plasmidicos previamente linearizados
mediante restriccion se realizé mediante ligacién con la ligasa del bacteriéfago T4 (Promega),
siguiendo las instrucciones del proveedor. Cuando ambos fragmentos de DNA presentaban
extremos romos, la relacion molar inserto:vector aplicada fue 1:1. En los casos en que
presentaban extremos cohesivos, la relacion fue 2:1. La clonacién de fragmentos de DNA en el
vector pGEM-T se realizé empleando el kit comercial pGEM®-T Vector System | (Promega)

siguiendo el procedimiento descrito por el fabricante.
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La secuenciacion de fragmentos de DNA fue realizada por la empresa Macrogen

(http://dna.macrogen.com).

3.3.6. OBTENCION DE CELULAS COMPETENTES

Para la obtencién de células competentes se empled el sistema descrito por Dower et al.
(1988) con pequefias modificaciones. Se realizd una resiembra 1/100 de un cultivo ON de la
cepa deseada en 1 L de medio LB-Lennox y se incubd a 37°C y con agitacion hasta alcanzar una
DOss5o de 0,5 (fase de crecimiento exponencial). Una vez alcanzada esta DOssg, el cultivo fue
sedimentado y lavado dos veces consecutivas con 1 volumen de agua Milli-Q (MQ; Ultra-pure
water system Milli-Qp,s 185, Millipore) estéril mediante centrifugacién a 5000 x g durante 10
minutos a 4°C (Centrifuga 5810R, Eppendorf). A continuacidn, las células fueron lavadas una
Unica vez con 20 mL de glicerol frio al 10% (v/v) y resuspendidas finalmente en 1 mL de esta
misma solucidn. Posteriormente, las células fueron alicuotadas y conservadas a -80°C hasta su

uso.

Para la obtencién de células competentes de las cepas UA1826 y UA1895 se siguio el proceso
descrito por Datsenko y Wanner (2000). Para ello, se realizd una resiembra 1/100 desde un
cultivo ON de la cepa deseada en 50 mL de medio SOB suplementado con arabinosa (20 mM) y
Ap (100 pg/mL). La resiembra se incub6 a 30°C y con agitacidn hasta alcanzar una DOgy de 0,5.
Una vez alcanzada esta DOgq, €l cultivo fue sedimentado y lavado tres veces consecutivas con
20, 10 y 5 mL de glicerol al 10% (v/v) mediante centrifugacion a 4000 x g durante 15 minutos a
4°C. Finalmente, las células fueron resuspendidas en 300 pL de glicerol al 10% y alicuotadas

para su conservacién a -80°C.

3.3.7. ELECTROTRANSFORMACION

Para la electrotransformacion, un vial de células competentes de la cepa receptora deseada se
puso en contacto con el DNA a transformar (200 ng en el caso de DNA plasmidico o 1 ug en el
caso de DNA lineal). Tras incubar la mezcla durante 15 minutos en hielo, se incorpord en una
cubeta de electroporacion (2 mm electrode gap cuvettes, Biolabs) y se sometid a las células a
un pulso eléctrico de 2,5 kV/cm? a 25 UF de capacitancia y 200 Q de resistencia (Bio-Rad Gene
Pulser, Bio-Rad) en el caso de S. Typhimurium, o de 2 kV/cm?® a 25 puF de capacitancia y 200 Q

de resistencia en el caso de E. coli.

Tras la electroporacion, las células fueron resuspendidas en 1 mL de BHI, o en 1 mL de SOC en
caso de haber sido transformadas con DNA lineal para el proceso de inactivacidn génica en un
solo paso (Apartado 3.3.8). Posteriormente fueron transferidas a un tubo de vidrio e incubadas

durante 90 minutos a temperatura no restrictiva (30 o 37°C, en funcidn de si la cepa receptora
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es portadora de un plasmido Ts). Tras este periodo de incubacidn, las células fueron
sembradas en placas selectivas e incubadas a temperatura no restrictiva hasta el crecimiento

de los clones resistentes.
3.3.8. OBTENCION DE MUTANTES DE S. Typhimurium

Para la obtencién del mutante recAo6869 de S. Typhimurium (cepa UA1876) se empled el
método de inactivacion génica en un solo paso descrito por Datsenko y Wanner (2000). Para
ello, fue necesario introducir el plasmido pKOBEGA (Chaveroche et al., 2000) en la cepa salvaje
de S. Typhimurium ATCC 14028 mediante electrotransformacién, obteniendo asi la cepa
UA1826.

FRT FRET
Pl cirt OriRy
pKD3 —ﬂ—_—[':—
—
p2
FRT FRT
pll- kan OriR
poa > 114 >
‘_
P2

Figura 3.1. Esquema de las regiones que contienen los casetes de resistencia
antibiotica en los plasmidos pKD3 y pKD4. El plasmido pKD3 es portador del
gen cat, que confiere resistencia a Cm. El plasmido pKD4 es portador del gen
kan, que confiere resistencia a Km. En ambos casos se muestran las regiones
de unién de los oligonucledtidos cebadores P1 y P2, empleados para la
amplificacion de dichos casetes tras la adicién de las colas de homologia al
DNA cromosdmico de S. Typhimurium. Modificado de Datsenko y Wanner
(2000).

Posteriormente, se amplific6 mediante PCR el casete de resistencia a Km procedente del
plasmido pKD4 (Fig. 3.1) (Datsenko y Wanner, 2000), empleando para ello los oligonucledtidos
cebadores P1-RecA y P2-RecA (Tabla 3.2), cada uno de los cuales incorpora una regién de
homologia con la secuencia promotora del gen recA de S. Typhimurium (Fig. 3.2). El
oligonucledtido P2-RecA contiene en esta region la caja SOS que regula la expresion de dicho
gen, en la cual se introdujeron dos cambios puntuales que impiden la unién de LexA a la caja.
Una vez finalizada la PCR, el fragmento de DNA obtenido fue visualizado y purificado desde un
gel de agarosa. A continuacién, el producto recuperado fue digerido con el enzima de
restriccion Dpnl con el fin de eliminar los restos de DNA molde y, por ultimo, el casete de
resistencia a Km con las colas de homologia al DNA cromosdmico de S. Typhimurium fue

purificado de nuevo y empleado para la mutagénesis de la caja SOS del gen recA.
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Para tal fin, este fragmento de DNA lineal portador de la resistencia a Km fue introducido
mediante electrotransformacién en células competentes de la cepa UA1826, las cuales fueron
sembradas a continuacién en placas selectivas. Tras el aislamiento de los clones resistentes, se
procediod a la curacion del plasmido pKOBEGA mediante el protocolo descrito por Datsenko y
Wanner (2000), haciendo uso de su termosensibilidad. La presencia del casete de resistencia a
Km en la regién deseada se comprobd mediante PCR utilizando los oligonucledtidos RecAext
up y RecAext dw (Tabla 3.2; Fig. 3.2) y la presencia de la mutacidn en la caja SOS se verificd

mediante secuenciacién con estos mismos oligonucleétidos.

A Amplificacidn por PCR

5'-[TGT-N5-A1IJ"-G-3' Secuencia salvape
5-CTGT-N-ATGG-3" Construccidn recAoSS69

Secuencia de :
homologia a la regiﬁlMFﬂT kan FAT
promotora de rech _D'=-[|—
¥ Secuvencia de
“E%\ harmalogia a la regidn

promotora de recd

B. Retambinacion hemaloga

FRT kar FRT
:: :._fJ'

Caja 505 recA
1
c. Seleccidn y comprobacién de los clones resistentes
Rechaxt dw
AecAestup  FRT FRT
Kan -~

R —

———yn -

Figura 3.2. Esquema del proceso de mutagénesis en un solo paso de la caja SOS
del gen recA de S. Typhimurium ATCC 14028. A) La resistencia a Km se amplificd
desde el plasmido pKD4 con los oligonucleétidos P1-RecA y P2-RecA, los cuales
incorporan las regiones de homologia al DNA cromosémico de S. Typhimurium y
la mutacién en la caja SOS del gen recA. B) La construccion amplificada se
electrotransformd sobre la cepa UA1826 y el fragmento de DNA lineal portador
del casete de resistencia a Km y de la caja SOS mutada se incorpord en el DNA
cromosémico de S. Typhimurium mediante recombinacion homdloga. C) Se
seleccionaron los clones resistentes a Km crecidos en las placas y se comprobé
la insercion del casete de resistencia a Km y la presencia de la mutacion en la
caja SOS mediante PCR y secuenciacion con los oligonucleétidos cebadores

RecAext up y RecAext dw.
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Una vez confirmada la presencia de la mutacién en la caja SOS del gen recA, esta construccién
fue transducida desde la cepa UA1826 hasta la cepa salvaje de S. Typhimurium ATCC 14028
mediante el bacteriéfago P22HTint7 (Apartado 3.3.9). Se obtuvo asi la cepa UA1876.

La construccidén de la cepa salvaje de S. Typhimurium ATCC 14028 isogénica con el mutante
recAo6869 (cepa UA1885) se llevd a cabo siguiendo el mismo procedimiento que se ha
descrito para dicho mutante. Sin embargo, en este caso, la amplificacion del casete de
resistencia a Km desde el plasmido pKD4 se realizd con los oligonucledtidos P1-RecA y P2-Km,
los cuales incorporan las regiones de homologia con la secuencia promotora del gen recA de S.
Typhimurium, pero no los cambios puntuales en la caja SOS que regula la expresidn de dicho
gen (Tabla 3.2). De nuevo, se confirmé la presencia del casete de resistencia a Km en la regidn
deseada mediante PCR con los oligonucleétidos RecAext up y RecAext dw (Tabla 3.2) y la
ausencia de mutaciones en la caja SOS del gen recA se verificd6 mediante secuenciacion con

estos mismos oligonucleétidos.

Para la construccion del doble mutante recAo6869 lexA3(Ind’) de S. Typhimurium ATCC 14028
(cepa UA1877), la mutacién en la caja SOS del gen recA fue transducida desde el mutante
recAo6869 (cepa UA1876) hasta el mutante lexA3(Ind’) de S. Typhimurium ATCC 14028 (cepa
UA1822) construido previamente (Campoy et al., 2006). Se empled para ello el bacteriéfago
P22HTint7 (Apartado 3.3.9). Al igual que en los casos anteriores, se determind la presencia del
casete de resistencia a Km mediante PCR con los oligonucleétidos RecAext up y RecAext dw
(Tabla 3.2) y se confirmé la mutacidn en la caja SOS del gen recA mediante secuenciacidn con

dichos oligonucleétidos.

Para la obtencion del mutante recX (cepa UA1878) se empled de nuevo el sistema de
inactivacidn génica en un solo paso (Datsenko y Wanner, 2000) sobre la cepa UA1826. Para la
obtencion del doble mutante recAo6869 recX (cepa UA1879) se empled este mismo sistema
sobre la cepa UA1895 (obtenida tras electrotransformar el plasmido pKOBEGA en el mutante
recAo6869). En ambos casos, se utilizaron los oligonucleétidos P1-OraA y P2-OraA (Tabla 3.2)
para amplificar mediante PCR el casete de resistencia a Cm procedente del plasmido pKD3 (Fig.
3.1). Estos oligonucledtidos incorporan a cada extremo del casete de resistencia una region de
homologia con el gen recX de S. Typhimurium ATCC 14028. Una vez obtenido el producto de la
PCR, se siguio el proceso de mutagénesis tal y como se ha descrito para el mutante recAo6869
con el fin de sustituir un fragmento interno del gen recX por el casete de resistencia a Cm.
Finalmente, la insercién de dicho casete en la regién cromosdmica deseada se comprobd
mediante PCR empleando los oligonucledtidos cebadores OraAint up y OraAint dw (Tabla 3.2)
y se verificd mediante secuenciacién con estos mismos oligonucleétidos. Una vez confirmados
los mutantes, estas construcciones se transdujeron a la cepa salvaje de S. Typhimurium ATCC
14028 empleando el bacteridfago P22HTint7 (Apartado 3.3.9).
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3.3.9. TRANSDUCCION GENERALIZADA

Durante el proceso de transduccion generalizada es necesario obtener, en primer lugar, un
lisado fagico a partir de la cepa portadora de la mutacidn de interés (cepa donadora). Para ello,
se realizé6 una resiembra 1/50 desde un cultivo ON de la cepa donadora en medio LB,
incubandose a 37°C y con agitacion hasta alcanzar una DOss de 0,5. Una vez alcanzada esta
DO:ss, se infectd el cultivo con la cantidad necesaria de un lisado del bacteriéfago P22HTint7
obtenido previamente para conseguir una multiplicidad de infeccién (MOI) de 1. El cultivo
infectado se incubd durante 5 horas a 37°C y, pasado este tiempo, se centrifugd durante 10
minutos a 8000 x g (Centrifuga J2-21, Beckman). El sobrenadante se filtré a través de un filtro
de membrana de PVDF de 0,45 um de didmetro de poro y el lisado obtenido se titulé y se

almacend a 4°C hasta su uso.

Para la titulacion de los lisados fagicos se realizaron diluciones seriadas de dichos lisados en
MgS0O, 10 mM. Posteriormente, se mezclaron 100 pL de cada dilucién con 100 uL de una
suspension bacteriana de la cepa donadora (concentracién aproximada de 2 x 10® cfu/mL) en
tubos con 3 mL de LB semisdlido. Las mezclas se extendieron sobre placas de LB y éstas se
incubaron a 37°C durante 16 horas. Transcurrido este tiempo, se procedid al recuento de las
calvas observadas en las placas y se calculd el titulo del lisado fagico, expresandose en pfu/mL

(por Plaque Forming Units).

Una vez obtenido el lisado fagico, se infectd con él a la cepa a la cual se queria incorporar la
mutacion (cepa receptora). Para ello, se realizd una resiembra 1/50 desde un cultivo ON de la
cepa receptora en medio LB, incubandose a 37°C y con agitacion hasta alcanzar una DOsso de
0,5. Una vez alcanzada esta DOssg, se separaron 2 alicuotas del cultivo y se infectaron con la
cantidad necesaria de lisado fagico para conseguir una MOl de 1 en la primera y una MOI de 10
en la segunda. Ambas alicuotas se incubaron durante 3 horas a 37°C y se sembraron
posteriormente en placas de LB suplementadas con el antibiético adecuado. Las placas se

incubaron a 37°C durante 24-48 horas hasta la aparicion de colonias resistentes.
Algunos de los clones transductantes obtenidos mediante este proceso pueden ser lisdgenos
para el bacteriéfago P22HTint7 a consecuencia de la sobreinfeccion. Para descartar dichos

clones se realizaron siembras seriadas en placas verdes (Davis et al., 1980).

Los clones mutantes obtenidos mediante transduccién generalizada se comprobaron mediante

PCR y secuenciacién con los oligonucleétidos adecuados.
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3.3.10. ANALISIS DE LA ACTIVACION DEL SISTEMA SOS

La presencia o la ausencia de activacién del sistema SOS en las diferentes cepas de S.
Typhimurium se determind mediante la cuantificacidn del nivel de induccidn de los genes recA,
uvrA y sulA por efecto de la mitomicina C. Para ello, se estudid su expresidn en presencia y en
ausencia de este compuesto mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Esta técnica permite
cuantificar la concentracion relativa del RNA mensajero (mRNA) de cada gen en las

condiciones mencionadas, haciendo posible establecer su nivel de induccidn.

Para la obtencién del RNA total de las distintas cepas de S. Typhimurium se realizd una
resiembra, desde una placa de LB de la cepa deseada crecida durante 16 horas, en medio LB
liquido, ajustando la DOsso de la resiembra a 0,04-0,05. Esta resiembra se incubd a 37°C y con
agitacién hasta alcanzar una DOsso de 0,2. Una vez alcanzada esta DOss, el cultivo fue dividido
en dos muestras, una de las cuales se tratdé con mitomicina C (80 ng/mL; Sigma) mientras que
la otra se mantuvo como control no tratado. Ambas muestras se incubaron durante 30
minutos a 37°C y con agitacion. Transcurrido este tiempo, se procedié a la extraccién del RNA

total de cada una de las muestras siguiendo el protocolo ya descrito (Apartado 3.3.2).

A continuacion se determind el nivel de expresién de los genes recA, sulA y uvrA en las
diferentes condiciones mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real, siguiendo el
procedimiento descrito por Campoy et al. (2003). Se empled el kit comercial LightCycler® RNA
Master SYBR Green | (Roche) y el equipo LightCycler® Instrument (Roche) para la realizacidn de
las RT-PCR cuantitativas y el soporte informatico LightCycler® Software (Roche) para el andlisis
de los datos obtenidos. En todos los casos, se siguieron las instrucciones del proveedor. Con el
fin de obtener resultados comparables, la cantidad de RNA total afiadida a la mezcla de
reaccion de la RT-PCR cuantitativa fue la misma tanto en las pruebas realizadas con las
muestras tratadas con mitomicina C como en las realizadas con las muestras no tratadas con
este compuesto. Asimismo, se analizé simultdneamente la expresion del gen hisG, gen
housekeeping no perteneciente al sistema SOS (Erill et al., 2003) con una expresion
constitutiva. De este modo, el nivel de expresidn de dicho gen fue utilizado para normalizar los
resultados obtenidos para los genes recA, sulA y uvrA. Los oligonucledtidos utilizados en las

distintas RT-PCR cuantitativas se detallan en la Tabla 3.2.
El factor de induccidn (FI) de cada gen en respuesta a la presencia de mitomicina C en el

entorno se define como el ratio entre la concentracion relativa del mRNA de dicho gen en

presencia de dicho compuesto y la concentracidn relativa de su mRNA en ausencia de él.
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3.4. TECNICAS DE MANIPULACION DE PROTEINAS

3.4.1. LISIS CELULAR MEDIANTE SONICACION Y ELECTROFORESIS
DESNATURALIZANTE EN GELES DE SDS-POLIACRILAMIDA

En los diferentes procesos de obtencidn de extractos proteicos crudos llevados a cabo en este
trabajo las células fueron lisadas mediante sonicacién a 50 W en pulsos de 0,7 segundos,
empleando un homogenizador ultrasénico Braun Labsonic U (B. Biotech). El tiempo de

sonicacidn aplicado fue determinado en funcién del tipo y el volumen del cultivo.

La separacion y visualizacidon de las proteinas en los extractos crudos se realizé mediante
electroforesis desnaturalizante en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%, al 12% o al
15%, en funcién del tamaino de las proteinas a separar. Para la preparacion de los geles de

electroforesis se empled Acrilamida 30% p/v-Bisacrilamida 0,8% p/v (Pronadisa) (Anexo B).

Las electroforesis verticales se realizaron durante 90 minutos a 150 V en tampdn Tris-Glicina-
SDS (TGS, Laboratorios Conda), empleando para ello el soporte de electroforesis MiniVE
Vertical Electrophoresis System (GE Healthcare). Una vez finalizadas, los geles se tifieron con

Brilliant Blue G-colloidal (Sigma) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.4.2. CUANTIFICACION DE LOS NIVELES INTRACELULARES DE PROTEINA
RecA

La cuantificacion de los niveles intracelulares de la proteina RecA en las distintas cepas de S.
Typhimurium se llevd a cabo en colaboracién con el laboratorio de Estabilidad Genética del
departamento de Biotecnologia Microbiana del Centro Nacional de Biotecnologia (CSIC),

dirigido por el Dr. Alonso.

Para la obtencidn de los extractos proteicos crudos de las distintas cepas de S. Typhimurium se
realizd una resiembra 1/100 desde un cultivo ON de la cepa deseada en medio LB,
incubdndose a 37°C y con agitacidn hasta alcanzar una DOsso de 0,4. Una vez alcanzada esta
DOss, el cultivo se dividié en dos muestras, una de las cuales se traté con mitomicina C (0,8
ug/mL) mientras que la otra se tomé como control no tratado. Ambos cultivos se incubaron a
37°C y con agitacion durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, se realizé el recuento celular
de cada muestra mediante la siembra de diluciones seriadas en placas de LB y se sedimentaron
las células de 4 mL de cada muestra por centrifugacion a 8000 x g durante 10 minutos
(Centrifuga J2-21, Beckman), resuspendiéndolas posteriormente en 200 pL de tampdn A

(Anexo B). A continuacidn, las células fueron lisadas mediante sonicacidon durante 2 minutos vy,
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una vez lisadas, los restos celulares fueron eliminados por centrifugacidon a 12000 x g durante
10 minutos (Centrifuga MiniSpin®, Eppendorf). Por ultimo, se afiadieron 100 pL de tampdn B

(Anexo B) a las proteinas y se mantuvieron a -20°C hasta su uso.

Los extractos proteicos obtenidos mediante este proceso se separaron mediante SDS-PAGE en
un gel de SDS-poliacrilamida al 10%, junto a un estandar de diferentes concentraciones de
proteina RecA purificada (10-500 ng). Tras la separacién electroforética de las proteinas, se
detectd la presencia de RecA mediante Western Blot segln se ha descrito previamente
(Carrasco et al., 2009). Las bandas obtenidas en el Western Blot se cuantificaron mediante
densitometria y se establecidé la cantidad de RecA intracelular existente en el extracto crudo

mediante la curva patrdon obtenida a partir del estandar de proteina RecA purificada.

3.4.3. SOBREEXPRESION DE LOS GENES recA Y cheW BAJO CONTROL DEL
PROMOTOR Ptac

3.4.3.1. Construccion del vector pUA1108

Para la construccidn del vector de sobreexpresién pUA1108, el vector plasmidico pGEX 4T-1
fue amplificado mediante PCR inversa empleando los oligonucledtidos cebadores pGEX up y
pPGEX dw (Tabla 3.2). La amplificacion con estos oligonucledtidos generd la delecion de la
regién que codifica la glutation S-transferasa (GST), la cual fue sustituida por las dianas de
restriccion Ndel y BamHlI, incorporadas con los oligonucleétidos. El fragmento de DNA
obtenido en la PCR fue visualizado en un gel de agarosa y purificado desde él para ser religado,
obteniendo asi el vector pUA1108 (Tabla 3.1). El producto de la religacién se electrotransformd
sobre células competentes de E. coli DH5a y las células se sembraron en placas selectivas. Una
vez crecidos los clones transformantes, portadores del plasmido pUA1108, se comprobd la
eliminacion del gen que codifica la GST y la incorporacién en su lugar de las dianas Ndel y

BamHI mediante PCR y secuenciacién con oligonucledtidos -108 pNAS y +128 pNAS (Tabla 3.2).

3.4.3.2. Clonacion de los genes recA y cheW en pUA1108

Para la clonacion de los genes recA y cheW de S. Typhimurium en el vector pUA1108 se
emplearon las dianas de restriccion Ndel y BamHl incorporadas en él. Para tal fin, ambos genes
fueron amplificados mediante PCR empleando los oligonucleétidos indicados en la Tabla 3.2,
incorporando la diana de restriccion Ndel en el oligonucledtido directo y la diana de restriccion
BamHl en el oligonucledtido reverso. Los fragmentos de DNA amplificados se ligaron al vector
de clonacion pGEM-T y el producto de cada una de las ligaciones se electrotransformd sobre

células competentes de E. coli DH5a. Una vez crecidos los clones transformantes, se
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determind la insercidn del gen deseado en cada caso en el plasmido pGEM-T mediante PCR y

secuenciacién con los oligonucleétidos M13F pUCy M13R pUC (Tabla 3.2).

Posteriormente, los genes recA y cheW se extrajeron del vector pGEM-T mediante digestion
con los enzimas Ndel y BamHI y los productos obtenidos se visualizaron y purificaron a partir
de un gel de agarosa. A continuacion, ambos genes se ligaron al vector pUA1108 previamente
digerido con estos mismos enzimas y el producto de cada una de las ligaciones se
electrotransformé sobre células competentes de E. coli DH5a. Tras el crecimiento de los clones
transformantes, se verifico la incorporacién de los genes recA y cheW en el pldasmido pUA1108
bajo control del promotor Ptac mediante PCR y secuenciacién con los oligonucledtidos -108
pNAS y +128 pNAS (Tabla 3.2). Se obtuvieron asi los vectores pUA1109 y pUA1110,

respectivamente (Tabla 3.1).

Finalmente, los vectores pUA1109 y pUA1110 fueron electrotransformados sobre células
competentes de la cepa salvaje y del mutante recAo6869 de S. Typhimurium ATCC 14028,
respectivamente. La incorporacién del plasmido deseado en cada caso se verificé de nuevo

mediante PCR y secuenciacion con los oligonucledtidos -108 pNAS y +128 pNAS (Tabla 3.2).

3.4.3.3. Sobreexpresion de los genes recA y cheW

Antes de realizar los experimentos de movilidad fue necesario verificar que los genes recA y
cheW, clonados en los vectores pUA1109 y pUA1110 respectivamente, se sobreexpresaban en

S. Typhimurium en respuesta a la induccién del promotor Ptac con IPTG.

Para tal fin, se realizé una resiembra 1/50 desde un cultivo ON de cada una de las cepas
deseadas en medio LB liquido y se incubd a 37°C y con agitacién hasta alcanzar una DOsso de
0,6. Una vez alcanzada esta DOss, el cultivo se separd en dos muestras. Una de ellas se indujo
con IPTG a una concentracién final de 1 mM, mientras que la otra se tomdé como control
negativo no inducido. Ambas muestras se incubaron a 37°C y con agitacién durante 3 horas
para permitir la sobreexpresion génica. Transcurrido este tiempo, se centrifugd 1 mL de cada
una de las muestras a 12000 x g durante 2 minutos (Centrifuga MiniSpin®, Eppendorf) y las
células fueron resuspendidas en 90 pL de agua MQ. A continuacion se afiadieron 30 uL de
solucion transportadora de proteinas 4x (Anexo B) y se sometid a las células a 3 ciclos
consecutivos de 5 minutos a -80°C y 5 minutos a 100°C, para permitir la lisis total de las células.

Se obtuvo asi el extracto proteico crudo de las cepas estudiadas.
Seguidamente, 10 uL de los extractos proteicos obtenidos se separaron mediante SDS-PAGE en

geles de SDS-poliacrilamida al 12% para el estudio de la sobreexpresion de RecA, o al 15% para

el estudio de la sobreexpresion de CheW. Tras finalizar la electroforesis, los geles se tifieron
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para confirmar la sobreexpresién de ambas proteinas y, una vez verificada dicha
sobreexpresion, se realizaron los ensayos de movilidad deseados tal y como se describe en el

apartado 3.2.5.

3.4.4. ENSAYOS DE DOBLE HiBRIDO

Para el estudio de la interaccion entre las proteinas RecA y CheW de S. Typhimurium se
empled el ensayo de doble hibrido descrito por Borloo et al. (2007). En este ensayo, las
proteinas de interés son clonadas en los vectores pB2HAa. y pB2HA® (Tabla 3.1) formando una
fusién traduccional con el gen que codifica la B-galactosidasa de E. coli. En el primer vector, la
proteina P-galactosidasa es portadora de una deleciéon en su subunidad o (mutaciéon Aa),
mientras que en el segundo vector es portadora de una delecién en su subunidad ® (mutacion
Awm). En ambos casos, la expresion de la proteina de fusidn estd regulada por el promotor Ptac.
Ninguna de las dos formas mutadas de la B-galactosidasa da lugar a un enzima funcional. Sin
embargo, cuando ambas formas interaccionan entre si, se complementan y se obtiene
actividad B-galactosidasa. Esta situacién sélo tiene lugar como consecuencia de la interaccién
entre las proteinas a las que estdn fusionadas. De este modo, una vez construidas las fusiones
génicas, el ensayo de doble hibrido se lleva a cabo mediante la introduccion de la pareja de
pldsmidos complementaria en E. coli MC1061, cepa que presenta delecionado el operdn
lactosa. Cada uno de los vectores de esta pareja sera portador de la fusién génica entre una de
las proteinas de interés y una de las subunidades mutadas de la -galactosidasa. El estudio de
la capacidad que presenta la cepa portadora de ambos plasmidos para degradar lactosa u
otros compuestos andlogos permite confirmar o descartar la interaccion entre las proteinas de
interés. En este trabajo, a modo de control negativo, se estudid la interacciéon entre las

proteinas DnaE y AmyA (Borloo et al., 2007).

3.4.4.1 Clonacion de los genes que codifican las proteinas de interés en

pB2HAa y pB2HA®

Los genes recA, cheW, dnaE y amyA de S. Typhimurium se amplificaron mediante PCR
empleando los oligonucleétidos detallados en la Tabla 3.2. En todos los casos, se incorpord la
diana de restriccion Sphl en el oligonucledtido directo y la diana BamHI en el oligonucledtido
reverso para permitir la posterior clonacion de los insertos, orientada y en fase con el gen lacZ
de E. coli, en los plasmidos pB2HAa y pB2HA®. Asimismo, se deleciondé el coddén de
terminacion de todos los genes para permitir la formacién de la fusién traduccional entre cada
uno de ellos y el gen lacZ. Una vez obtenidos los productos de PCR, los genes recA, cheW vy
amyA se clonaron en el vector pGEM-T y se extrajeron de él mediante digestién con los
enzimas Sphl y BamHI tal y como se ha descrito previamente (Apartado 3.4.3.2). Por el

contrario, dada la dificultad para clonar el gen dnaE en este vector debido a su tamano, los
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oligonucleétidos empleados para su amplificacion permitieron digerir directamente el

producto de PCR purificado.

Tras la obtencidén de todos los genes mediante digestién con los enzimas Sphl y BamHI, se
realizé la ligacion a los vectores pB2HAo y pB2HA® previamente digeridos con estos mismos
enzimas de restriccién. El producto de cada una de las ligaciones fue electrotransformado
sobre células competentes de E. coli DH5a, sembradas a continuacién en placas selectivas.
Una vez crecidos los clones transformantes, se comprobd la incorporacion del vector y el
inserto deseados en cada caso mediante PCR y secuenciacidn con los oligonucleétidos pB2HF y
pB2HR (Tabla 3.2), obteniéndose asi los plasmidos pUA1114, pUA1115, pUA1116, pUA1117,
pUA1118 y pUA1119 (Tabla 3.1).

Por ultimo, cada uno de estos vectores se electrotransformé sobre células competentes de E.
coli MC1061 con el fin de verificar en esta cepa la expresion de la proteina de fusidon deseada
mediante Western blot. De nuevo, la incorporacién del vector deseado en cada transformacion
se comprobd mediante PCR y secuenciacion con los oligonucledtidos pB2HF y pB2HR (Tabla
3.2).

3.4.4.2 Control de la expresion de las proteinas de fusion

Con el fin de confirmar la expresidon de la proteina de fusién deseada en cada plasmido se
realizaron ensayos de Western Blot. Mediante estos ensayos se determind la presencia de la
proteina B-galactosidasa en el extracto proteico de las cepas portadoras de cada uno de los
pldsmidos y se verifico que el tamafio observado de la proteina era el esperado para las

proteinas de fusion.

Para la obtencidn de los extractos proteicos crudos se realizd una resiembra 1/100, desde un
cultivo ON de la cepa deseada, en medio LB suplementado con Ap (50 ug/mL), Cm (34 ug/mL)
e IPTG (20 mM). La resiembra se incubd a 37°C y con agitacién hasta alcanzar una DOsso de 0,8.
Una vez alcanzada esta DOssg, las células de 5 mL del cultivo se sedimentaron mediante
centrifugacion a 8000 x g durante 10 minutos (Centrifuga J2-21, Beckman) y se resuspendieron
en 1 mL de tampdn PBS 1X (Anexo B). A continuacién, las células fueron lisadas mediante
sonicacién durante 2 minutos y los restos celulares fueron eliminados por centrifugacién a
12000 x g durante 10 minutos (Centrifuga MiniSpin®, Eppendorf), obteniéndose asi el extracto
proteico crudo. Finalmente, se afadio glicerol (Panreac) a dicho extracto a una concentraciéon

final del 12% (v/v) y se conservé a -20°C hasta su uso.

Los extractos proteicos obtenidos mediante este procedimiento se cuantificaron mediante el

método de Bradford (Bradford, 1976), empleando para ello el reactivo Protein Assay Dye
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Reagent Concentrate (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del proveedor. Como estandar, se

realizd una recta patrén con la proteina BSA (Bovine Serum Albumin, Roche).

Para la realizacion de los ensayos de Western blot, 20 ug de proteina total de los extractos
crudos se separaron mediante SDS-PAGE en un gel de SDS-poliacrilamida al 10%, empleando
como marcador de peso molecular el kit Precision Plus Protein™ Western C'™ Standards (Bio-
Rad). Tras finalizar el SDS-PAGE, se realizd la transferencia electroforética de las proteinas a
una membrana Immobilon P de PVDF de 0,45 um de didmetro de poro (Millipore). Para ello, el
gel de poliacrilamida se traté durante 10 minutos con agua destilada y durante 20 minutos con
tampon de transferencia (Anexo B), mientras que la membrana se traté durante 10 minutos
con metanol (Panreac), se lavd con agua destilada, se tratdé durante 10 minutos mas con una
solucién de metanol al 25% (v/v) en agua destilada y finalmente se incubd durante 20 minutos
en tampon de transferencia. A continuacion, se realizo la electrotransferencia de las proteinas
a 4°C de temperatura y 350 mA durante 1 hora y 30 minutos, empleando para ello el soporte

Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad).

Una vez finalizada la electrotransferencia, la membrana de PVDF se bloqued durante toda la
noche a 4°C con tampén de bloqueo (Anexo B). Transcurrido este tiempo, la membrana se
sumergié en una solucién del anticuerpo primario (IgG de conejo anti-f-galactosidasa de E.
coli; fgalactosidase Tag Antibody, Acris Antibodies) diluido en tampdn de bloqueo (dilucién
1/10000), y se incubd a temperatura ambiente y con agitacion lenta durante 1 hora.
Posteriormente, se realizaron tres lavados consecutivos de 10 minutos con tampdn PBS 1Xy se
sumergié de nuevo la membrana en una solucién del anticuerpo secundario (anti-IgG de
conejo conjugado a peroxidasa; Rabbit IgG [H+L chain], Acris Antibodies) diluido en tampdn de
blogueo (dilucion 1/10000). La membrana se incubd con el anticuerpo secundario durante 1
hora a temperatura ambiente y con agitacion lenta y, de nuevo, se lavé tres veces consecutivas

con tampdn PBS 1X durante 10 minutos.

Finalmente, las proteinas reactivas fueron visualizadas empleando el kit comercial Luminata™
Forte Western HRP substrate (Millipore) siguiendo las instrucciones del proveedor. El sistema

de captacién de imagenes empleado para tal fin fue el ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad).

3.4.4.3 Ensayo de doble hibrido

Para determinar la interaccién entre las proteinas RecA y CheW de S. Typhimurium se
cotransformaron, mediante electroporacion, las parejas de plasmidos pUA1114-pUA1117
(fusiones recA-AalacZ y cheW-AwlacZ, respectivamente) y pUA1115-pUA1116 (fusiones recA-
AwlacZ y cheW-AalacZ, respectivamente) en células competentes de E. coli MC1061.

Asimismo, a modo de control negativo, se estudid la interaccién entre las proteinas DnaE y
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AmyA (Borloo et al., 2007), de tal modo que se cotransformé la pareja de plasmidos PUA1118-
pUA1119 (fusiones amyA-AalacZ y dnaE-AwlacZ, respectivamente) en esta misma cepa de E.
coli. Una vez crecidos los clones transformantes, la incorporaciéon de la pareja de plasmidos
deseada en cada caso se comprobd mediante el fenotipo de resistencias antibidticas y

mediante PCR con los oligonucleétidos especificos para cada gen (Tabla 3.2).

En cada una de las cotransformaciones se selecciond un clon con el fin de cuantificar su
actividad B-galactosidasa y confirmar o descartar la interaccion entre las proteinas clonadas en
la pareja de plasmidos incorporada en él. Para ello, se realizd una resiembra 1/50 desde un
cultivo ON de cada uno de los clones en medio LB liquido debidamente suplementado con Ap
(50 pg/mL) y Cm (34 pg/mL). Esta resiembra se incubd a 37°C y con agitacién hasta alcanzar
una DOssp de 0,2. Una vez alcanzada esta DOssy, se indujo el cultivo con IPTG a una
concentracién final de 20 mM (Borloo et al., 2007) y se incubd en las mismas condiciones

durante 3 horas, tomandose muestras alas 0, 1, 2 y 3 horas de incubacién.

La cuantificacidn de la actividad B-galactosidasa en cada uno de estos tiempos se llevé a cabo
mediante un ensayo enzimatico, empleando el compuesto ONPG (orto-nitrofenil-B-D-
galactopirandsido) como reactivo cromogénico analogo a la lactosa, el cual, al ser degradado
por la B-galactosidasa, induce la liberacidon de o-nitrofenol, compuesto indicador de color
amarillo. Para la realizacion de este ensayo, en cada uno de los tiempos indicados se tomaron
dos muestras del cultivo. En primer lugar, 0,8 mL de dicho cultivo se afadieron a un tubo de
vidrio con 0,2 mL de formol al 10% (Panreac). Con esta muestra (tubo de DO) se cuantifico la
DOss, del cultivo. En segundo lugar, 0,2 mL del cultivo se afiadieron a un tubo de vidrio con
0,8 mL de tampdn Z (Anexo B). Con esta muestra (tubo [3) se analizé la capacidad de las células

para degradar ONPG.

Para tal fin, las células del tubo B se lisaron mediante la adicién de 10 pL de tolueno. A
continuacién, se afiadieron al tubo 0,2 mL de ONPG (4 mg/mL; Sigma) diluido en tampdn
fosfato 0,1 M y se incubd a 28°C para permitir la actividad de la B-galactosidasa. Una vez
aparecido el color amarillo, la reaccion se paré afiadiendo 0,5 mL de Na,Coz; 1M (Panreac). Por
ultimo, se cuantificaron la DOssg y la DOg4y del tubo 3y se calcularon las unidades enzimaticas

de B-galactosidasa presentes en el cultivo segun la siguiente férmula:

DOy tubo B - (1,75 x DOss tubo B)
Unidades enzimaticas (UE) = = =0 x 1000

Tensavo X chltivo tUbO B X DO550tU bO DO

donde Tensayo €5 €l tiempo de incubacidn del cultivo a 28°C con la solucidén de ONPG y Vypivo €5

el volumen del cultivo incorporado en el tubo [ para la realizacién del ensayo.
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Una vez calculadas las unidades de [-galactosidasa presentes en el cultivo, el factor de
induccién (Fl) de la actividad B-galactosidasa se calcula como el incremento en las unidades
enzimaticas de [-galactosidasa en cada tiempo (respecto al tiempo 0) dividido por el

incremento en el control negativo (cepa portadora de la pareja formada por DnaE y AmyA).
3.5. TECNICAS DE MICROSCOPIA

Para la toma de las muestras empleadas en las observaciones microscépicas, se realizd una
siembra de la cepa deseada de S. Typhimurium en una placa de LB o de LB swarming y se
incubd durante 16 horas a 37°C. Una vez crecidos los clones, una colonia celular o una
pequefia cantidad de biomasa (equivalente a una colonia) del margen del darea de
desplazamiento se depositaron sobre un portaobjetos y se prepararon para la observacion

mediante tincién de Gram.

Las observaciones microscdpicas y la toma de imagenes se realizaron con el microscopio Axio
Imager M2 (Carl Zeiss) acoplado al sistema de imagen AxioCam MRm (Carl Zeiss). El
procesamiento de las imagenes y el calculo de la longitud celular se realizaron con el programa
informatico AxioVision Release 4.8.2, perteneciente al soporte informatico AxioVision Digital

Image Processing Software (Carl Zeiss).

3.6. EXPERIMENTACION ANIMAL

3.6.1. MODELO ANIMAL

El modelo animal empleado en los diferentes estudios llevados a cabo en este trabajo fue el
modelo murino. Se utilizaron ratones hembra BALB/cAnNHsd (Harlan Iberica, Barcelona) de
entre 4 y 6 semanas de edad. Los animales fueron estabulados en grupos de 6 animales por
jaula, en un entorno libre de patégenos gracias a que las jaulas contaban con un sistema de
ventilacién artificial limitado por filtros HEPA. La sala en la que se estabularon los animales se
mantuvo a una temperatura de entre 19 y 21°C, con ciclos artificiales de 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad y una humedad relativa del 50-60%. Para la alimentacion de los ratones, se
administré una dieta de ingredientes naturales peletizada y libre de antibidticos bajo un
régimen alimenticio ad libitum. El agua se administré de forma estéril y los animales tuvieron
acceso ilimitado a ella. Antes de ser utilizados para los ensayos experimentales, los ratones
pasaron por una semana de cuarentena. Los animales fueron estabulados en el Servei
d’Estabulari de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) o en el Animalario del Instituto de

Agrobiotecnologia (CSIC-UPNA-Gobierno de Navarra).
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3.6.2. INDICES DE COMPETITIVIDAD IN VIVO

Para estudiar la virulencia de los diferentes mutantes de S. Typhimurium se realizaron ensayos
de competitividad in vivo en el modelo murino segun se ha descrito (Beuzon y Holden, 2001).
En estos ensayos, se inocularon en el modelo animal cantidades equivalentes del mutante
deseado y de la cepa salvaje de S. Typhimurium y se monitorizd el desarrollo del proceso
infectivo. Los estudios fueron aprobados por la Comissié d’Etica en I’Experimentacié Animal i
Humana (CEEAH) de la UAB.

Para la preparacién de la mezcla de inoculacion, se sembraron por separado el mutante
deseado y la cepa salvaje de S. Typhimurium en placas de LB y se dejaron crecer durante 16
horas a 37°C. Transcurrido este tiempo, se prepard una suspensién celular de cada una de las
cepas en medio LB a una concentracidn final aproximada de 2 x 10° cfu/mL, sembrandose
diluciones seriadas de cada una de las suspensiones en placas de LB con el fin de obtener el
titulo exacto. A continuacidn, se mezclaron las suspensiones de la cepa salvaje y de la cepa
mutante en cantidades iguales y se obtuvo asi la mezcla de inoculacién. El recuento celular

realizado previamente permitié determinar el ratio real entre ellas en esta mezcla.

Para la realizacién de los experimentos se inoculd a 6 o 12 ratones con un volumen de mezcla
bacteriana correspondiente a 100 veces la dosis letal 50 (DLso) de S. Typhimurium ATCC 14028,
la cepa utilizada en este estudio. Se aseguré asi que todos los animales desarrollasen la
enfermedad. La DLs, para este patégeno es de aproximadamente 10°-10° cfu/animal cuando es
inoculado por via oral y de aproximadamente 10 cfu/animal cuando es inoculado por via
intraperitoneal (ip). Por lo tanto, se inocularon 0,1 mL de la mezcla bacteriana en cada ratén
en el primer caso y 0,1 mL de una dilucién 10~ de la mezcla bacteriana en el segundo caso. En
todos los casos se emplearon jeringuillas estériles de 1 mL (Icogamma® plus). Para las
inoculaciones intraperitoneales, las jeringuillas se utilizaron acopladas a la aguja 25 G 0,5 mm x
16 mm suministrada junto a ellas, mientras que para las inoculaciones orales las jeringuillas se

acoplaron a una canula recta modelo 7.7.1 de 38 mm y 22G (Harvard Apparatus).

Una vez inoculados los ratones, la morbilidad y la mortalidad se monitorizaron diariamente
siguiendo el protocolo de supervision aprobado por la CEEAH (Tabla 3.3). Cuando los animales
alcanzaron la puntuacidn que determina el criterio de punto final, se sacrificaron por
dislocacién cervical. Los animales que sobrevivieron a los 30 dias de duracién del experimento

fueron sacrificados de la misma manera.
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Tabla 3.3. Protocolo de supervision del estado de los animales.

Parametro Valoracion

Normal®: 0 puntos
Peso Pérdida de peso inferior al 10%: 1 punto
Pérdida de peso entre el 10% y el 20%: 2 puntos

Pérdida de peso superior al 20%: 3 puntos

Normal: 0 puntos

Pelaje en mal estado: 1 punto

Aspecto J P i
Pelaje en mal estado y secreciones oculares y/o nasales: 2 puntos

Postura anormal, automutilaciones o vocalizacidn indicativa de dolor: 3 puntos

Ausencia de disnea: 0 puntos

L Disnea leve: 1 punto
Respiracion
Disnea moderada: 2 puntos

Disnea severa: 3 puntos

Normal: O puntos
Conducta P

Agresivo y/o comatoso: 3 puntos

1 s, . B .

No hay pérdida de peso o el animal crece con normalidad

Cuando un animal obtuvo una puntuacién de 3 en dos o mas parametros, los 3 se contabilizaron como
4. Se establecié como criterio de punto final una puntuacién igual o superior a 8 (50% de la maxima

puntuacién posible).

Una vez muertos, se realizd la necropsia de los animales y se tomaron muestras de sangre del
corazon sobre placas de LB. Posteriormente, se realizdé una siembra por agotamiento a partir
de las muestras tomadas y se incubaron las placas a 37°C durante 16 horas. Finalmente, para
determinar el ratio existente entre la cepa mutante y la cepa salvaje recuperado tras la
infeccidn, se realizaron réplicas en placas de LB y de LB suplementado con los antibidticos

correspondientes.

El IC de cada mutante respecto a la cepa salvaje de S. Typhimurium se calcula como el ratio
entre la cepa mutante y la cepa salvaje obtenido en las muestras extraidas del animal tras el
desarrollo de la infeccion dividido por el ratio en el indculo inicial. En funcién del numero de
ratones empleado en estos estudios y de la variabilidad de los datos se establece que un IC
inferior a 0,25 indica que la cepa mutante presenta una menor capacidad infectiva que la cepa
salvaje. En cambio, un IC superior a 4 permite determinar una mayor virulencia de la cepa
mutante. El tratamiento estadistico de los resultados obtenidos fue realizado por el Servei
d’Estadistica de la UAB empleando la prueba t de Student y la prueba de los signos de

Wilcoxon.

3.6.3. ENSAYOS DE COINFECCION DE ASAS INTESTINALES

Con el fin de determinar el IC de los mutantes recA06869 y recAo6869 lexA3(Ind’) frente a la

cepa salvaje de S. Typhimurium durante el proceso de invasion del epitelio intestinal se
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realizaron ensayos de coinfeccion de asas intestinales en el modelo murino. Estos estudios se
llevaron a cabo en colaboracién con el grupo de investigacién de Biofilms Microbianos del

Instituto de Agrobiotecnologia (CSIC-UPNA-Gobierno de Navarra), dirigido por el Dr. Lasa.

Para la preparacion de la mezcla microbiana a inocular en las asas intestinales, se resuspendio
cada una de las cepas deseadas (la cepa salvaje de S. Typhimurium ATCC 14028 y el mutante
objeto del estudio) en tampén PBS 1X (Anexo B) hasta alcanzar una concentracion final de 10’
cfu/mL, sembrandose diluciones seriadas de cada una de las suspensiones en placas de LB con
el fin de obtener el titulo exacto. A continuacion, se mezclaron ambas suspensiones en

cantidades equivalentes, obteniendo asi la mezcla de inoculacidn.

Para la obtencion de las asas intestinales, se trabajo con ratones BALB/c de 6 semanas de edad
segun se ha descrito previamente (Jones et al., 1994). Los animales se mantuvieron en ayunas
durante 24 horas antes de realizar los experimentos con el fin de eliminar todo el contenido
intestinal. Transcurrido este tiempo, se anestesid a los ratones con una mezcla de Ketamina
(100 mg/Kg) y Xilacina (10 mg/Kg) mediante una inyeccion ip y se procedid a realizar una
pequefia incision en el abdomen con el fin de exponer el intestino delgado. Posteriormente, se
ligd una seccion del intestino delgado que contuviese una placa de Peyer, sin impedir el riego

sanguineo hasta esta region, formando asi un asa intestinal.

Una vez obtenida el asa intestinal, se inocularon en ella 0,2 mL de la mezcla microbiana
deseada empleando para ello una aguja 25 G. Posteriormente, el intestino delgado fue
devuelto a la cavidad abdominal y la incisién en el abdomen fue suturada para mantener al
animal vivo durante 60 minutos. Transcurrido este tiempo, se sacrificé al animal y se escindio
el asa intestinal integra del intestino delgado, se abrid el asa intestinal mediante un corte
longitudinal y se resuspendié en PBS 1X. Las células de S. Typhimurium que no consiguieron
penetrar en el epitelio intestinal y permanecieron extracelulares se eliminaron mediante tres
lavados consecutivos con PBS 1X y una incubacion posterior de 90 minutos en PBS 1X
suplementado con gentamicina (100 ug/mL). Transcurrido este tiempo, el asa intestinal fue
lavada de nuevo con PBS 1X para eliminar los restos de gentamicina y suspendida finalmente
en 1 mL de PBS 1X para su procesamiento en un homogeneizador Stomacher® (Seward
Medical). Finalmente, se sembraron diluciones seriadas del homogeneizado en placas de LB y
en placas de LB suplementadas con el antibidtico adecuado para determinar la concentracion

de cada cepa en el interior de las células del epitelio intestinal.

El IC de cada mutante se calcula como el ratio entre la cepa mutante y la cepa salvaje obtenido
del interior de las células epiteliales del asa intestinal tras su incubacion durante 60 minutos en
el interior abdominal dividido por el ratio inoculado. En funcién del nimero de asas
intestinales inoculadas y de la variabilidad de los datos obtenidos se establece que un IC

inferior a 0,4 indica que la cepa mutante presenta una menor capacidad invasiva que la cepa
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salvaje. En cambio, un IC superior a 2,5 permite determinar una mayor invasividad. El
tratamiento estadistico de los resultados obtenidos fue realizado por el Servei d’Estadistica de

la UAB empleando la prueba de t de Student.
3.7. METODOS BIOINFORMATICOS

Para el andlisis de las secuencias gendmicas de los microorganismos manipulados en este
trabajo se utilizé la base de datos Comprehensive Microbial Resource (CMR) del J. Craig
Venter™ Institute (JCVI) (http://cmr.jcvi.org) y la base de datos Genebank del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih).

Para la manipulacién de los datos se empled el paquete de programas DNAstar (DNAstar Inc.).
El programa EditSeq se utilizé para la edicién de secuencias de DNA. El programa MapDraw se
empled para el andlisis de los mapas de restriccion de secuencias determinadas de DNA. El
programa SeqgMan se utilizé para la busqueda y el analisis de regiones de homologia en el DNA.
Por ultimo, el programa PrimerSelect se utilizé para el disefio de oligonucledtidos cebadores
para RT-PCR.

Para el alineamiento de multiples secuencias de DNA se empled el programa ClustalW2 del

European Bioinformatics Institute (EBI) (http://www.ebi.ac.uk).
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Resultados

4.1. CONSTRUCCION DE LOS MUTANTES EN LA REGULACION
DEL SISTEMA SOS DE S. Typhimurium ATCC 14028

Para poder determinar el papel del sistema SOS en la virulencia de S. Typhimurium, en el
presente trabajo se planted el estudio de la virulencia de diferentes mutantes de este

patdgeno que incorporan cambios en las proteinas reguladoras del sistema SOS, RecA y LexA.

En primer lugar, se decidié trabajar con un mutante /lexA3(Ind’) de S. Typhimurium (UA1822)
construido previamente (Campoy et al., 2006). Este presenta una mutacién en la Glygs de la
proteina LexA, la cual ha sido sustituida por una Ala. De este modo se elimina el enlace Alag,-
Glysgs y, por lo tanto, la posibilidad de que se dé la autohidrdlisis de la proteina. Como
consecuencia, esta cepa es incapaz de inducir la respuesta SOS debido a que el represor LexA
se encuentra siempre en su forma activa, unido a los promotores de los genes que regula,

inhibiendo su expresion.

Dado que el gen recA pertenece al sistema SOS, las concentraciones intracelulares de RecA
esperadas en la cepa lexA3(Ind’) son siempre basales, hecho que podria afectar al papel de
esta proteina durante los procesos de reparacidon por recombinacién cuando el nivel de
lesiones es lo suficientemente elevado para inducir la respuesta SOS. Por este motivo, se
decidio estudiar también la virulencia del doble mutante recAo6869 lexA3(Ind’) de S.
Typhimurium (UA1877). Esta cepa, ademas de ser incapaz de inducir la respuesta SOS,
presenta una segunda mutacién localizada en la caja SOS del promotor del gen recA. Esta
segunda mutacién impide la union de la proteina LexA a dicho promotor y, como
consecuencia, desvincula su expresion de la respuesta SOS. Asi, en este mutante, el gen recA
se expresa de forma constitutiva, asegurando que los niveles de la proteina RecA sintetizados
no sean limitantes para los procesos de reparacion por recombinacién a pesar de su

incapacidad para inducir la respuesta SOS.

Por ultimo, se decidié estudiar, a modo de control, la capacidad infectiva de un mutante
simple recAo6869 de S. Typhimurium (UA1876), el cual incorpora Unicamente la mutacidén en
la caja SOS del promotor del gen recA, por lo que presenta una expresion constitutiva de este
gen. Sin embargo, no incorpora cambio alguno en el gen lexA que pueda afectar a la induccion

del resto de genes del sistema SOS.

Para la construccién del mutante recAo6869 de S. Typhimurium se introdujeron dos cambios
puntuales en el motivo ACAG de la caja SOS que regula el gen recA (Fig. 4.1 B). La introduccién
de estos cambios fue acompafada de la incorporacién del casete de resistencia a kanamicina
(Km) procedente del plasmido pKD4 en la regidn anterior a la caja SOS. La incorporacién del

casete de resistencia en este punto se comprobd mediante PCR (Fig. 4.1 A) y la incorporacion
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de los dos cambios puntuales en la caja SOS se confirmd posteriormente por secuenciacion
(Fig. 4.1 B).

- — 1795 bp

- - = 281 bp

Figura 4.1. Comprobacién del mutante recAo6869 de S. Typhimurium ATCC 14028. A) Resultado de la
PCR para comprobar la incorporacidn del casete de resistencia a Km tras la mutagénesis de la regién
promotora del gen recA. Se muestra la banda de 281 bp obtenida tras la amplificacién de dicha
region promotora en la cepa salvaje de S. Typhimurium (carril 2), asi como la banda de 1795 bp
obtenida tras la amplificacion de esta regién en la cepa recAo6869 (carril 3). B) Comparacion de
secuencias entre la region promotora del gen recA en el mutante recAo6869 y la regién promotora
del gen recA en la cepa salvaje de S. Typhimurium. El inicio del gen (ATG) se sefiala con una linea
superior en gris. La caja SOS se sefiala con un recuadro verde y los dos nucledtidos cambiados en

esta region se indican con un recuadro rojo.

Para la obtencién del doble mutante recA06869 lexA3(Ind’) de S. Typhimurium, la construccion
recAo6869 fue transducida desde la cepa descrita en el parrafo anterior hasta la cepa
lexA3(Ind’) construida previamente (Campoy et al., 2006). La incorporacién de la resistencia a
Km en el doble mutante y la mutacion en la caja SOS del gen recA fueron verificadas tal y como

se ha descrito para el mutante simple recAo6869, obteniéndose idénticos resultados.

Como control para determinados estudios, y para determinar que la incorporacion del casete
de resistencia a Km no tiene ningun efecto sobre el fenotipo observado en dichos estudios, se
construyé una cepa de S. Typhimurium ATCC 14028 isogénica con el mutante recAo6869, pero
salvaje para la expresion del gen recA (UA1885). Para ello, se introdujo el casete de resistencia
a Km en la cepa salvaje de S. Typhimurium en la misma posicidn que en la cepa recAo6869,
pero sin incorporar ningin cambio en la caja SOS del gen recA durante el proceso. La
incorporacién de la resistencia a Km sin cambios en la caja SOS del promotor de recA fue

comprobada de nuevo por PCR (Fig. 4.2) y secuenciacion.
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Figura 4.2. Resultado de la PCR para comprobar la incorporacién del casete
de resistencia a Km en la regiéon promotora del gen recA de la cepa control
de S. Typhimurium ATCC 14028. Se muestra la banda de 281 bp obtenida
tras la amplificacion de dicha region en la cepa salvaje (carril 2), asi como la
banda de 1795 bp obtenida tras la amplificacion de esta regidn en la cepa

control resistente a Km (carril 3).

4.2. CARACTERIZACION DE LOS MUTANTES recAo6869,
lexA3(Ind’) y recAo6869 lexA3(Ind)

4.2.1. CUANTIFICACION DE LA PROTEINA RecA INTRACELULAR

Los niveles intracelulares de la proteina RecA presentes en los diferentes mutantes fueron
calculados con la colaboracion del laboratorio de Estabilidad Genética del departamento de
Biotecnologia Microbiana del Centro Nacional de Biotecnologia (CSIC), dirigido por el Dr.
Alonso. La Figura 4.3 muestra que los niveles basales de RecA cuantificados en el mutante
recAo6869 de S. Typhimurium son aproximadamente 5 veces superiores a los niveles
observados en la cepa salvaje. Asimismo, tras el tratamiento con mitomicina C, un agente
inductor del sistema SQOS, los niveles de RecA en dicho mutante no se alteran, siendo iguales a
los observados en ausencia de este compuesto. Sin embargo, en la cepa salvaje, la
concentracion de RecA aumenta tras la induccién del sistema SOS con este mismo inductor,
alcanzando niveles equivalentes a los cuantificados en el mutante recAo6869. Estos datos
confirman que, en S. Typhimurium recAo6869, la proteina LexA es incapaz de unirse a la caja
SOS mutada del gen recA, lo cual permite la expresidn constitutiva de dicho gen a unos niveles
equivalentes a los alcanzados en la cepa salvaje cuando el sistema SOS estd inducido. Es decir,

en este mutante, la expresion del gen recA esta totalmente desregulada (Fig. 4.3).

De acuerdo con los resultados observados anteriormente, el nivel basal de RecA intracelular
existente en el mutante /exA3(Ind’) es equivalente al de la cepa salvaje. Sin embargo, tras el
tratamiento con mitomicina C, no se produce ningun aumento en la concentracién intracelular
de dicha proteina, confirmandose de este modo la represidon permanente del gen recA en este
mutante por la proteina LexA no autohidrolizable y, por lo tanto, la incapacidad de esta cepa

para inducir el sistema SOS (Fig. 4.3).

Del mismo modo, en la cepa recAo6869 lexA3(Ind’), la cantidad de RecA intracelular en todas

las condiciones es equivalente a la observada en la cepa recAo6869, confirmando que la
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mutacién en la caja SOS del promotor del gen recA impide también la regulacién por la

proteina LexA no autohidrolizable en este mutante (Fig. 4.3).
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Figura 4.3. Cuantificacion mediante Western blot de los niveles intracelulares de proteina
RecA en las diferentes cepas de S. Typhimurium ATCC 14028 en presencia (+) y ausencia
() de mitomicina C. Los resultados mostrados son la media de tres réplicas

independientes del estudio.

4.2.2. INDUCCION DEL SISTEMA SOS Y SUPERVIVENCIA FRENTE
FACTORES LESIVOS PARA EL DNA

La induccion del sistema SOS en respuesta a mitomicina C fue cuantificada en la cepa salvaje y
en los mutantes recAo6869, lexA3(Ind’) y recAo6869 lexA3(Ind’) de S. Typhimurium con el fin
de confirmar el fenotipo esperado para ellos a este respecto. Esta cuantificacion se llevd a
cabo mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real, determinando los niveles de induccién de los
genes sulA, uvrA y recA, pertenecientes todos al regulén SOS (Fernandez de Henestrosa et al.,
2000).

En la Figura 4.4 se observa que, de acuerdo con lo explicado en el apartado anterior, en el
mutante recAo6869 la induccion de los genes estudiados en respuesta a mitomicina C tiene
lugar de forma equivalente a la cepa salvaje, con la Unica excepcion del gen recA. Este hecho
demuestra que la expresion constitutiva de este gen y la acumulacién de proteina RecA a nivel
intracelular no modifican el patrén de induccién de la respuesta SOS. Por el contrario, en los
mutantes lexA3(Ind’) y recAo6869 lexA3(Ind’) no se activa la respuesta SOS, por lo que no se

observa induccion en la expresidn de los genes sulA, uvrA o recA en respuesta a mitomicina C
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(Fig. 4.4). Este hecho confirma la represién permanente de los genes que forman parte del

regulén SOS por la forma no autohidrolizable de la proteina LexA.
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Figura 4.4. Ensayos de RT-PCR cuantitativa a tiempo real para determinar la induccion de la
expresién del reguldon SOS en las diferentes cepas de S. Typhimurium ATCC 14028. Se
muestran los factores de induccién (Fl) de los genes recA, sulA y uvrA en la cepa salvaje y en
cada uno de los mutantes de S. Typhimurium, en presencia (+) o ausencia (-) de mitomicina
C. El FI de cada gen se define como el ratio entre la concentracion relativa de su mRNA en
las condiciones objeto de estudio y la concentracién relativa de su mRNA en ausencia de
mitomicina C. Los resultados son la media de dos experimentos independientes, cada uno

llevado a cabo por triplicado.

Con el fin de verificar que la expresidon constitutiva de recA vy, por lo tanto, la acumulacién de
proteina RecA a nivel intracelular no suponen una desventaja para la supervivencia frente a
agentes lesivos para el DNA, se determind la supervivencia de la cepa recAo6869 de S.
Typhimurium frente a la irradiacién con diferentes dosis de luz UV, y se compard con la

supervivencia de la cepa salvaje de este patdgeno en las mismas condiciones.

Los resultados de este estudio demuestran que el mutante recAo6869 presenta la misma tasa
de supervivencia a este agente lesivo que la cepa salvaje (Fig. 4.5), lo cual indica que la
sobreexpresion de recA no supone una desventaja para la supervivencia a las lesiones en el

DNA en S. Typhimurium.
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Figura 4.5. Curvas de supervivencia frente a la irradiacion con luz UV. La cepa salvaje
de S. Typhimurium ATCC 14028 (@) y la cepa recAo6869 (M) fueron irradiadas con
diferentes dosis de luz UV y el porcentaje de células supervivientes fue cuantificado.

Los resultados mostrados son la media de tres ensayos independientes entre si.

4.2.3. CINETICAS DE CRECIMIENTO DE LOS MUTANTES

Las cinéticas de crecimiento de las cepas recAo6869, lexA3(Ind’) y recAo6869 lexA3(Ind’) de S.
Typhimurium fueron estudiadas mediante diferentes ensayos con el objetivo de determinar si

existian diferencias respecto a la cepa salvaje de este patogeno.

Tabla 4.1. indices de competitividad in vitro de los diferentes mutantes de S.

Typhimurium ATCC 14028 en cocultivos con la cepa salvaje.

Cepa estudiada indice de competitividad (IC)*
recAo6869 1.006
lexA3(Ind) 0.61
recAo6869 lexA3(Ind) 1.04

®El IC se define como el ratio entre la cepa mutante y la cepa salvaje obtenido tras la
incubacion de los cultivos durante 16 horas dividido por el ratio inicial.

Un IC inferior a 0,25 indica que el mutante presenta defectos en su cinética de
crecimiento. Un IC superior a 4 indica una ventaja en el crecimiento de la cepa

mutante respecto a la cepa salvaje.

En primer lugar, se realizaron estudios de competitividad in vitro en los que se compard el
crecimiento de cada uno de los mutantes mencionados con el de la cepa salvaje de S.
Typhimurium en cocultivos inoculados con concentraciones equivalentes de la cepa salvaje y
del mutante objeto del estudio. Las pruebas realizadas no revelaron diferencias significativas
entre la cepa salvaje y los diferentes mutantes (Tabla 4.1), indicando que ninguna de las
mutaciones introducidas tiene efectos negativos sobre la cinética de crecimiento in vitro de S.

Typhimurium.
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Figura 4.6. Crecimiento de los diferentes mutantes y de la cepa salvaje de S.
Typhimurium ATCC 14028 en A) medio rico (LB), B) medio minimo (AB)
suplementado con glucosa (0,2%) y C) medio minimo (AB) suplementado con
glicerol (0,2%). Se muestran las cinéticas de crecimiento de las cepas salvaje
(@), recAo6869 (m), lexA3(Ind) (A) y recAo6869 lexA3(Ind) (X) de S.
Typhimurium tras hacerlas crecer a 37°C de temperatura y con agitacién en
cada uno de los medios indicados. Se tomaron muestras en los tiempos

sefialados para la determinacién de la densidad éptica (DO) del cultivo.
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En segundo lugar, se estudiaron las cinéticas de crecimiento de cada uno de los mutantes y de
la cepa salvaje de S. Typhimurium, tanto en medio rico, como en medio minimo suplementado
con diferentes fuentes de carbono (glucosa o glicerol). Las pruebas llevadas a cabo tampoco
revelaron diferencias significativas entre ellas, demostrando finalmente que, ni Ia
sobreexpresion de recA, ni la imposibilidad de inducir la respuesta SOS tienen efectos sobre el

crecimiento in vitro de los mutantes en las condiciones ensayadas (Fig. 4.6).

4.3. CAPACIDAD INFECTIVA DE LOS MUTANTES recAob6869,
lexA3(Ind’) y recAo6869 lexA3(Ind)

Para esclarecer si la funcién de RecA como proteina activadora del sistema SOS es importante
para el desarrollo de la infeccidon por S. Typhimurium se estudié la virulencia de los mutantes
recAo6869, lexA3(Ind’) y recAo6869 lexA3(Ind’).

Para la realizacidon de estos estudios se llevaron a cabo ensayos de competitividad en el
modelo murino, tanto por via oral como por via intraperitoneal. En este tipo de ensayos, se
inocula en el animal una cantidad equivalente de la cepa salvaje de S. Typhimurium y del
mutante objeto del estudio. Tras el desarrollo de la infeccidn, se obtienen muestras de sangre
del animal y se compara el ratio entre células mutantes y salvajes recuperado en estas
muestras con el del inéculo inicial, lo que permite el calculo del indice de competitividad de
dicho mutante respecto a la cepa salvaje de S. Typhimurium. En funcién del nimero de ratones
empleado en estos estudios y de la variabilidad de los datos obtenidos se establecié que
indices de competitividad inferiores a 0,25 indican que la cepa mutante presenta una menor
capacidad infectiva que la cepa salvaje. En cambio, indices de competitividad superiores a 4

permiten afirmar que existe una mayor virulencia.

Los ensayos de competitividad intraperitoneal no revelaron diferencias significativas en la
capacidad infectiva de ninguno de los mutantes respecto a la cepa salvaje de S. Typhimurium
(Tabla 4.2). Estos resultados, en concordancia con un trabajo llevado a cabo con un mutante
lexA3(Ind") de este patdgeno y publicado de forma paralela a la realizacion de estos
experimentos (Craig y Slauch, 2009), indican que ni la inhibicion de la respuesta SOS ni la
sobreexpresion de recA tienen efectos negativos para la virulencia de S. Typhimurium cuando

es inoculada por esta via.

Asimismo, los ensayos realizados por via oral demuestran que el mutante /exA3(Ind’) tampoco
presenta defectos en la virulencia respecto a la cepa salvaje cuando es inoculado por esta via
(Tabla 4.2). Por el contrario, los mutantes recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind’) ven reducida su

capacidad infectiva de forma drastica respecto a la cepa salvaje (Tabla 4.2). Estos resultados
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indican que la sobreexpresion de recA tiene importantes efectos negativos sobre la virulencia

de S. Typhimurium cuando ésta es inoculada por via oral en el animal.

Tabla 4.2. indices de competitividad de los diferentes mutantes de S. Typhimurium ATCC 14028 en el
modelo murino.

Cepa estudiada Ensayo indice de competitividad (IC)*
recAo6869 intraperitoneal 0.42

lexA3(Ind) intraperitoneal 0.42

recAo6869 lexA3(Ind’) intraperitoneal 0.48

recAo6869 Oral 0.00027*
lexA3(Ind) Oral 2.73

recAo6869 lexA3(Ind’) Oral 0.0054*

%El IC es el ratio entre la cepa mutante y la cepa salvaje obtenido en las muestras extraidas al animal
tras el desarrollo de la infeccién dividido por el ratio en el inéculo inicial.
*Indica que la virulencia del mutante es significativamente menor que la de la cepa salvaje (p < 0,05).

4.4. PAPEL DE RecA DURANTE EL PROCESO INFECTIVO

Con el fin de esclarecer qué papel desempefia RecA durante el proceso infectivo de S.
Typhimurium, se realizaron diferentes pruebas para determinar en qué fases de dicho proceso
se encuentran diferencias entre los mutantes portadores de la construccidén recAo6869 en su

cromosoma y la cepa salvaje de S. Typhimurium.

4.4.1. ESTABILIDAD DEL PROFAGO GIFSY-2 DE S. Typhimurium EN LOS
MUTANTES recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind)

S. Typhimurium posee diferentes bacteridfagos residentes en su cromosoma, algunos de los
cuales contienen factores de virulencia necesarios para el desarrollo del proceso infectivo. El
bacteridfago Gifsy-2, cuyo ciclo litico esta regulado por la proteina Tum (Bunny et al., 2002),
pertenece a este tipo de profagos. Este bacteriéfago contiene, entre otros, el gen sodC, que
codifica una superodxido-dismutasa cuya ausencia supone un descenso drastico en la

capacidad infectiva de S. Typhimurium (Figueroa-Bossi y Bossi, 1999).

Con el fin de descartar que el descenso en la capacidad infectiva de las cepas portadoras de la
construccion recAo6869 pudiese deberse a la pérdida de este bacteridfago, se comprobd
mediante PCR la presencia del gen sodC en su DNA cromosémico, utilizando para ello una
pareja de oligonucleétidos cebadores especificos para este gen. Los resultados de esta prueba
demostraron la presencia del gen sodC en los mutantes estudiados, de tal modo que el
descenso en su capacidad infectiva no puede ser atribuido a la escisién del profago Gifsy-2 de

su genoma (Fig. 4.7).
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Figura 4.7. Resultado de la PCR para comprobar la presencia de sodC

en el DNA cromosémico de los distintos mutantes de S. Typhimurium
ATCC 14028. Se muestran las bandas obtenidas tras la amplificacion
del DNA de las cepas recAo6869 (carril 4) y recAo6869 lexA3(Ind)
(carril 5) de S. Typhimurium con oligonucledtidos especificos para el
gen sodC. Como control, se muestran las bandas obtenidas a partir del
DNA de las cepas salvaje (carril 2) y MA5975 (carril 3). La cepa salvaje
posee Gifsy-2, mientras que la cepa MA5975 carece de este profago. A
modo de control positivo del DNA, se muestra en todos los casos la

amplificacion del gen recX.

4.4.2. DESARROLLO DE LA FASE GASTROINTESTINAL DEL PROCESO
INFECTIVO POR LOS MUTANTES recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind’)

Una vez superada la barrera epitelial, el patrén de infeccidn de las células de S. Typhimurium
inoculadas por via oral es el mismo que el de las células administradas por via intraperitoneal.
Esto sugiere que la sobreexpresion de recA puede tener efectos negativos sobre la fase

gastrointestinal del proceso infectivo.

Durante esta fase, las células de S. Typhimurium deben alcanzar el intestino del organismo
infectado, para lo cual se han de enfrentar a las diferentes barreras del tracto gastrointestinal,
entre las cuales se encuentran las condiciones de anaerobiosis, la acidez del estémago o las
sales biliares presentes en el intestino. Una vez han alcanzado el intestino delgado, las células
de dicho patdgeno deben atravesar la barrera epitelial para poder generar la infeccién local vy,

posteriormente, diseminarse por el organismo y generar la infeccidn sistémica.

Con tal de determinar si la sobreexpresion de recA entorpece alguno de estos procesos, se

llevaron a cabo las pruebas que se describen a continuacion.

4.4.2.1. Comportamiento de los mutantes recAo6869 y recAo6869
lexA3(Ind’) frente a los mecanismos de defensa presentes en el tracto

gastrointestinal

En primer lugar, se estudid la sensibilidad de la cepa salvaje de S. Typhimurium y de los

mutantes recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind’) frente a entornos con elevada acidez, entornos
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con altas concentraciones de sales biliares o entornos anaerdbicos. Para los estudios de
sensibilidad a pH acido y sales biliares se realizaron ensayos de supervivencia con cada una de
estas cepas en medios con las condiciones indicadas, mientras que para el estudio de la
sensibilidad a entornos anaerdébicos se realizaron ensayos de competitividad in vitro de cada

uno de los mutantes frente a la cepa salvaje.
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Figura 4.8. Supervivencia de las cepas salvaje (@), recAo6869 () y recAo6869
lexA3(Ind’) (X) de S. Typhimurium frente a A) pH acido (3,3) y B) la presencia de
coleato sddico (extracto de bilis de buey) a una concentracién del 30% (p/v). Se
muestran los porcentajes de supervivencia de las cepas mencionadas tras ser
cultivadas en medio LB con las condiciones indicadas, a 37°C de temperatura y
con agitacién. En los tiempos sefialados se tomaron muestras para el recuento
celular y el calculo del porcentaje de supervivencia. Los resultados mostrados

son la media de tres experimentos llevados a cabo de forma independiente.

Los ensayos de supervivencia frente a pH acido no revelaron diferencias significativas entre la
cepa salvaje de S. Typhimurium y los mutantes estudiados, indicando que la sobreexpresion de
recA no impide la supervivencia de S. Typhimurium durante su paso a través del estémago del
huésped (Fig. 4.8 A).
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Los estudios para determinar la sensibilidad frente a sales biliares tampoco mostraron
diferencias significativas entre los mutantes y la cepa salvaje de S. Typhimurium, poniendo de
manifiesto que la desregulacidn de recA tampoco tiene efectos negativos para este patdgeno a
este nivel (Fig. 4.8 B).

Por ultimo, los ensayos de competitividad in vitro en condiciones de anaerobiosis tampoco
mostraron diferencias significativas entre los mutantes y la cepa salvaje de S. Typhimurium,
indicando que la sobreexpresion de recA no afecta a la supervivencia de este patdgeno en las
condiciones de baja concentracién de oxigeno presentes en el tracto gastrointestinal (Tabla
4.3).

Tabla 4.3. indices de competitividad in vitro en anerobiosis de los mutantes
recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind) de S. Typhimurium ATCC 14028 en cocultivos

con la cepa salvaje.

Cepa estudiada fndice de competitividad (IC)°
recAo6869 0.85
recAo6869 lexA3(Ind) 0.82

°El IC se define como el ratio entre la cepa mutante y la cepa salvaje obtenido tras la

incubacion de los cultivos durante 16 horas dividido por el ratio inicial.

4.4.2.2. Capacidad invasiva de los mutantes recAo6869 y recAo6869
lexA3(Ind)

En vista de los resultados obtenidos anteriormente, se llevaron a cabo estudios para
comprobar la capacidad de los mutantes recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind’) para invadir
células epiteliales intestinales, con el fin de poder establecer si la sobreexpresion de recA
obstaculiza el paso a través de la barrera epitelial en el intestino. Estos estudios se realizaron
en colaboracién con el grupo de investigacién de Biofilms Microbianos del Instituto de

Agrobiotecnologia (CSIC-UPNA-Gobierno de Navarra), dirigido por el Dr. Lasa.

En primer lugar, se realizaron estudios in vivo para determinar el indice de competitividad de
los mutantes recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind’) frente a la cepa salvaje de S. Typhimurium
durante la invasidn de células epiteliales de origen murino. Para estos estudios, se realizaron
ensayos de coinfeccién de asas intestinales, los cuales demostraron que los mutantes
recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind) presentan una desventaja significativa en la invasién de
este tipo celular frente a la cepa salvaje (Tabla 4.4). Esto indica que la sobreexpresion de recA

afecta negativamente a la invasién y el traspaso del epitelio intestinal.
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Tabla 4.4. indices de competitividad de los mutantes recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind)

de S. Typhimurium ATCC 14028 en asas intestinales de origen murino.

Cepa estudiada Ensayo fndice de competitividad (IC)°
recAo6869 Asa intestinal 0.25*
recAo6869 lexA3(Ind) Asa intestinal 0.35%*

®El IC se calcula como el ratio entre la cepa mutante y la cepa salvaje obtenido del interior
de las células epiteliales del asa intestinal tras su incubacion durante 60 minutos en el
interior abdominal dividido por el ratio inoculado. Un IC inferior a 0,4 indica que la cepa
mutante presenta una menor capacidad invasiva que la cepa salvaje. En cambio, un IC
superior a 2,5 permite determinar una mayor invasividad.

*Indica que la capacidad invasiva del mutante es significativamente menor que la de la

cepa salvaje (p £0,05).

En segundo lugar, y con el fin de confirmar los resultados anteriores, se llevaron a cabo
estudios de invasividad in vitro sobre células epiteliales humanas. En estos ensayos se estudio,
de forma independiente, la capacidad invasiva de la cepa salvaje de S. Typhimurium y la de los
mutantes recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind’) sobre cultivos en monocapa de la linea celular
Caco-2. De nuevo, los mutantes recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind’) fueron recuperados en
numeros significativamente inferiores a los de la cepa salvaje (Fig. 4.9), confirmando que la
sobreexpresion de recA tiene efectos inhibitorios sobre la capacidad invasiva de S.

Typhimurium.
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E Figura 4.9. Capacidad invasiva de las cepas
E 15000 — salvaje, recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind’) de S.
:j | Typhimurium ATCC 14028 sobre la linea celular
& 10000 1 Caco-2. Se muestra el numero de células
invasivas de cada cepa cuantificado tras la
oieed incubacion de cada una de ellas sobre un cultivo
en monocapa de la linea celular Caco-2 durante

Salvaje  recAoBBE?  recAcEEES 1 hora. Los resultados son la media de tres

fex#3[Ind})  ensayos independientes entre si.
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4.4.2.3. Capacidad de los mutantes recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind’)

para desplazarse mediante swarming

Los datos expuestos anteriormente relacionan el descenso en la capacidad infectiva de los
mutantes recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind) de S. Typhimurium con el descenso en su

capacidad invasiva, el cual debe dificultar el traspaso del epitelio intestinal.

Tal y como se ha explicado en la introduccién, el swarming o movimiento en enjambre es un
tipo de desplazamiento celular poblacional asociado a la capacidad de diversos
microorganismos, entre ellos S. enterica, para adherirse e invadir tejidos durante el proceso
infectivo (Allison et al., 1992a; Allison et al., 1992b; Overhage et al., 2008; Katribe et al., 2009).
Asimismo, un estudio llevado a cabo con mutantes deficientes en el gen recA de E. coli
demuestra que la ausencia de la proteina RecA impide el desplazamiento sobre superficies

mediante swarming en estos mutantes (Gémez-Gémez et al., 2007).

Por este motivo se decidid determinar si la sobreexpresion de recA también afecta al
movimiento en enjambre. Para tal fin, se establecié la capacidad para desplazarse mediante
swarming de los mutantes recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind’) de S. Typhimurium. A modo de
control, se utilizaron la cepa lexA3(Ind’), la cepa salvaje y la cepa salvaje portadora de la
resistencia a Km. Las pruebas realizadas demostraron que las cepas portadoras de la mutacidn
recAo6869 no son capaces de desplazarse mediante swarming, mientras que el resto de cepas
estudiadas si pueden hacerlo (Fig. 4.10). Se confirma asi que la sobreexpresidn de recA, y no la
inhibicién de la respuesta SOS, tiene un efecto inhibidor sobre el movimiento en enjambre en

S. Typhimurium.

recAoG263 recAo6a63 lexA3(Ind) Salvaje Salvaje Km®
JexA3{Ind")

Figura 4.10. Capacidad para desplazarse mediante swarming de las cepas salvaje, salvaje resistente a
Km, recAo6869, lexA3(Ind’) y recAo6869 lexA3(Ind’) de S. Typhimurium ATCC 14028. Se muestran los

patrones de desplazamiento desarrollados por estas cepas sobre el medio de cultivo especifico para el

desplazamiento por swarming de S. Typhimurium.
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4.5. REGULACION DEL SWARMING MEDIADA POR EL SISTEMA
SOS EN S. Typhimurium

Los resultados obtenidos en las pruebas realizadas en este trabajo demuestran que la
sobreexpresién de recA en los mutantes de S. Typhimurium portadores de la construccién
recAo6869 en su cromosoma inhibe el movimiento en enjambre. En condiciones fisioldgicas,
sélo la induccidn de la respuesta SOS produce tan altos niveles de expresion de este gen como
los existentes en dichos mutantes, lo cual sugiere que el sistema SOS participa en la regulaciéon
del swarming en este microorganismo a través del control de la proteina RecA. Sin embargo, la
induccion de la respuesta SOS no sélo promueve la sobreexpresion de recA, sino también la de
otros genes pertenecientes al regulén SOS, uno de los cuales forma parte de la misma unidad
transcripcional que recA. Este hecho impide asignar el fenotipo defectivo en swarming
Unicamente a la presencia de elevadas concentraciones intracelulares de la proteina RecA. Por
todo ello, se decidié determinar si, efectivamente, la respuesta SOS regula el desplazamiento
por swarming en S. Typhimurium y si exclusivamente la desregulacion de los niveles
intracelulares de RecA es responsable de la inhibicion del swarming en este patdgeno.
Asimismo, se decidié estudiar también las bases moleculares de la relacidon entre RecA y el

swarming en S. Typhimurium.

Con el fin de determinar si la induccién del sistema SOS inhibe el swarming en este patdgeno,
se traté a la cepa salvaje de S. Typhimurium ATCC 14028 con concentraciones crecientes de
mitomicina C, compuesto inductor del sistema SOS, y se estudid su capacidad para desplazarse
mediante swarming en estas condiciones. A modo de control, y para determinar que la
concentracion de mitomicina C utilizada no tenia un efecto letal sobre las células, se realizaron

estos ensayos de forma paralela con el mutante recA06869.

Los resultados mostrados en la Fig. 4.11 demuestran que, en presencia de concentraciones
crecientes de mitomicina C que inducen la respuesta SOS pero permiten la viabilidad celular (0,
8, 80 y 200 ng/mL), la cepa salvaje de S. Typhimurium ATCC 14028 ve inhibida su capacidad
para desplazarse mediante swarming, mostrando el mismo patréon de movimiento que la cepa
recAo6869. Con el fin de verificar la toxicidad de la mitomicina C y determinar que las
concentraciones anteriores, aun siendo inductoras del sistema SOS, no son letales para la
célula, se tratd a ambas cepas con concentraciones mayores de este compuesto (800 y 1600
ng/mL), observandose, en este caso, la letalidad en las placas (Fig. 4.11). Por lo tanto, los
resultados obtenidos en este ensayo demuestran que la induccion de la respuesta SOS debida

a la presencia de agentes lesivos en el entorno inhibe el swarming en S. Typhimurium.
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Concentraciones subletales de mitomicina C Eﬂnnn:ntrannnts letales de mitemicina C

Figura 4.11. Patrones de desplazamiento mediante swarming de las cepas salvaje (A) y recAo6869
(B) de S. Typhimurium ATCC 14028 en presencia de un agente inductor de la respuesta SOS. Se
muestra el patron de movimiento en enjambre desarrollado por ambas cepas en presencia de

concentraciones crecientes de mitomicina C (0, 8, 80, 200, 800 y 1600 ng/mlL).

4.6. IMPLICACION DE LA PROTEINA RecA EN LA REGULACION
DEL SWARMING EN S. Typhimurium

Los datos expuestos en los apartados 4.4 y 4.5 demuestran que el sistema SOS regula el
swarming en S. Typhimurium a través de la induccién de recA. Sin embargo, en este patogeno,
los genes recA y recX forman una unidad transcripcional policistrénica, por lo que la activaciéon
de la respuesta SOS o la presencia de la mutacion recAo6869 en el promotor de dicha unidad
provocan un incremento en la expresién de ambos genes. Por este motivo, se decidié verificar
si la inhibicién del desplazamiento mediante swarming en S. Typhimurium mediada por el
sistema SOS se debe Unicamente al incremento en los niveles intracelulares de RecA tras la
induccidon de la respuesta o si, por el contrario, RecX participa en el proceso de regulacién del
movimiento. Para ello se construyeron dos nuevos mutantes de este patégeno, un mutante
simple recX y un mutante doble recAo6869 recX, y se estudid su capacidad para desplazarse
mediante swarming. Ademads, a modo de control, se estudié también el comportamiento de la

cepa UA1821 de S. Typhimurium, deficiente en el gen recA (Campoy et al., 2006).

Para la construccion de los mutantes recX y recAo6869 recX se empled el proceso de
mutagénesis en un solo paso (Datsenko y Wanner, 2000) sobre las cepas salvaje y recAo6869
de S. Typhimurium ATCC 14028 respectivamente. Mediante este proceso, se deleciond un
fragmento interno del gen recX, el cual fue sustituido por el casete de resistencia a
cloranfenicol (Cm) procedente del plasmido pKD3. Las construcciones obtenidas mediante este
sistema se transdujeron a la cepa salvaje de S. Typhimurium ATCC 14028 y la comprobacién de

los mutantes se llevo a cabo mediante PCR y secuenciacion (Fig. 4.12).
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Figura 4.12. Comprobacién de los mutantes recX y recAo6869 recX de S. Typhimurium
ATCC 14028. A) Resultados de la PCR realizada para comprobar la incorporacion del
casete de resistencia a Cm tras la mutagénesis del gen recX. Se observan las bandas
obtenidas tras amplificar la regiéon cromosdmica que alberga dicho gen en las cepas
salvaje (carril 2; 394 bp), recX (carril 3; 1233 bp) y recAo6869 recX (carril 4; 1233 bp).
B) Resultados de la PCR realizada para comprobar la presencia del casete de
resistencia a Km en la region promotora del gen recA. Se muestran las bandas
obtenidas tras amplificar dicha regién en las cepas salvaje (carril 2; 281 bp) y
recAo6869 recX (carril 3; 1795 bp). C) Comparacidn entre las secuencias de la regién
promotora del gen recA de las cepas salvaje y recAo6869 recX. El inicio del gen (ATG)
se sefala con una linea superior gris. La caja SOS se resalta con un recuadro verde y

los dos nucleétidos cambiados en esta region se indican con un recuadro rojo.

Los resultados obtenidos en las pruebas para el estudio del movimiento en enjambre de estas
cepas demuestran que el mutante recX se desplaza mediante swarming del mismo modo que
lo hace la cepa salvaje. Por el contrario, la cepa recAo6869 recX presenta un fenotipo defectivo
en swarming, al igual que la cepa control recA y que la cepa recAo6869 (Fig. 4.13). Todos estos
resultados indican que la inhibicidon del swarming observada en el mutante recAo6869 de S.
Typhimurium ATCC 14028 es Unicamente consecuencia de la sobreexpresidén del gen recA y

que la proteina RecX no tiene ningun efecto sobre este movimiento en dicho patdgeno.

Figura 4.13. Capacidad para desplazarse mediante swarming de las cepas salvaje (A), recX
(B), recAo6869 recX (C) y recA (D) de S. Typhimurium ATCC 14028. Se muestran los patrones

coloniales desarrollados por estas cepas cuando son cultivadas sobre placas de medio LB

swarming.
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Con el fin de verificar estos resultados y demostrar que los elevados niveles de RecA
intracelular son los Unicos causantes de la inhibicidon del swarming, se estudio la capacidad de
la cepa salvaje de S. Typhimurium ATCC 14028 para desplazarse mediante este movimiento

cuando sobreexpresa de forma exclusiva la proteina RecA.

Estos estudios se llevaron a cabo mediante la clonacién del gen recA de dicho patdgeno en el
plasmido pUA1108 (Apartado 3.4.3.1) bajo control del promotor Ptac (inducible por IPTG),
dando como resultado el pldsmido pUA1109. Este plasmido se introdujo en la cepa salvaje de

S. Typhimurium ATCC 14028 mediante electrotransformacion, obteniendo asi la cepa UA1896.

A continuacidn, se confirmo la sobreexpresion de la proteina RecA en esta cepa en respuesta a
la induccion del promotor Ptac con IPTG. Para ello se realizdé una electroforesis
desnaturalizante de su extracto proteico crudo tras hacerla crecer en presencia de dicho
compuesto, observandose la existencia de una banda de sobreexpresidn correspondiente a la

proteina RecA en dicho extracto crudo (Fig. 4.14).
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Figura 4.14. Sobreexpresion de recA en el vector
pUA1109. Se muestra la banda correspondiente a la
proteina RecA (38 kDa) en el extracto proteico crudo
de la cepa UA1896 crecida en ausencia (carril 1) o

presencia (carril 2) de IPTG.

Una vez confirmada la sobreexpresion de recA mediada por IPTG en la cepa UA1896, se
estudié su capacidad para desplazarse mediante swarming en presencia de concentraciones
crecientes de dicho compuesto. Los resultados obtenidos en estos ensayos se presentan en la
Figura 4.15. La induccién de la expresion de recA mediada por IPTG inhibe el desplazamiento
por swarming de la cepa UA1896, confirmando que el incremento en la concentracion de RecA
en el interior de la célula es el Unico responsable de la inhibicion de este movimiento en S.

Typhimurium.
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Figura 4.15. Capacidad de S. Typhimurium ATCC 14028 para desplazarse mediante swarming en

respuesta a la sobreexpresion de recA. Se muestran los patrones de desplazamiento en enjambre
desarrollados por la cepa UA1896 de S. Typhimurium (contiene el plasmido pUA1109, portador del
gen recA bajo control del promotor Ptac) (A) en presencia de concentraciones crecientes de IPTG
(0, 5, 10, 20 y 30 uM). A modo de control, se muestran los patrones de desplazamiento mediante

swarming desarrollados por la cepa UA1898 (contiene el plasmido vacio pUA1108) (B).

4.7. DIFERENCIACION EN CELULAS SWARMERS EN 8.

Typhimurium

Una de las caracteristicas principales del movimiento en enjambre es que las células sufren
una diferenciacién que comporta una serie de cambios morfolégicos muy acusados, los cuales
permiten el paso al estado de célula swarmer y hacen posible el movimiento (Harshey y
Matsuyama, 1994). Con el fin de comprobar si la sobreexpresion de recA impide el movimiento
en enjambre en S. Typhimurium a través de la inhibicién de este proceso de diferenciacion, se
estudio el fenotipo de los mutantes portadores de la construccién recAo6869 cuando son
cultivados sobre el medio de cultivo especifico para el desplazamiento en enjambre de S.

Typhimurium (LB swarming).

Uno de los cambios morfoldgicos asociados a la diferenciacion en célula swarmer es el
incremento en el tamafio celular. En el caso de S. Typhimurium, las células duplican
aproximadamente su tamafio cuando se encuentran en este estado (Harshey y Matsuyama,
1994). Por este motivo, y con el fin de establecer si la sobreexpresién de recA impide este
proceso, se analizd, tanto cualitativa como cuantitativamente, el tamafo de las células del
mutante recAo6869 de S. Typhimurium ATCC 14028 crecido en medio LB swarming. Las
observaciones microscopicas demostraron que las células del mutante recAo6869 crecidas
sobre este medio son de mayor tamafio que las células crecidas en medio LB sélido (Fig. 4.16).
Asimismo, la cuantificacion de la longitud celular confirmé que el tamafio de las células de

dicho mutante crecidas en medio LB swarming es aproximadamente el doble respecto al de las
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células crecidas en medio LB sdlido, al igual que ocurre en el caso de la cepa salvaje. Por lo
tanto, las proporciones de las células recAo6869 crecidas en medio LB swarming son similares

a las de las células swarmers de la cepa salvaje (Tabla 4.5).

Figura 4.16. Incremento en el tamafio
celular asociado a la diferenciacién en
célula swarmer. Se muestra el tamafio
celular de las cepas salvaje (A y B) y
recAo6869 (C y D) de S. Typhimurium
ATCC 14028 cuando son cultivadas en
medio LB swarming (B y D) o en medio
LB sdlido (A 'y C).

Tabla 4.5. Longitud de las células de la cepa salvaje y del mutante recAo6869 de S. Typhimurium ATCC

14028 crecidas en medio LB sélido o en medio LB swarming.

Cepa Tamafio celular en medio LB sélido® Tamafio celular en medio LB swarming®
Salvaje 1,3+0,3 2,5+0,5
recAo6869 1,5+0,3 2,6+0,8

®Los datos son el promedio de la longitud cuantificada en 100 células de cada una de las cepas

estudiadas.

Otro de los cambios morfoldgicos asociados a la diferenciacion en célula swarmer es el
incremento en la sintesis flagelar (Harshey y Matuyama, 1994), ya que éstas son las
estructuras que permiten el movimiento en enjambre. Con el fin de comprobar si los mutantes
de S. Typhimurium portadores de la construccién recAo6869 en su cromosoma presentan
algin defecto en la sintesis flagelar, se estudié su capacidad para desplazarse mediante
swimming, movimiento también impulsado por la rotacién de los flagelos. Los resultados
obtenidos demuestran que la presencia de dicha construcciéon no implica ninguin defecto en el
desplazamiento mediante swimming, ya expresen los mutantes la fase flagelar fIiC o la fase fIjB
(Fig. 4.17). Estos datos indican que las células portadoras de la construccién recAo6869 en su

cromosoma tampoco presentan ningln defecto en el proceso de sintesis de los flagelos.
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Figura 4.17. Efecto de la mutacidon recAo6869 sobre el desplazamiento mediante

swimming en S. Typhimurium. Se muestran los patrones de desplazamiento mediante
swimming desarrollados por las cepas recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind) de S.
Typhimurium ATCC 14028 cuando presentan las fases flagelares fliC (A) o fljB (B). A
modo de control, se muestran los patrones de desplazamiento por swimming
desarrollados por las cepas salvaje y lexA3(Ind’) de esta especie, las cuales no presentan

defectos en el movimiento en enjambre.

Todos estos resultados sugieren que las células recAo6869 si presentan una diferenciacién en
células swarmers cuando son cultivadas sobre superficies semisdlidas, pero esta diferenciacion

no es suficiente para permitir el movimiento en enjambre.

4.8. INTERACCION ENTRE RecA Y CheW EN S. Typhimurium

4.8.1. IMPORTANCIA DEL EQUILIBRIO ENTRE RecA Y CheW PARA EL
DESPLAZAMIENTO MEDIANTE SWARMING EN S. Typhimurium

Los resultados descritos en el presente trabajo demuestran que, en S. Typhimurium, tanto la
ausencia de proteina RecA en el interior de la célula como la presencia de elevadas

concentraciones de la misma inhiben el movimiento en enjambre.

Como se ha explicado en la introduccion de este trabajo, Arifuzzaman et al. (2006), mediante
un estudio de copurificacién masiva de proteinas, sugieren que RecA y CheW, proteina
integrante del sistema de quimiotaxis, interaccionan entre si en E. coli. Asimismo, Sanders et
al. (1989) demuestran que, en esta especie, la presencia de una elevada concentracion
intracelular de CheW tiene los mismos efectos que la ausencia de dicha proteina, inhibiendo el
movimiento en enjambre, tal y como ocurre en el caso de la proteina RecA. Estos datos

sugieren que existe un equilibrio entre las proteinas RecA y CheW en el interior de la célula y
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que alteraciones de dicho equilibrio, por la ausencia o el exceso de cualquiera de las dos
proteinas, tienen efectos inhibitorios sobre el desplazamiento mediante swarming. Por lo
tanto, los defectos en el movimiento en enjambre observados en los mutantes recA06869 de
S. Typhimurium pueden ser debidos a los desequilibrios producidos como consecuencia de la

sobreexpresion del gen recA.

Con el fin de comprobar esta hipdtesis, se estudié si la sobreexpresion de cheW en el mutante
recAo6869 recupera la capacidad de esta cepa para desplazarse mediante swarming. Para ello,
el gen cheW fue clonado en el vector de sobreexpresion pUA1108 bajo control del promotor
Ptac, dando como resultado el plasmido pUA1110. Este plasmido fue introducido mediante
electrotransformacién en el mutante recA06869, obteniendo asi la cepa UA1897. En esta cepa,
se verifico la sobreexpresion del gen cheW en respuesta a la induccién del promotor Ptac con
IPTG. Para ello, las células se incubaron en presencia de dicho compuesto y se realizé una
electroforesis desnaturalizante de su extracto proteico, observdndose una banda de

sobreexpresidn correspondiente a la proteina CheW en dicho extracto (Fig. 4.18).

B — 18 kDa

Figura 4.18. Sobreexpresion de cheW en el vector
pUA1110. Se muestra la banda correspondiente a
la proteina CheW (18 kDa) en el extracto proteico
crudo de la cepa UA1897 crecida en ausencia

(carril 1) o presencia (carril 2) de IPTG.

Una vez confirmada la sobreexpresién del gen cheW mediada por IPTG en la cepa UA1897, se
analizd su capacidad para desplazarse mediante swarming en presencia de concentraciones
crecientes de este compuesto. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.19. El
incremento en la expresién de cheW por efecto de la induccidn del promotor Ptac con
concentraciones crecientes de IPTG (0, 5, 10 y 20 uM) recupera el movimiento mediante
swarming en esta cepa. Sin embargo, en concordancia con los estudios realizados por Sanders
et al. (1989), la produccion masiva de CheW en presencia de concentraciones mas elevadas de
IPTG (30 uM) inhibe de nuevo el movimiento en enjambre, lo que indica que tales cantidades
de CheW alteran nuevamente el equilibrio entre esta proteina y RecA, fendmeno responsable
de la inhibicién del swarming. Por lo tanto, los datos obtenidos en este ensayo confirman la
hipdtesis planteada y demuestran que, en S. Typhimurium, existe un equilibrio entre las
concentraciones intracelulares de las proteinas RecA y CheW y que la estabilidad de este

equilibrio es esencial para el desplazamiento mediante swarming.
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Figura 4.19. Recuperacion de la capacidad para desplazarse mediante swarming del mutante

recAo6869 de S. Typhimurium en respuesta a la sobreexpresion de cheW. Se muestran los
patrones de desplazamiento en enjambre de la cepa UA1897 (contiene el plasmido pUA1110,
portador del gen cheW bajo control del promotor Ptac) (A) en presencia de concentraciones
crecientes de IPTG (0, 5, 10, 20 y 30 uM). A modo de control, se muestran los patrones de
desplazamiento mediante swarming desarrollados por la cepa UA1899 (contiene el plasmido
vacio pUA1108) (B).

4.8.2. ANALISIS DE LA INTERACCION ENTRE LAS PROTEINAS RecA Y CheW
DE S. Typhimurium

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que la relacion de equilibrio entre
RecA y CheW regula el movimiento en enjambre en S. Typhimurium. Como se ha descrito en el
apartado anterior, en E. coli esta relacién se da gracias a la interaccion directa entre ambas
proteinas (Arifuzzaman et al., 2006). Por este motivo, se decidié determinar si esta interaccion
tiene lugar también en S. Typhimurium. Con este fin, se llevaron a cabo estudios de doble

hibrido siguiendo el protocolo descrito por Borloo et al. (2007).

Para llevar a cabo estos estudios, las proteinas de interés se han de clonar en los vectores
pB2HAa y pB2HA®, formando una fusién traduccional con el gen que codifica la proteina [3-
galactosidasa de E. coli. En el primer vector, la proteina 3-galactosidasa es portadora de una
deleciéon en su subunidad a (mutacidon Aa), mientras que, en el segundo vector, presenta una
delecién en su subunidad o (mutacidon A®). En ambos casos, la expresién de la proteina de
fusién esta regulada por un promotor Ptac. Una vez construidas las fusiones génicas, el ensayo
de doble hibrido se lleva a cabo mediante la introduccién de la pareja de plasmidos
complementaria (portador cada uno de los vectores de la fusion entre una de las proteinas de
interés y una de las subunidades mutadas de la B-galactosidasa) en la cepa MC1061 de E. coli.
Esta cepa presenta delecionado el operdn lactosa, por lo que es incapaz de degradar dicho

disacdrido. La interaccidn de las proteinas de interés entre si comporta también la interaccion

113



Implicacion del sistema SOS y de la proteina RecA en el proceso infectivo de S. Typhimurium

entre las dos formas mutadas de la B-galactosidasa, de modo que se complementan e inducen
la degradacion de la lactosa y la de otros compuestos andlogos en esta cepa de E. coli. La
deteccion de la presencia o la ausencia de actividad B-galactosidasa permite, por lo tanto,

confirmar o descartar la interaccién entre las proteinas de interés.

Los genes recA y cheW de S. Typhimurium fueron clonados en los vectores pB2HAa y pB2HA®
con el fin de llevar a cabo el ensayo de doble hibrido (Borloo et al., 2007). Una vez construidas
las fusiones génicas, se introdujo cada uno de los vectores en la cepa MC1061 de E. coli con el
fin de comprobar la expresién de las proteinas de fusién mediante Western blot. Los
resultados obtenidos demuestran que tanto RecA como CheW se expresan en ambos
plasmidos fusionadas a la subunidad de la [-galactosidasa correspondiente, dando como

resultado una proteina hibrida del tamafio esperado en cada caso (Fig. 4.20).

A) 1 2 B) 1 7 C) 1 2 (1) 1 2
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Figura 4.20. Comprobacidon mediante Western blot de la expresion de las proteinas de
fusion en la cepa MC1061 de E. coli. A) RecA en pB2HA® (132 KDa). B) RecA en pB2HA«.
(156 KDa). C) CheW en pB2HA® (112 KDa). D) CheW en pB2HAw (136 KDa). En cada
caso, el carril 1 muestra las bandas de hibridacién con el anticuerpo anti-p-galactosidasa
obtenidas tras realizar los ensayos de Western blot con el extracto proteico de la cepa
MC1061 de E. coli portadora del plasmido con la fusidn génica indicada. El carril 2
muestra la ausencia de bandas tras realizar el mismo ensayo con el extracto proteico de
la cepa MC1061 de E. coli que no contiene ningun plasmido. En los casos B y C, la fusidn

se indica con una flecha negra.

Tras verificar la expresion de las fusiones génicas, se introdujeron en la cepa MC1061 de E. coli
las parejas de plasmidos portadores de las fusiones génicas complementarias mediante
cotransformacién. Posteriormente, se comprobé mediante PCR la incorporacién de la pareja
de plasmidos deseada en cada una de las cotransformaciones y se selecciond uno de los clones

resultantes en cada caso para llevar a cabo los ensayos de doble hibrido.

Para la realizacién de estos ensayos se cuantificé la actividad pB-galactosidasa de cada uno de
los clones a través de su capacidad para degradar el compuesto cromogénico ONPG (orto-
nitrofenil-B-D-galactopirandsido), el cual es analogo a la lactosa. Los ensayos de doble hibrido
demostraron la actividad [3-galactosidasa de los clones portadores de las proteinas de fusion
complementarias, hecho que confirma la existencia de una interaccidon directa entre las
proteinas RecA y CheW de S. Typhimurium (Fig. 4.21).
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Figura 4.21. Ensayo de doble hibrido entre las proteinas RecA y CheW de S. Typhimurium. En
el grafico se muestra el factor de induccién (Fl) de la actividad 3-galactosidasa detectada en
la cepa MC1061 de E. coli en respuesta a la interaccion entre las proteinas RecAy CheW de S.
Typhimurium ATCC 14028. Se tomaron muestras de los cultivos a las 0, 1, 2 y 3 horas
posinduccién con IPTG (20mM). El FI de la actividad B-galactosidasa se calcula como el
incremento en las unidades enzimdticas de P-galactosidasa en cada tiempo (respecto al
tiempo inicial) dividido por el incremento en el control negativo. Como control negativo se
han utilizado las proteinas DnakE y AmyA de S. Typhimurium ATCC 14028 (Borloo et al., 2007).
Los resultados mostrados son el promedio de tres ensayos de doble hibrido llevados a cabo

de forma independiente.
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Discusion

Numerosos estudios ponen de manifiesto la importancia del sistema SOS en el desarrollo del
proceso infectivo de diversos patdgenos. En primer lugar, por ser una respuesta global frente a
lesiones en el DNA, el sistema SOS se induce cuando la célula se enfrenta a una gran variedad
de condiciones estresantes, entre las cuales encontramos bajos niveles de pH o la presencia de
sales biliares (Prieto et al., 2004; Prieto et al., 2006). En segundo lugar, la proteina RecA,
activadora de este sistema, ha demostrado ser importante para la virulencia de diversos
patégenos, como V. cholerae, S. aureus, L. monocytogenes y también S. Typhimurium
(Buchmeier et al., 1993; Kumar et al., 1994; Mei et al., 1997; van der Veen y Abee, 2011). En
este Ultimo caso, se ha demostrado que mutantes deficientes en recA resultan ser atenuados e
incapaces de sobrevivir en el interior de macréfagos durante la fase intracelular de la infeccidon
(Buchmeier et al., 1993). Sin embargo, los trabajos mencionados no establecen de forma
directa cual es el papel desarrollado por el sistema SOS durante la infecciéon, ya que
Unicamente estudian mutantes deficientes en el activador de este sistema, en los cuales la
ausencia de RecA evita la induccién de la respuesta SOS, pero también la reparaciéon por
recombinacién. Por lo tanto, el papel dual de RecA no permite a estos estudios adjudicar el
fenotipo observado de forma exclusiva ni a la ausencia de induccién del sistema SOS, ni a la
ausencia de reparacién por recombinacion. Por este motivo, el presente trabajo tiene como
objetivo principal determinar la importancia de la respuesta SOS durante el proceso infectivo
de S. Typhimurium. Para tal fin, se estudié la capacidad infectiva de diversos mutantes de este

patégeno que incorporan las mutaciones recAo6869 y lexA3(Ind’) en su cromosoma.

5.1. EL PROCESO INFECTIVO DE S. Typhimurium NO REQUIERE
LA INDUCCION DE LA RESPUESTA SOS

Los resultados obtenidos en los ensayos de competitividad en ratdn demuestran que la
presencia de una forma no autohidrolizable de la proteina LexA no tiene efectos sobre la
capacidad infectiva de S. Typhimurium, ni durante la etapa gastrointestinal de la infeccién
(inoculacién por via oral), ni durante la etapa sistémica (inoculacién por via intraperitoneal).
Estos resultados indican que la induccién de la respuesta SOS no es esencial para el desarrollo

del proceso infectivo de este patdgeno.

Los trabajos llevados a cabo por Buchmeier y colaboradores sefialan la importancia de la
proteina RecA para la supervivencia a las lesiones causadas por estrés oxidativo en el interior
de macroéfagos, es decir, durante la fase sistémica de la infeccidon (Buchmeier et al., 1993). Los
resultados obtenidos en el presente trabajo, en concordancia con otro estudio publicado
recientemente (Craig y Slauch, 2009), demuestran que su papel como activadora de la
respuesta SOS no es esencial para la supervivencia en este tipo celular, ya que el mutante
lexA3(Ind’), en el cual dicha respuesta no puede ser inducida, se comporta del mismo modo

que la cepa salvaje durante la infeccidon en el modelo murino. Debe ser, por tanto, su papel
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durante los procesos de reparacién por recombinacidon el que permite superar las lesiones
originadas por el estrés oxidativo durante la infeccidon, y la ausencia de este tipo de procesos
de reparacion la causante de la atenuacién en los mutantes deficientes en recA. Ademas, el
hecho de que el mutante simple lexA3(Ind’) no presente una reduccidn en su virulencia indica
que los niveles de RecA sintetizados a partir de la expresion basal del gen que la codifica son
suficientes para responder a las lesiones que se producen a nivel intracelular y reparar el DNA
mediante los mecanismos de recombinacién. Por lo tanto, la induccidon del sistema SOS
durante la etapa sistémica de la infeccidn, si se produce, no es esencial para la supervivencia

celular.

Se ha demostrado también que algunos de los mecanismos de defensa del huésped presentes
en el tracto gastrointestinal son lesivos para el DNA. Esto sugiere que la inducciéon del sistema
SOS puede tener un papel importante durante esta fase de la infeccion. Durante el paso a
través del estdmago del huésped, S. Typhimurium encuentra elevados niveles de acidez.
Mutantes deficientes en el gen recA de patégenos como L. monocytogenes o E. coli presentan
dificultades para sobrevivir a las lesiones producidas por tan elevados niveles de acidez (van
der Veen y Abee, 2011; Jeong et al., 2008). Sin embargo, la aparicion de lesiones detectables
en el DNA de E. coli tiene lugar tras exponer a las células a un entorno con pH 2 por periodos
superiores a 120 minutos (Jeong et al., 2008), mientras que durante la infeccién por S.
Typhimurium, el paso a través del estdmago tiene lugar en unos pocos minutos. De un modo
similar, estudios llevados a cabo en S. Typhimurium demuestran que las sales biliares pueden
generar lesiones en el DNA que llevan a la induccion del sistema SOS (Prieto et al., 2004; Prieto
et al., 2006). Sin embargo, las concentraciones de extracto biliar utilizadas para estos estudios
son superiores a las que la célula encuentra en el intestino del organismo infectado, del mismo
modo que lo es el tiempo de exposicion empleado. Todas estas observaciones sugieren que,
durante el paso a través del tracto gastrointestinal, la produccion de lesiones en el DNA puede
ser lo suficientemente baja como para permitir que la reparacion tenga lugar por sistemas
alternativos a la respuesta SOS, de modo que su induccién no sea necesaria para el desarrollo
del proceso infectivo. Respaldando esta hipdtesis, mutantes deficientes en los genes recB y
recC de S. Typhimurium, implicados en la reparacidn por recombinacidon de las roturas de
doble cadena del DNA, son mds sensibles a las sales biliares de lo que lo es un mutante recA
deficiente, relacionando este sistema de reparaciéon con la supervivencia a estos agentes
(Prieto et al., 2006). Los resultados obtenidos en el presente trabajo corroboran estas
afirmaciones. No se observaron diferencias de supervivencia entre el mutante recAo6869
lexA3(Ind’) y la cepa salvaje de S. Typhimurium frente a entornos acidos o entornos con altas
concentraciones de coleato sddico. Asimismo, los resultados obtenidos en los ensayos de
virulencia demuestran que no existen diferencias significativas en el indice de competitividad
de la cepa lexA3(Ind’) de S. Typhimurium con respecto a la cepa salvaje después de una
inoculacion oral. Por lo tanto, todos los datos aqui presentados indican que la funcion de RecA

en la reparacién por recombinacién es la que determina la supervivencia de S. Typhimurium
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durante el paso a través del tracto gastrointestinal del huésped, siendo suficiente para ello el

nivel de RecA sintetizado a partir de la expresion basal del gen recA.

5.2. LA SOBREEXPRESION DE recA INTERFIERE LA FASE
GASTROINTESTINAL DEL PROCESO INFECTIVO DESARROLADO
POR S. Typhimurium

Los resultados obtenidos en los ensayos de competitividad en ratén realizados con los
mutantes recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind’) demuestran que la sobreexpresion de recA tiene
un efecto claro sobre la virulencia de S. Typhimurium, pero sélo cuando el patdogeno es

inoculado por via oral.

Este efecto no se debe a diferencias entre las cinéticas de crecimiento de dichos mutantes y la
de la cepa salvaje de S. Typhimurium, ya que las pruebas realizadas para la caracterizacion de
los mutantes indican que la presencia de la proteina RecA en elevadas concentraciones
intracelulares no perjudica ni al crecimiento in vitro de S. Typhimurium, ni a su capacidad para
sobrevivir frente a la presencia de agentes lesivos como la luz UV. Los efectos sobre la
virulencia tampoco pueden atribuirse a una deficiencia en la funcionalidad de la proteina RecA
cuando ésta se encuentra en elevadas concentraciones en la célula, ya que los ensayos
realizados demuestran que la proteina RecA sintetizada en las cepas portadoras de la
construccion recAo6869 es totalmente funcional y capaz de desempefiar su papel en la
reparacion del material genético cuando es activada mediante la interaccién con ssDNA. Las
pruebas para la comprobacién de la presencia del bacteridfago Gifsy-2 en el cromosoma de los
mutantes también descartan la pérdida de los factores de virulencia codificados en este
profago como causa de la atenuacion. Asimismo, las pruebas de supervivencia realizadas en
entornos acidos, en presencia de sales biliares o en condiciones anaerébicas demuestran que
todos estos factores afectan por igual a las cepas salvaje, recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind’)
de S. Typhimurium, lo cual indica que estos mecanismos tampoco son los responsables del

descenso en el virulencia de las células recAo6869.

Sin embargo, los resultados obtenidos en los estudios de invasividad realizados in vivo e in
vitro con los mutantes recAo6869 y recAo6869 lexA3(Ind’) de S. Typhimurium demuestran que
la expresion constitutiva de recA afecta gravemente a la capacidad de este patdgeno para
penetrar en las células epiteliales, lo cual implica una mayor dificultad para dichos mutantes,
respecto a la cepa salvaje, a la hora de traspasar la barrera epitelial. Estos datos corroboran los
resultados de atenuacion obtenidos en los ensayos de competitividad llevados a cabo por via
oral con los mutantes portadores de la construccion recAo6869, ya que en estos ensayos el

traspaso de la barrera epitelial es necesario para que S. Typhimurium pueda establecerse en el
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intestino, generando una infeccion local, y diseminarse posteriormente por el organismo para
desarrollar la infeccidn sistémica. De igual modo, los resultados obtenidos en las pruebas de
invasividad de células epiteliales corroboran los datos obtenidos en los ensayos de
competitividad llevados a cabo por via intraperitoneal, en los cuales no se obtuvieron
diferencias entre la cepa salvaje de S. Typhimurium y los mutantes recAo6869 y recAo6869
lexA3(Ind), ya que la inoculacién intraperitoneal situa el proceso infectivo en etapas
posteriores al traspaso de la barrera epitelial, por lo que la dificultad para invadir células
epiteliales no supone una desventaja para dichos mutantes frente a la cepa salvaje de S.
Typhimurium. En consecuencia, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que el
descenso en la capacidad infectiva de los mutantes portadores de la construccién recAo6869

es debido al descenso en su capacidad para invadir el epitelio intestinal.

5.3. EL EXCESO DE PROTEINA RecA INHIBE EL DESPLAZAMIENTO
POBLACIONAL MEDIANTE SWARMING EN S. Typhimurium

Son muchos los factores implicados en los procesos de adhesién e invasidn de células
epiteliales. Entre estos factores se encuentran los mecanismos de motilidad, los cuales son
muy importantes para diferentes serovariedades de S. enterica. En el caso de S. Typhimurium,
estudios llevados a cabo en la década de 1980 demuestran que la motilidad celular facilita la
interaccion con las células epiteliales para que, posteriormente, éstas internalicen a las
bacterias. De este modo, mutantes inmdviles de dicho patdégeno presentan una menor
capacidad invasiva que la cepa salvaje y necesitan pasar por un proceso de centrifugacion
sobre las células epiteliales in vitro para poder ser internalizados (Jones et al., 1981). De un
modo similar, mutantes de S. Typhi que presentan alteraciones en la sintesis flagelar (no
sintetizan flagelos o los sintetizan inmdviles) o mutantes afectados en el sistema de
quimiotaxis presentan una menor capacidad invasiva que la cepa salvaje de este patdgeno,
aunque en este caso no se obtiene ninguna mejora mediante procesos de centrifugacion in
vitro (Liu et al., 1988). Mas recientemente, estudios llevados a cabo en S. Enteritidis
demuestran que mutantes de esta serovariedad aflagelados o con flagelos inmdviles también
presentan defectos en su capacidad invasiva cuando son puestos en contacto con células
epiteliales del tipo Caco-2 (van Asten et al., 2004). Sin embargo, en este mismo trabajo se
demuestra que, tras tres horas de infeccidn, los niveles de internalizacién de los dos tipos de
mutantes se equiparan a los niveles conseguidos en sélo una hora por la cepa salvaje de S.
Enteritidis. Es decir, los resultados obtenidos permiten determinar que el problema que
presentan los mutantes inmdviles de esta serovariedad es un retraso en la invasion de las

células epiteliales.

En concordancia con los datos expuestos en el pdarrafo anterior, los mutantes recAo6869 de S.

Typhimurium estudiados en este trabajo no presentan una incapacidad total para invadir las
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células epiteliales, ya que, aunque en menor medida que la cepa salvaje, si fueron recuperados
del interior del epitelio, tanto en los ensayos mediante asas intestinales, como en los ensayos
de invasidn de monocapas celulares. Este hecho sugiere que el descenso en la capacidad
invasiva de las cepas portadoras de la construccion recAo6869 puede estar relacionado con

problemas de motilidad.

Estudios llevados a cabo en mutantes deficientes en el gen recA de E. coli demuestran que la
ausencia de proteina RecA en la célula inhibe un tipo de desplazamiento poblacional sobre
superficies semisdlidas llamado movimiento en enjambre o swarming (Gémez-Gémez et al.,
2007). Este tipo de desplazamiento es importante para la virulencia de patégenos como P.
mirabilis o P. aeruginosa, ya que la invasion del tejido epitelial por estas células tiene lugar
cuando se mueven mediante swarming y, ademas, dicho movimiento esta asociado a la
expresion de determinados factores de virulencia (Allison et al., 1992a; Allison et al., 1992b;
Overhage et al., 2008). Asimismo, estudios comparativos entre diferentes serovariedades de S.
enterica han demostrado que aquellas cepas que no son capaces de invadir el tracto
gastrointestinal de ratones inoculados oralmente tampoco son capaces de desplazarse
mediante swarming (Katribe et al., 2009) Todos estos datos sugieren una relacién entre RecAy
el movimiento de swarming, la cual podria ser responsable de los defectos en la infectividad

de los mutantes recA06869 de S. Typhimurium.

Los resultados obtenidos en los ensayos de desplazamiento realizados en este trabajo
demuestran que, efectivamente, los mutantes portadores de la construccion recAo6869 en su
cromosoma son incapaces de desplazarse mediante swarming, confirmando que la expresidn

constitutiva de recA inhibe este tipo de movimiento.

De este modo, los datos expuestos en el presente trabajo permiten establecer un nuevo
modelo para S. Typhimurium en el que la sobreexpresiéon de recA durante el desarrollo del
proceso infectivo inhibe el desplazamiento mediante swarming. Este hecho dificulta la
invasion de células epiteliales y, por lo tanto, el establecimiento de la infecciéon por este
patégeno, dando como resultado un descenso en la capacidad virulenta de los mutantes
recAo6869. El papel desempeiiado por el sistema SOS durante el proceso infectivo de S.
Typhimurium es, por consiguiente, el de regular la cantidad de proteina RecA existente en la
célula para mantenerla en sus niveles basales. Esto permite tanto la reparacion del material
genético a través de los procesos de recombinacién homéloga, como el desplazamiento

mediante swarming, posibilitando todas las etapas de la infeccion.

Este modelo deja abiertas varias cuestiones, como la determinacién del mecanismo molecular
que relaciona la sobreexpresion de recA con el desplazamiento mediante swarming en S.
Typhimurium, la exclusividad de la proteina RecA como responsable de la inhibicién del

swarming en los mutantes recAo6869 de este patdgeno, o la implicacidn del sistema SOS como
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regulador del desplazamiento poblacional en S. Typhimurium a través del control de las
concentraciones intracelulares de la proteina RecA. Por este motivo, se realizaron diferentes

pruebas con el fin de esclarecer algunos de estos interrogantes.

Los mutantes recAo6869 de S. Typhimurium presentan grandes cantidades de la proteina RecA
en el interior celular como consecuencia de la expresidn constitutiva del gen recA originada
por la mutacion en la caja SOS de su promotor. Sin embargo, en este patdgeno, dicho gen
forma una unidad transcripcional policistrdnica junto al gen recX, por lo que la mutacién en el
promotor que regula el gen recA no sélo promueve su sobreexpresion, sino también la de este
segundo gen. Por este motivo se llevaron a cabo diferentes ensayos para determinar si la
inhibicion del movimiento en enjambre observada en los mutantes recAo6869 de S.
Typhimurium se debe uUnicamente al incremento en los niveles intracelulares de RecA. Las
pruebas de desplazamiento llevadas a cabo con el mutante recX y con el mutante recAo6869
recX confirman esta hipdtesis, ya que la ausencia de recX no altera el fenotipo de la cepa
salvaje de este patdgeno ni el del mutante recAo6869. Asimismo, los datos obtenidos tras la
sobreexpresién exclusiva de recA en la cepa salvaje de S. Typhimurium, mediante su clonacién
en un vector de sobreexpresidn bajo control del promotor Ptac, demuestran que dicha
sobreexpresion es la Unica responsable de la inhibicion del swarming, ya que genera un
fenotipo defectivo en este movimiento igual al observado en los mutantes portadores de la
construccién recAo6869 en su cromosoma. Todo ello permite afirmar que un incremento en la
concentracién intracelular de la proteina RecA es suficiente para originar la inhibicion del

movimiento en enjambre en S. Typhimurium.

Estudios realizados en E. coli también demuestran el papel desarrollado por la proteina RecA
en la regulacién del movimiento en enjambre en este patégeno (Gémez-Gémez et al., 2007).
En estos estudios, mutantes deficientes en el gen recA son incapaces de desplazarse mediante
swarming. Sin embargo, la complementacidon de la mutacién con una forma de la proteina
RecA incapaz de interaccionar con el ssDNA recupera el swarming. Este hecho relaciona la
forma no activada de RecA con el movimiento en enjambre en E. coli. Los resultados obtenidos
en el presente trabajo confirman estos datos para S. Typhimurium y demuestran que no sélo la
ausencia de RecA, sino también su presencia en elevadas concentraciones en la célula, inhiben
el desplazamiento en enjambre. Asimismo, los mutantes recAo6869 son incapaces de
desplazarse incluso en entornos no lesivos para las células, es decir, sin que se produzca la
activacion de la proteina RecA, lo cual indica que la regulacion del swarming mediada por esta

proteina en S. Typhimurium también tiene lugar a través de la forma no activada de RecA.
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5.4. EL SISTEMA SOS CONTROLA EL DESPLAZAMIENTO
MEDIANTE SWARMING EN S. Typhimurium

En una cepa salvaje de S. Typhimurium, unos niveles de expresion de recA equivalentes a los
gue existen en los mutantes portadores de la construccién recAo6869 sélo tienen lugar como
consecuencia de la induccién de la respuesta SOS debida a la presencia de compuestos lesivos
para la célula en el entorno. Esto sugiere que el sistema SOS es el responsable de regular este

tipo de desplazamiento poblacional a través del control que ejerce sobre la proteina RecA.

Las pruebas realizadas para estudiar el movimiento en enjambre de la cepa salvaje de S.
Typhimurium ATCC 14028 demuestran que, efectivamente, en presencia de un agente
inductor del sistema SOS, este patdgeno pierde su capacidad para desplazarse mediante
swarming. Estos resultados confirman que la induccidn de la respuesta SOS inhibe este tipo de
movimiento poblacional en S. Typhimurium y demuestran que el sistema SOS es el encargado
de regular el desplazamiento mediante swarming en este patdgeno a través de la regulacion

de la concentracidn intracelular de la proteina RecA.

Estos datos permiten plantear un modelo segun el cual, en condiciones naturales, la presencia
de agentes lesivos para la célula en el entorno induce la respuesta SOS vy, con ella, unos
elevados niveles de sintesis de RecA. Esta proteina participa entonces en distintos procesos
celulares. En primer lugar, en su forma no activada, puede inhibir el swarming y, por lo tanto,
evitar el acercamiento de las células a entornos con concentraciones alin mayores de
compuestos lesivos para ellas. En segundo lugar, puede interaccionar con el ssDNA originado a
consecuencia de las lesiones y pasar a su forma activada, participando entonces en procesos
de reparacion del material genético (reparacion por recombinacidon o sintesis de DNA por
translesion) y actuando como activador de la respuesta SOS, lo cual mantiene sus niveles
intracelulares elevados hasta que cesa la produccion de lesiones en el DNA por efecto de los
agentes lesivos del entorno. Por lo tanto, el sistema SOS y, mas concretamente, la proteina
RecA, actlan como sensores de las condiciones externas, de modo que las células se desplazan

Unicamente en entornos no lesivos.

Esta funcién puede jugar un papel muy importante durante el proceso infectivo. Para
desarrollar la infeccidn, las células de S. Typhimurium han de invadir el epitelio intestinal, para
lo cual han de alcanzar la zona distal del intestino delgado (Takeuchi, 1967; Jones et al., 1994).
Durante el recorrido a lo largo del tracto gastrointestinal, antes de alcanzar esta regién del
intestino, las células se han de enfrentar a los diferentes mecanismos de defensa del huésped,
tales como la acidez estomacal o las sales biliares (Libby et al., 2004). Los resultados obtenidos
en diversos trabajos sugieren una funcién para estos mecanismos como indicadores de la

localizacién del patégeno en el huésped. En primer lugar, estudios realizados para analizar los
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efectos producidos por la presencia de bajos niveles de pH en el entorno (pH 3 o inferior)
demuestran que tales niveles de acidez reprimen la expresion de los genes fliC y fliB en S.
Typhimurium, inhibiendo la motilidad celular (Adams et al., 2001). En este estudio se postula
que la inhibiciéon de estos genes tiene como fin evitar el gasto energético derivado de la
sintesis flagelar en estas condiciones adversas. En segundo lugar, estudios de invasividad
realizados con S. Typhimurium demuestran que la presencia de sales biliares en el entorno
disminuye la capacidad invasiva de este patégeno, debido a que estos compuestos inhiben la
expresion de genes codificados en la SPI-1, implicados en la invasidon de células epiteliales
(Prouty y Gunn, 2000). Asimismo, trabajos posteriores realizados con este mismo patégeno
demuestran que las sales biliares también inhiben la expresion de genes implicados en la
sintesis flagelar, disminuyendo la motilidad celular (Prouty et al., 2004). Por todo ello, estos
estudios sugieren una funcidn para las sales biliares como compuestos indicadores de la
localizacién de las células en el intestino, de modo que cuando las células de S. Typhimurium
abandonan el estdmago para alcanzar el intestino delgado, la presencia de elevadas
concentraciones de sales biliares en la zona proximal de éste inhibe la expresidn de genes
implicados en los procesos de invasién de células epiteliales y en la sintesis flagelar, evitando el
gasto energético asociado a ambos. Sin embargo, una vez las células alcanzan la region distal
del intestino delgado, la concentracién de sales biliares disminuye, permitiendo la expresion
de los genes anteriormente reprimidos y la invasién del tejido epitelial (Prouty y Gunn, 2000;
Prouty et al., 2004). Los resultados obtenidos en este trabajo, que demuestran que la
capacidad infectiva de la cepa /lexA3(Ind’) de S. Typhimurium es equivalente a la de la cepa
salvaje, indican que la induccidn del sistema SOS no es necesaria para la supervivencia de este
patégeno frente a las lesiones causadas por el bajo pH estomacal o las sales biliares. Sin
embargo, en caso de producirse, la induccion del sistema SOS permitiria a las células detectar
su localizacién en el huésped en respuesta a estos factores e inhibir el desplazamiento
mediante swarming hasta su llegada a la zona distal del intestino delgado. Reforzando esta
hipotesis, los resultados obtenidos en los ensayos de virulencia realizados con los mutantes
portadores de la construccion recAo6869 en su cromosoma y los resultados descritos en
estudios realizados con cepas deficientes en el gen recA (Buchmeier et al., 1993) indican que,
tanto la presencia de elevadas concentraciones de RecA en el interior celular, como la ausencia
de dicha proteina, generan defectos en el proceso infectivo de S. Typhimurium, los cuales
pueden estar asociados a la incapacidad de estas cepas para desplazarse mediante swarming.
Estos datos indican que las células sdlo pueden desplazarse mediante este movimiento
poblacional en entornos en los que la respuesta SOS no estd inducida y los niveles de RecA se

mantienen en su nivel basal, como la region distal del intestino delgado.
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5.5. LA INTERACCION ENTRE RecA Y CheW REGULA EL
DESPLAZAMIENTO MEDIANTE SWARMING EN S. Typhimurium

Para que el sistema SOS pueda ejercer su funcidén reguladora sobre el swarming, RecA debe
intervenir, directa o indirectamente, en alguno de los procesos moleculares implicados en este

movimiento.

Los datos obtenidos a partir de las observaciones microscépicas demuestran que, cuando el
mutante recAo6869 de S. Typhimurium es cultivado en las condiciones idéneas para el
desplazamiento mediante swarming, sus células son capaces de diferenciarse en swarmers del
mismo modo que lo hacen las células de la cepa salvaje. Estos resultados indican que la
sobreexpresién de recA no inhibe el proceso de diferenciacién celular asociado al movimiento

en enjambre, sino que inhibe Unicamente el avance de la colonia sobre la superficie.

El avance sobre la superficie tiene lugar gracias al impulso generado por la rotacién de los
flagelos (Jones et al., 2004). Este movimiento de rotacién estd regulado por el sistema de
guimiotaxis (Baker et al., 2006), el cual es necesario para el movimiento en enjambre de
numerosos microorganismos, entre ellos S. Typhimurium (Sar et al., 1990; Belas et al., 1991;
O’Rear et al., 1992; Burkart et al., 1998; Mariconda et al., 2006). Estudios realizados con E. coli
demuestran que la proteina CheW, componente esencial del sistema de quimiotaxis (Gegner
et al., 1992; Maddock y Shapiro, 1993), interacciona con RecA en este patégeno (Arifuzzaman
et al., 2006). Todos estos trabajos sugieren que el sistema SOS, a través de la proteina RecA,
ejerce su funcién reguladora sobre el movimiento en enjambre a través del sistema de
quimiotaxis. Reforzando esta hipétesis, estudios realizados con E. coli demuestran que tanto la
ausencia de CheW en el interior de la célula, como su presencia en elevadas concentraciones,
inhiben el desplazamiento mediante swarming de este patdgeno (Sanders et al., 1989), al igual
que ocurre en el caso de la proteina RecA en S. Typhimurium. Estos datos sugieren que un
equilibrio entre ambas proteinas es el responsable del control del movimiento en enjambre en

S. Typhimurium.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman esta hipdtesis. En primer lugar, los
ensayos de doble hibrido demuestran la existencia de una interaccién directa entre las
proteinas RecA y CheW en S. Typhimurium. En segundo lugar, la sobreexpresion regulada de
cheW en la cepa recAo6869 demuestra que el incremento en la concentracién intracelular de
la proteina CheW recupera progresivamente el desplazamiento mediante swarming en esta
cepa. Sin embargo, una produccidon demasiado elevada de dicha proteina inhibe de nuevo el
desplazamiento, confirmando que el equilibrio entre las concentraciones intracelulares de

RecA y de CheW es necesario para el movimiento en enjambre en S. Typhimurium. Por lo
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tanto, en este patdgeno, la regulacion del swarming mediada por el sistema SOS tiene lugar

gracias a la alteracion del equilibrio existente entre las proteinas RecA y CheW.

Los procesos celulares afectados por el desequilibrio entre RecA y CheW, que en Uultima
instancia causan la inhibicién del desplazamiento mediante swarming, estan aun por elucidar
debido a que la funcidon que desempefia el sistema de quimiotaxis en el movimiento en
enjambre no ha sido descrita. Para que las células puedan desplazarse en enjambre es
necesaria la interaccidon entre la forma fosforilada de la proteina CheY y el motor flagelar
(Mariconda et al., 2006). Estudios llevados a cabo en la década de 1980 con V.
parahaemolyticus postulan que esta interaccion es necesaria para que el flagelo pueda llevar a
cabo su funcion mecanosensora (McCarter et al., 1988). Segun este modelo, los cambios en la
rotacién flagelar producidos por alteraciones en la viscosidad del medio son detectados vy
transmitidos por el sistema de quimiotaxis con el fin de inducir la expresion de los genes laf,
los cuales codifican los flagelos laterales responsables de swarming en este patdégeno
(McCarter et al., 1988). Estudios posteriores realizados con S. Typhimurium demuestran que la
capacidad para alternar entre los dos sentidos de rotacion flagelar (CW y CCW) es importante
para generar la humedad necesaria para el movimiento en enjambre en los entornos menos
hiamedos, por lo que estos estudios proponen que la interaccion entre la forma fosforilada de
CheY y el motor flagelar es esencial para promover esta alternancia (Mariconda et al., 2006).
En cualquiera de estas dos situaciones, la estructuraciéon y el correcto funcionamiento del
sistema de quimiotaxis son necesarios para mantener los niveles basales de CheY fosforilado
en el interior celular. La proteina CheW es un componente esencial de este sistema, ya que sin
ella no pueden formarse los clusters de quimiorreceptores en los polos celulares (Gegner et
al., 1992; Maddock y Shapiro, 1993; Cardozo et al., 2010), hecho que imposibilita la
estructuraciéon del sistema de quimiotaxis y, por lo tanto, el desplazamiento mediante
swarming. Esto sugiere que la funcién de RecA como reguladora del movimiento en enjambre
en S. Typhimurium tiene lugar mediante el control del funcionamiento del sistema de

qguimiotaxis gracias a la interaccidon existente entre RecA y CheW.

Diversos modelos pueden explicar cdmo la proteina RecA, y su interaccién con CheW, modulan
el swarming a través del sistema de quimiotaxis. En primer lugar, RecA podria ejercer su efecto
regulador mediante el control de la disponibilidad de CheW en el interior de la célula. Segun
este modelo, el incremento en la concentracién de RecA que tiene lugar en entornos lesivos
para la célula a consecuencia de la induccién del sistema SOS produce una interaccién masiva
con CheW, secuestrandola y evitando su estructuracién en los clusters de quimiorreceptores.
De este modo, se inhibe la formacién de dichos clusters y su distribucion en los polos de la
célula. En segundo lugar, RecA podria formar parte, al igual que CheW, de los clusters de
guimiorreceptores. Segun este modelo, la unién masiva entre RecA y CheW, debida al
incremento en la concentracidn de RecA, altera la ordenacién de los distintos componentes en

los clusters de quimiorreceptores, impidiendo a éstos su correcta estructuracién. En ambos
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modelos, la imposibilidad de formar los clusters de quimiorreceptores en los polos de la célula
impide la organizacion del resto de componentes del sistema de quimiotaxis y, por lo tanto, el
funcionamiento de dicho sistema, haciendo descender los niveles intracelulares de CheY
fosforilado. Este fendmeno, en Ultima instancia, seria el responsable de la inhibicién del
swarming, evitando la dispersidn de la colonia en aquellos entornos dafiinos para las células en

los que el sistema SOS esta inducido.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo ponen de manifiesto la gran importancia del
sistema SOS como una respuesta génica global implicada, no sdélo en la reparacion del material
genético o la adaptacion a las condiciones del entorno, sino también en el movimiento celular.
Por lo tanto, se demuestra que el sistema SOS no sdélo actia como un mecanismo de
reparacion genética, permitiendo la superacion de las lesiones producidas en el DNA, sino que
también actia como un mecanismo de prevencién de dichas lesiones, evitando la propagacion

de la colonia en aquellos entornos lesivos en los que la supervivencia estd comprometida.
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Conclusiones

La incapacidad para inducir la respuesta SOS generada por la presencia de la mutacién
lexA3(Ind’) en el cromosoma de S. Typhimurium, que da lugar a una proteina LexA no
autohidrolizable, no tiene ningun efecto sobre la capacidad infectiva de este patégeno,

ni durante la etapa gastrointestinal de la infeccidn, ni durante la etapa sistémica.

La introduccién de la mutacién recAo6869 en el promotor de recA, que provoca la
sobreexpresién de dicho gen, origina un descenso en la capacidad infectiva de S.
Typhimurium cuando ésta es inoculada por via oral, pero no cuando es inoculada por

via intraperitoneal.

El descenso en la capacidad infectiva de los mutantes recA06869 de S. Typhimurium no
se debe a un aumento en la sensibilidad frente a las lesiones producidas por el pH
acido o las sales biliares, ni a defectos en el crecimiento en condiciones anaerdbicas o

a la pérdida del profago Gifsy-2, residente en su cromosoma.

Los mutantes recAo6869 de S. Typhimurium presentan una menor capacidad que la
cepa salvaje de este patdgeno para invadir las células del epitelio intestinal en el

modelo murino y las células de origen humano de la linea Caco-2.

Los mutantes recAo6869 de S. Typhimurium son incapaces de desplazarse sobre
superficies semisdlidas mediante el movimiento en enjambre (o swarming). Este tipo
de movimiento poblacional es importante para el potencial invasivo de S.
Typhimurium, lo cual sugiere que el descenso en la capacidad infectiva observado en

los mutantes recAo6869 puede ser atribuido a esta deficiencia.

La sobreexpresion del gen recX derivada de la presencia de la mutacidn recAo6869 en
el cromosoma de S. Typhimurium no tiene ningun efecto sobre el movimiento en
enjambre. El incremento en los niveles intracelulares de RecA en los mutantes

recAo6869 es el Unico responsable de la inhibicidn de este movimiento.

La induccion de la respuesta SOS en presencia de agentes lesivos para la célula

promueve la inhibicion del movimiento poblacional en enjambre en S. Typhimurium.

Las proteinas RecA y CheW interaccionan entre si en S. Typhimurium. Esta interaccién
y, por lo tanto, la relacién existente entre la proteina RecA y la ruta de sefalizacion de
la quimiotaxis, es el vinculo que une al sistema SOS con el movimiento poblacional en

enjambre en S. Typhimurium.
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10.

La existencia de un equilibrio entre las concentraciones intracelulares de las proteinas
RecA y CheW es esencial para el desplazamiento mediante swarming en S.
Typhimurium. Alteraciones en este equilibrio debidas al exceso o al defecto de
cualquiera de las dos proteinas inhiben el movimiento en enjambre, que sdélo se

recupera cuando se restaura el equilibrio entre ambas.

El papel que ejerce el sistema SOS como regulador del movimiento poblacional en S.
Typhimurium permite la inhibicion del desplazamiento en enjambre cuando éste
supone el acercamiento de la colonia a entornos con concentraciones elevadas de
compuestos lesivos para el material genético de las células. Esta inhibicién tiene lugar
a través de la proteina RecA, cuyos niveles en el interior celular son indicadores de la
presencia de estos compuestos lesivos en el medio y regulan el movimiento

poblacional en S. Typhimurium.
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Transcription of the Salmonella enterica recA gene is negatively controlled by the LexA protein, the repressor
of the SOS response. The introduction of a mutation (rec406869) in the LexA binding site, in the promoter
region of the S. enterica ATCC 14028 recA gene, allowed the analysis of the effect that RecA protein overpro-
duction has on the fitness of this virulent strain. The fitness of orally but not intraperitoneally inoculated
recA06869 cells decreased dramatically. However, the SOS response of this mutant was induced normally, and
there was no increase in the sensitivity of the strain toward DNA-damaging agents, bile salts, or alterations in
pH. Nevertheless, S. enterica recA06869 cells were unable to swarm and their capacity to cross the intestinal
epithelium was significantly reduced. The swarming deficiency in rec406869 cells is independent of the flagellar
phase. Moreover, swimming activity of the rec406869 strain was not diminished with respect to the wild type,
indicating that the flagellar synthesis is not affected by RecA protein overproduction. In contrast, swarming
was recovered in a rec406869 derivative that overproduced CheW, a protein known to be essential for this
function. These data demonstrate that an equilibrium between the intracellular concentrations of RecA and
CheW is necessary for swarming in S. enterica. Our results are the first to point out that the SOS response plays
a critical role in the prevention of DNA damage by abolishing bacterial swarming in the presence of a genotoxic

compound.

In bacteria, RecA is a key protein in homologous recombi-
nation, enabling the alignment of DNA molecules prior to
strand exchange (17). RecA is also the positive regulator of the
SOS response, one of the most-well-studied DNA repair sys-
tems in bacteria (54). In Escherichia coli and other Enterobac-
teriaceae, the cellular SOS network consists of more than 40
genes whose products act together to ensure cell survival after
DNA damage (25). The negative regulator of the SOS system,
LexA, binds to a specific sequence, the SOS box, which is
located in the promoter region of the controlled genes (54). In
Gammaproteobacteria, the SOS box is an imperfect palin-
drome, comprising the sequence CTGTNZACAG (54) and
varying among the different bacterial phyla (22).

The induction pathway of the SOS response seems to be
conserved in all bacteria in which this DNA repair system is
found. The RecA protein is activated after binding to single-
stranded DNA resulting from inhibition of chromosomal rep-
lication (48). In turn, the activated RecA triggers autocatalytic
cleavage of the LexA repressor. In E. coli, this cleavage occurs
in the Ala®-Gly®*> bond of the regulator (36) in a process
mediated by the residues Ser''® and Lys'°. Autocleavage re-
sembles that described for serine proteases (38), and it pre-
vents the binding of LexA to its specific recognition motif in
the promoter region of SOS genes.
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In addition to DNA repair genes, the SOS response in-
volves lytic-cycle repressors of temperate bacteriophages (54).
In some cases, such as in A or P22 phages, RecA promotes
autocleavage of the repressor (45), whereas for another class of
temperate bacteriophages, an anti-lytic-cycle repressor pro-
tein, encoded by the fum gene, is under the direct negative
control of LexA (49). For instance, Salmonella enterica strains
contain at least three prophages (Fels-2, Gifsy-1, and Gifsy-2)
whose lytic cycle is regulated by a fum-encoded protein (7). In
fact, constitutive expression of the LexA regulon is lethal in
this bacterial species, as it results in spontaneous induction
of the lytic cycle of these three resident phages (7). The loss
of these prophages suppresses the lethality of S. enterica
lexA(Def) (lexA defective) cells (7), but it is worth noting that
some of these S. enterica resident phages harbor genes that are
required for bacterial virulence (24), so they are useless for
virulence studies.

It is known that high RecA protein levels increase the fre-
quency of DNA recombination (16). Moreover, the virulence
of recA-defective mutants is significantly decreased in S. en-
terica as well as in other bacterial pathogens (5, 6, 11, 26, 34).
However, due to the dual role of RecA (i.e., in recombination
and as a positive regulator of the SOS response), the decrease
in virulence of recA-defective mutants may be attributed to a
reduction of the recombination frequency, to the inhibition of
the SOS system induction, or both. To further elucidate the
relative importance of each of the roles of RecA in the viru-
lence process, two recA mutants were constructed: an S. en-
terica ATCC 14028 recA06869 mutant that constitutively ex-
pressed recA and a rec406869 lexA3(Ind ) (lexA noninducible)
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids used in this work

S. enterica strain

Relevant characteristic(s)

Source or reference

or plasmid
Strains
ATCC 14028 Wild type ATCC
UA1876 As ATCC 14028, but rec406869 Km" This study
UA1822 As ATCC 14028, but lexA3(Ind~) Cm* 9
UA1877 As UA1876, but lex43(Ind ™) Km" Cm" This study
UA1878 As ATCC 14028, but ArecX::cat Cm* This study
UA1879 As UA1876, but ArecX::cat Km" Cm" This study
UAI1885 As ATCC 14028, but Km* This study
UA1886 As ATCC 14028, but AruvC::cat Cm" This study
UA1887 As UA1876, but AruvC::cat Km* Cm* This study
Plasmids
pKOBEGA Amp', temperature sensitive 14
pKD3 Amp* Cm" 20
pKD4 Amp" Km" 20
pGEM-T Cloning vector; Amp" Promega
pGEX 4T-1 Glutathione S-transferase gene fusion vector carrying the Ptac promoter and Amersham Biosciences
the lacl? gene; Amp*
pUA1108 pGEX 4T-1 derivative plasmid carrying the Ptac promoter and the lacl gene; Amp® This study
pUA1109 pUA1108 derivative plasmid containing the recA gene under the control of the Ptac promoter This study
pUAI1110 pUAI1108 derivative plasmid containing the chelW gene under the control of the Ptac promoter This study

strain derivative harboring a mutated LexA repressor that was
unable to induce the SOS response. The fitness of these mu-
tants in intraperitoneal (i.p.) and oral infection was analyzed
compared with that of the wild-type strain.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and growth conditions. The bacterial strains and
plasmids used in this work are listed in Table 1. S. enterica was grown at 37°C in
Luria-Bertani (LB) broth or agar plates. When necessary, ampicillin (100 pg
ml~"), kanamycin (150 g ml~"), or chloramphenicol (34 g ml~') was added to
the bacterial cultures. DNA techniques were performed as described elsewhere
(46). For anoxic conditions, the cultures were grown in the appropriate atmo-
sphere by using the GasPak EZ anaerobe container system from Becton Dick-
inson.

Construction of S. enterica ATCC 14028 mutant derivatives. The S. enterica
recA06869, ruvC, and recX mutants were constructed using the one-step PCR-
based gene replacement method (20). The kanamycin resistance (Km") and
chloramphenicol resistance (Cm") cassettes from plasmids pKD4 and pKD3,
respectively, were amplified using suitable 100-nucleotide (nt)-long oligonu-
cleotides containing 80-nt stretches homologous to the insertion sites and the
point mutation in the SOS box when needed (S. enterica recA06869 mutant).
The PCR product was transformed into S. enterica ATCC 14028 (Table 1)
containing plasmid pKOBEGA (14). After the transformant clones were
selected, pPKOBEGA was eliminated by taking advantage of its temperature
sensitivity at 42°C. The presence of the deletions or the point mutation in the
SOS box was confirmed by PCR and sequencing.

For the construction of the S. enterica recA06869 recX double mutant, the same
strategy was used, but the recipient strain of the Cm" cassette was the previously
constructed rec406869 strain harboring pPKOBEGA (Table 1).

The S. enterica wild-type strain harboring the Km" cassette insertion was
obtained using the same method. In this case, the 100-nt-long oligonucleotides
harboring the 80-nt stretches homologous to the insertion sites contained no
point mutations in the SOS box.

In all cases, the construct resulting from this procedure was moved into a clean
wild-type strain background by transduction using the P22int7(HT) bacterio-
phage (10). The absence of the prophage in the transductants was determined by
streaking them onto green plates as previously described (21). The obtained
strains were verified both by PCR using suitable oligonucleotides and by se-
quencing.

S. enterica recA06869 lexA3(Ind ™) and recA06869 ruvC strains were obtained
by transduction. The rec406869 construct from S. enterica UA1876 strain was
transduced to the previously described (9) lexA3(Ind ™) strain UA1822, and the

ruvC deletion from UA1886 was transduced to the S. enterica UA1876 strain. The
presence of the mutations was confirmed by PCR and sequencing.

For the flagellar phase-reversal process, the Sven Gard method was used (15).
Briefly, Salmonella enterica was inoculated into the center of swimming plates
where sterile antiserum against the identified flagellar phase had been added.
The antiserum immobilizes the bacterial cells with the homologous flagella,
whereas the cells with the heterologous flagella swim from the center of the
plate. After overnight (ON) incubation at 37°C, cells from the edge of the
growing area were selected for further studies.

Real-time quantitative RT-PCR assays. Reverse transcription (RT)-PCR
analyses of gene expression were carried out for all bacterial strains as previously
reported (8) and using the primer pairs suitable for each gene. The results were
normalized with respect to those obtained for the hisG housekeeping gene, since
the latter does not belong to the SOS response (23). The induction factor (IF) of
each gene for a given strain was defined as the ratio between the studied gene
expression level in the presence and in the absence of mitomycin C (80 ng ml™')
in the respective culture.

Quantification of RecA protein. S. enterica wild-type or rec406869,
lexA3(Ind ™), or recA06869 lexA3(Ind ™) mutant cells were grown in LB broth at
37°C to an optical density at 550 nm (ODss,) of 0.4. Then, 4 ml of the culture was
removed and treated as the preinduction control. An equal volume of cells was
treated with mitomycin C (0.8 mg ml~") for 2 h. Cells were lysed in buffer A (50
mM Tris-HCI, pH 7.5, 300 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10% glycerol), and the
samples were stored in buffer B (50 mM Tris-HCI, pH 6.8, 3% B-2-mercapto-
ethanol, 3% SDS, 30% glycerol, 0.1% bromophenol blue). Samples from each
induction experiment were electrophoresed alongside purified RecA protein
standard (10 to 500 ng).

Polyclonal rabbit antiserum was raised against purified RecA protein accord-
ing to standard protocols. The IgG fraction of the sera was purified by affinity
chromatography with protein A-Sepharose 4B (Pharmacia Biotech) as described
by the suppliers. The protein samples were separated by 10% sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Immunoblots were
transferred and probed with anti-RecA antibodies as described previously (13).
RecA protein bands on developed immunoblots were quantified with a scanning
densitometer. Purified RecA protein standards yielded a linear relationship
between antibody signal and the RecA protein concentration. The amount of
RecA protein in each induced sample was interpolated from the purified RecA
protein standard curve.

S. enterica in vivo and in vitro competition assays. The competitive assays were
performed as reported previously (4, 10). Briefly, wild-type and mutant strains
were grown separately and then mixed together in a ratio of approximately 1:1.
The initial concentration for each strain was checked by plating serial dilutions
of the bacterial suspensions onto LB media. For in vitro competition assays, the
bacterial mixture was inoculated onto fresh LB medium at a final concentration
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FIG. 1. Construction of the S. enterica recA06869 mutant using a one-step PCR-based gene replacement method. The kanamycin resistance
gene (Km) was amplified from plasmid pKD4 using oligonucleotides containing sequences homologous to the chromosomal DNA of S. enterica
(step I). This construct was used to transform the S. enterica ATCC 14028 wild-type strain (step II), and Km" colonies were selected (step IIT). The
presence of the mutation in the SOS box was verified by both PCR and sequencing. FRT, FLP recombination target. The asterisk indicates the

point mutation in the LexA binding sequence that is boxed in the figure.

of 2 X 107 CFU ml~! and the culture was grown overnight (ON) at 37°C under
aerobic or anaerobic conditions. Afterwards, serial dilutions of the culture were
plated onto LB broth. To determine the proportion of each strain, replica
platings were performed on appropriate antibiotic-supplemented LB plates. All
of the in vitro experiments were performed at least in triplicate. For in vivo
studies, in each experiment 6 or 12 female (4 to 6 weeks old) BALB/c mice were
inoculated either orally or intraperitoneally (i.p.) with 2 x 10% CFU or 2 X 10?
CFU, respectively, of the bacterial mixture per animal. Blood samples taken
from the heart immediately after the mice died due to septicemia (generally 4 to
5 days after inoculation) were cultured in LB medium. The proportion of each
strain appearing in the cultures was determined by replica plating onto appro-
priate antibiotic-supplemented LB plates. In all cases, the competitive index (CI)
was calculated for each mutant as the ratio between the mutant and the wild-type
strain in the output (bacteria recovered from the ON cultures in in vitro assays or
from the host after infection in in vivo studies) divided by their ratio in the input
(initial inoculum) (4). Statistical analyses consisted of the two-tailed ¢ test and the
Wilcoxon signed-rank test, with a P of <0.05 considered significant.

pH, bile, H,0,, and UV survival assays. S. enterica recA06869, lexA3(Ind ™),
and recA06869 lexA3(Ind ™) survival assays were performed as previously de-
scribed (50, 52, 53), but with some modifications. All bacterial strains were grown
ON in LB medium, diluted to a final concentration of 3 X 107 CFU ml~! in the
same medium, and then incubated with the appropriate compound. For pH
resistance assays, ON cultures were diluted and incubated in pH 3.3 LB broth for
300 min without previous adaptation (52). Survival was assessed in samples
withdrawn at 0, 50, 100, 150, 200, 250, and 300 min. For bile salts survival assays,
diluted ON cultures were incubated for 300 min in LB broth supplemented with
sodium choleate (Sigma) at a final concentration of 30%; survival was assessed
in samples withdrawn at 0, 200, 250, and 300 min (53). For H,O, survival assays,
diluted ON cultures were incubated for 120 min in LB medium containing 10
mM H,0,. Samples were removed at 0, 15, 30, 60, 90, and 120 min after H,O,
addition and diluted in LB broth containing catalase (10 pg ml™') to neutralize
the H,O, (50). The UV resistance assays were performed as described previously
(3). Briefly, bacterial cells in the exponential growth phase were washed by
centrifugation, suspended in AB medium (3) to a concentration of about 2 X 108
cells ml™!, and then irradiated at several doses of UV (0, 6, 12, 18, 24, and 30 J
m~?) in a glass petri dish in thin layers, with a General Electric GY1578 germi-
cidal lamp, at a rate of 1 J m~2 s~ ! (determined with a Latarjet dosimeter).
Afterwards, for each UV dose, samples were taken, diluted and plated in LB
media, and grown at 37°C. All experiments with UV-irradiated cells were per-
formed under yellow light or in the darkness to prevent photoreactivation. For all

treatments, cell survival was calculated as the survival ratio of the treated versus
the untreated cells.

S. enterica invasion assays. The protocol used to test the invasiveness of
several S. enterica strains into Caco-2 cells was similar to that used by Kim and
Wei (33), with some modifications. Caco-2 cells were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM)-GlutaMAX I medium (Difco) supple-
mented with 20% fetal bovine serum (Difco) at 37°C in 95% air and 5% CO,.
Once the monolayer was formed, cells were trypsinized and the suspension was
seeded at 10° cells ml™! onto tissue culture-treated 6-well plates (Corning In-
corporated, Corning, NY). The plates were incubated at 37°C in 95% air and 5%
CO, until confluence was reached in every well.

S. enterica wild-type and rec406869 and recA06869 lexA3(Ind ~) mutant strains
were inoculated into LB broth and incubated overnight at 37°C. The bacterial
cultures were centrifuged at 5,000 X g for 10 min and washed twice with phos-
phate-buffered saline (PBS), and the ODy, value was adjusted to 0.4. Bacterial
suspensions were inoculated to a final concentration of 10° CFU ml ™! into the
confluent monolayers of Caco-2 cells in the 6-well plates. Plates were incubated
for 1 h at 37°C in 5% CO,. The cells were then rinsed once with 1 ml of DMEM
(Gibco) and incubated for 2 h at 37°C in 5% CO, with 1 ml of cell culture
medium containing 100 pg of gentamicin ml~! to remove extracellular bacteria.
The cells were finally rinsed 3 times with PBS and lysed at room temperature for
10 min with 0.1% Triton X-100 in PBS. Viable bacterial counts were determined
in duplicate by plating serial dilutions on LB agar. The plates were incubated at
37°C for 24 h. The invasion assay was carried out in triplicate.

S. enterica coinfection analysis in murine ileal loops. To examine the in vivo
interaction of S. enterica wild-type and rec406869 strains with murine intestinal
epithelial cells, the ligated-ileal loop coinfection model was used as described
previously (30), with some modifications. Six-week-old BALB/c female mice
were starved for 24 h and then anesthetized by i.p. injection of ketamine (100 mg
kg~ ') and xylazine (10 mg kg~ ') before surgery. A small incision was made to
expose the small bowel, and an ileal loop was then created by ligating a section
of intestine containing a grossly identifiable Peyer’s patch to a site proximal to
the cecum. The blood supply to the loop was kept intact. Equal numbers of cells
of the parental and rec406869 mutant strains (~107 CFU ml~") in PBS (200 ul)
were then injected through a 25-gauge needle, after which the bowel was re-
turned to the abdomen and the incision stapled. The mice were kept alive for 60
min and then killed. The ileal loop was excised intact, opened longitudinally, and
placed into a tube containing PBS. Extracellular bacteria were eliminated by
three washes with PBS and a further incubation for 90 min in PBS containing
gentamicin (100 pg ml~"). The samples were then rinsed with PBS to remove
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residual gentamicin, and the entire ileal segment was processed in a stomacher
(Seward Medical) using 1 ml of PBS. To determine intracellular parental and
mutant bacteria, appropriate dilutions of the homogenized samples were spread
onto LB and LB-kanamycin plates.

Overexpression of S. enterica recA and cheW. The overexpression plasmid was
constructed by inverted PCR using the pGEX up (5'-CGGGATCCCGCATAT
GTACTGTTTCCTGTGTGAA-3") and pGEX dw (5'-CGGGATCCCCGGAA
TTCCCG-3') primers, containing the Ndel and BamHI restriction sites, together
with the pGEX 4T-1 vector as a template. The constructed plasmid (pUA1108),
containing the fac promoter and the lacl gene in pGEX 4T-1, was checked by
sequencing. Both the recA and the cheW coding regions were amplified using
suitable oligonucleotides containing the Ndel and BamHI restriction sites. The
PCR products were cloned into the pPGEM-T vector and confirmed by sequenc-
ing. Afterwards, the Ndel-BamHI rec4 and cheW fragments were obtained by
digestion and cloned into pUA1108, yielding plasmids pUA1109 and pUA1110,
respectively. In both cases, recA and cheW were under the control of the tac
promoter. Plasmids pUA1109 and pUA1110 were transformed in the S. enterica
wild-type strain and rec406869 mutant derivative, respectively. IPTG (isopropyl-
B-p-thiogalactopyranoside)-mediated overexpression of either RecA or CheW
was confirmed in crude extracts by SDS-PAGE (data not shown). Briefly, the
wild-type strain, harboring pUA1109, and the rec406869 mutant, containing
pUA1110, were grown on LB broth to an ODss of 0.5, after which IPTG (1 mM)
was added to the cultures followed by 3 h of incubation at 37°C. The crude
protein extracts were loaded onto 15% acrylamide gels, and SDS-PAGE was
conducted for 2 h. The protein profiles of the wild-type and mutant strains were
visualized by Coomassie blue staining of the gels, which in each case confirmed
the overexpression of either RecA or CheW.

Swimming and swarming assays. Swimming and swarming assays were carried
out as described previously (28). In short, the bacterial strains were grown in LB
broth at 37°C. Then, 10 pl of the stationary cultures was inoculated in the middle
of either swimming or swarming plates, supplemented when necessary with IPTG
or mitomycin C. The plates were incubated ON at 37°C and then photographed.

RESULTS AND DISCUSSION

Construction of an S. enferica mutant constitutively express-
ing the recA gene. The S. enterica recA06869 mutant (UA1876),
harboring a mutation in the LexA binding site of the rec4
gene promoter, was obtained using the one-step mutagene-
sis method (Fig. 1). As expected, this mutant presents a
higher amount of RecA protein (~25,000 protomers per cell)
than that measured in the wild-type strain (~5,000 protomers
per cell) (Fig. 2A). The basal level of the RecA protein was
essentially the same in the wild-type and lex43(Ind ™) strains
(Fig. 2A). Likewise, the basal level of RecA protein in the
recA06869 lexA3(Ind™) mutant was the same as that in the
recA06869 strain (Fig. 2A). It is worth noting that the basal
number of molecules of S. enterica RecA protein per cell was
similar to that obtained for E. coli (~5,000) and Bacillus subtilis
cells (~4,500) (37).

Furthermore, in mitomycin C-treated wild-type cells, the
rate of RecA protein accumulation increased about 5-fold,
whereas no induction was observed in the lex4A3(Ind ) strain
(Fig. 2A). Besides, the levels of RecA protein were essentially
the same in rec406869 and rec406869 lexA3(Ind ™) strains and
both wild-type and mutant mitomycin C-treated cells (Fig. 2A).
This rate probably represents maximum induction of the RecA
protein by DNA damage because it was essentially the same as
that from the rec406869 mutant.

Nonetheless, the behavior of the S. enterica recA06869 mu-
tant was the same as that of the wild-type strain with respect to
the DNA-damage-mediated induction of other SOS genes,
such as sul4 and uvrA (Fig. 2B). In contrast, in the S. enterica
recA06869 lexA3(Ind ™) strain and the lex43(Ind ™) strain, these
SOS genes were not induced after cellular DNA damage (Fig.
2B). In concordance with these results, and as previously re-

INFECT. IMMUN.

Mg

f -]

§

e EII

EE‘ s N Ind )

i

N [I

" bk
CaaDMCAON

FIG. 2. Mitomycin C-mediated induction of the RecA protein levels
and of the expression of several SOS genes in S. enterica recA06869
(recAo), lexA3(Ind ™), and recA06869 lexA3(Ind ™) mutants. (A) Levels of
RecA protein in the S. enterica ATCC 14028 wild type (wt) strain and in
each mutant strain treated (+) or untreated (—) with mitomycin C. All
determinations were performed at least three times. (B) Expression levels
of the recA, uvrA, and suld SOS genes in the S. enterica wild type or in
each mutant derivative in the presence (+) or absence (—) of mitomycin
C. In this case, the induction factor (IF) was defined as the ratio between
the relative mRNA concentration of each gene in cells treated with mito-
mycin C and in untreated cells. The data are the means of two indepen-
dent quantitative real-time RT-PCRs (each performed in triplicate), and
the standard deviation of any value was never greater than 10%.

ported in an E. coli recA098 mutant (27), the survival of UV-
irradiated S. enterica recA06869 cells was the same as that of
wild-type cells (data not shown). Altogether, these data indi-
cated that constitutive expression of the recA gene in the
recA06869 strain affects neither the kinetics of the SOS re-
sponse nor the resistance of S. enterica to DNA-damaging
agents. Similar results were reported for E. coli recA06869 cells
(27).

To further characterize the S. enterica recA098, lexA3(Ind™),
and recA406869 lexA3(Ind ) mutants and to determine whether
their growth was affected, in vitro competitive assays were carried
out and growth kinetics were measured in minimal medium
and in rich medium. The results showed that neither the over-
production of RecA protein nor the inability to induce the SOS
system seems to have an effect on S. enterica growth in vitro
(data not shown). It must be noted that similar results have
been reported for both E. coli recA098 and lexA(Ind ™) mutants
(27, 42).
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TABLE 2. Competitive indexes of several S. enterica mutants in
murine model

Strain comparison Challenge

(mixed infection) route cr

recA06869 mutant vs wild type i.p. 0.42
lexA3(Ind ™) mutant vs wild type i.p. 0.42
recA06869 lexA3(Ind ) mutant vs wild type i.p. 0.48
recA06869 ruvC mutant vs wild type i.p. 0.00019*
recA06869 mutant vs wild type Oral 0.00027*
lexA3(Ind ™) mutant vs wild type Oral 2.73
recA06869 lexA3(Ind ™) mutant vs wild type Oral 0.0054*

“ Cl is calculated as the ratio between the mutant and the wild-type strain in
the output (bacteria recovered from the host after infection) divided by their
ratio in the input. *, virulence of the mutants was significantly lower than that of
the wild-type strain (in all cases with a P value of =0.05).

In vivo fitness of the S. enterica recA06869 strain. To eluci-
date whether RecA-mediated recombination or SOS activation
is more important for the infection process, the S. enterica
recA06869, lexA3(Ind ™), and recA06869 lexA3(Ind ) mutants
were examined in competition assays with the wild-type strain.
Neither deregulation of the S. enterica recA gene nor the in-
ability to induce the SOS response because of the presence of
a lexA3(Ind ™) mutation had any effect upon the virulence of
intraperitoneally (i.p.) inoculated S. enterica (Table 2). Pro-
teins encoded by ruvABC genes play an essential role in the
late steps of homologous recombination (55), whereas RecA is
involved in the early stages of this process (35). For this reason,
an S. enterica recA06869 ruvC mutant was constructed and its
competitive index (CI) following i.p. inoculation, in compari-
son with that of the wild-type strain, was analyzed. Table 2
demonstrates that S. enterica recA06869 ruvC cells present a
10*-fold decrease in their CIL. These results, together with those
reported for recA mutants of S. enterica recA and other bacte-
rial species (5, 6, 11, 26, 34), indicate that all stages of the DNA
recombination process are important for a full bacterial infec-
tive capacity. Furthermore, and following oral inoculation, the
lexA3(Ind ) strain exhibited the same behavior as the wild-
type strain (Table 2), in concordance with results recently
published (19) in which no defect in lex43(Ind™) mutant is
observed when it is i.p. inoculated. On the other hand, the
fitness of the S. enterica recA06869 and recA406869 lexA3(Ind ™)
mutants was dramatically reduced when orally inoculated (Ta-
ble 2). These results demonstrated that overexpression of recA
has a negative effect on the oral fitness of S. enterica.

Overproduction of the RecA protein decreases invasiveness
of S. enterica. It should be noted that, following infection via
the oral route, the bacterial cells cross the intestinal epithe-
lium, and then the infection process proceeds as if they had
been i.p. inoculated (40). Since no differences between the wild
type and rec406869 and recA406869 lexA3(Ind ) mutants were
observed in i.p. competition assays, our results suggested that
the negative effect of RecA overexpression upon the oral fit-
ness of the rec406869 mutant derivatives must have occurred
before S. enterica entered the bloodstream.

In this context, several factors that could explain the reduced
fitness of the S. enterica recA06869 mutant derivatives when
orally inoculated were analyzed. First, in vitro competition as-
says carried out under anoxic conditions did not reveal any
difference between the rec4A06869 mutant and the wild-type
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FIG. 3. Invasiveness of S. enterica strains in Caco-2 cells. In all
cases, a final concentration of 10° CFU ml~! of either the wild type
(wt) or the rec406869 (recAo) mutant derivatives was inoculated into
confluent monolayers of Caco-2 cells. After 1 h of incubation and a
gentamicin treatment, Caco-2 cells were lysed; the number of invasive
cells is shown. In all cases, the invasion assay was carried out in
triplicate.

strain (data not shown). Similar results were reported in E. coli
recA06869 cells (27). Second, the results of survival assays in
which the bacteria were exposed to bile salts, acidic pH, and
H,0, likewise suggested that the sensitivity of the S. enterica
recA06869 cells to the above DNA-damaging agents was sim-
ilar to that of the wild-type strain (data not shown). Third, as
mentioned above, some S. enterica prophages have an impor-
tant role in virulence (24). Accordingly, the maintenance of
some resident prophages was examined in the S. enterica

wit K™

FIG. 4. Swarming ability of the S. enterica ATCC 14028 wild-type
strain (wt) and the wild-type Km" (wt Km"), rec406869 (recAo),
lexA3(Ind ™), and rec406869 lexA3(Ind ™) mutant derivatives. Bacterial
colony swarming patterns as they appeared on a semisolid (Difco) agar
surface following incubation of the cultures for 24 h at 37°C are shown.
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recAdo

FIG. 5. Swarming ability of the S. enterica wild-type (wt) and rec406869 (recAo) mutant strains in the presence of an SOS inductor. Colony
swarming patterns developed on a semisolid agar surface (Difco) in the presence of increasing concentrations of mitomycin C (0, 8, 80, 200, 800,

and 1,600 ng ml™') are shown.

recA06869 mutants. The results of PCRs showed that the re-
duced fitness of the rec406869 cells could not be attributed to
a loss of the prophages Gifsy-1 and Gifsy-2, since both were
present in the rec406869 mutant strains (data not shown).

Another critical point during infection is the passing of the
bacteria through the intestinal epithelium (40). Thus, invasive-
ness of S. enterica rec406869 cells was tested using the human
intestinal epithelial cell line Caco-2. Figure 3 indicates that
both S. enterica recA06869 and recA06869 lexA3(Ind ) mutants
have a decreased ability to invade Caco-2 cells (statistically
significant at P = 0.0286). In concordance with this, coinfection
studies in murine ileal loops using the S. enterica wild-type and
recA06869 and recAo6869 lexA3(Ind ) mutant strains show
that the competitive indexes for both mutants in the ileal loops
were 0.25 = 0.04 and 0.376 * 0.045, respectively. These data
clearly indicate that the S. enterica recA06869 and recA06869
lexA3(Ind ™) mutants were less able to reach the systemic com-
partment. It can therefore be concluded that the reduced fit-
ness of S. enterica recA06869 cells was associated with its de-
ficiency in crossing the intestinal epithelium.

A) FliC Flagellar Phase

S. enterica recA06869 mutants do not swarm. It has been
demonstrated that S. enferica mutants defective in swarming as
a consequence of mutations in either the cheW or the cheB
gene show a lower invasiveness than the wild-type strain under
anaerobic conditions (31). Furthermore, through comparative
analyses among several S. enterica serovars, it has been sug-
gested that a relationship between swarming and intestinal
colonization must exist in this bacterial species (32). Likewise,
swarming is known to be important for the virulence of other
bacterial pathogens, such as Proteus mirabilis, Helicobacter py-
lori, Vibrio parahaemolyticus, and Campylobacter jejuni (43, 44,
51, 57). In addition, it has been reported that the RecA protein
is necessary for the swarming motility of E. coli, since recA
mutants of this species do not swarm (28). For all these rea-
sons, the swarming behavior of the S. enterica recA06869,
lexA3(Ind ™), and recA06869 lexA3(Ind ™) mutants was studied
(Fig. 4). The data indicated that neither the S. enterica
recAo6869 strain nor the rec406869 lexA3(Ind™) strain
swarmed, while the swarming capacity of lexA43(Ind ) cells was
similar to that of the wild-type strain (Fig. 4). Thus, and in

FIG. 6. Swimming ability of S. enterica wild-type strain (wt) and its rec406869 (recAo), lexA3(Ind™), and rec406869 lexA3(Ind™) mutant
derivatives. Colony swimming patterns developed by strains presenting either the FliC (A) or the FIjB (B) flagellar phase are shown. As a control,

the wild-type plate immediately after inoculation (wt #,) is shown.
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recAo recX recAder

FIG. 7. Swarming ability of S. enterica recX and recA06869 (recAo)
recX mutant derivatives. Colony swarming patterns developed on a
semisolid (Difco) agar surface following incubation of the cultures
for 24 h at 37°C are shown. As a control, the negative swarming
phenotype of the S. enterica recA-defective mutant (recAdef) is also
presented.

concordance with the results obtained in the competition as-
says, the inhibition of swarming was only associated with con-
stitutive levels of rec4A and not with the presence of the
lexA3(Ind ) mutation.

To ensure that the rec406869 mutation was the only muta-
tion responsible for this swarming-defective phenotype, a wild-
type strain harboring the Km" cassette in the same position as
the recA06869 mutants but without any mutation in the LexA
binding site was constructed. This strain presents a swarming
pattern identical to that of the S. enterica ATCC 14028 wild-
type strain with no insertion (Fig. 4). Furthermore, it must be
noted that in the wild-type strain, the increase in SOS-medi-
ated recA expression following the addition of sublethal con-
centrations of mitomycin C abolished swarming (Fig. 5).

It is worth noting that the swarming deficiency shown by the
S. enterica recA06869 cells is not dependent upon the flagellar
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phase, since strains expressing either fliC or fljB genes do not
swarm (data not shown). Moreover, swimming motility of S.
enterica recA06869 cells is not affected regardless of the flagel-
lar phase which they present (Fig. 6), indicating that this mu-
tant does not display any difficulties in synthesizing flagella.

The S. enterica recA and recX genes form a single transcrip-
tional unit (18, 41). To rule out the possibility that recX over-
expression was responsible for the swarming defect, knockout
mutant derivatives of this gene were constructed and the
organism’s ability to swarm was tested. The S. enterica recX
mutant was able to swarm, while the rec406869 recX double
mutant was not (Fig. 7). These results again implicated recA
constitutive expression in the swarming defect. To further
confirm that the overexpression of RecA fully accounts for
the inability of the mutant strain to swarm, the recA gene
was cloned into plasmid pUA1108 under the control of an
IPTG-inducible promoter (the fac promoter), giving rise to
pUA1109. The pUA1109 plasmid was used to transform the S.
enterica wild-type strain. The swarming phenotype of S. en-
terica carrying pUA1109 was then analyzed in the presence of
increasing concentrations of IPTG. As expected, the swarming
ability decreased in an IPTG-dependent manner (Fig. 8), un-
equivocally confirming that the overexpression of recA sup-
presses swarming.

CheW overexpression reestablishes swarming in the S. en-
terica recA06869 mutant. The swarming phenotype has been
widely studied in several bacterial species (29, 44). In Salmo-
nella species, swarming is under the control of the CheA-CheY
two-component signal transduction system (39), and a critical
role in this process has been also demonstrated for the CheW
protein (2). Specifically, CheW is bound to CheA (a histidine
protein kinase) and participates in its autophosphorylation,
which leads to swarming activation (2). However, it is also
known that the overexpression of CheW inhibits swarming (47)
and that a precise quantitative association between the CheW
and CheA proteins is required for this kind of cellular motility
(12, 56). Furthermore, CheW and RecA have been shown to
interact in vivo in E. coli (1), and, as mentioned above, E. coli
mutants defective in rec4 do not swarm (28). Since both the

wi (pUATTOE)

FIG. 8. Swarming ability of the S. enterica ATCC 14028 wild-type (wt) strain harboring the recA-overexpressing plasmid pUA1109. Colony
swarming patterns developed on a semisolid (Difco) agar surface in the presence of increasing concentrations of IPTG (0, 5, 10, 20, and 30 pM)
after incubation of the cultures for 24 h at 37°C. As a control, the swarming phenotype of the wild-type strain harboring the pUA1108
overexpression vector without the rec4 gene in the presence of IPTG is also presented.
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recAb-{pUA1110)

recAo{pUA1108)

FIG. 9. Swarming ability of the S. enterica recA06869 (recAo) mutant harboring the cheW-overexpressing plasmid pUA1110. Colony swarming
patterns developed on a semisolid (Difco) agar surface in the presence of increasing concentrations of IPTG (0, 10, 20, and 30 wM) in cultures
incubated for 24 h at 37°C. As a control, the swarming phenotype of the recA06869 mutant harboring the pUA1108 overexpression vector without

the cheW gene in the presence of IPTG is also presented.

absence of RecA and the overexpression of RecA result in an
inability to swarm, we postulated that an equilibrium between
the cellular amounts of RecA and CheW proteins must be
critical for bacterial swarming.

To test this hypothesis, the S. enterica cheWW gene was
cloned under the control of the fac promoter to obtain
plasmid pUA1110, which was then transformed in the S. en-
terica recAo6869 mutant. The swarming phenotype of this
strain was analyzed in the presence of increasing IPTG con-
centrations. As shown in Fig. 9, the S. enterica recA06869
(pUAL1110) strain recovered the swarming ability in an IPTG-
dependent manner. However, when the amounts of CheW
were large enough, and in accordance with previously pub-
lished works (47), swarming was abolished (Fig. 9). These data
confirmed that the in vivo equilibrium between CheW and
RecA is important for bacterial swarming.

In this context, it is tempting to speculate that bacterial
colonies use the amplification of intracellular RecA as a tool to
sense the presence of DNA-damaging compounds (antibiotics
and bacteriocins, among other natural molecules) around them
and, consequently, to cease swarming. In this scenario, the
presence of a DNA-damaging agent would induce the SOS
response, initiating an increase in the amount of RecA protein
and thus an alteration of the equilibrium between RecA and
CheW, which in turn would abolish the coordinated multicel-
lular surface migration. Accordingly, exposure of the bacterial
genetic material to even higher concentrations of the DNA-
injuring agent is avoided. Thus, from a bacterial population
point of view, the LexA regulon not only would play a funda-
mental role in DNA damage repair but also could serve to
avoid DNA injuries by preventing bacterial colonies from be-
ing exposed to high concentrations of genotoxic agents.
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1. MEDIOS DE CULTIVO

Todos los medios de cultivo se prepararon con agua Milli-Q (MQ; Ultra-pure water system
Milli-Qpyys 185, Millipore) y se autoclavaron durante 15 minutos a 121°C. Los medios sélidos se
dejaron enfriar hasta una temperatura de 50°C, momento en el que se afadieron los
suplementos necesarios, se dispensaron sobre placas de Petri (Sterilin) y se conservaron a 4°C

hasta su uso.

1.1. Medio LB

Medio de cultivo empleado para el crecimiento bacteriano.

LB

Triptona (Pronadisa) 10g
Extracto de levadura (Pronadisa) 5g
NaCl (Panreac) 10g
Agua Milli-Q (MQ) Hasta 1L

Para la obtencién de LB sdlido se anaden a la mezcla 17 g de agar (Pronadisa). Para la

obtencién de LB semisélido se afiaden a la mezcla 7 g de agar.

1.2. Medio LB-Lennox

Medio de cultivo empleado para la obtencién de células electrocompetentes.

LB-Lennox

Triptona (Difco) 10g
Extracto de levadura (Difco) 5g
NaCl (Panreac) 5g
Agua MQ Hasta 1L
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1.3. Medios para el estudio del movimiento celular

Medios de cultivo empleados para el estudio del desplazamiento mediante swarming o

mediante swimming.

LB swarming

Triptona (Difco) lg
Extracto de levadura (Difco) 0,5g
NaCl (Panreac) 0,5g
D-(+)-Glucosa (Merck) 05¢g
Agar (Difco) 0,5g
Agua MQ Hasta 100 mL

LB swimming

Triptona (Difco) lg
Extracto de levadura (Difco) 05g
NaCl (Panreac) 05¢g
Agar (Difco) 03¢g
Agua MQ Hasta 100 mL

Ambos medios han de prepararse y dispensarse sobre las placas de Petri el mismo dia de su
utilizacion, ya que no pueden conservarse a 4°C. Asimismo, las placas para el estudio del
desplazamiento mediante swarming han de secarse durante 15 minutos en una cabina de flujo

laminar vertical antes de ser inoculadas con los microorganismos.

1.4. Medio minimo AB

Medio de cultivo minimo empleado para el crecimiento bacteriano.

Solucién A

(NH,),SO, (Panreac) 20g
Na,HPO, (Merck) 55,99 g
KH,PO, (Panreac) 30g
Na,SO, (Panreac) 0,11¢g
NaCl (Panreac) 30g
Agua MQ HastallL
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Solucion B

Solucién de MgCl,
MgCl, x 6H,0 (Merck) 16g
Agua MQ Hasta 500 mL
Solucién de CaCl,
CaCl, x 2H,0 (Merck) 0,58¢g
Agua MQ Hasta 250 mL
Solucién de FeCls
FeCl;x 6H,0 (Merck) 0,032¢g
Agua MQ Hasta 250 mL

Preparar las tres soluciones por separado y, una vez esterilizadas y frias, mezclar en esterilidad.

Las soluciones A y B han de prepararse y conservarse por separado. Para la utilizacién del
medio, una vez esterilizadas las soluciones, han de mezclarse 100 mL de la solucidon A con 25
mL de la solucién B y ajustar el volumen final a 1 L con agua MQ. En los casos en que fue
necesario, se suplementé el medio con D-(+)-glucosa (Merck) o glicerol (Panreac) a una

concentracién final del 0,2%.

1.5. Medio SOB

Medio de cultivo empleado para la obtencién de células competentes de las cepas portadoras
del plasmido pKOBEGA (Chaveroche et al., 2000).

SOB

Triptona (Difco) 20g
Extracto de levadura (Difco) 5g
NaCl (Panreac) 05¢g
KCI2,5M 0,5mL
Agua MQ Hasta 1L

Ajustar el pH del medio a 7, empleando para ello NaOH 10 N si es necesario.

Para la obtencién de células competentes de las cepas portadoras del pldasmido pKOBEGA, el
medio SOB se ha de suplementar con DL-arabinosa (Sigma) a una concentracion final de 20
mM. Para la obtencidon de medio SOC, empleado durante el periodo de expresion fenotipica
tras la electroporacion, el medio SOB se ha de suplementar con DL-arabinosa (Sigma) y D-(+)-

glucosa (Merck), en ambos casos a una concentracion final de 20 mM.
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1.6. Medio BHI

Medio de cultivo empleado para durante el periodo de expresion fenotipica de los cultivos

transformados por electroporacién.

BHI

BHI (Oxoid) 378
Extracto de cerebro (12,5 g)
Extracto de corazén (5 g)
Proteosa peptona (10 g)
Glucosa (2 g)
NaCl (5 g)
Na,HPO, (2,5 g)
Agua MQ Hasta 1L

1.7. Placas verdes

Placas empleadas para la seleccion de los clones transductantes libres del bacteriéfago tras el

proceso de transduccion generalizada.

Placas verdes

Triptona (Difco) 8g
Extracto de levadura (Difco) lg
Agar (Difco) 15¢g
NaCl (Panreac) 5g
Amarillo de alizarina R (Panreac) 0,833 g
Azul de anilina (Panreac) 0,132¢g
Agua MQ Hasta 1l

Una vez esterilizado el medio, dejar enfriar hasta 50°C y suplementar con D-(+)-glucosa

(Merck) a una concentracién final del 1,3% antes de dispensar sobre las placas de Petri.
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2. SOLUCIONES

2.1.EDTAO,5M

EDTAO0,5MpH 8

EDTA (Sigma) 186,12 g
Agua MQ Hasta 1L

Ajustar el pH de la solucién a 8, empleando para ello NaOH 10 N si es necesario. Autoclavar 15 minutos a
121°C.

2.2. Agua MQ tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC)

Empleada para la preparacion de los tampones utilizados en la manipulacién del RNA.

Agua MQ tratada con DEPC

DEPC (Sigma) 1mL
Agua MQ Hasta 1L

Agitar durante al menos 2 horas antes de autoclavar durante 45 minutos a 121°C.

2.3. Tampon TAE

TAE 50X

Trizma Base (Sigma) 242 g
EDTAO5MpHS8 100 mL
Acido acético glacial (Panreac) 57 mL
Agua MQ Hasta 1l

En el caso de emplearse en electroforesis de RNA, el agua MQ ha de estar tratada con DEPC.

2.4. Solucion transportadora de DNA o RNA

Solucidn transportadora de DNA o RNA 6X

Glicerol (Panreac) 30g
Xilencianol (Clontech) 0,25g
Azul de bromofenol (Panreac) 0,25¢g
EDTA 0,5 M pH 8 2mL
Agua MQ Hasta 100 mL

En el caso de tratarse de solucion transportadora para RNA, el agua MQ ha de estar tratada con DEPC.
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2.5. Solucidn de sulfato magnésico (MgS0,)

MgS0, 10 mM
MgSO, (Panreac) 1,56¢g
Agua MQ Hasta 1L

Autoclavar 15 minutos a 121°C.

2.6. Tampon PBS

Tampon PBS 10X

NaCl (Panreac) 80¢g
KCl (Panreac) 2g
Na,HPO, x 7H,0 (Panreac) 26,8¢g
KH,PO, (Panreac) 2,4g
Agua MQ Hasta 1L

Autoclavar 15 minutos a 121°C.

2.7. Geles de SDS-poliacrilamida

Estan constituidos por dos regiones, una region separadora y una region compresora.

Region separadora

Geles al 10% Geles al 12% Geles al 15%

Tampdn separador 4X 1,875 mL 1,875 mL 1,875 mL

Acrilamida 30% p/v - Bisacrilamida

0,8% p/v (Pronadisa) 2,5mlL 3mL 3,75 mL
APS 10% (Amresco) 80 uL 80 uL 80 pL
TEMED (Amresco) 20 uL 20 pL 20 pL
Agua MQ 3,125 mL 2,625 mL 1,875 mL
Region compresora

Tampdn compresor 4X 0,75 mL

,(’;\'cg;aFr)r}i\:j(a\Pria‘Zjdizg\)/ - Bisacrilamida 0,3 mL

APS 10% (Amresco) 40 pL

TEMED (Amresco) 10 puL

Agua MQ 1,83 mL
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Tampon separador 4X Tampon compresor 4X

Tris base (Sigma) 454 g Tris base (Sigma) 15,1 g
SDS* (Merck) lg SDS* (Merck) 1lg
Agua MQ Hasta 250 mL Agua MQ Hasta 250 mL
*Afadir a la mezcla tras haber ajustado el pH *Afadir a la mezcla tras haber ajustado el

a 8,8 con HCl. pH a 6,8 con HCI.

Para la elaboracion de los geles de SDS-poliacrilamida se ha de preparar la solucidn separadora
en primer lugar y llenar el soporte de vidrio (aproximadamente 3/4 partes) con ella. Una vez ha
solidificado esta regidn, se ha de preparar la solucion compresora y llenar el soporte de vidrio

en su totalidad, colocando el peine en la parte superior para la formacidén de los pocillos.

2.8. Solucidn transportadora de proteinas

Solucidn transportadora de proteinas 4X

Tampdn compresor 4X* 50 mL
Glicerol (Panreac) 40 mL
SDS (Merck) 8¢g
Azul de bromofenol (Panreac) 04g
Agua MQ Hasta 100 mL

*Apartado 2.7.

2.9. Tampén A

Tampén A

NaCl (Panreac) 1,75¢
Tris-HCI 1M pH 7,4 (AppliChem) 5mL
EDTA 0,5M pH 8 0,4 mL
Glicerol (Panreac) 10 mL
Agua MQ Hasta 100 mL
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2.10. Tampon B

Tampon B

2-B-mercaptotanol (Merck) 3mL
Tris-HCl 1M pH 6,8 5mL
SDS (Merck) 3g
Azul de bromofenol (Panreac) 01g
Glicerol (Panreac) 30 mL
Agua MQ Hasta 100 mL

2.11. Solucion de transferencia

Solucion de transferencia

Tris (Bio-Rad) 3,025 g
Glicina (Roche) 1441¢g
Metanol (Panreac) 200 mL
Agua MQ Hasta 1L

Ajustar el pH a 8,3.

2.12. Solucidn de bloqueo

Solucidn de bloqueo

Agente bloqueante (Roche) lg
Tween 20 (Panreac) 100 pL
PBS 1X 100 mL

Disolver con calor y conservar a 4°C.

2.13. Tampon Z

Tampon Z

KCI (Panreac) 0,075 g
Na,HPO, x 7H,0 (Panreac) 161g
NaH,PO, x 2H,0 (Panreac) 0,55¢g
MgSO, (Panreac) 0,0276 g
Agua MQ Hasta 100 mL
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2.14. Tampon Fosfato

Tampon fosfato 0,1 M

Solucién A:
NaH,PO, x H,0 (Merck) 13,8¢
Agua MQ Hasta 1L
Solucién B:
Na,HPO, (Merck) 142 ¢
Agua MQ Hasta 1L

Preparar las dos soluciones por separado y, posteriormente, mezclar 423 mL de la solucién A

con 577 mL de la solucién B y ajustar el pH a 7.
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