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I.- INTRODUCCION.

En los Gltimos afios se han mnml‘esmdo avances nolablcs en el ﬂrea de mvcsugaclon :

biomédica, debido al surgimiento de la ingenieria geneuca Con el uso’de las enzxmas

denominadas endonucleasas de restriceién, se inicio la manlpulacmn enzxmzmca de la molécula_ :

de dcido desowmbonuclexco (ADN), permmendo mlrbducn' fragmentos especifi coé ‘de ADN a ‘

veclores mo]ecu]ares como son los fagos, los plasmldosy los césmidos, facilitando asi el cstudxo E

del genoma de los orgnmsmos Con ello cualquier fragmento_de’ ADN puede ser nnahmdo por

separado, ya que la mampul cién dc ADN permite generar. copias idénticas matcnal‘genenco, G

por medxo de clonacnén moleculm’ (Primrose, 1991; Garcfa,

El desarrollo de estas_herramientas moleculares csta snendo utilizado para compnender e

pa!ogema de las en.(‘em\cdadcs “infecciosas, las cuales continian siendo la’ catsa ‘pnncxpal de 2

muerte en paises cn vias de desarrollo. Algunos factores'que repercuten en el mcremcnto dc las :

enfcrmedades mfeccxosas son:

Mecamsmos samlanos mef cientes enel trasporte de agua,

Tecmcas de dlagnusllco poco eficientes y confiable:

f).- Vacunas con baja acuwdad mmunolégwa y.costos elevados en !ecnolog(a y produccxén
de es!as " ; :
g)- Poca mformacxén por los medxos de wmumcamén en polmca sanitaria.

Algunos de estos problemas se han ido resolviendo paulatinamente por investigaciones
en epidemiologia, bioquimica, inmunologia, biologia celular, biologia molccular y fisiologfa
en dift microorganismos (Ades et al., 1994).

Una enfermedad infecciosa en humanos que continia siendo un problema de salud a nivel
mundial cs la fiebre tifoidea (FT). Es por esto que difer grupos de i igad en todo ¢l
mundo, se han i do en diar, g y aportar imi a la patogenia,

molecut




diagnéstico, tratamiento y prevencion de la ‘FTV.(I’sibasi et al.._1988; Pang et al., 1992a; Pang et
al,, 1992b; macq et al.._i993; v@:mug‘o' et a1.', 1993). . Lt oy

1- Salmonella typh\ AGENTE CAUSAL DE LA FIEBRE TIFOIDEA
Salmanel]n ty hi (S 1 g o

bazo, el h!gado Y. evenma!menle la vésncula bxhar, :
(Huckstep, 1962 Calva et a! 1988 leay y Falkow l989) Una vez quc s ha establecxdo la S

typhi, el perfodo de mcubacxon varia de una semana hasta un mes.

E! cstablecmuento dela patogenia de la S. t)phl y los mecanismos molccula.res‘
invol dosenla i ion con el huésped, ada no estin complemmente dilucidados, esto se

debe principalmente a la falta de un buen modelo animal. -Por eso, la mayoria de las

i igacil se han ¢ do en la genia de la S. yphimurium en el ratdn, para

der de una indirecta la pat iadela$. typhi.
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Enxre tos avanccs quc se han logmdo reclentemenle cs!an
1).- Se ha delcrmmado quc las protefnas de membmna exlcma (PME) inducen prolcccxon ya qiie
e ME de S Iyphl y poslenormcme retarios con as.

al mocu)ar mtones con/sm preparaclo

ryplu. se obscrvé que el po cia, aumcnlo en Jos ratones infectados con la S )

: rypht prevxamenle lones conlroles (Isibasi et al., 1994)
29~ Sej ha ke‘pona
con )as PME dc S

. deS Iyp)u(V du

dc pacnentcs con FT reaccionan posmvamente

s de fosfato
de dos

ponna en'E. .oh se expresa pring ,
(Tommnssen y Lugtenlenberg, 1980), siendo su's exp ]
componentes PhoB-Phok Esto ha hecho mteresanle el estudlo det gene 10 5610 en £, coli sino
también - en otras ba:tcnas (Shinagawa et al., 1983),, con'la ﬁnahdad de contrastar sus

propiedades biolégicas.



El ubjeuvo pnncnpal de este tmbnjo fué el de estudtar la exprt_sxén del gene phaE de S.

nyphi, creclda en condlcloncs de alto y ba_;o {osfam, con el ﬂn de cstab 'ccr postenormente ln

funcién de In ponna PhoE de S Iyphl cn la asnmlla 'on de ife nt fuentes d A fosfato y de esta

manera dclermmar . qué
mcrabohsmo d { fosf:

xmponancxa de la expresnén del gene phoE d ¢

asi como el de ta interaccion de esta ppnna con ¢

2).- LA MEMBRANA EXTERNA.

Las bacterias Gram- ncgahvas como S l}phlycstan ida por dos t
i)- La membrana interna o cnoplasmatnca (Ml) y i)- La membrana externa {ME). Estas
: ; la cual fiere la rigidez y

cn mecamsmos de l.ransponcs especnﬁcos (Buechner et al., 1990).
i de pre ductos toxicos del citopl hacia cf exterior.

P

Lz\ ME consmuye una barrera fisica y fum:mnal entre las células y el ambiente que la

rodea, la cu:d debe discriminar entre los nutrimentos y compuestos 10xicos y mediar selectiva y

] su exclusion o su incorporacién. (Nikaido y Vaara,1985). La ME consiste en
una bicai)a de moléculas anfipdticas y proteinas, las cuales son muy abundantes ya que cubren ia
cara interna y externa de ésta aproximadamente en un 50% (Hancock, 1991).
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FIGURA 1.- Esquema de los componentes de la membrana intema y membrana externa de una
bacteria Gram-negativa.



“El al(o con(emdo pro(uco de Iu ME cs(é represenwdo "flob por unas cuantus clases de

dsta (OId 1987 E una “molécula’ 3

pam:s: S




a).- Llpoprolelna de Bmwn (LPP), estaes una de las prolefnas pnncnpa]es de la ME en E cah y‘

‘estd presenle en 7 2 x )0s jéculas _por celula ( .
b).- ‘La prolcma OmpA esun pohpepudo de 35 an en E coli, la cual se locahza en la ME Se ha B

!'ormada por -351.amino4cidos de los cuales los primeros 217 conforman ¢l péptido sefial. La
prole(nn madura csta fonnada por 330 ammoacxdos (990 pb) éon un pwo ‘molecular de 36,782
(Overbeek etal; 1983) '
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Con respecto a la expresné: y e Ia prolcina Phol: de E. coll (Lugtenberg et al 1978), se ha . :

(Sll\ er y Waldcrhaug, 1992

.Se ha observado que cuando £ coli crece en medlos con bEIJOS nlveles de fosfato (cn s

condncnones ‘de'l de vanas prolcmas Ias cuales pemuten la entmda, :

10), acuva la’si]

lmnsporte Y regulac n de: [‘osfato del 'mcdlo cxlemo hacia el cxtoplasma de la bactena El

4

fosfalo es un componcme mlegml del me(abollsmo celular g 1, ya que es indisp ble para

el apone de enérgm, smtesxs de ADN (audo desoxirribonucleico) y ARN (acndo ribonucleico)

asi’ como - para a regul cién_genética (sefal Juccionales entre - proteinas sensoras de

B!

estimulos ¥ proteinas ‘activadoras ‘tmrnrscrirpcionalcs) (Rao and Torriani, 1990; Wanner, 1993).

“ Las prbicinés sintetizadas en condiciones de bajo fosfato PhoE, PhoA, PiBP-PstACB-
PhoU, . UgpBACQ, PhnCDEFGHIJKLMNOP, PhoB-PhoR, son codificadas por genes
estructurales que estan distribuidos en diferentes partes del cromosoma de E. coli (phoE, phod,
PStACB-phoU, ugpBACQ,. phnCDEFGHIJKLMNOP, phoB-phoR) y este sistema es Hamado
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regulén pho (phosphate, "regulon de fosfalo") (Flgura SB) (Rao y Tomum, I990 Wnnner.f
1993). :

A).- La perina de membrann_ex

Cuando E coli crecc n c

elcualesla moleculn mets
fosfatasas .~ que pucdg:n hi <
(Wanner,1993)..

C)-El Siﬁtegui det
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FIGURA 3.« Esquemna de s diferentes vias para ia enteada del fosfato hacia of interios de
{s bacteria, dependientes de las fuentes de fosfato y su disponibilidad:

A Condiciones dptimas de_fosfato, posiblemente ¢} fosfato pasa a fravés de las porinas OmpC, Ompl' u otra (8)

porina (s) hat:m el pcnplnsmn y despuds cs transportado hacia el ciloplasma, por un sistema constitutive de baja afinidad, Pit (Pit, *
transpart™; de fosfato i i Este sistena estd compucesto por una sola proteina, localizada en ta
memebrana interma, 1a cual no forma parte del regulén pho.

B).- Condicioncs limitantes de fosfato, figura donde sc mucstra {os tres sistemas que fosforilan a [a proteina PhoB de
£ coli para activas ¢} reguldn pho, Bl primer sistema (l). es ¢ de de fas i de fosfato i ico (Pi) en ¢!
interior de la bacteria. Cuando Ia bacieria se i timi de fosfato, ta porina PhoE de M.E. permite ei paso
de fosfato orgdnico hacia e} periplasma, donde s¢ !ocnhu ta fosfatasa alcaling (PhoA). Esta enzima hidroliza ¢ fosfato orgénico para
obtener 1a farma metabalimble que os et Pi, ¢l cual es acasreado por Ta protelna periplasmatica fijadora de fosfato inorgénico PiBP
(pst$), hacia ¢} citoplasma a travds un complejo proteico PSIACB (pstd-pstCpstB), las dos primeras proteinas forman canales
transmembranales en {a M. y 1a tercera es la permeasa {que aporta energfa). Asf el Pi se utiliza en la sintesis de ATP, Posteriormente
Ia protelna sensora de la membrana intems, PhoR, sc autofosforila (ain sc desconoce como cs este mecanismo) la que a su vez
fosforita a PhoB, la cuaf es una pmrcinn soluble en ¢f citopfasma. La profeina PhoB se unc a 1a regidn pha box y jumo con el factor
sigma de la RNA polimerasa activan la (mscnpcldn de los geacs ¥ operoncs del regulén pho. Ef segundo sistema (2), que fosforilaa
PhoB y por lo tante que activa cf reguldn plio, ¢s ind de las i de fosfata en et medio de coltivo y actiae
través de fa proreina CreC, que cs también una proteina de ta clase  histidinacinasa, que s¢ localiza en In membrana intena; su
actividad salo s¢ puede detectar en cepas mutadas en PhoR. Alin no esth bien definido ¢l mecanismo por ¢f cual esta proteina ¢s
fosfosifada. Bl tercer sistema (3), también es indy i de las i de P en ¢l medio y no sc sabe sf ol acetit fosfato,
que es un intermediario en e) metabolismo del carbono, es el que actua directamente activando PhaB o to hace indirectantente a tavés
de otra molécula.

C}-Sc lai ion de {5 halocnzima con la proteina PhoB cn la regién consenso de pho box ¥ Pribnow box.

D).~ Sc muestra la secuencia de bases de Ia regidn consenso pho box, donde sc une ta proteina PhoB, asf como Ia secucncis
consenso Priboow box.

11



codifican para este complejo muluprole(co estz‘m agrupados en un operén.
" (Surinetal,, 1985) (Flgura 38).:

La protema PlBP f(PlBP phosphn

st (pSSACS-phol)

.inorganic bmdmg protel proleina,’ ue unc fosfato
morgémco), se locahm n cl-espacio’ periplasmico,.

ba)os mvcles de la pmle(na PhoU rcpnmcn al ton° pho.:En ca.mblo, en. condncnones de

limitacién de fosfato la regulacxon negauva se plerde

Recientemente Sinai y Bavoil et a) (1993), con el ob_,euvo de ldenuﬁcar genes de E.

coli, que no se expresan en condiciones de laboratono (cmcnmxenw en.medios ricos) y que

posiblemente codifican para efectores neganvos, unlmmn transposones para mutagenizar a una

12



cepa de E. coli entero-invasiva y de esta manera obtuvieron dos mutantes, en las cuales los
transposénes se insertaron en el operdn pstSACB-phol. Las dos E. coli mutantes presentaron un
fenotipo hiper-invasivo en células de cultive Hep-2. Estos resultados constituyen la primera
evidencia de que el reguldn de fosfato no solo estd involucrado en el metabolismo de fosfato

sino también posiblemente en los procesos de invasién.

D).- -l -3~

APORTACION DE FOSFATO.

El sistema para la asimilacién de sn-glicerol-3-fosfato estd determinado por el locus
ugpBACQ (ugp, uptake glycerol phosphate)(Schweizer et al., 1982). UgpB, es una proteina
andloga a PstS y transporta el sn-glicerol-3-fosfato del periplasma a los canales
tr 1branales constituidos por UgpE y UgpA. La proteina UgpC es aniloga 2 la proteina

PstB, El glicerolfosforil diéster puede ser trasportado por UgpBEC o directamente hidrolizado
por UgpQ o PhoA (Kasahara et al., 1991; Rao ct al., 1993).

E).- HIDROLISIS DE FOSFONATOS (ENLACE P-C), UNA FUENTE_

ALTERNATIVA DE FOSFATO.

Los fosfonatos (Pn, phosphonates) son una fuente andloga de fosfato. Difieren de los
organofosfatos debido a que en lugar del enlace éster P-O, presentan una unién P-C. Algunas
bacterias tiene una o dos vias activas (fosfonatasa 0 C-P Liasa), mediantc las cuafes hidrolizan el
enlace P-C de los Pn, obtenicndo asi el Pi en condici de imi limi de fosfato
(Metcalf et al., 199; Lee et al., 1992).

En E. coli los genes que codifican para las proteinas que permiten la absorcién y
transporte de Pn, estin agrupados en un operon (phnCDEFGHIJKLMNOP). PhnD es la protefna
que transporta el Pn del peripf hacia el citopl a través de la protelna transmembranal
PhnE. PhnC es la proteina andloga a PstB y UgpC. La via P-C liasa posiblemente estd
constituida por un complejo protéico compuesto por nueve polipéptidos (PhnG, PhnH, Phnl,
PhnJ, PhoK, Phnl, PhnM, PhnN, y PhnP). Las proteinas reguladoras de estas vias




probablemente sean PhnF y PhnO pues no se ha observado que participen en la absorcién e
hidrélisis de Pn (Wanner, 1993). .

uld
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F).- Laactivacién de los genes del r : por las proteinas PhoB y
PhoR. -
La activacién de los genes phoE y phoA asi como ¢l de los operones pstS-ACB-phoU,
ugpBACQ, phnCDEFGHIJKLMNOP, phaa-phok y otros componentes del regulén pho, es

dependiente de las proteinas reguladoras PhoB y PhoR (Wanner et al., 1987a; Kimura et al.,

pho, esr

1989; Yamada ct al., 1989). estas ultlmas codnf cadas por los Lenes del operon phoB phaR e

PhoR es una proteina sensora lntegrada en la Ml (Yamada ot al 1990). mxentras que PhoB es




de la glucosa y no se conoce si es éste quien fosforila directamente a la proteina PhoB o es otro
metabolito (Wanner, 1992; McCleary et al., 1993).

4).- REGION PROMOTORA DE LOS GENES Y OPERONES DEL
REGULON pho EN E. coli. B
La region reguladora de los gencs y opcroncs dcl rcgulon pho, muestra un apnrente
Pribnow box (caja de Pribnow) en la pzmc regulmf T3, pero f0 una rc[,mn consenso -35 como cn‘
la mayoria de los otros sistemas en'£. colt Sin mbargo exxsle una regién 10 pb amba de’ la de
Pribnow box, designada pho box (Ca_;a dc fosfalo) (Magota et al 1984 Surin et al 1984) Esta:

es una region de 18 pb en ld cunl sc locnhmn pb cpcudas en ambos extrcmos de la reglon‘: ‘

separadas por 4pb ccntmlcs En el pho box ¢s donde se uné la pmtcmn PhoB quees la ncuvadora :

1mponzmles pa
region regulad
1988; Kmhnra et
En la reglé




§).- REGULON DE FOSFATO EN EL GENERO Salmonella.

Los pnmeros estudlos de fosfu!o el genero Salmonella, se iniciaron con el rcporte dela

actividad de tres diferentes fosfa‘ . as cn extractos celulares de la cepa de S. ryph:murmm LT- 2,

crecida en’ medios de culuvo con lferenle fuenles de carbono, pH, y con concenlraclones ‘de S

bajo y alto fosﬁgto (Caml)o ctal.;’1967)..Se deleﬁmné ]a acuvxdud dc dos fosfatasas acrdas'en un B

itm con el lasmi que conucue cl gcnc phoE de E. col: y o

la porina PhoE de Ecolx en a ME de las dos cepas avirl as de 5.

bajos mvcles de fosfmo cn el mcdlo de cultivo. Sugmendo con &slos resu]lados Ia exxstencxa dc‘



los genes pImB phoR en S Iyplumurmm. los cualcs rcgulan la cxpresxén de la ponna PhoE de E.

coliens, Iyplumunum y nun no hnn si mslados en .S‘ I)plumllrmm

“ l992a), anslaron, secuencmron y camctenmron cl gene phoE :

Fmalmenle prenngs et al.;

si guxemes
l-

um con rcspecto a ;

- bLa insercién/eliminacion de la ghcma 12 cnlrcE coli yS typlnmurmm en la A

[X]
“

; ‘rcuon del pcplxdo; posnblcmcnte nllere el lransporte de la prolcinn PhoE dc
ryphlmunum;én la ME de £ coli. : :
Es’ lmpormntc mcncmnnr quc esta glicina 12 se cncucntra encl genc phoE de Klebsxella )
pneumamae. Klebncl/a oxyloca, Citrobacter freundii'y Enterobacter cloacaa los cuales se
expresan en £ Ljah ‘t’:u’andq son lr;msfcndos por conjugacion (unicopia) (Van Gysegcm and‘
Toussaint; 1982; Verhoef et al., 1984; Vin der Ley et al., 1987; Spicrings ct al., 1992b)."



_IL- ANTECEDENTES.

" A partir de un banco genoémico de SaImunella (yphl, conslmldo con el fago lambda 1059

se aislé un fago recombinante nombrado LPCl con un mserto dcl gcnoma de’s. ryphr de

aproxlmadamemc 15 kpb El fago LPCI le seﬂnl pos vade hxbndﬂclo con el gcne phaE de E

" Con el ob_|cuvo

egl

nucleoudxca, def‘ mx"l

fmgmenlo dxé scﬂnl posmva dc hlbr;v cnén con el g ne phnE de E coll (Torrcs. 1993)




a}=-Fogo lambda LPC1 ==~ . Crent: n-mm m-:mm RV £2oRT

R Ry RV A

$.llos de insercidn
del vector con el inserto
(clol, EcoRV),

\ S reeny
Kplflﬁl

»
sBeIKpb &)

d)-Pldsmidos recombinantes

FIGURA 4.- Esquema de la construccién y origen de los plismidos pAT57 y pAT161

a).-

b).~

c).-
d).-

Mapa del fago LPCI con cuatro enzimas de restriccion, las zonas gruesas representan
el fago y la zona delgada representa el genoma de S. £yphi (aproximadamente 15 Kpb)
conteniendo el gene phok de S. yyphi (mas grueso).

Fragmento de S Kpb proveniente del fago LPCI, obtenido con la enzima Clal: el
rectdngulo obscuro representa la posicién del gene pho£ de S. typhi; las lineas
continuas delimitan el fmgmento EcoRV de 1.6 Kpb y las lineas discontinuas

repr el fragmento obtenido con la enzima Clal; ambos fueron insertados
individualmente en el pldsmido pBR322 en los sitios compatibles para estas enzimas.
El vector de clonacién pBR322: en el cnrcu]o pequeiio sc esquematiza el lugar donde
se hicieron las inserciones.

Mapa de restriccién de los pladsmidos pATS7 y pAT161 con cuatro enzimas de
restriccion: la flecha indica la orientacién y posicién del gene phoE de S. typhi.
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IIL- OBJETIVO GENERAL.

Iniciar la caracterizacion estructura-funcidn del gene phoE de Salmonella typhi, para -

der los i basicos de regulacion de esta porina y su participacidn en el

metabolismo de fosfato asi como su posible interaccién comao antigeno con el sistema inmune del

huésped.

IV.- OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Terminar de secuenciar el gene phoE de S. typhi. ) . S
Realizar a nivel de i lcotidica y de aminodcidos un estudio comp ativo del

gene phok dc 8. typhi con otros genes phoE aislados en otras baﬁtcrias. o

Analizar la expresion del gene phoE de S. typhi en una cepa. d¢‘E é;éli, rhuvlad::‘sjeh fa - .
proteina PhoR (expresion constitutiva del regulén de fosfato) y en una cepa de E.coh g
silvestre. ‘ b :
Fusionar la region reguladora del gene phoE de §. typhi con el gene estructural lacZ dé
E.coli, asi como fusionar la regién reguladora de gene phok£ de E. coli, con el misﬁo -
gene reportero,

Realizar un estudio comparativo cuantitativo de la expresion del gene phoE de S, typhi
con respecto al gene phoE de E. coli, en condiciones de limitacién de fosfato, utilizando

fi transcripcional das en ¢l punto anterior.

las
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V.- MATERIALES Y METODOS.

TABLA 1 CEPAS.

E, coli

pHSaIQ*  Ff_MIS (IacZYA-argF) U169 deaR," recAI ndAl, )zsdl7(r,<, %
SupEdd thi-1 gyrA96 reld 1, proAB Z
MC4100° FaraD139; dellac)U169;rpsL; llu,
CE1224} F', thr, leu, his, argE, lacY, gaIK xyl, rpsL, ompR, del{proA-proB- phoE-glp) .
CE1248* F" thi, pyrF., thr, ilvA, argG, tond, rpsL, a’eoC v glpR ampR47l recA56 PphoRG9,
PhoA8, del(proA- me phaE-ng)pha L :

S. typhi

Mss-1° Silvestre
IMSS-1R® . ompR::Cm
IMSS-12°  eavZ:Cm

1.~ Hanahan, 1983,

2.~ Casadaban, 1976.

3.- Tommassen et al,, 1983.

4.- Korteland et al,, 1982,

5.- Puente et al, 1987,

6.~ Judrez, 1994 "datos no publicados”,

TABLA2 PLASMIDOS

piP14} Contiene el gene phof de E. coli y fue uuhzado como dc(cclor heterologo

;:»BRZ«!ZZ2 Plasmido de E. coli utilizado como vcctor para la subclonacion del fragmento quc :
contienc ¢l gene phoE de S. typhi. ; KR

Plasmldo denvado de pBlUZZ el cunl

pms7J
pA’I‘ZO
pMC1871!

sin su region reguladora. i
pATss’ Plasmido derivado del pMC1871; ¢l
del gene phoE de E. coli al gene cstrucluml lacZ.s
pAT59® Plasmido derivado del pMC1871, el el contu:ne fusucnada la n:glon rcgulndom
del gene phoF de S, typhi al gcm: cs(‘ ctural IacZ e .

}.-Tommassen et al., 1982.

2-Bolivar et al,, 1977.

3-Tores, 1993,

4.-Shapira ctal, 1983, -

5.-Torres, 1995 (construidos ¢n este trabajo de macstria).

A)- MEDIOS DE CULTIVO.

Los medios de cultivo empleados en este trabajo fueron: a) el medio rico Caldo de Luria o
LB (LB, "Luria-Bertani") (Maniatis ct al., 1991) utilizado para la amplificacién de clonas y en los
cultivos primarios, b) medios minimos de cultivo estindares para la induccidn de la expresion del
gene phoFE (Tabla 3) y los desarrollados ea este trabajo ;)ara obtener una expresién Gptima de la
porina PhoE en concentraciones de bajo fosfato (Torres®” ),
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TABLA3 ESTANDARIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA_
EXPRESAR LA PROTEINA PhoE.

CONCENTRACION EN EL MEDIO (mM).

INGREDIENTES.

M63 (pH 7.5) TRIS-GLUCOSA (T.G.)(pH 7.5)
Miller". Meyer' Tomes' Kaempfer' —_Levinthal* " Echols® Tones”
KH;PO, 1000 -

K;HPO, Lo ab
- (NH),80, 150
NHCI . T
NaSO, . .-

MgS0,
FeSO, . -
FeCly =0~
MgCl, " -
CaCl,
NaCl
KCl -
ZnCly
Glucosa
Bacto-peptona
Tris -+

£/2700. 2700

agr gun los rcqucnmlcmos y resistencia de las cepas. asf como
tas,"La. conccmm:lon de vitaminas- fue ‘de: ! mg/m}; aminodcidos 20ug/mi -y la
 fueron” 1assi 125 pg/ml; nmpncllma 500ug/ml, Kmamncma

7. Tomes (Encsie }odcn\yésgm). 1995. °

a).- Cmmuxion:kbapl’osf:n
b)- Connumxlﬁudnibfnsfio
€)- Umaﬁnl:d:momdmﬂrhuimo
’ k 22



B).- PREPARACION Y SUBCLONACION DE FRAGMENTOS DE ADN,
Lns preparaciones del ADN se obtuvieron por medio det método de lisis alcalina y fa
bel i6n de fragi s de ADN por medio de técnicas de ADN recombinante (Maniatis et al,
1991). U :

»C).- METODO DE TRANSFORMACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS

Los cultivos de las cepas para hacer células competentes fueron realizadas en LBa37C’ en
ngnacron hasta alcanzar una D.O. gggom = 0.5 a 1.0, Los cultivos fueron centrifugados y ¢l “pellet"
celular fue Javado dos veces con glicerol al 10%, resuspendiendose en 2mi de glicerol al 10%.
Finalmente se hicieron alicuotas en tubos Eppendorff y se almacenaron hasta su uso a -70C°

Los plasmidos fueron introducidos a las cepas competentes, por medio de la técnica de
electropomclén (1.4 KV, 25 uF y 1000 Ohms), utilizando un electroporador Gen Pulser de Bio-
Rad.

TABLA 4 ESTANDARIZACION DEL SISTEMA DE GELES
DESNATURALIZANTES DE ACRILAMIDA BISACRILAMIDA-
SDS-UREA.

En esta tabla sc¢ muestra el sistema de geles de Poliacrilamida-SDS-Urea empleado. Este
sistema permitié una mcjor resolucion en el perfil electroforético de fa porina PhoE dc las demds
proteinas, que en geles sin urea migran en la misma posicion.

Gel concentrador,

Concentracion Concentracion
final inicial

48 % ACRILAMIDA 14.75%

03 % BISACRILAMIDA. . 104 %.

60 M UREA, 8.0 M.l L
0.1.% 0.5 M Tris-HCI pH 6.8- Dodecil sulfato de sodm 0. 4% ("SDS" 04:%-" .
12.-mM Persulfato de amonio ("PSA"). B 1LO:M:-
0.05% NN, '-Tem-mcnl-etllcn-dlamma (”TE ED ).

Gel separador. -

Concentracién

final =i
1. % ==t ACRILAMIDA 7

03 % BISACRILAMIDA s

60 M UREA. : ;

0.1 % 2 LSM Tns HCH pHB 8 Dodecnl sulfa(u de sodlu 0 4% ("SDS").- 04 %

12 mM . " Persulfato de amonio ("PSA").. i ST I10 M

0.05% - N N N, ‘-Tctm mcul-culcn-dmmmn (“TEMED") : e T 10000 %

23



D). * CONDICIONES DE CRECIMIENTO PARA LA EXPRESION DE LA

PROTEINA PhoE.

Para inducir la expresion del gene plo£, las cepas de &, coli (MC4100, CE1248 y CE1224)
y S. typhi (IMSS-1), asi como estas mismas cepas transformadas con Jos plasmides pJP14, pAT20
y pAT57, fueron crecidas cada una en 10 mi de LB hasta Hegar a una D.O. oo = 0.5.
Posteriormente los cultivos fucron centrifugados y lavades por 2 ocasiones con el medio Tris-
ghucosa (T.G.) sin fosfato. Ef cultive primario de cada una de estas cepas (ue dividido para inocular
2 matraces con 62.5 mi de T.G. E!l primer matraz con 0.064 mM de K,HPQ, (condicion limitante
de fosfato} y el segundo con 0.64 mM de K;HIPO, (condicion de alta concentracion de fostato),
Estos cultivos fueron crecidos a 37C° en agitacidn por 10 horas (fase estacionaria).

Las cepas de S typhi IMSS-1 ompR:Cm ¢ IMSS-1 emvZ:Cimi , fueron crecidas en los
medios scilalados anteriormente con la finalidad de analizar el clecto Je los genes ompR y envZ
sobre Ia expresion del gene phok de S. fyphi en condicion de alta concentracién y limitacion de
fosfato.

Posteriormente, las preparaciones de proteinas de M.E. de estas cepas, fucron obtenidas en
{a fraccidn insoluble con tritén X-100, por ¢l métedo de Matsuyama ct al., (1984).

E).- SECUENCIACION DEL GENE phoE DE Salmonells typhi Y ANALISIS

COMPARATIVO.

El gene phof de Salmorella typhi clonado en cl plasmido pAT57, fue secuenciado en
ambas direcciones, por el método derivado de dideoxinucledtidos para ADN de doble cadena. Los
oligonucledtidos utilizados en la secuenciacidn {ueron sintetizados por el método de los
fosloramiditos usando un sintetizador automdtico de ADN | en la Unidad de Sintesis del Instituto
de Biotecnologfa, UNAM. La secuencia nucleotidicar obtenida presentd un frente de lectura abierto,
Este frente de lectura abierto fue comparado a nivel de nucledtidos y de aminodcidos con el gene
phoE de E. coli y los de otras bacterias ya seportados. Este analisis comparativo se efectud por
medio de el programa "Gene Works” (EMBL, European Molecular Biology Laboratory).

F).- ESTRATEGIA PARA FUSIONAR LA REGION REGULADORA DEL GENE
phoE CON LA REGION ESTRUCTURAL DEL GENE /acZ DE E. coli.

Las regiones reguladoras del gene phof de E. coli y S. typhi fucron amplificadas por la
seaccion en cadena de fa polimerasa (PCR). En la reaccién de ampiificacién se emplearon como
ADN templado, los genes phoE idos en los plismidos pJP14 y pATS7. Los pares de oligos
fueron coli H y IV y typhi Il y I, para E coli y S. typhi respectivamente. Las reacciones de
amplificacién se efectuaron con 25 ciclos de 45 segundos a 94C°, 1 minuto a 60C” y | minuto 20
segundos a 72C° y un ciclo final de 4 minutos a 72C°,

Los oligonucledtidos sentido y antisentido de Ja region reguladora del gene phoE de 8.
typhi, introdujeron  sitios de restriccidn para las enzimas Smal y £coRV en los extremos 5°y 3°
respectivamente de la region reguladora (Tabla 5). El fragmento amplificado por PCR de 445 pb
contiene jos promotores consenso para la union de la proteina PhoB , el sitio de unién al ribosoma
(Shine Dalgarno) los cuatro primeros codones del péptido sefial y un codén producto del sitio de
restriccién generado (Tabla 6). Este fragmento fué purificado y digerido con las enzimas de
restriccién Smal y EcoRV, obteniendose asi, la region reguladora de S. typhi amplificada y con
extremos rasurado, la cual se purificé y fue clonada en ¢l sitio de Smal del plismido pMC1871, lo
cual peritié clonar en fase esta region reguladora con el gene lacZ de E. coli (el cual no contiene
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su regién promotora ni los 8 primeros codones del gene estructural), gencrando de esta forma el
pldsmido pAT59. :

La fusion en fase de la region reguladora del gene phok de E. coli con el gene lacZ sc
realizd siguiendo la estrategia anterior, con la diferencia, gue con el oligonucledtido antisentido se
introdujé un sitio de restriccion para la enzima Hpa 1, debido a que esta regién reguladora presenta
un sitio para £coRV intemo. E! producto amplificado por PCR de 454 pb correspondiente a la
region reguladora de phok de E. coli, también fue clonado en ¢l sitio de Smal del plismido
pMC1871, originando el plasmido pAT56.

TABLA 5 OQOLIGONUCLEOTIDOS (Onts) PARA AMPLIFICAR LA,
REGION REGULADORA DEL GENE plokE,

Onts utilizados para amplificar 12 regién reguladora del gene phoE de E. coli.
Sentido.

Clave del Ont: coli II (region reguladora).
5"CCL-CCG-GGG-TCA-CAA-TAA-CAA-TCC-G 3°

Antisentido.

Clave del Ont: coli IV (regi6n del peptido seiial).
S'GGG-GII':AAQ—GCT-CTT—T!T-CAT—T‘IT-CAT-TCC-TGA-’I'IT-TAA-’ITA-ACG—CGC—G 3

Onts para amplificar la regién reguhdora dcl gene pImE de S typlu.
Sentido.

Clave del Ont: typhi 11 (regién n:guladora)

5'GGG-CCC-GGG- ATA-AC/\-ATA-CGA-TGT—CCC 3.

Antisentido.

Clave del Ont: typhi I (regién del pt.pudo scnal)
5°CCG-ATA-TCG-CTC-TTA-TTC-ATT-TCC-. ATT-CCI'-GTT TTA-ATT-ACG-GCG 3’ :

G).- SELECCION DE LAS CLONAS POSITIVAS. :

Las clonas positivas fueron seleccionadas por - su fenotipo nzul en placas de LB
conteniendo 12.5 ug/ml de ftetraciclina y 35 ug/ml  de °5-Bromo-4-cloro-3-indolil-8-D-
galactopiranosido ("X-gal"). Sin embargo, solo las ‘clonas positivas para la fusién de la regién
reguladora del gene phoE de E. coli con el gene lacZ dieron este fenotipo azul. En cambio, las
clonas con la fusién de la regién reguladora del gene phof£ de S. typhi no presentaron este
fenotipo. Por esta razon, fue necesario selcccionar estas clonas positivas por medio de hibridacién
ADN-ADN del tipo "Slot-blot", utilizando como detector la misma regién reguladora del gene
PhoE de S. typhi amplificada por PCR.

. Las clonas positivas seleccionadas fueron analizadas por patrén de restriccién y por medio
de la secuenciacién (Sanger ct al., 1977) se verificé la fusién en fase de la regién reguladora del
gene phoE con el gene lacZ, asi como la ia de i p les en la regién reguladora
introducidas por el PCR.
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TABLA 6 AMPLIFICACION POR PCR DE LA REGION REGULADORA.
DEL GENE phoFE.

REGION REGULADORA DE Salmonella typhi.
GCOCGGGATAAGAATACGATGTCCCGCGGCGTGTAGCTOCGEGCACTGAC 50
GGACAAGTTCTACGATATGGGCACGETTCAGGCGGCGCAATECGCCTOTT 100
AGCACGCTGATGCCGAGTTTTACGAACAGCTTCTGGCTGTCACTCATGAT 150
TCTCTGCCGTTCAMMATAAGAAATAAAGACCARATGAACGTTTTAGCAGG 200
ACTGGCTCCOETTGTTAACAACCTGTACGCGTATGAMTTTICTTGCGCA 250
mrusmmmmccmmgmmmmm 300

Pasudo pio box

nmrnrnmmmﬂmmmmmr 350
plo box
ACCGAACGTTAAAAACCTTCCTGTTTITTACCGGGTCTCCCAACARATCA 400
?
TAGCGCGTAATTAAARCAGGAATGGAA ATG AAT ARG AGC GAT.GGG 442
sp* ¥ N K 8 D

REGION REGULADORA DE Escherichia coli.
COGGGGTCACAATAACAATCOGAT GCCCGGCGGCATGTAACTGCGCGCAC 50
TGGCGAACAAGTTCAACGATATGGGCACGETTCAGACGECGCGATCCGCT 100
TGITAGCACACTGETGCCGAGTTITACCACCAGOATCTGGCTGTCACTCA 150
TGATTCTCTGCCATTCAATTTTAGGARAARTGATATCAMACGAACGTTTT 200
AGCAGGACTGTCCTCOGTTCCCAACCATCTGCGAGCAAAGCATGACGTTE 250

TETTECGCGGGATCASCAAGCCTAGAGGCAGTTGTITACGCTITTATIAG 300

Pb? paeudo pho bhox
AGATTTAATAAATTACCACATTTTAAGAATATTATTANTCLGTAATATAT 350
pho box
mmmmmm&cmmcmrmmccacrmcc 400
Pb?
GCTGAATATTCGOGCGTTANTTAARAATCADGAATGAAA ATG AAA ANG 448
sp’ ¥ X x
AGC GTT GGG 454
s v ¢
1- Pribnow box* del pscudo pho box ® osi i0n frversa de b (T etal, 1987).
2. Priboow box.
3. Shine-Dalgarmo.
4- Codon 6 (originado por ¢ sitio de restriceidn), ketras cursivas,
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H).- ENSAYOS DE B-galactosidasa y Fosfat leali

Se hicieron culnvos primarios de las cecpas MC4100 e lMSS l tmnsformadas con Ios :
plasmidos pAT56, pATS9 y pMC187l cn 10 ml de LB, 37C° y'en agltaclén, hasta alcanzar una
D.0. 600nn = 0.5. Con este cultivo primario se inocularon dos matraces, uno conteniendo ¢l medio
T.G. con baja concentracién de fosfato (0.064 mM de K,HPO, ) y:el otro con T.G. y alta:
concentracién de fosfato (0.64 mM deK,HPO, ), y se crecieron a:37C° con agitacién. De estos
cultivos se tomaron alicuotas cada hora, desde 1a hora cero hasta la hora 10. La alicuota tomada
cada hora fue dividida para realizar el ensayo de actividad de B-galactosidada, ensayo de fosfatasa
alcalina y cuantificacion de proteinas (Lowry, 1951).

Los ensayo de B-galactosidasa fueron realizados siguiendo el protocolo descrito por Miller,
(1972) los resultados reportados son el producto de tres ensayos realizados independientemente.
Los ensayos de fosfatasa alcalina fucron realizados siguiendo el protocolo descrito por Brickman
and Beckwith, (1975), los resultados reportados para fosfatasa alcalina son de la cepa MC4100
transformada y sin transformar, debido a que la S. fyphi IMSS-1 no presentd actividad de fosfatasa
alcalina.

I). ~REACTIVOS.

a)-  Endonucleasas de restriccién.

Smal, EcoRV Hpal (Bochringer Mannheim Biochemical).

b).-  Otras cnzimas.

T4 ligasa, fosfatosa alcalina, ribonucleasa, T4 polimerasa (Bochringer Mannheim Biochemical).

€)~  Sustratos.

4-Nitrofenil fosfato "NP"(Bochringer Mannhcim Biochemicat).

Ortho-nitrofenil 8-D-galactopiranosido "OPNG" y 5- Bmmo-4-cloro-3 indolil- B—D-
galactopiranosido "X-Gal” (Sigma).

d).- Antibiétices.
Ampicilina (Sigms)
Kanamlcma {Gibco BRL).
ina y Tetracicli (Bochn’nger Mannhcim Biochcmica.l).

v

¢).-  Isétopos radioactivos.
[«-2P] dATP, 3000 Ci/mmol (Amersham # cat PB]0204)
[a-”p] dCTP, 3000 C/mmol (Amersham # cat PBIOZOS)

D kits (cstuchos).. - ol n
Secuenasa (United States Blochenucal Corp)
GlassMax (Gibco BRL). *°

GeneClean II (Bio 101).

Multiprime DNA Labelling system RPN 1600Y (Amcxsham)
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RESULTADOS.
1).- Sccuencia nucleotidica del gene phoF de S. typhi.

A)- Andlisis de la regi6n reguladora del gene pho£ de S. typhl,
B).- La regién del péptido sedal de la porina PhoE de S.oyphi.
C).- La regi6n estructural de la porina PhoE de 8. typhi

2).- Expresién de Ia porina PhoE de S, gphi en E. coll.

3)- Expresién endégena de la porlhn l"ho

4.- Las proteinas EnvZ y OmpR no réﬁu

bajas de fosfato.

5).

VIL- DISCUSION.

VHI.- CONCLUSIONES.
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VI.- RESULTADOS.

1).- SECUENCIA NUCLEOT!DICA DEL GENEphoF deS Iyphl.

Por lo tanto, ‘
chcuehtra ad £ coli, S.

oef et nJ.,fl9;84;> Van

lyphlmurmm . clodcae K oXimca K.-'pnéukino

‘bderLeyetal l987a Splcnngs clal 19923; Spiering

riuclestidos ‘entre ambas regloues mguladoms ‘Estos cambios: no se locahznron en las
regiones consenso de Pnbnow box. piw‘box pseudo pho box y, Pribwnow box
' La regidn de Pnhnow box de S lyp}u es ldenuca

la de los gcnes phoE de S
ophimurium, E. call y K. pneumamae exccpxo en F cloacae cn dondc se Iocahzn una
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1G]

B)

E.
5.
s,
£,
K.
K.

€.

cold
typhimurium
typhi
cloacae
pneumoniac
oaytocs
froundit

TABLA 7.-

FALLA DE OR

col uuuncnccn

YIGEN

5

Am————
‘c:uncnunu:rrncumrrArncummununn- ~CCACATTTTRAGAATATT

typhimsriua Al .

typhi v TUA T

THACCHC AACAATT

AARAAATT

TTITT
A

—rlan--TAfrfl"'rr ARMACT

cloacas e v TYTOA Gan
CARARATAT

AAATTATY

pneumoniaoe 4
aranacirrend
PB

pseudo~pho box

T AAunrr-rrrrnwuau T

«

————
ArrnATEﬂrrAA'rnTAft"rn‘aACAAYETEAGDHAAAAAC‘FI‘?EHGI‘I‘!T-cAAcncuAL‘rﬁcccmﬂuAAf

TCACTTTET! TPAAAA, T

CTCACTITGTCATAATCT CTTAAAR

TeATT AAARCE

© 3
€-CACAY ARAAA

pho  box PB

T T-TAATT:

TAATT

AATTAAR

T-TA--TCOT

FRRSTLALVVINGTVA SA3VOARE | THRDGH KUAVIGRVAKUTHE  ORASAGGOCITIAF I
MUKSTLAIVYI-TIA teKuow KLy "

MMKITLAIVVS-LLA 3AIVHARCVY xu THa
jURKSTLALYVHOVYA o
HERITLALMINGIVA STATUAAEVINXNAN KLOVIGRIKANHIFS DYDAKDGDUTIVEra
joen sutabun 2 asATOARE out A n
IMXRITLALYVHGITA IASVEAAE xtoL inLa

i : L4

PROCTQINOOLTETO NWEREFRONKALITY
FEALTQIADULTOTG RWENCPAINKACSOR
FRCRTQIADOLTOTO WEAEFAGHXAC20S
PAGETQINOULTOYG AWEAEPAGHKAEADS
TXGETQINEDLTATO AMESEFIONKTCSDS

i IKGETQINONLTOTG WMESEFIONKTEIUD

FROCTQINDELTOTO NMEALPATNEALINS

4 TNyt
e LNLTLOTQOXWEARD

TEGRTRLATAOLETK DLGSF ] i
SQUKTRLAFAGLELK nloar ALT
SQQKTRLAPAGLKLE D reroco Aso
S-QNTALUTAGLLK DFOILOIORMLOALY DVCANTONTPEFOGO SIACTOMINTRASG
S-QKTALAPAGUKLE yraar PEFGAD  S3AQTONPHTKEA
3-0KTRUAFAGVEVE mta3 T oveamonreeroc v r

AT T

LATIZNTOZFOIVEO LOLTLQYQGKNCOAD
LATIRBTDFFOIVIG LOLTLQYQGXNEDAD
LATTRNTOPFOALUO  LONTLQYQUKNENRD
LATIRFTOPPCLYDG LOLTLQIQGKNRONE
LATIANTOPFOVYRG LOLTLQYQOKRZOAZ

WOUKTRLAFAGIXLX  wtoar LGALT L r
i

DPCG!DIAI !CIITI --------
TL soaT

o et
VRRQNODOPGTILTY

TKRASE L
"

FTTCCPANRTUNT £A
PYIGGPANKTQNPEA

s e bt
AF  RITUATY TSETRRANT
OITIATPYIETRRUT

o SGATTL SOUT! ®earc

Qurea
PLIQCFANKAQNPEY

LTy 1LARAGG O, i

AKRLECOGVOTSLIY
TSLOT

DEGETDPAVIANITS T Lraga BAN
tA RKATAMATGLETDAR
Ktoan

#ITLATHESETRRNT
BLTIATI TaETANHT

PISGCPANKAQNIEA
PIAGGTARKTQNPLA

DLVKTTSVERTTFN KRN VOTRTNOLD
OLVMIIDVEATTIFR XKNSATVDYEIRQLD
OLUNTIOVGAITTFM ENMIAPVOYRINCLD
ULVETIOVGATITFN KENSAFVOTEINQID
QLVATIDVGLTIIFA EKNKA?VOTEINQLR
OLUNTIOVGVTITFN  KIMNAFVDYKINQLE
DLUNTIDVGATITIR KHMSATVOIXINQLE

1VLIKGLDIEGIGOE
TVLIKGKDIEGVOIE
TYLIRCEDIEGVOSE
TvgaRasbreciaoe
TViaRaxnEeoveIT
1viIxaRnlcavase
EVLIRGROLROVONE

vAGryrSraLarata
vigtyrorcLarate
VIQTUrorGLAPaLO
VAQIQFOPGLE PILG
VAQYQroraLersio
vapTgrorciaraLa
wWergroraiarsia

Gerrgfos
avTrerz-
oLTIgrz-
@erTert.
@errere-
aNTTQre-
oxvigre-

SOWTLOIADADE VAT
SHETLOINDONLYAL
DONELQYISOOLVAY
308RLGIADDOIVAL
30RELOINDODIVAY
208KL0I ¥ NDRIVAY

Comparacién de la region reguladora del gene phoE (A) y de la proteina PhoE dc S.
typhi (B} con secuencias similares ya caracterizadas de otras bacterias,

Tommassen et al., (1987).

pho box y Pribnow box (PB).

Sitio de inicio de transcripcion.

Sitio de unién para ribosoma (Shine- Dalgarno)
Péptido sefial. AR
Regiones transmembranales. g
Regiones periplismicas.

Regiones expuestas a la superficic celular.
Lisina (K) 125, determinante para la selectividad aniénica.
Aminodcidos i importantes para la’ bm(,encsns de la proteina,
Huecos para un nlmcamlcnlo épumo y ausencia de ammonc:dos enla

pro(cma.

regi6n indispensable para la expresion 6ptima de porina Pho E en E. coli (Tommassen et al..
1987). .
Pseudo pho box y Pribnow box (PB') (direccién inversa de la transcripcidn), segiin

region estructural de la
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Citosina en lugnr de Adcnina, La secuuncna nucleoudlca dc la” rcyon rcguludora de

I( oxitoca y C ﬁ-eundu no se ha repormdo. pero si ln rcg,lon ‘de’ pcpudo schal y rcyon”

estructuml de la prolema (prcnngs ot aly 1‘992b)

en la regxén pseudo pho_box de-E; Vloacae, puede nolarsé el cambm de tre bascs con‘v

respecto a la regldn pseudo plm box‘de s ryphmmrmm y S Iyph

“La supuesm region de Prlbnow hox (Pnbnow box'), se loca]xm en dlreccmn mversa
{ 1987) es ldéntxca en

dela trascnpcmh arriba del pseudo pha box, segun Tommasscn c( al

E coll, E cloacae, S _yph:mur m: y'S ryplu. Las rcgmncs consenso, Pnbnow box y lais

En este estudio sc obscrvé la ausencia de la glicina 12 en la regi6n del pepudo scﬁal
en la ponna PhoE dc S I)phl al igual a lo reportado por Spierings et al., (1992a) en S .
lyphlmurmm (T abla . 5
‘ prenngs et al. (1992.'1, b) han reportadé que en ¢l péptido sefal de la ponna PhoE‘

de. E. coli, C reundu E. cloacae, K pneumoniue y K. oxytoca tiencn una longuud de 21._

sitio dmglda cambxaron la ghcms 12 por una alanina en ¢l péptido seﬂal del gene phoE dc 1:

E. coll dcmostmron que la protcina precursora ¢s transladada a ln MI pcro los nnclcs de o




1988; Batenburg ct al., 1988; Bosch et al., 1989b; De Vrije et al., 1989; Killian et al.,
1990a; 1990b: Kuster et al 1991; Nouwen ct al., 1994). ) .

C)- La regién estructural de la porina PhoE de S. tvphi.

En ¢l modelo de estructuracién de las porinas en Ia MLE, s propone la presencia de
16 regiones conservadas transmembranales de la porina PhoE y ocho regiones
hipervariables en la superficic de la M.E. (Van der ley ct al., 1986; Bosch y Tommassen,
1987; Agterberg et al., 1987a; Agterberg et al., 1989). El anilisis de hidrofobicidad e
hidrofilicidad realizado con la porina PhoE de S. typhi se ajusta a cste modelo (resultado no
mostrado).

En la ponnn PhoE de E cnh se hn dcmostrado la conservacion de aminoécidos

cturacién en la membrana externa
'c et al., 1991). Estos amino4cidos

iscncmls pam
(Bosch el

lambu:n se conscnan teina PhoE ‘de S. }ph: Existe una regidn que abarca del

ammoacldo 90 140 1a cual conﬁpondc. scéun modclo de estr ion, a la

region e’(pucsta hacia Ja supcrf' cie’ wlular y'se ha sugendo que en esta regién es donde

pos:blemcme se ajusm Ia abéﬂum dcl poro de Ia ponna, denominada regién eyelet (ajuste
de poro) (Slmnc ct al 1993) Ademas también se conserva la lisina 125 que, sc ba
oh.»en'ado, es la rcsponsablc de la selectividad aniénica de la ponna PhoE. Esta hsma no se
ha obsenado en las otras porinas (OmpC, OmpF) (Bauer et al., 1989). : . : )

Ou'.\ diferencia observada en las porinas PhoE hasta ahora a:sladas, es la auscncla de : :

_dc esta gl i en E. coli S. I)phr S. l}phlmurmm y

P

72 en la: pon

observado que la ién de la g

bacterias, no altera su expresion. Por otra parte, la ponna PhoE dc K oxy

" glutamina 2”7 presente en K iae, E. 2
PhoE de S nphi ) S typhmmnum y a Ia mosma 273 dc l'hoE de E. caIx y h ﬁ'eund No

s¢ ha reportado aun comoes la cxpnmon dela ponna PhoE de C freundu en E ; caI: .
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Cfreundii  Sayphimurium S.ayphi E.cloacae K.pneumoniae K.oxytoca

E.coli B 79 ) 79 T T

90, 89. 88 87. 85. 87

" Cfreundit

S.yphimuriion 9o a8 78 8o
) ) o8 ) 81 8%
Sophi 7 78 7
BS. ... 86 _ _ . .8

E.cloacae 81 __ 82
86 86

K pnewgnoniae : 88.
5.

TABLA 8 - Porccntajc de ndcnudad dc la rcgzén cslructural del gene phaE y similitud de la

— proteina PhoE entre diferentes enterobacterias. )
—— Porcentaje de identidad a nivel nucleotidica.
—_—

P 1je de similitud a nivel de aminodcid
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2).- EXPRESION DE LA PROTFINA PhoE dc .Su/umnc/[a nplu EN . coli”

l’ar'l dc.lermmar 51 el 5enc pImL‘ de S I_)/I/ll es dc.pcndxullc dcl mslcm.l dc dos_ :

componcnlcs PhoB PhoR y s 'la "protcnm PhoE dc csta b'lc(erm se C\])r(.Sd Lll

coplas'y en un slsle a

baclen.l I n cambxo, Ia !ransformac:on dg la CLpd CE1248 con el pl.lsmldo p':\ FS/ (qug

lleva cl y:nc phaE de S. lyphl) fUL alla a pcsdr dL quc este plasmldu lumbn.n es de d]lO

ot
%



o).~ Plisiiid pib14 -

a).- Plésmxdo pIP14: Ia doble linea representa cl plismido PACYC184 (bajo nimerade . . .
copias) y Ia linea dclgadn el segmento de DNA de £ CDII, la flecha indica la onenmclén dcl

p!
mimero de eoplas) la linea dclgada rcprescnta el fmgmento clonado del plésmxdo pJPM
(obtenido con las ecazimas de restriccion EcoRI-Sall), en los sitios compallbles con el
pBR322, dicho fragmento contiene ¢l gene phoE de E col La ﬂuhn mdlca la onenlacxon

del gene.




nimern de cnpm: La posrblc cxphcac(on en ln LﬁClCllCla de lr.\nsfommcmn dc c%m cepa
al PhoB;

'p A l 57 podrm dcbchL a qua el acmador lransc pu

con los plusm(do: pAl”O y

camo de nho for
36 KDa erl
complemema

dcsuuas anlerm

t ntrééién de fosfato |

apm“madamcmc de 36 KDa, en'baja con

qura 7, castiles 2 el 2y 6)

crecio en allo fosfato {

&) En contraste las ccpas" L1248 y CEI224 16 transformadas y_crecidas e fas

mismas wndzcmnes de baja Y alta concen\racxon de fosfato, no

Xpresaron la proteina dc 367

KDa (Fu,ura 6, cumlcs 4 y ’ ;,u“ 1, camles4 );:5) ;
Con cl anahsls de la su:umcna a mvel nuclcondlco yde. nmmoaudos ademﬁs de

los resultados de la uprcsnon de'la pro\una de 36KDa dg S. 1) phl enk mh han pcrmmdo
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-FIGURA 6.- Perfil clectroforélico de PME separadas en un gel de Poliacrilamida-SDS-Urca. La
cepa CE1248 (PhoE OmpC,OmpF~,Pho%) y controles MH760 y MH1461 fueron crecida en T.G.
con concentraciones de bajo y alto fosfato: A).-1.-MH760 (OmpF®); 2,6.-CE1248/pATS7; 3,7.-
CE1248/pIP14; 4,5-CE1248 sin transformar; 8.-MH1461(OmpC®); 1,8.-Crecidas en LB; 2,3,4.-
Alto fosfato; 5,6,7.-Bajo fosfato. La flecha indica 1a porina PhoE. Unicamente se muestra la parte |
importante del gel, el cual fue tefiido con azul de Commassie.

1 2 3 4 5 7 8
e l'hnr\
e

. ]
OMM".““*&'—

OmpF

OmpA

FIGURA 7.- Perfil electroforético de PME separadas en un gel de Poliacrilamida-SDS-Urea. La
cepa CE1224 (PhoE™, OmpC~, OmpF™) y controles MH1461 y MH760 fueron crecidas en T.G. con
concentraciones de bajo y alto fosfato: A).-1.-MH1461 (OmpC®); 2,6.-CE1224/pAT57; 3,7-
CE1224/pAT20; 4,5.-CE1224 sin transformar; 8.-MH760(OmpF*); 1,8.-Crecidas en LB; 2,3,4.- Alto
fosfato; 4,6,7.-Bajo fosfato. La flecha indica la porina PhoE. Unicamente se muestra la parte
importante del gel, el cual fue teilido con azul de Commassie.

36



proponer qu«. t,l Lcnc clon.xdc en cl pldsmldn pAlS? codlf' ca para la ponna PhoE de S )

c\lstencm de otras fosfalasas mespunf icas en S !vphl mvolucmdas cn Ia hxdt\Shsns de los:', L »

comipuestos con fosfalo g
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b o~

Oriipe g
Ompk ~Phok,

Figura.- 8 Perfil electroforético de PME separadas ¢n un gel de Polmcnlamxda-SDS Urea, dela
cepa de Salmonella typhi IMSS-1, crecida en T.G. con concentraciones dc alto @y bajo fosfato (b).
La flecha indica la porina PhoE.
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4.-  LAS PROTEINAS OSMOREGULADORAS EnvZ y OmpR, NO
REGULAN LA EXPRESION DEL GENE phoE EN
CONCENTRACIONES ALTAS Y BAJAS DE FOSFATO.

Mcyér et al., (1990), reportaron que {a expresion de la proteina PhoE de £ coli
disminuye cuando aumenta Ja osmolaridad del medio, pero este mecanismo de ‘
osmoregulacion no es dependiente de las proteinas sensoras PhoR (metabolismo de fosfato)

y EnvZ (sist de osmoregulacién). Considerando lo anterior y con los resultados que se

obtuvieron en la expresion de la porina PhoE de E. coli y S. typhi en las cepas de E. colj
CE1248 y CE1224, crecidas en concentraciones altas y bajas de fosfato, en los cuales no se
. observé niguna alteracién en la expresion por Ja mutacién en el activador transcripcional
OmpR el cual regula la transcripcion de las osmoporinas OmpC y OmpF en condicones de
alta y baja osmolaridad respectivamente), ‘
, Con bnse en to amenor, se anahzé la expms:on de la proteina PhoE de S. typhi
endbgcna en cepas de S t)phr lMSS-l ompR :Cm y en IMSS-1 envZ::Cm. (construidas en
el lnboratono del Dr. E‘ Ca]vn por Juarez, D datos no publicados). Estas cepas conticnen

los_&‘,’nes o»gnpR'h ‘ int rrumpldos por un casscne de clomnfemcol y no expresan las

mﬂuyen en la e‘(presmn del gene phaE de S, Iyp}n en l'

reportado en E coli (resuhados no mostrados).

5).-

de cada uno de cstos genes con el gene cslmcxum! IacZ dc E coh (como se dcscnbm cn

métodos) y se¢ cuanuﬁco la actmdad de G-;,alactos:dnsa de es!zs fusnones transcnpcnonales
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tanto-en E. coll (MC4100/pAT56 MC4IOO/pATS9). como en 'S ryphl (IMSS l/pA'F56
lMSS-l/pAT59)' como cn ' Ia cepas controles-de £ cah MC4100/pMC187I y de
S. typhi lMSS llpMC187l : i

Se’ emplc6 la’¢ pa de E cah MC4100, porque ticne ellmmado cl gene IacZ y por lo '

9A, 10A). En cambio, las mi cepas
permanecieron en fase lag durante todo el periodo del cultivo (ﬁgl@;éis

Por otra parte, la actividad de fosfz  alcalina

control positivo ya que indi permmé cor

reallzados con plésmxdos de alto nimero de copias (denvados de pBR322)



AT

Figura 9.-
A Cmeuca dc crec:m

o pMCI871

*:* TIEMPO (HORAS)

Bajo fosfato,

e pATS6. Bajo fosfato .- -
~—e—— pATS9 - ' Bajo fosfato.
~—o— : pMCI871 ' Alto fosfato, -
——w—" pATS6 . - Alto fosfiato,
~—a—" PAT59 - Alto fosfato:
-TIEMPO (HORAS) |
k=3 pMCI871 ~  Alto fosfato. fosA.
E- = pMC1871 Allo fosfato. B-gal,
2 PMCI87!  Bajo fosfato. fosA.
2 pMCIsT1 Bajo fnsfi_ra. B-gal,
° PATSG Alto fostaly, 103A. .
5 PATSG6 Alto fosfato, B-gal.
E,wo d - pATS6 Ba@o fosfato fosA.
= PATSS Bajo fosfato. G-gal.
= PATS9 Alto fosfato, tosA.
g PATS9 Al fosfato. B-gal.
a | pAT59 Bajo fosfato, fosA.
s PATS9
%
£

Bajo fosfato. 6-gal.

*B).- Cuantificacion dela acuvxdad dc B-gal.xclosndasa (B-gal) y fosl‘a(asa alcalina (FosA), de

o, 1,

la cepa de E, coli MC4100, 1mnsfonnada in
coli (pAT56) ¥ 5. (ypln_(p/\'[‘ﬂ_\ ¥ (_:on gl plasmido pMC1871 (control)..

con las fusi transcripeionales de E.
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W °
S~
E :
& pMCI871
S . pMCISTE
L PATSG
g PATS6
2 PATSO
= PATSO
@) 2000 S

1000

'Fosfatosa alcallna (unldsdar/mg }

—t

B.- Cuantlﬁcacxén de la activi

Alto fosfata.
Bajo fosfato.
Alto fosfato.

- Bajo fosfato

Alto fosfato.

Bajo fosfato.

TIEMPO (HORAS)

pMC1871
/pMC187]
-pMC1871
pPMCI1871
PATSG
PATS6
PATSG
PATS6
PpATSY
PATS9
pATS9
PATS9

Alto fosfato, fosA.
Alto fosfato. 0-u1l.

Alto fosfato. .
Bajo fosfato fos,\

Bajo fosfato. B-gal.
Alio fosfato, fosA.
Alto fosfato, B-gal.
Bajo fosfato. fosA.
Bajo fosfato, B-gal.

d de la B-galactos:dasa (B-gal) y fosfa!asa alcahna (fosA), de

la cepa de S. fyphi IMSS-1, mmsforinada mdlwdualmcnte con las fusiones transcnpcxonalcs de E.

coli (pATSG) y S. r}plu (pATS9) y con el plésrmdo pMCI 871 (control)
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VIi.- DISCUSION.

. En este trabajo se caracterizo el gene phoE de Salmonella nyphi, el cual se subcloné
en el plismido pBR322, a partir de un banco genémico de S. iyphi construido en el fago
lambda 1059, el cual dié séﬁal de hibr'idaciéln positiva con el gene phoE de E. coli, con el

objetivo de determinar si cfccuvamenle éste cra el gene homologo phoE de S. typhi ysila : -

proteina producto de este genc se expresaba en condiciones limitantes de fosfato.
Al analizar la s
porcentaje de idehtidé& de’

ia del fi > sub, do en el pBR322, se observ que el

tc gene de 8. typhi fué del 89% y 79% a nivel de anunoémdos

y nucledtidos respe amente, el ‘gene phoE de E. coli. Ademas, se demostrd: que la

mduccxon/represmn de este ene cs- pendiente de las cc iones de fosfato y que el
PhoB-PhoR como ha sndo demostrudo

Iy

expresa cn E oh uando el genc phaE de S. I_)phlmurmm cs!a conlemdo en un plasnudo‘, ced

de alto numero ) de coplas
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Ln este trabajo cuando se anuhzaron los pcrt' les clcclroiorct:cos dc las PMP dl. S

(umcopm) no se puedcn'comparar con los obscrvados por Splenng et. al (l992a) en S




typhimurium. debido a que la expresion de la proteina PhoE de §. fyphi en CEL248 y
CE1224 fueron realizados con pldsmidos derivados de pBR322 (alto nimero de copias).
Sin embargo, los resultados en multicopia fucron similares a los reportados también por
Spierings et al., (1992a). Por otra parte, se d % cl la expresion de la porina
PhoE de S. nyphi enddgena en limitaciones de bajo fosfato. Ademas, con la cuantificacién
de la actividad de B-galactosidasa de la fusién transcripcional de E. coli (pAT56) en S.

typhi, es clata la pr ia funcional del si de dos p PhoB-PhoR de S.

niphi.
Recientemente. Scholten et al., (1995), demostraron que Shigella. flexneri contiene
el locus phoE (aun no. l\a sxdo aislado). Sin embargo, no observaron la expresién de la

proteina Phok endo de S. flexneri al crecerla en concentraciones de bajo fosfato,

lampoco lograron ex proteina PhoE de E. coli, cuando transformaron a S. flexneri

Posteriormente demostraron que la ausencia de expresién dej

debe a que la proteina PhoB de S. flexneri presenta en la

en £ coli es una argininzn Por medio de mumgenesis de sitio

lmnscnpcmn de] gene phaE con la reglon pnbnou bax TAAAAA ¥ que )a leucma 172 en -

1
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la protefna PhoB de S ﬂcmen es xmpomnte para la mlemccmn PhoB-RNA pchmcrasa-

pho box cn el gcne phal: d» S. ﬂem n o posnblemem-, para R ﬂexm: ista otro Lfecmr‘ .

Salmaonella exisian otras t'osfmasas para

nichos ecoldgicos ocupados por una ¥4 ¢ a bac‘ena v cs pos:hle que los mccamsmos dc

regulacion de fosfalo entre S t)phz vE cali se'n snmxlares
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1).

2).-

3).-

4

5y

6).-

7

8).-

' typhunurmm y C. freundii (rcsuhados no moslmdo

'CONCLUSIONES.

_Ellocus phoE de S. typhi esta locahzado en el cromosnmn Junlo al opcrén proAB de’

manera similar a la del locus phoE en E CDII. K pneumonlae, E. cloacae, S0

La regnén consenso Pnbnow box de S. I)plu es |dcnllca a la de los olros genes phoE

OmpR—EnvZ cuaﬁdo esté ccnendo con conccn cnoncs de bajo y allo fosfato
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