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6.- ABSTRACT 
 

Role of Salmonella Typhimurium effectors GtgE and SopD2 in the inhibition of 

Rab32A recruitment to the Salmonella-containing vacuole in Dictyostelium 

discoideum and their contribution to intracellular survival and bacterial virulence 

 

Salmonella is a genus of enteropathogenic bacteria grouping more than 2,600 

serotypes, most of which infect warm-blooded animals. The interaction of Salmonella with 

its host is conditioned by multiple virulence factors, the most relevant during its infective 

cycle being two type III secretion systems (T3SSs) independently encoded in the 

pathogenicity islands SPI-1 (T3SS-1) and SPI-2 (T3SS-2). T3SSs translocate effector 

proteins directly to a eukaryotic cell to subvert its basic cellular processes. T3SS-1 and 

its effectors are essential for the invasion of Salmonella into host cells, where this 

bacterium survive and replicate intracellularly in a specialized membranous 

compartment, called the "Salmonella-containing vacuole" (SCV). 

To establish and maintain the SCV during infection, Salmonella subverts vesicular 

trafficking inside host cell by a series of effectors translocated primarily by T3SS-2. Many 

of these effectors target small GTPases of the Rab family, such as Rab32. Among other 

functions, the Rab32 protein is part of a pathway that contributes to restricting the 

intracellular growth of pathogenic bacteria such as Salmonella, Listeria and 

Mycobacterium. In the case of Salmonella, Rab32 is recruited to the SCV and commands 

the delivery of itaconate, a mitochondrial metabolite with antimicrobial activity. The GtgE 

(cysteine protease) and SopD2 (GTPase activating protein; GAP) effectors of Salmonella 

Typhimurium act cooperatively to proteolyze Rab32 and prevent its recruitment to the 
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SCV, promoting the survival of the bacterium in macrophages, as well as its systemic 

colonization and virulence in mice. 

During its life cycle, Salmonella interacts with amoebae and other phagocytic 

protozoa in the environment. The ability of Salmonella to survive intracellularly in 

amoebae, including in the model amoeba Dictyostelium discoideum, has already been 

described, but without exploring in depth the molecular mechanisms and virulence factors 

involved. Our group has reported that S. Typhimurium requires T3SS-1 and T3SS-2 to 

survive within D. discoideum residing intracellularly in an SCV-like compartment, similar 

to that previously described in macrophages. In addition, D. discoideum shares with 

macrophages many of the phagosome-associated proteins, including Rab32. In fact, in 

this amoeba there are 4 proteins homologous to Rab32 (Rab32A-D), being Rab32A the 

only one identified in phagosomes and associated with the "Legionella-containing 

vacuole" (LCV).  

The aim of this work is to determine whether the effectors GtgE and SopD2 

contribute to the intracellular survival and virulence of S. Typhimurium in D. discoideum 

by proteolysis of Rab32A protein and preventing its recruitment to the SCV. For this, 

∆gtgE, ∆sopD2 and ∆gtgE ∆sopD2 mutants of S. Typhimurium were generated and their 

intracellular survival in D. discoideum was assessed by infection assays. In addition, the 

virulence of these mutants was assessed by social developmental assays in the amoeba. 

All mutants showed increased internalization and decreased intracellular survival 

compared to the wild-type strain. Also, the mutants were unable to retard amoeba social 

development, unlike the wild-type strain. The trans complementation of ∆gtgE and 

∆sopD2 mutans restored wild-type levels of internalization, intracellular survival and the 

ability to delay the amoeba social cycle. In parallel, we identified by bioinformatic analysis 

that the four Rab32 proteins of D. discoideum share a high amino acid similarity with 
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mammalian Rab32 proteins, even conserving the sequence motif recognized by GtgE. 

To assess the proteolytic activity of GtgE, a Rab32A-6xHis fusion was generated for its 

recombinant expression in an Escherichia coli strain that also expresses the wild-type 

GtgE effector or a variant without catalytic activity (GtgEH151A). Proteolysis of Rab32A-

6xHis was observed when expression of wild-type GtgE and not the GtgEH151A variant 

was induced. Finally, a D. discoideum lineage expressing a GFP-Rab32A fusion was 

generated to monitor its subcellular localization by confocal microscopy in amoebae 

infected with the wild-type or a ∆gtgE ∆sopD2 mutant strain of S. Typhimurium. In the 

absence of infection, GFP-Rab32A accumulated around intracellular compartments of 

variable size. This distribution was not altered in amoebae infected with either the wild-

type or the ∆gtgE ∆sopD2 mutant strain. 

Overall, the results obtained suggest that GtgE and SopD2 contribute to the 

intracellular survival and virulence of S. Typhimurium in D. discoideum and that all Rab32 

proteins of the amoeba would be potential targets of GtgE, with Rab32A being effectively 

proteolyzed by the effector. On the other hand, Rab32A is associated with intracellular 

membranous compartments in D. discoideum, and this subcellular distribution that does 

not change during S. Typhimurium infection under the experimental conditions analyzed. 
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7.- RESUMEN 
 

Salmonella es un género de bacterias enteropatógenas que agrupa más de 2.600 

serotipos, los que en su mayoría infectan animales de sangre caliente. La interacción de 

Salmonella con su hospedero es condicionada por múltiples factores de virulencia, 

siendo los más relevantes durante su ciclo infectivo dos sistemas de secreción de tipo III 

(T3SSs) codificados independientemente en las islas de patogenicidad SPI-1 (T3SS-1) 

y SPI-2 (T3SS-2). Los T3SSs translocan proteínas efectoras directamente hacía una 

célula eucarionte para subvertir sus procesos celulares básicos. El T3SS-1 y sus 

efectores son esenciales para la invasión de Salmonella en células del hospedero, donde 

la bacteria sobrevive y se replica intracelularmente en un compartimiento membranoso 

especializado, llamado “vacuola contenedora de Salmonella” (SCV). 

Para establecer y mantener la SCV durante el proceso infectivo, Salmonella 

subvierte el tráfico vesicular de la célula hospedera mediante una serie de efectores 

translocados principalmente por el T3SS-2. Muchos de estos efectores están dirigidos 

contra GTPasas pequeñas de la familia Rab, como Rab32. Entre otras funciones, la 

proteína Rab32 es parte de una vía que contribuye a restringir el crecimiento intracelular 

de bacterias patógenas como Salmonella, Listeria y Mycobacterium. En el caso de 

Salmonella, Rab32 es reclutada hacia la SCV y comanda la entrega de itaconato, un 

metabolito mitocondrial con actividad antimicrobiana. Los efectores GtgE (cisteína 

proteasa) y SopD2 (proteína activadora de GTPasa; GAP) de Salmonella Typhimurium 

actúan cooperativamente para proteolizar a Rab32 y prevenir su reclutamiento hacia la 

SCV, favoreciendo la supervivencia de la bacteria en macrófagos, así como su 

colonización sistémica y virulencia en ratones. 
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Durante su ciclo de vida, Salmonella interactúa con amebas y otros protozoos 

fagocíticos en el ambiente. La capacidad de Salmonella para sobrevivir intracelularmente 

en amebas, incluyendo en la ameba modelo Dictyostelium discoideum, se ha descrito 

sin profundizar en los mecanismos moleculares y factores de virulencia involucrados. 

Nuestro grupo ha reportado que S. Typhimurium requiriere de los T3SS-1 y T3SS-2 para 

sobrevivir dentro de D. discoideum, residiendo intracelularmente en un compartimiento 

tipo SCV, similar a lo descrito previamente en macrófagos. Además, D. discoideum 

comparte con macrófagos muchas de las proteínas asociadas a fagosomas, incluyendo 

a Rab32. De hecho, en esta ameba existen 4 proteínas homólogas a Rab32 

(Rab32A−D), siendo Rab32A la única identificada en fagosomas y asociada a la “vacuola 

contenedora de Legionella” (LCV). 

En este trabajo, nos propusimos determinar si los efectores GtgE y SopD2 

contribuyen a la supervivencia intracelular y virulencia de S. Typhimurium en 

D. discoideum al proteolizar a la proteína Rab32A e impedir que sea reclutada hacia la 

SCV. Para esto, se generaron las mutantes ∆gtgE, ∆sopD2 y ∆gtgE ∆sopD2 de 

S. Typhimurium y se evaluó su supervivencia intracelular en D. discoideum mediante 

ensayos de infección. Además, se evaluó la virulencia de estas mutantes mediante 

ensayos de retardo del desarrollo social en la ameba. Todas las mutantes mostraron un 

incremento en su internalización y una disminución en su supervivencia intracelular 

respecto a la cepa silvestre. Asimismo, las mutantes fueron incapaces de retardar el 

desarrollo social de ameba, a diferencia de la cepa silvestre. La complementación en 

trans de las mutantes ∆gtgE y ∆sopD2 restauró los niveles silvestres de internalización, 

supervivencia intracelular y capacidad para retrasar el ciclo social de la ameba. 

Paralelamente, mediante análisis bioinformáticos se determinó que las 4 proteínas 

Rab32 de D. discoideum comparten una alta similitud aminoacídica con proteínas Rab32 
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de mamífero, conservando incluso el motivo de secuencia reconocida por GtgE. Para 

evaluar la actividad proteolítica de GtgE sobre Rab32A, se generó una fusión Rab32A-

6xHis para su expresión recombinante en una cepa de Escherichia coli que también 

expresa el efector GtgE silvestre o una variante sin actividad catalítica (GtgEH151A). La 

proteólisis de Rab32A-6xHis se observó al inducir la expresión de GtgE silvestre y no la 

variante GtgEH151A. Por último, se generó un linaje de D. discoideum que expresa una 

fusión GFP-Rab32A para monitorear su localización subcelular mediante microscopia 

confocal en amebas infectadas con la cepa silvestre o una mutante ∆gtgE ∆sopD2 de 

S. Typhimurium. En ausencia de infección, GFP-Rab32A se acumuló alrededor de 

compartimientos intracelulares de tamaño variable. Esta distribución no se vio alterada 

en amebas infectadas con la cepa silvestre o con la mutante ∆gtgE ∆sopD2. 

En conjunto, los resultados obtenidos indican que GtgE y SopD2 contribuyen a la 

supervivencia intracelular y virulencia de S. Typhimurium en D. discoideum y sugieren 

que las 4 proteínas Rab32 de la ameba serían blancos potenciales de GtgE, siendo 

Rab32A efectivamente proteolizada por el efector. Por otro lado, Rab32A se asocia a 

compartimientos membranosos intracelulares en D. discoideum, en una distribución 

subcelular que no cambia durante la infección por S. Typhimurium bajo las condiciones 

experimentales analizadas.
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8.- INTRODUCCIÓN 

 

8.1. - Generalidades sobre el género Salmonella 

 

El género Salmonella está compuesto por bacilos Gram negativo que se 

comportan como patógenos intracelulares facultativos (McQuiston et al., 2008). Los 

miembros del género están agrupados en dos especies (S. enterica y S. bongori), que 

en conjunto pueden ser subdivididas en más de 2.600 serotipos (comúnmente 

denominados “serovares”) de acuerdo a la diversidad de sus principales antígenos de 

superficie (Brenner et al., 2000; Popoff, 2001; Popoff et al., 2004). Los serotipos de 

S. enterica infectan mayormente animales de sangre caliente y tienen una marcada 

diferencia en el rango de hospederos a los que pueden infectar. Los serotipos 

“generalistas”, como Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) y S. Enteritidis, infectan 

a un amplio número de hospederos animales, incluyendo a los humanos. Por su parte, 

los serotipos “especialistas” tienen un espectro muy limitado de hospederos, como 

S. Typhi y S. Gallinarum que infectan exclusivamente a humanos y aves, 

respectivamente (Canals et al., 2011). Además, la manifestación clínica de la infección 

depende del serotipo de Salmonella y el hospedero animal al que infecte, abarcando 

desde una inflamación circunscrita al epitelio intestinal que causa una diarrea leve, hasta 

una infección sistémica que puede ser fatal (Fierer & Guiney, 2001). 

Actualmente, S. Typhimurium junto a S. Enteritidis son los serotipos más 

prevalentes como agentes etiológicos de la salmonelosis transmitida por alimentos en el 

mundo (Guard-Petter, 2001; Canals et al., 2011). S. Typhimurium es un patógeno 

generalista capaz de infectar aves, roedores y humanos, produciendo una infección 

sistémica similar a la fiebre tifoidea en ratones y polluelos, mientras que en humanos 
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causa una gastroenteritis autolimitada caracterizada por una diarrea inflamatoria 

acompañada por náuseas, vómitos, fiebre y dolor abdominal (Santos et al., 2001). 

 

8.2.- Ciclo infectivo de Salmonella 

 

La infección causada por Salmonella comienza por la ingestión de alimentos o 

agua contaminados con la bacteria, la cual sobrevive al pH ácido durante su tránsito a 

través del estómago hacia el íleon (Garcia-del Portillo et al., 1993). Aquí Salmonella 

penetra el epitelio intestinal, accediendo a la submucosa a través de las células M en las 

placas de Peyer (Jones et al., 1994), de fagocitos CD18 positivos (Vazquez-Torres et al., 

1999) o de células epiteliales no fagocíticas, en las que la bacteria induce su propia 

fagocitosis. En el subepitelio, Salmonella es fagocitada por células fagocíticas 

profesionales como macrófagos y células dendríticas residentes en las placas de Peyer 

(Vazquez-Torres et al., 1999). En el caso de S. Typhimurium o S. Enteritidis en humanos, 

el reconocimiento de la bacteria por los macrófagos induce una potente respuesta 

inflamatoria con secreción de citoquinas proinflamatorias e infiltración de leucocitos 

polimorfonucleares (McCormick et al., 1995), limitando la infección al intestino. Por otro 

lado, análogamente a la infección de S. Typhi en humanos, cuando S. Typhimurium o 

S. Enteritidis infectan a un hospedero murino la bacteria es capaz de sobrevivir y 

proliferar en el interior de los macrófagos (Ochman et al., 1996; Shea et al., 1996; Hensel 

et al., 1998), pudiendo diseminarse hacia los nódulos linfáticos mesentéricos, el bazo y 

el hígado (Vazquez-Torres et al., 1999), así como también hacia la médula ósea y la 

vesícula biliar (Wain et al., 2001; Sinnott & Teall, 1987). 
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8.3.- Mecanismo de patogenicidad y factores de virulencia de Salmonella 

 

La interacción de Salmonella con su hospedero es condicionada por múltiples 

factores de virulencia, codificados en genes que están localizados mayoritariamente en 

regiones discretas del genoma definidas como “islas de patogenicidad de Salmonella” 

(SPIs). Estas regiones corresponden a fragmentos de DNA que fueron adquiridos 

mediante eventos de transferencia horizontal (Marcus et al., 2000). En el genoma de 

Salmonella enterica se han identificado al menos 23 SPIs diferencialmente distribuidas 

entre los distintos serotipos, los que en su mayoría comparten 5 SPIs (SPI-1 a SPI-5) 

(Desai et al., 2013), siendo SPI-1 y SPI-2 las de mayor relevancia a lo largo del ciclo 

infectivo de la bacteria. 

SPI-1 y SPI-2 codifican dos sistemas de secreción de tipo III (T3SSs) 

independientes (Galán & Curtiss, 1989; Hensel et al., 1998), los cuales median la 

translocación de “proteínas efectoras” (también llamadas “efectores”) directamente hacia 

la membrana o el citoplasma de una célula hospedera (Izore et al., 2011; Portaliou et al., 

2016). El T3SS codificado en SPI-1 (T3SS-1) participa principalmente en la invasión de 

células no fagocíticas durante la etapa intestinal de la infección, translocando una serie 

de efectores hacia las células que componen el epitelio del intestino (Galán & Curtiss, 

1989; Jones et al., 1994). Algunos de estos efectores causan un reordenamiento del 

citoesqueleto de actina, generando protrusiones de membrana que culminan en la 

internalización de la bacteria por parte de las células epiteliales a través de 

macropinocitosis (Hardt et al., 1998; Patel & Galán, 2006). 

Tras cruzar el epitelio intestinal, el T3SS-1 también le permite a Salmonella 

invadir células fagocíticas, como macrófagos, neutrófilos y células dendríticas, en cuyo 

interior la bacteria es retenida en una vesícula fagocítica (Alpuche-Aranda et al., 1994). 
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Salmonella es capaz de sobrevivir al ambiente microbicida del fagosoma de estas células 

por acción de proteínas efectoras secretadas a través del T3SS codificado en SPI-2 

(T3SS-2) (Ochman et al., 1996; Shea et al., 1996; Hensel et al., 1998). Conjuntamente, 

los más de 30 efectores del T3SS-2 actúan remodelando la membrana del fagosoma y 

evitando su fusión con lisosomas, al interferir con el tráfico normal de la ruta endocítica 

celular (Carrol et al., 1979; Steele-Mortimer et al., 1999; Hernandez et al., 2004; 

Drecktrah et al., 2007). Este proceso deriva en la formación de un compartimiento 

membranoso especializado, denominado “vacuola contenedora de Salmonella” (SCV), 

dónde la bacteria sobrevive y prolifera intracelularmente. La biogénesis y mantención de 

la SCV, con marcada participación del T3SS-2 y sus efectores (y también de algunos 

efectores del T3SS-1), es crucial para la supervivencia y replicación de Salmonella en 

macrófagos y su capacidad para establecer una infección sistémica en modelos 

animales (Fields et al., 1986; Hensel et al., 1995; Richter-Dahlfors et al., 1997). 

 

8.4.- Alteración del tráfico vesicular en la ruta endo-lisosomal por Salmonella 

 

Dentro del complejo proceso que permite establecer intracelularmente a la SCV 

como un nicho replicativo para Salmonella, un punto central consiste en evitar su fusión 

con lisosomas y con cualquier vesícula que transporte enzimas hidrolíticas y proteínas u 

otros compuestos con actividad antimicrobiana (Santos & Enninga, 2016). Para esto, 

Salmonella y otras bacterias intracelulares, como Legionella pneumophila, 

Micobacterium tuberculosis y Listeria monocytogenes, disponen de mecanismos para 

subvertir el tráfico de vesículas en el sistema endo-lisosomal de la célula hospedera, 

teniendo a las proteínas Rab como blancos recurrentes (Cossart & Roy, 2010). Estas 

proteínas corresponden a una familia de GTPasas monoméricas que determinan la 
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identidad de compartimientos membranosos y regulan la fisión y fusión de vesículas, así 

como el movimiento de éstas y de organelos en la célula (Pfeffer, 2013; Zhen & 

Stenmark, 2015). Fisiológicamente, la actividad de las proteínas Rab es controlada por 

sus respectivos factores intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEFs), proteínas 

activadoras de GTPasas (GAPs) e inhibidores de disociación de nucleótidos de guanina 

(GDIs) (Cherfils & Zeghouf, 2013). Los efectores bacterianos pueden actuar modificando 

o proteolizando directamente a las proteínas Rab o indirectamente: (1) imitando a sus 

GEFs o GAPs, (2) modificándolos covalentemente o (3) degradándolos por proteólisis 

(Aktories, 2011). 

Durante la biogénesis de la SCV algunos efectores de Salmonella se asocian, 

reclutan o afectan la distribución de algunas proteínas Rab en membranas (Spanò & 

Galán, 2018) (Fig. 1A). Tempranamente, la SCV adquiere a Rab4 (Smith et al., 2005) y 

por acción del efector SopB también es reclutada Rab5 hacia su membrana, mientras 

que Rab8B, Rab13, Rab23 y Rab35 son excluidas de este compartimiento membranoso 

(Smith et al., 2007; Bakowski et al., 2010). También hay reclutamiento de Rab7 a la SCV, 

dónde es inhibida por el efector SopD2 (Schroeder et al., 2010; D'Costa et al., 2015). A 

su vez, el efector SifA secuestra a Rab9 impidiendo el reclutamiento hacia la SCV del 

receptor de manosa-6-fosfato independiente de cationes, que está involucrado en la 

entrega de enzimas lisosomales solubles a los lisosomas (Garcia-del Portillo et al., 1995; 

McGourty et al., 2012). Las proteínas parálogas Rab32 y Rab38, y su compañero 

filogenéticamente más cercano, Rab29 (Klöpper et al., 2012), son reclutadas 

diferencialmente hacia la SCV según el serotipo de Salmonella, estando presentes en la 

SCV de S. Typhi dónde incluso Rab29 es necesaria para la exocitosis de la toxina 

tifoidea (Spanò et al., 2008), pero ausentes en la SCV de S. Typhimurium. La exclusión 



6 

de estas proteínas Rab de la SCV en S. Typhimurium es específicamente mediada por 

la acción de los efectores GtgE y SopD2 (Spanò, 2014) (Fig. 1B). 

 

 

Figura 1. Salmonella subvierte el sistema endo-lisosomal en células eucariontes. (A) Normalmente, distintas 
proteínas Rab (O) se asocian a endosomas tempranos (ee/re), comandando su maduración a endosomas tardíos (le) 
y finalmente a lisosomas (lys), los cuales adquieren enzimas hidrolíticas (▲) y marcadores de membrana, como 
LAMP1 (■) y la ATPasa vacuolar ( ). Salmonella a través de diferentes efectores (SopB, SopD2 y SifA, entre otros) 
altera el reclutamiento de proteínas Rab hacia la SCV, evitando su fusión con un lisosoma, lo cual permite que la 
bacteria sobreviva y se replique intracelularmente. (B) En serotipos generalistas como S. Typhimurium, los efectores 
GtgE y SopD2 actúan sobre Rab32 y otras Rab relacionadas para prevenir la entrega de enzimas y/o factores 
antimicrobianos (  ), particularmente itaconato, hacia la SCV. (C) Rab32 es activada por la incorporación de GTP a 
través de un GEF, disociándose de su GDI que la mantiene soluble en el citoplasma y asociándose a distintas 
membranas, incluyendo la membrana de la SCV. Aquí SopD2 inactiva a Rab32 al estimular la hidrólisis de su molécula 
de GTP, siendo ahora sustrato para la proteólisis por parte de GtgE. Rab32 proteolizada permanece en una 
conformación similar a la de su estado inactivo, la cual le impide interactuar con otras proteínas celulares y permite 
que sea removida desde la membrana de la SCV por su GDI. Adaptado de Spanò & Galán, 2018 y Wachtel et al., 
2018. 
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8.5.- Participación de los efectores GtgE y SopD2 en la supervivencia intracelular 

de Salmonella 

 

GtgE es un efector translocado a través del T3SS-1 y T3SS-2 (Spanò et al., 2011), 

el cual es codificado dentro del profago lambdoide Gifsy-2 presente en serotipos 

generalistas de Salmonella, como S. Typhimurium (Ho et al., 2002). A través de su 

extremo C-terminal (Kohler et al., 2014; Xu et al., 2016), este efector desarrolla una 

actividad cisteína proteasa contra múltiples GTPasas monoméricas, como Rab29, 

Rab32 y Rab38, interfiriendo así su reclutamiento hacia la SCV (Spanò et al., 2011; 

Spanò & Galán, 2012; Spanò et al., 2016). Por su parte, SopD2 es un efector que 

comparte una alta identidad y similitud aminoacídica con SopD (Jiang et al., 2004); sin 

embargo, ambos efectores son genómica y funcionalmente diferentes. SopD es 

codificado en un gen localizado en el mismo locus cromosómico en todos los serotipos 

de Salmonella (Jiang et al., 2004) y es translocado por el T3SS-1 y el T3SS-2 (Jones et 

al., 1998; Brumell et al., 2003), actuando cooperativamente con SopB durante la invasión 

de S. Typhimurium por macropinocitosis (Bakowski et al., 2007). En contraste, SopD2 es 

codificado en un gen presente en S. Gallinarum, S. Enteritidis y algunas cepas de 

S. Typhimurium (Jiang et al., 2004), siendo un efector translocado por el T3SS-2 y que 

está implicado en el control del tráfico vesicular ejercido intracelularmente por Salmonella 

(Brumell et al., 2003). El extremo N-terminal de SopD2 es suficiente para asociarse a la 

SCV e inhibir el intercambio de nucleótido de Rab7 en su membrana, impidiendo la 

interacción con proteínas de andamiaje que unen a los motores moleculares dineína y 

kinesina. Esto entorpece el movimiento de compartimientos endocíticos, incluida la SCV, 

hacia los lisosomas (D'Costa et al., 2015) y aumenta la disponibilidad de vesículas para 

el crecimiento de proyecciones membranosas desde la SCV (Schroeder et al., 2010). 
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SopD2 también interactúa con Rab34 favoreciendo la maduración de la SCV (Teo et al., 

2017). Por otro lado, el extremo C-terminal de SopD2 contiene un motivo tipo “arginine 

finger loop” propio de las GAPs eucariontes, siendo capaz de estimular in vitro la 

hidrólisis de GTP en las proteínas Rab8A, Rab8B, Rab10 y Rab32 (Spanò et al., 2016). 

SopD también tiene la capacidad de interactuar e inactivar a Rab8A, Rab8B y Rab10 

mediante un motivo GAP en su extremo C-terminal (Boddy et al., 2021; Lian et al., 2021 

Savitskiy et al., 2021); sin embargo, no presenta dicha actividad sobre las proteínas 

Rab29, Rab32 y Rab38 (Savitskiy et al., 2021). En el caso de Rab32, la actividad GAP 

de SopD2 previene su reclutamiento a la SCV al mantenerla en un estado inactivo unida 

a GDP (Spanò et al., 2016). Sólo en esta condición Rab32 es un sustrato susceptible a 

proteólisis por GtgE, ya que este efector tiene baja afinidad por la GTPasa en su estado 

activo unida a GTP (Wachtel et al., 2018). De este modo, la participación de SopD2 es 

requerida para que GtgE pueda actuar eficientemente sobre Rab32. La proteólisis por 

parte de GtgE no conduce a Rab32 a su degradación, sino que provoca que adopte 

permanentemente una conformación similar a la de su estado inactivo, en la cual no 

puede interactuar con otras proteínas celulares y puede ser removida desde la 

membrana de la SCV por su correspondiente GDI (Fig. 1C) (Savitskiy et al., 2020). 

Las proteínas Rab que son blanco de GtgE y SopD2, particularmente Rab32 y 

Rab38, participan en la biogénesis de compartimientos especializados llamados 

“organelos relacionados a lisosomas” (LROs), como melanosomas, gránulos densos en 

plaquetas o gránulos líticos en células T y neutrófilos (Dell’Angelica, 2004; Luzio et al., 

2014). La entrega de enzimas melanocíticas, enzimas hidrolíticas y una variedad de 

factores antimicrobianos hacia los diferentes LORs es coordinada principalmente por el 

reclutamiento de Rab32 y Rab38 junto a otras proteínas Rab (Wasmeier et al., 2006; 

Benado et al., 2009; Bultema et al., 2012). Rab32 y Rab38 también se localizan en la 
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membrana del retículo endoplasmático (ER) y de las mitocondrias. De hecho, Rab32 ha 

sido implicada en otros procesos como regular la dinámica mitocondrial (Alto et al., 202; 

Ortiz-Sandoval et al., 2014), modular la apoptosis mediada por estrés de ER (Bui et al., 

2010) y promover la formación y maduración de autofagosomas como parte de la 

autofagia constitutiva (Hirota & Tanaka, 2009; Wang et al. 2012). Adicionalmente, Rab32 

en conjunto con su GEF endógeno, el complejo 3 para la biogénesis de organelos 

relacionados a lisosomas (BLOC-3), constituirían una vía defensiva del hospedero para 

restringir el crecimiento intracelular de bacterias patógenas como Salmonella (Spanò & 

Galán, 2013; Solano et al., 2018), Mycobacterium leprae (Zhang et al., 2011), 

M. tuberculosis (Seto et al., 2011) y L. monocytogenes (Li et al., 2016). Un presunto 

mecanismo de la vía Rab32/BLOC-3 sería operar como un tipo no canónico de xenofagia 

(Tang, 2016), como ocurre para L. monocytogenes en células dendríticas, dónde las 

bacterias que escapan hacia el citoplasma son rodeadas por múltiples capas de 

membranas cubiertas con Rab32 (Li et al., 2016). En cuanto a M. tuberculosis, la 

hidrolasa lisosomal catepsina D es transportada hacia la vacuola contenedora de la 

bacteria con participación de Rab32 (Seto et al., 2011). Asimismo, en el caso de 

Salmonella en células dendríticas y macrófagos de origen murino, Rab32/BLOC3 reduce 

la supervivencia intracelular de la bacteria al mediar la entrega de intaconato hacia la 

SCV (Chen et al., 2020) (Fig. 1B). El itaconato es un metabolito mitocondrial con 

actividad antimicrobiana que inhibe enzimas que participan en el ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos (TCA) y la vía de derivación del glioxilato (Chen et al., 2020). De esta 

forma, la acción cooperativa de los efectores GtgE y SopD2 de S. Typhimurium evita que 

Rab32 sea reclutada hacía la SCV, impidiendo la consiguiente incorporación de itaconato 

en este compartimiento membranoso (Fig. 1B). Esto contribuye a la supervivencia 

intracelular de S. Typhimurium durante una infección in vitro y a su colonización 
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sistémica en un modelo murino (Spanò & Galán, 2012; Spanò et al., 2016). Más aún, la 

expresión heteróloga de GtgE en S. Typhi (serotipo que carece de GtgE y dónde SopD2 

no es funcional) permite su replicación en macrófagos derivados de ratón pese a ser un 

hospedero no permisivo para esta bacteria (Spanò & Galán, 2012). 

 

8.6.- Interacción de Salmonella con protozoos 

 

La biogénesis de la SCV y la interferencia del tráfico vesicular, como parte de la 

maduración de este compartimiento, así como el rol de los múltiples efectores de 

Salmonella que comandan el proceso y el impacto que tienen en la supervivencia 

intracelular de la bacteria, son aspectos extensivamente caracterizados en el contexto 

de la infección de hospederos animales. No obstante, el ciclo de vida de Salmonella 

también abarca una etapa ambiental, durante la cual la bacteria está sometida a otras 

presiones selectivas, como lo es su interacción con protozoos (Vaerewijck et al., 2014). 

Cabe destacar que la importancia de la SCV y de los efectores asociados a la biogénesis 

y maduración de este compartimiento membranoso ha sido muy poco estudiada en el 

contexto de esta interacción. 

En el ambiente, Salmonella coexiste en contacto con diversos organismos 

depredadores, estando por ejemplo expuesta a la depredación por protozoos como las 

amebas de vida libre (Gourabathini et al., 2008). Éstas son células naturalmente 

fagocíticas que se alimentan de bacterias mediante su fagocitosis y posterior 

degradación (Vaerewijck et al., 2014). Evolutivamente, en muchas bacterias se han 

seleccionado mecanismos para sobrevivir y replicarse intracelularmente en protozoos. 

En el caso de L. pneumophila, la bacteria emplea un conjunto de genes comunes para 

sobrevivir intracelularmente en Acanthamoeba polyphaga y en macrófagos humanos 
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(Gao et al., 1997; Segal & Shuman, 1999). Esto sugiere que las funciones que se habrían 

seleccionado en bacterias intracelulares durante su adaptación para sobrevivir dentro de 

protozoos en el ambiente, también contribuirían a su supervivencia al interior de células 

fagocíticas del sistema inmune en hospederos más complejos. 

La interacción de Salmonella con A. polyphaga también ha sido documentada. 

Se ha reportado que S. Typhimurium es capaz de sobrevivir dentro de vesículas 

contráctiles en esta ameba (Gaze et al., 2003). Asimismo, genes de SPI-2 y del sistema 

de dos componentes PhoP/PhoQ asociados a la virulencia de S. Typhimurium 

contribuirían a su supervivencia intracelular en A. polyphaga (Bleasdale et al., 2009). 

También se ha descrito que genes del plasmidio de virulencia de Salmonella (SVP) y de 

SPI-1 contribuirían a la supervivencia de S. Dublin en Acanthamoeba rhysodes (Tezcan-

Merdol et al., 2004). Adicionalmente, perfiles transcriptómicos globales han revelado que 

la expresión de genes contenidos en SPIs y en el SVP de S. Choleraesus es inducida 

cuando la bacteria reside dentro de A. rhysodes (Feng et al., 2009). Igualmente, en 

S. Typhimurium algunos genes requeridos para su supervivencia y replicación en células 

epiteliales y macrófagos humanos también incrementan su transcripción cuando la 

bacteria reside al interior de fagosomas en Tetrahymena (Rehfuss et al., 2011). Todas 

estas observaciones sugieren que, al igual que en el caso de L. pneumophila (Gao et al., 

1997; Segal & Shuman, 1999), Salmonella utiliza un conjunto común de genes para 

sobrevivir intracelularmente en macrófagos y amebas de vida libre. A fin de identificar 

estos genes y caracterizar los mecanismos en que están involucrados, se precisa de un 

modelo válido y con un gran número de herramientas experimentales, como lo es la 

ameba social Dictyostelium discoideum (Verma & Srikanth, 2015). 
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8.7.- Dictyostelium discoideum como organismo modelo 

 

En la naturaleza, D. discoideum es una ameba que habita suelos de bosques y 

que desarrolla un ciclo de vida complejo. Aunque crece como organismo unicelular 

fagocitando bacterias y hongos como alimento, D. discoideum es considerada una 

ameba social porque frente a la privación de nutrientes forma agregados multicelulares 

que llevan a cabo un proceso de diferenciación celular dirigido a la producción de 

esporas contenidas en el ápice de una estructura aérea (Flowers et al. 2010). 

En años recientes, D. discoideum ha sido extensamente usada como un 

organismo modelo para estudiar la interacción patógeno-hospedero de una variedad de 

bacterias patógenas, entre ellas Salmonella (Steinert, 2011). Esto se debe en gran 

medida a sus diversas ventajas como modelo celular. El crecimiento de D. discoideum 

en laboratorio es relativamente sencillo y es un organismo que puede ser sometido a 

técnicas genéticas, bioquímicas y de biología molecular y celular. Además, 

D. discoideum es un fagocito profesional permisivo para la infección con múltiples 

bacterias patógenas, dónde se ha demostrado que factores de virulencia relevantes para 

el proceso infectivo en hospederos animales también resultan importantes en la 

interacción con esta ameba (Müller-Taubenberger et al., 2013). Otra ventaja es la 

existencia de una comunidad científica bien organizada en torno a D. discoideum, que 

mantiene plataformas como “dictyBase” (http://dictybase.org) y “Dicty Stock Center”, a 

través de las cuales se brinda acceso a información y recursos biológicos y genómicos, 

como un repositorio de genomas y plasmidios (Fey et al., 2013), sumado a una amplia 

colección de linajes celulares axénicos y cepas mutantes nulas o que expresan fusiones 

a marcadores fluorescentes para diversos genes de interés (Müller-Taubenberger et 

al., 2013). 
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Inicialmente se reportó que S. Typhimurium era capaz de sobrevivir 

intracelularmente sólo en mutantes de D. discoideum deficientes para genes ligados a la 

autofagia, sugiriendo que esta ameba utiliza la autofagia para contrarrestar la infección 

por Salmonella (Jia et al., 2009). En estudios más recientes, S. Typhimurium resultó 

patogénica para D. discoideum, inhibiendo la expresión de genes vinculados al 

desarrollo social de la ameba (Sillo et al., 2011). Otros estudios muestran que 

S. Typhimurium puede sobrevivir dentro de la ameba por al menos 6 h luego de una 

infección (Frederiksen & Leisner, 2015). A este respecto, nuestro grupo determinó que 

S. Typhimurium tiene la capacidad de sobrevivir y proliferar intracelularmente en 

D. discoideum a tiempos más largos de infección, requiriendo de genes que también se 

han relacionados a su virulencia en otros hospederos (Riquelme et al., 2016; Urrutia et 

al., 2018; Varas et al., 2018; Urrutia, 2019). En concordancia, un análisis comparativo a 

escala genómica de mutantes de S. Typhimurium bajo selección negativa permitió 

identificar un conjunto de ~213 genes necesarios para la supervivencia de la bacteria 

tanto en D. discoideum como en macrófagos murinos (Fig. 2A), entre ellos genes 

necesarios para que el T3SS-1 y el T3SS-2 sean funcionales (Sabag, 2017). También se 

determinó que, tras su internalización, S. Typhimurium residiría intracelularmente en 

D. discoideum dentro de un compartimiento vacuolar con marcadores compartidos por 

la SCV en otros tipos celulares (Fig. 2B), como células epiteliales y macrófagos. Para 

esto, la bacteria requiere la participación de los efectores SopB y SifA, conocidos por su 

rol en la biogénesis y maduración de la SCV en dichos modelos celulares (Valenzuela, 

2019; Valenzuela et al., 2021). Toda esta evidencia sugiere que el compartimiento 

intracelular donde reside Salmonella al infectar D. discoideum sería similar al que la 

bacteria tiene en células fagocíticas profesionales de hospederos superiores, como 
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macrófagos, valiéndose de los mismos mecanismos de virulencia para sobrevivir y 

replicarse intracelularmente. 

 

 

Figura 2. Comportamiento intracelular de Salmonella Typhimurium en Dictyostelium discoideum. (A) En un 
análisis a escala genómica de mutantes bajo selección negativa, se identificaron 719 genes necesarios para la 
supervivencia intracelular de S. Typhimurium en macrófagos murinos (506 genes esenciales exclusivamente en este 
tipo celular), mientras que 348 genes fueron requeridos por la bacteria para sobrevivir dentro de D. discoideum (135 
genes esenciales exclusivamente en la ameba). Del total de genes identificados en cada caso, un conjunto de 213 
genes es necesario para que S. Typhimurium sobreviva intracelularmente en ambos hospederos celulares. (B) Luego 
de su internalización, S. Typhimurium sobrevive en D. discoideum dentro de un compartimiento vacuolar especializado 
que comparte muchos marcadores celulares con la SCV establecida por la bacteria en células de hospederos animales, 
cómo por ejemplo la subunidad VatM de la ATPasa vacuolar. La supervivencia de Salmonella en este compartimiento 
análogo a la SCV es dependiente de sus efectores SopB y SifA, cuya acción evita que la bacteria sea conducida a 
degradación en la ameba. Adaptado de Sabag, 2017 y Valenzuela et al., 2021. 
 

8.8.- Rab32 cómo blanco celular durante la infección por Salmonella en 

Dictyostelium discoideum 

 

En la supervivencia intracelular de Salmonella es crucial la interferencia del tráfico 

vesicular en el sistema endo-lisosomal para evitar la fusión de la SCV con lisosomas o 

con otras vesículas que contengan componentes antimicrobianos (Santos & Enninga, 

2016). En este sentido, las distintas proteínas Rab de la célula hospedera son blanco de 

algunos efectores de Salmonella, como es el caso de GtgE y SopD2 que actúan 

cooperativamente para evitar el normal reclutamiento de Rab32 hacia la SCV en 
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macrófagos de hospedero animales, contribuyendo a la supervivencia intracelular de la 

bacteria (Spanò et al., 2016; Wachtel et al., 2018). 

En la ameba D. discoideum los eventos y componentes comprendidos en la ruta 

endo-lisosomal son conservados comparado a células animales (Duhon et al., 2002; 

Maniak, 2002), compartiendo por ejemplo muchas de las proteínas asociadas a 

fagosomas (Boulais et al., 2010). Dentro del 41,7 % del proteoma fogosómico compartido 

por D. discoideum y macrófagos murinos, que abarca principalmente a elementos del 

citoesqueleto, proteínas de tráfico celular y GTPasas pequeñas, también se incluye a 

Rab32 (Boulais et al., 2010). El genoma de D. discoideum codifica 4 proteínas 

homólogas a Rab32 de mamífero (Rab32A–D), siendo Rab32A la única identificada 

experimentalmente en fagosomas (Gotthardt et al., 2006) y asociada a vacuolas 

contenedoras de Legionella en la ameba (Hoffmann et al., 2014; Schmölders et al., 

2017). Rab32A, también llamada RabE, es homóloga a las proteínas Rab29, Rab32 y 

Rab 38 humanas y a Rab29 de rata (Norian et al., 1999), las cuales son efectivamente 

proteolizadas por el efector GtgE de S. Typhimurium (Spanò & Galán, 2012). Todas estas 

evidencias sugieren que durante la infección de Salmonella se podría impedir el 

reclutamiento de Rab32A hacia la SCV en D. discoideum a través de los efectores GtgE 

y SopD2. En este trabajo se evaluó si GtgE y SopD2 interfieren con el reclutamiento de 

Rab32A hacia la SCV en D. discoideum y su potencial impacto sobre la virulencia de 

S. Typhimurium y su capacidad para sobrevivir intracelularmente en la ameba. Este 

fenómeno no se ha estudiado previamente en D. discoideum y su caracterización 

constituye un aporte al conocimiento sobre mecanismos de patogenicidad de Salmonella 

conservados en su interacción con amebas ambientales y células fagocíticas de 

hospederos animales.  
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9.- HIPÓTESIS & OBJETIVOS 
 

9.1.- Hipótesis 

 

Los efectores GtgE y SopD2 actúan conjuntamente para proteolizar a Rab32A, 

evitando su reclutamiento a la vacuola contenedora de Salmonella en la ameba 

Dictyostelium discoideum y contribuyendo a la supervivencia intracelular y virulencia de 

Salmonella Typhimurium en este hospedero. 

 

9.2.- Objetivo general 

 

Determinar si los efectores GtgE y SopD2 de Salmonella Typhimurium 

contribuyen a su supervivencia intracelular y virulencia en la ameba Dictyostelium 

discoideum al proteolizar a la proteína Rab32A e impedir su reclutamiento hacia la 

vacuola contenedora de Salmonella en este hospedero. 

 

9.3.- Objetivos específicos 

 

9.3.1.- Objetivo Específico I.- Evaluar si los efectores GtgE y SopD2 contribuyen a 

la supervivencia intracelular y virulencia de S. Typhimurium en D. discoideum. La 

supervivencia intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum se evalúo mediante 

ensayos de infección (Riquelme et al., 2016) con la cepa bacteriana silvestre, las 

mutantes por deleción ∆gtgE y ∆sopD2, así como la doble mutante ∆gtgE ∆sopD2. La 

virulencia de la cepa silvestre y las mutantes de S. Typhimurium en D. discoideum se 
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determinó en base a su capacidad para retardar el desarrollo del ciclo social de la ameba 

(Urrutia et al., 2018; Varas et al., 2018). 

 

9.3.2.- Objetivo Específico II.- Determinar si los efectores GtgE y SopD2 de 

S. Typhimurium interfieren con el reclutamiento de Rab32A hacia la SCV en 

D. discoideum. Se generó una línea de D. discoideum que expresa ectópicamente a 

Rab32A, como una proteína de fusión acoplada al reportero fluorescente GFP, desde un 

vector plasmidial bajo el control de un promotor inducible (Veltman et al., 2009a; Veltman 

et al., 2009b). La línea transformante de la ameba se infectó con S. Typhimurium 

silvestre y la doble mutante ∆gtgE ∆sopD2. Las cepas bacterianas se transformaron con 

un plasmidio que permite expresar el reportero fluorescente mCherry (Figueira et al. 

2013). El reclutamiento de Rab32A hacia la SCV se monitoreó mediante microscopía 

confocal en amebas infectadas. Adicionalmente, la distribución subcelular de Rab32A en 

D. discoideum se evaluó en ausencia de infección. 

 

9.3.3.- Objetivo Específico III.- Determinar si el efector GtgE de S. Typhimurium 

tiene actividad proteolítica contra Rab32A de D. discoideum. La proteólisis de 

Rab32A por parte de GtgE se analizó mediante inmunodetección en lisados bacterianos 

totales de cepas recombinantes de Escherichia coli, las cuales se co-transformaron con 

construcciones plasmidiales compatibles para expresar heterólogamente el efector 

silvestre de S. Typhimurium o una versión mutante sin actividad catalítica, junto a la 

GTPasa de D. discoideum (Spanò et al., 2011). Rab32A se expresó como una proteína 

de fusión C-terminal al epítopo 6xHis para su detección mediante Western blot usando 

anticuerpos comerciales específicos. 

  



18 

10.- MATERIALES & MÉTODOS 
 

10.1.- Cepas bacterianas 

 
Todas las cepas bacterianas utilizadas durante el desarrollo de esta tesis se 

resumen en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Cepas bacterianas. 
Salmonella enterica serotipo Typhi 
Cepa Genotipo/Fenotipo Relevante Origen 

STH2370 Cepa silvestre Colección laboratorio 
(NCBI: txid1443995) 

Salmonella enterica serotipo Typhimurium 
Cepa Genotipo/Fenotipo Relevante Origen 

14028s Cepa silvestre Colección laboratorio 
(NCBI: txid588858) 

   
∆gtgE ∆gtgE::aph (KanR) Este trabajo 
   
∆sopD2 ∆sopD2::aph (KanR) Este trabajo 
   
∆gtgE ∆sopD2 ∆gtgE::aph (KanR) ∆sopD2::FRT Este trabajo 
   

∆aroA ∆aroA::aph (KanR) Colección laboratorio 
(Riquelme et al., 2016) 

   
14028s / pBAD-TOPO Cepa silvestre transformada con el vector pBAD-TOPO (AmpR) 

vacío. 
Este trabajo 

   
∆gtgE / pBAD-TOPO Cepa ∆gtgE transformada con el vector pBAD-TOPO (AmpR) 

vacío. 
Este trabajo 

   
∆sopD2 / pBAD-TOPO Cepa ∆sopD2 transformada con el vector pBAD-TOPO (AmpR) 

vacío. 
Este trabajo 

   
∆gtgE /pBAD::gtgE Cepa ∆gtgE transformada con el gen gtgE silvestre de 

S. Typhimurium 14028s clonado en el vector pBAD-TOPO 
(AmpR).  

Este trabajo 

   
∆sopD2 /pBAD::sopD2 Cepa ∆sopD2 transformada con el gen sopD2 silvestre de 

S. Typhimurium 14028s clonado en el vector pBAD-TOPO 
(AmpR).  

Este trabajo 

   
14028s / pFCcGi Cepa silvestre transformada con el plasmidio pFCcGi (AmpR). Este trabajo 
   
∆gtgE ∆sopD2 / pFCcGi Cepa ∆gtgE ∆sopD2 transformada con el plasmidio pFCcGi 

(AmpR). 
Este trabajo 
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Escherichia coli 
Cepa Genotipo/Fenotipo Relevante Origen 
BW25113 / pKD46 ∆(araD-araB)567 ∆lacZ4787 lacIp-4000(lacIQ) λ-poS396(Am) 

rph-1 ∆(rhaD-rhaB)568 rrnB-3 hsdR514 / pKD46. Cepa 
portadora del plasmidio pKD46 (AmpR). 

Colección laboratorio 
(Datsenko & Wanner, 
2000) 

   
DH5α / pCP20 F- phi80 lacZM15 endA recA hsdR(r- K m- K) supE thi gyrA relA 

∆(lacZYA-argF)U169 / pCP20. Cepa portadora del plasmidio 
pCP20 (AmpR). 

Colección laboratorio 
(Datsenko & Wanner, 2000 

   
DH5α λ pir / pCLF4 endA1 hsdR17 supE44 thi-1 recA1 gyrA relA1 ∆(lac-argF)U169 

deoR phi80 ∆(lac)M15 λ pir / pCLF4. Cepa portadora del 
plasmidio pCLF4 (KanR). 

Colección laboratorio 
(Santiviago et al., 2009) 

   
B/r / pFCcGi Cepa B/r transformada con el plasmidio pFCcGi (AmpR). Este trabajo 
   
TOP10 F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 nupG 

recA1 araD139 ∆(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) 
endA1 λ- 

Invitrogen 

   
TOP10 / pGEM::rab32A Cepa TOP10 transformada con la secuencia codificante del gen 

rab32A de D. discoideum clonada en el vector pGEM-T (AmpR).  
Este trabajo 

   
TOP10 / 
pBAD::rab32A-6xHis 

Cepa TOP10 transformada con la secuencia codificante del gen 
rab32A de D. discoideum clonada como fusión C-terminal al 
epítopo 6xHis en el vector pBAD-TOPO (AmpR).  

Este trabajo 

   
TOP10 / 
pBAD::rab32A-6xHis 
pSEVA 

Cepa TOP10 / pBAD::rab32A-6xHis co-transformada con el 
vector pSEVA254 (KanR) vacío. 

Este trabajo 

   
TOP10 / 
pBAD::rab32A-6xHis 
pSEVA::gtgE 

Cepa TOP10 / pBAD::rab32A-6xHis co-transformada con el 
gen gtgE silvestre de S. Typhimurium 14028s clonado en el 
vector pSEVA254 (KanR). 

Este trabajo 

   
TOP10 / 
pBAD::rab32A-6xHis 
pSEVA::gtgEH151A 

Cepa TOP10 / pBAD::rab32A-6xHis co-transformada con el 
alelo mutante catalítico H151A del gen gtgE de S. Typhimurium 
14028s clonado en el vector pSEVA254 (KanR). 

Este trabajo 

   
Klebsiella pneumoniae 
Cepa Genotipo/Fenotipo Relevante Origen 

DBS0351098 Cepa silvestre 
Dicty Stcok Center 
(dictyBase) 

 

10.2.- Plasmidios 

 

Los distintos plasmidios usados durante el desarrollo de esta tesis se detallan en 

la Tabla 2.  
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Tabla 2. Listado de plasmidios. 
Plasmidio Descripción Origen 
pKD46 bla PBAD gam bet exo oriRpSC101(TS), AmpR (GenBank 

AY048746). 
Datsenko & Wanner, 2000 

   
pCP20 bla cat cI857 lPR flp oriRpSC101(TS), AmpR, CamR. Datsenko & Wanner, 2000 
   
pCLF4 bla FRT aph FRT PS1 PS2 oriR6K, AmpR, KanR, promotor 

T7 (GenBank EU629214). 
Santiviago et al., 2009 

   
pGEM-T Vector comercial de clonamiento, AmpR. Promega 
   
pBAD-TOPO Vector comercial de expresión, AmpR. Thermo Scientific 
   
pFCcGi Vector que contiene clonado el gen que codifica la proteína 

eGFP bajo el control del promotor PBAD (inducible) y el gen 
que codifica la proteína mCherry bajo el control del 
promotor de rpsM (constitutivo), AmpR. 

Figueira et al., 2013 

   
pSEVA254 Vector de expresión inducible. aph PlacUV5 repB lacIq Ptrc 

oriRSF1010, KanR. 
Jahn et al., 2016 

   
pDM334 Vector de expresión inducible extracromosómico. 

Transactivador rtTA M2s*. Fusión N-terminal a eGFP 
(BglII/SpeI), G418R, AmpR (ID# 522). 

Plasmid Catalog (dictyBase) 
Veltman et al., 2009b 

   
pDM1045 Vector de expresión constitutivo (Pact15) extracromosómico. 

Fusión C-terminal a eGFP (BglII/SpeI), HygR, AmpR. 
Veltman et al., 2009a 

   
pBAD::gtgE Vector pBAD-TOPO que contiene clonado el gen gtgE 

silvestre (incluyendo su promotor nativo) de 
S. Typhimurium 14028s, AmpR. 

Este trabajo 

   
pBAD::sopD2 Vector pBAD-TOPO que contiene clonado el gen sopD2 

silvestre (incluyendo su promotor nativo) de 
S. Typhimurium 14028s, AmpR. 

Este trabajo 

   
pBAD::rab32A-6xHis Vector pBAD-TOPO que contiene clonada la secuencia 

codificante del gen rab32A de D. discoideum como fusión 
génica C-terminal al epítopo 6xHis, AmpR. 

Este trabajo 

   
pGEM::rab32A Vector pGEM-T que contiene clonada la secuencia 

codificante del gen rab32A de D. discoideum, AmpR. 
Este trabajo 

   
pDM334::rab32A Vector pDM334 que contiene clonada la secuencia 

codificante del gen rab32A de D. discoideum como fusión 
génica N-terminal a la proteína eGFP, G418R, AmpR. 

Este trabajo 

   
pDM1045::rab32A Vector pDM1045 que contiene clonada la secuencia 

codificante del gen rab32A de D. discoideum como fusión 
génica C-terminal a la proteína eGFP, HygR, AmpR. 

Este trabajo 
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pSEVA::gtgE Vector pSEVA254 que contiene clonado el gen gtgE 
silvestre de S. Typhimurium 14028s, KanR. 

Este trabajo 

   
pSEVA::gtgEH151A Vector pSEVA254 que contiene clonado alelo mutante 

catalítico H151A del gen gtgE de S. Typhimurium 14028s, 
KanR. 

Este trabajo 

 

10.3.- Partidores 

 

Los oligonucleótidos de DNA empleados como partidores para PCR y 

mutagénesis durante el desarrollo de esta tesis se presentan en la Tabla 3. 

 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para PCR y mutagénesis. 
Nombre Secuencia 5’–3’ 
gtgE_H1P1 CGAGTATATTATGTTAAGACACATTCAAAATAGTTTAGGCGTGCAGGCTGGAGCTGCTTC 
gtgE_H2P2 AGGTTAACTATCATAAAATGGTACACCAGTCTTTCCAGGACATATGAATATCCTCCTTAG 
  
gtgE_Out5 CCTGCAGGGAAAATCGATAA 
gtgE_Out3 AGGCTGGTTTTTAAGGGGAA 
  
gtgE_promoter_5 ATACCAACAAAAGCGATCGC 
gtgE_3ORF TCATAAAATGGTACACCAGTC 
  
gtgE_pSEVA5 GGAATTCTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTTAAGACACATTCAAAATAG 
gtgE_pSEVA3 GCTCTAGATCATAAAATGGTACACCAGTC 
  
pSEVA_F CTCCCGTTCTGGATAATGTT 
pSEVA_R GAGACACAAATTTAAATCGTAATTA 
  
pBAD_Fw ATGCCATAGCATTTTTATCC 
pBAD_Rv2 ATTCTGTTTTATCAGACCGC 
  
sopD2_H1P1 GGGAGTTATTATGCCAGTTACGTTAAGTTTTGGTAATCGTGTGCAGGCTGGAGCTGCTTC 
sopD2_H2P2 TAATGACTTTTTATATAAGCATATTGCGACAACTCGACTTCATATGAATATCCTCCTTAG 
  
sopD2_Out5 GGGTTTATGGACACATTCCG 
sopD2_Out3 CTCCCTGACGAAAGAACAGC 
  
sopD2_promoter_5 ATACCAACAAAAGCGATCGC 
sopD2_3ORF TTATATAAGCATATTGCGACAAC 
  
5rab32A_pDM334 GAAGATCTATGTCAAACAACCCAGCTG 
3rab32A_pDM334 GCTCTAGATTATTTACAACAACTTGGACC 
  
pDM334_Dir TTTGTAACAGCTGCTGGG 
pDM334_Rev CTTCTATCGCCTTCTTGACG 
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5rab32A_pDM1045 GAAGATCTAAAAATGTCAAACAACCCAGCTG 
3rab32A_pDM1045 GCTCTAGATTTACAACAACTTGGACCAG 
  
pDM1045_Dir GGTTTAAAAAAACTTGGGTTGG 
pDM1045_Rev CCTTCAAATTTAACTTCTGC 
  
rab32A_ORF5 ATGTCAAACAACCCAGCTG 
rab32A_6xHis3 TTATCAATGGTGATGGTGATGATGACCAGAACCACCTTTACAACAACTTGGACCAG 

El segmento subrayado en la secuencia de algunos partidores corresponde a la región que hibrida con su respectivo 
DNA molde. En el caso de los partidores no subrayados, toda la secuencia del oligonucléotido hibrida con su DNA 
molde. 
 

10.4.- Medios y condiciones de cultivo bacteriano 

 

Las cepas bacterianas se propagaron rutinariamente a 37°C (o a 30°C cuando 

contenían plasmidios termosensibles) en medio Luria-Bertani (LB; extracto de levadura 

5 g/L, triptona 10 g/L, NaCl 5 g/L), suplementado con Bacto-Agar 15 g/L como agente 

gelificante. Los inóculos para los distintos ensayos experimentales se prepararon en 

caldo LB y se incubaron con agitación (150 rpm) a la misma temperatura. Cuando se 

requirió, el medio LB se suplementó con los antibióticos ampicilina (Amp; 100 μg/mL) o 

kanamicina (Kan; 75 μg/mL) para seleccionar y/o propagar bacterias transformantes o 

mutantes. En los cultivos bacterianos preparados para los ensayos de actividad 

proteolítica, el caldo LB se suplementó con L-arabinosa 10 mM y/o IPTG 

(isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido) 1 mM para inducir la expresión de las proteínas 

recombinantes o con L-glucosa 0,2% para su represión catabólica.  

 

10.5.- Líneas celulares eucariontes 

 

Los distintos linajes celulares de la ameba D. discoideum utilizados en esta tesis 

se especifican en la Tabla 4.  
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Tabla 4. Linajes celulares de D. discoideum. 
Línea celular Descripción Origen 
D. discoideum AX4 Linaje silvestre axénico de la ameba D. discoideum (dictyBase ID 

DBS0302402) 
Knecht et al., 
1986 

   
D. discoideum AX4 
GFP-Rab32A 

Linaje AX4 de D. discoideum transformado con un derivado del plasmidio 
pDM334 que contiene clonada la secuencia codificante del gen rab32A de 
la ameba para la expresión inducible de la proteína Rab32A fusionada en 
su extremo N-terminal al reportero fluorescente eGFP. 

Este trabajo 

   
D. discoideum AX4 
Rab32A-GFP 

Linaje AX4 de D. discoideum transformado con un derivado del plasmidio 
pDM1045 que contiene clonada la secuencia codificante del gen rab32A de 
la ameba para la expresión constitutiva de la proteína Rab32A fusionada en 
su extremo C-terminal al reportero fluorescente eGFP. 

Este trabajo 

 

10.6.- Medios y condiciones de cultivo celular eucariontes 

 

Los linajes de D. discoideum se cultivaron de acuerdo a protocolos 

estandarizados (Fey et al., 2007). En breve, las amebas se inocularon sobre un césped 

bacteriano de K. pneumoniae DBS0351098 previamente cultivada en agar SM (triptona 

10 g/L, extracto de levadura 1 g/L, MgSO4 x 7H2O 1,08 g/L, KH2PO4 1,9 g/L, 

K2HPO4 x 3H2O 0,78 g/L, glucosa 10 g/L, Bacto-Agar 20 g/L) e inactivada por exposición 

a radiación ultravioleta durante 20 min. Cuando las placas de fagocitosis fueron visibles 

en el césped bacteriano, las amebas se recolectaron desde el frente de fagocitosis y se 

cultivaron con agitación (125 rpm) a 22°C en 10 mL de medio líquido HL5 (triptona 14 g/L, 

extracto de levadura 7 g/L, Na2HPO4 0,35 g/L, KH2PO4 1,2 g/L; pH 6,3) suplementado 

con Amp (100 µg/mL) y estreptomicina (Str; 300 µg/mL) en matraces Erlenmeyer de 

50 mL. A contar de este primer cultivo líquido, las amebas se subcultivaron en 20 mL de 

medio HL5 suplementado sólo con Amp en matraces Erlenmeyer de 100 mL hasta 

alcanzar un estado axénico a partir del tercer subcultivo. Las amebas siempre se 

subcultivaron cuando su población alcanzó la fase de crecimiento exponencial temprana 

(~1–2 x 106 células/mL), para lo cual su concentración celular se monitoreó 
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periódicamente mediante recuento en cámara de Neubauer con tinción de azul de tripán. 

En el caso de los linajes transformantes, se ejecutó el mismo procedimiento de cultivo 

con algunas modificaciones. El primer cultivo líquido se efectuó en botellas de cultivo 

celular T25 con 5 mL de medio HL5 y los subcultivos posteriores en botellas T75 con 

10 mL del medio. La incubación se realizó en estático para permitir la adherencia de las 

amebas, las que se subcultivaron mediante desprendimiento mecánico al alcanzar una 

confluencia celular de ~90% respecto al total de la superficie inferior de la botella. El 

medio HL5 se suplementó adicionalmente con los antibióticos para eucariontes 

higromicina (Hyg, 50 µg/mL) o geneticina (G418, 10 µg/mL), según se requirió, para 

mantener la selección de los plasmidios recombinantes. 

 

10.7.- Extracción de DNA genómico bacteriano 

 

El DNA genómico de S. Typhimurium 14028s (Tabla 1), se extrajo empleando el 

sistema comercial “GenElute Bacterial Genomic DNA Kit” (Sigma-Aldrich) de acuerdo a 

las indicaciones del fabricante. La cepa se cultivó en 5 mL de caldo LB a 37°C con 

agitación durante 24 h. La elución final del DNA se hizo en 100 µL de H2O libre de 

nucleasas a 65°C y luego se almacenó a -20°C hasta su uso. 

 

10.8.- Extracción de DNA plasmidial 

 

Los distintos plasmidios utilizados en esta tesis (Tabla 2) se extrajeron desde sus 

respectivas cepas portadoras (Tabla 1) usando el sistema comercial “QIAprep Spin 

Miniprep kit” (QIAGEN), de acuerdo con el protocolo del fabricante. Para ello, las cepas 

se cultivaron en caldo LB suplementado con Amp o con Kan, según fue requerido, y se 
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incubaron durante 24 h con agitación a 37°C (o 30°C en el caso de plasmidio 

termosensibles). En la etapa final de la extracción, el DNA plasmidial se eluyó en 50 µL 

de H2O libre de nucleasas a 65°C y luego se almacenó a 4°C hasta su uso. 

 

10.9.- Generación de las mutantes ∆gtgE y ∆sopD2 de S. Typhimurium por el 

método Red-swap 

 

Las mutantes de S. Typhimurium con deleciones específicas en los genes gtgE 

y sopD2 se construyeron a partir del fondo genético de la cepa silvestre 14028s 

(Tabla 1). La deleción de cada gen y la simultánea inserción de un cassette de 

resistencia a Kan se realizó mediante el método de intercambio alélico por 

recombinación homóloga de productos PCR dependiente de la recombinasa Red del 

fago λ (Red-Swap), según lo descrito en la literatura (Datsenko & Wanner, 2000) con 

ciertas adaptaciones (Santiviago et al., 2009). 

 

10.9.1.- Obtención de productos PCR para mutagénesis 

 

Se utilizaron partidores con un tamaño de 60 nucleótidos (nombrados con la 

notación “H1P1” y “H2P2”) (Tabla 3), los cuales en su extremo 5’ contienen 40 

nucleótidos idénticos a las regiones que flanquean al gen blanco. Por otro lado, en su 

extremo 3’ los partidores tienen 20 nucleótidos que hibridan con el extremo 5’ o 3’ del 

cassette de resistencia a antibiótico del plasmidio pCLF4 (Tabla 2). Dentro del cassette, 

que se encuentra flanqueado por los sitios FRT (Flp recombinase target sequence), está 

contenido el gen aph que codifica la enzima aminoglicósido 3’ fosfotransferasa que 
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confiere resistencia a Kan. A partir del plasmidio pCLF4 purificado, el cassette de 

resistencia a Kan se amplificó mediante PCR en las siguientes condiciones: 

 
Mezcla de Reacción PCR  Programa de Termociclador 

Reactivo Volumen (µL) Concentración  Temperatura Tiempo Ciclos 
Tampón PCR 10x 5 1x  95°C 3 min 1 
MgCl2 [50 mM] 1,5 1,5 mM  95°C 30 seg 

30 dNTPs 50x [10 mM cada uno] 1 0,2 mM  55°C 30 seg 
Partidor H1P1 [10 µM] 1 1 µM  72°C 2 min 
Partidor H2P2 [10 µM] 1 1 µM  72°C 5 min 1 
DNA (pCLF4) 0,5 -  12°C ∞ - 
Taq DNA polimerasa [5 U/µL] 0,3 1,5 U/Rx     
H2O libre de nucleasas 39,7 -     
Volumen final 50 µL     

 

El fragmento amplificado se analizó por electroforesis en un gel de agarosa al 

0,8% en solución amortiguadora TAE 1x y tinción con GelRed 1x. La corrida 

electroforética se efectuó a 100 V durante 35 min. Una vez que se verificó su tamaño 

(~1.500 pb), el amplicón se purificó mediante el sistema comercial “QIAquick PCR 

Purification Kit” (QIAGEN), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En la etapa 

final de la extracción, el amplicón se eluyó en 50 µL de H2O libre de nucleasas a 65°C y 

luego se almacenó a -20°C hasta su uso. 

 

10.9.2.- Preparación de bacterias electrocompetentes y transformación bacteriana 

 

Un cultivo de S. Typhimurium 14028s (Tabla 1), crecido en caldo LB a 37°C con 

agitación durante 24 h, se subcultivó en dilución 1:100 en 20 mL de caldo LB fresco y se 

incubó en las mismas condiciones hasta alcanzar una OD600nm de 0,4–0,6. A fin de 

obtener bacterias electrocompetentes, la biomasa correspondiente a 5 mL de cultivo se 

sedimentó por centrifugación a 5.350 x g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se 

descartó y el sedimento se sometió a 3 lavados consecutivos con 1 mL de glicerol 15% 
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frío. En cada lavado, la suspensión bacteriana se centrifugó a 15.600 x g durante 2 min 

a temperatura ambiente, descartando el sobrenadante y resuspendiendo el sedimento 

cada vez. Finalmente, el sedimento bacteriano se resuspendió en 95 µL de glicerol 15% 

frío. 

S. Typhimurium se transformó mediante electroporación con el plasmidio pKD46 

(Tabla 2), el cual es un plasmidio termosensible que contiene los genes que codifican 

las subunidades de la recombinasa Red del fago λ bajo un promotor inducible por 

arabinosa (ParaBAD) (Datsenko & Wanner, 2000). Para la electroporación, una alícuota de 

95 µL de la suspensión de bacterias electrocompetentes se mezcló con 5 µL (~100–500 

ng) del plasmidio purificado y se incubó en hielo durante 5 min. La mezcla se transfirió a 

una cubeta de electroporación de 1 mm (de separación entre sus electrodos) enfriada a 

-20°C y se aplicó un pulso eléctrico de 1,8 KV usando un electroporador “E. coli Pulser” 

(Bio-Rad). Inmediatamente después de la electroporación, la suspensión de bacterias se 

recuperó agregando 900 µL de caldo LB fresco e incubando a 30°C con agitación durante 

60 min. Por último, las bacterias se sembraron sobre agar LB suplementado con Amp y 

se incubaron a 30°C durante 24 h para seleccionar colonias transformantes resistentes 

al antibiótico. 

 

10.9.3.- Mutagénesis por intercambio alélico de productos PCR 

 

Colonias de S. Typhimurium 14028s transformadas con el plasmidio pKD46 se 

cultivaron en caldo LB suplementado con Amp y L-glucosa 0,2% a 30°C con agitación 

durante 24 h. Las bacterias se subcultivaron a razón 1:100 en 20 mL de caldo LB fresco 

suplementado con Amp y se incubaron con agitación a la misma temperatura hasta 

alcanzar una OD600nm de 0,4–0,6. En ese momento, se adicionó L-arabinosa hasta 
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alcanzar una concentración final de 10 mM para inducir la expresión del sistema de 

recombinación λ-Red, codificado en el plasmidio. Después de una incubación de 60 min 

a 30°C con agitación, se prepararon bacterias electrocompetentes como se describió 

anteriormente (ver Sección 10.9.2). 

Un volumen de 80 µL de la suspensión de bacterias electrocompetentes se 

mezcló con 20 µL de producto PCR (KanR) purificado obtenido a partir del plasmidio 

pCLF4 como DNA molde (ver Sección 10.9.1). La mezcla se incubó durante 5 min en 

hielo, se transfirió a una cubeta de electroporación de 1 mm (de separación entre sus 

electrodos) enfriada a -20°C y luego se realizó la transformación por electroporación 

aplicando un pulso eléctrico de 1,8 KV usando un electroporador “E. coli Pulser” 

(Bio-Rad). Las bacterias se recuperaron inmediatamente en 1 mL de LB fresco 

incubando a 37°C (temperatura restrictiva para la replicación del plasmidio pKD46) con 

agitación durante 60 min. Las colonias mutantes se seleccionaron sembrando en agar 

LB suplementado con Kan e incubando a 37°C durante 24 h. 

 

10.9.4.- Comprobación de las colonias mutantes por PCR 

 

El reemplazo alélico en cada mutante de S. Typhimurium 14028s se verificó 

mediante PCR de colonias utilizando partidores específicos según el gen mutagenizado. 

Los partidores, nombrados con la notación “Out5” y “Out3” (Tabla 3), hibridan en 

regiones externas río arriba y río abajo respecto al sitio de intercambio del gen blanco 

por el cassette de resistencia a antibiótico en el cromosoma mediante la recombinación 

homóloga durante la mutagénesis. Como DNA molde, se usó una suspensión de las 

colonias mutantes en 200 µL de H2O libre de nucleasas estéril. La mezcla de reacción y 

la amplificación por PCR se realizó según el siguiente protocolo:  
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Mezcla de Reacción PCR  Programa de Termociclador 
Reactivo Volumen 

(µL) 
Concentración  Temperatura Tiempo Ciclos 

Tampón PCR 5x 4 1x  95°C 5 min 1 
MgCl2 [25 mM] 1,2 1,5 mM  95°C 30 seg 

30 dNTPs 50x [10 mM cada uno] 0,4 0,2 mM  55°C 30 seg 
Partidor Out5 [10 µM] 0,4 0,2 µM  72°C 1,5 min 
Partidor Out3 [10 µM] 0,4 0,2 µM  72°C 5 min 1 
DNA (suspensión bacteriana) 2 -  4°C ∞ - 
GoTaq DNA polimerasa [5 U/µL] 0,2 1 U/Rx     
H2O libre de nucleasas 11,4 -     
Volumen final 20 µL     

 

El fragmento amplificado se analizó por electroforesis en un gel de agarosa al 

0,8% en solución amortiguadora TAE 1x y tinción de GelRed 1x. La corrida 

electroforética se efectuó a 100 V durante 35 min. 

 

10.10.- Transducción de alelos mutantes en S. Typhimurium 

 

A fin de eliminar cualquier mutación secundaría que se pudiera haber generado 

durante la mutagénesis mediante el método Red-Swap, el alelo mutante correspondiente 

se movilizó mediante transducción generalizada desde el cromosoma de cada mutante 

generada hacia el fondo genético silvestre de S. Typhimurium 14028s utilizando el 

bacteriófago P22 HT105/1 int-201 (Maloy, 1990). 

 

10.10.1.- Preparación del lisado de partículas transductantes 

 

Cada cepa mutante (cepa donadora) se cultivó en caldo LB suplementado con 

Kan a 37°C durante 24 h. Una mezcla de 200 µL del cultivo bacteriano y 1 mL de caldo 

de fago P22 (100 mL de LB suplementado con 100 µL de un lisado concentrado de fago 

P22 HT105/1 int-201, 2 mL de medio mínimo E 50x (MgSO4×7H2O 10 g/L, ácido cítrico 
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monohidratado 100 g/L, K2HPO4×3H2O 500 g/L, NaNH4HPO4×4H2O 175 g/L) y L-glucosa 

hasta alcanzar una concentración final de 2% p/v), se incubó a 37°C con agitación 

durante 16 h para permitir la infección de la cepa dadora. El cultivo se centrifugó a 

18.300 x g durante 1 min a temperatura ambiente para eliminar remantes celulares. El 

sobrenadante se recolectó y esterilizó por adición de 100 µL de cloroformo y agitación 

vigorosa en vórtex, seguido de lo cual se repitió la centrifugación para separar la fase 

acuosa de la orgánica. El lisado generado se almacenó a 4°C para su uso posterior. 

 

10.10.2.- Transducción 

 

S. Typhimurium 14028s (cepa receptora) se cultivó en caldo LB a 37°C con 

agitación durante 24 h. La transducción se realizó mezclando 200 µL del cultivo de la 

cepa receptora con 20 µL del lisado de fago P22 obtenido a partir de la respectiva cepa 

mutante. La mezcla se incubó a 37°C durante 30 min sin agitación para permitir la 

adsorción de las partículas transductantes y luego se centrifugó a 18.300 x g durante 1 

min a temperatura ambiente. Se eliminó el sobrenadante, se resuspendió el sedimento 

en 200 µL de caldo LB fresco y se incubó a 37° con agitación durante 20 min para permitir 

la expresión fenotípica de la resistencia a Kan codificada por el alelo mutante 

transducido. Las colonias transductantes se seleccionaron sembrando la mezcla de 

transducción en agar LB suplementado con Kan e incubando a 37°C durante 24 h. 
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10.10.3.- Comprobación y selección de transductantes 

 

La correcta movilización del alelo mutante por transducción se comprobó 

mediante PCR en colonias (ver Sección 10.9.4) escogidas aleatoriamente entre los 

clones resistentes a Kan. Para remover la posible contaminación con partículas 

remanentes del fago P22, las colonias transductantes comprobadas por PCR se aislaron 

repetidamente en agar EBU (agar LB suplementado con K2HPO4 2,5 g/L, azul de Evans 

12,5 mg/L, uranina 25 mg/L y glucosa 2 g/L) suplementado con Kan hasta obtener 

colonias sin evidencia de lisis a causa de la infección por el fago P22 (colonias blancas). 

La ausencia del fago P22 en las transductantes aisladas se verificó evaluando su 

sensibilidad al bacteriófago lítico P22 H5 mediante un ensayo de cross streacking. En 

este ensayo, las colonias a analizar se sembraron cruzando en forma perpendicular una 

línea trazada con 50 µL de lisado del fago P22 H5 sobre la superficie de una placa de 

agar EBU, la cual fue incubada a 37°C durante 24 h. Finalmente, se seleccionaron y 

respaldaron aquellas transductantes libres de fago P22 que fueron sensibles al fago 

P22 H5. 

 

10.11.- Construcción de la mutante doble ∆gtgE ∆sopD2 de S. Typhimurium 

 

Las colonias mutantes en las que se confirmó mediante PCR el reemplazo alélico 

del gen sopD2 (∆sopD2::aph; Tabla1) se aislaron consecutivamente en agar LB 

suplementado con Kan, incubando las placas a temperatura restrictiva (37°C) para inhibir 

la replicación del plasmidio pKD46. En un último aislamiento, algunas colonias se 

sembraron paralelamente en agar LB y en agar LB suplementado con Amp, a fin de 

verificar la pérdida del plasmidio a través de la recuperación de la sensibilidad de las 
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bacterias al antibiótico. Posteriormente, las mutantes ∆sopD2::aph libres del plasmidio 

pKD46 se trasformaron por electroporación (ver Sección 10.9.2) con el plasmidio 

termosensible pCP20 (Tabla 2), que codifica la recombinasa Flp. Esta recombinasa 

escinde por recombinación el cassette de resistencia a antibiótico flanqueado por los 

sitios FRT, dejando como remanente una copia única del sitio FRT en el cromosoma 

(Datsenko y Wanner, 2000). Las transformantes se seleccionaron sembrando en agar 

LB suplementado con Amp e incubando a 30°C durante 24 h. Luego, se escogieron ~30 

colonias para incubación a 37°C (temperatura restrictiva para la replicación del plasmidio 

pCP20 y que induce la expresión de la recombinasa Flp) en agar LB y en agar LB 

suplementado con Kan, repitiendo el proceso hasta que sólo se presentara crecimiento 

en el medio sin el antibiótico. La escisión del cassette de resistencia a antibiótico se 

comprobó por PCR de las colonias crecidas en agar LB sin antibiótico, analizando los 

fragmentos amplificados por electroforesis (ver Sección 10.9.4). Finalmente, las 

mutantes ∆sopD2::FRT comprobadas por PCR se cultivaron paralelamente en agar LB 

y agar LB suplementado con Amp a 37°C, verificando la pérdida del plasmidio pCP20 al 

recuperar colonias sensibles al antibiótico. 

Para la construcción de la mutante doble ∆gtgE ∆sopD2 (Tabla 1) de 

S. Typhimurium 14028s, la mutación ∆gtgE::aph se movilizó hacia al fondo genético de 

la mutante ∆sopD2::FRT como cepa receptora mediante transducción generalizada con 

el bacteriófago P22 (ver Sección 10.10), utilizando el correspondiente lisado de 

partículas transductantes generado previamente (ver Sección 10.10.1). El genotipo final 

de la doble mutante se confirmó mediante PCR y electroforesis (ver Sección 10.9.4) de 

las colonias resistentes a Kan obtenidas tras completar el proceso de transducción. 
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10.12.- Complementación en trans de las mutantes ∆gtgE y ∆sopD2 de 

S. Typhimurium 

 

Las mutantes ∆gtgE y ∆sopD2 de S. Typhimurium se complementaron en trans 

usando el sistema comercial “pBAD TOPOTM TA Expression Kit” (Invitrogen). Este 

sistema incluye el vector de expresión pBAD-TOPO (Tabla 2), en el cual se clonó una 

copia silvestre del gen gtgE o sopD2 (incluyendo sus promotores nativos) para ser 

reincorporado en su respectiva cepa mutante. El vector pBAD-TOPO confiere resistencia 

a Amp y contiene un promotor inducible por L-arabinosa (ParaBAD) río arriba del sitio de 

clonamiento. 

El alelo silvestre de cada gen se amplificó por PCR a partir de DNA genómico de 

S. Typhimurium 14028s (ver Sección 10.7). La amplificación se realizó utilizando la 

polimerasa de alta fidelidad Phusion (NEB) y los partidores “promoter_5” y “3ORF” 

(Tabla 3) específicos de gtgE y sopD2, de acuerdo al siguiente protocolo: 

 
Mezcla de Reacción PCR  Programa de Termociclador 

Reactivo Volumen 
(µL) 

Concentración  Temperatura Tiempo Ciclos 

Tampón PCR High Fidelity 5x 10 1x  98°C 5 min 1 
dNTPs 50x [10 mM cada uno] 1 0,2 mM  95°C 30 seg 

30 Partidor 5 [10 µM] 2,5 0,5 µM  55°C 30 seg 
Partidor 3 [10 µM] 2,5 0,5 µM  72°C 1 min 
DNA 1 -  72°C 5 min 1 
Phusion DNA polimerasa [2 U/µL] 0,5 0,5 U/Rx  4°C ∞ - 
H2O libre de nucleasas 32,5 -     
Volumen final 50 µL     

 

El partidor “pomoter_5” hibrida en un sitio río arriba del gen respectivo para 

abarcar su región promotora, mientras que el partidor “3ORF” hibrida justo en el extremo 

3’ del marco de lectura correspondiente, incluyendo su codón de término. Cada 

fragmento amplificado se confirmó por electroforesis en gel de agarosa (ver Sección 
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10.9.4), se purificó desde banda mediante el sistema comercial “QIAquick Gel Extraction 

Kit” (QIAGEN) y se clonó en el vector pBAD-TOPO según el protocolo del fabricante. 

Cómo parte del proceso de clonamiento, se incorporaron adenosinas terminales en los 

extremos 3’ del fragmento de PCR (reacción de A-tailing), pues éstas son removidas 

durante la amplificación debido a la actividad correctora de la DNA polimerasa de alta 

afinidad. Los plasmidios recombinantes (pBAD::gtgE y pBAD::sopD2; Tabla 2) 

generados tras el clonamiento, se utilizaron para transformar por separado la cepa 

comercial quimiocompetente de E. coli “One ShotTM TOP10 Chemically Competent 

E. coli” (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante. Las bacterias 

transformantes se seleccionaron sembrando en agar LB suplementado con Amp e 

incubando a 37°C durante 24 h, luego de lo cual la presencia del plasmidio en las 

colonias se verificó por PCR (ver Sección 10.9.4). Considerando que el vector 

pBAD-TOPO es provisto como una molécula lineal, la reacción de ligación durante el 

clonamiento puede originar plasmidios en que el gen de interés se haya insertado a favor 

o en contra del sentido del promotor ParaBAD. La incorporación del inserto y su orientación 

se determinaron mediante PCR utilizando las parejas de partidores 

pBAD_Fw/pBAD_Rev2 y pBAD-Fw/“3ORF”, respectivamente (Tabla 3). Los partidores 

pBAD_Fw/“3ORF” producen un amplicón específico únicamente si el gen clonado está 

orientado a favor del promotor inducible. Algunas de las transformantes de E. coli, con 

una amplificación positiva en el PCR de colonia, se cultivaron en caldo LB suplementado 

con Amp a 37°C durante 24 h para la extracción de los respectivos plasmidios 

recombinantes (ver Sección 10.8). La fidelidad (i.e., ausencia de mutaciones) de la 

secuencia de los genes gtgE y sopD2 en los plasmidios recombinantes se confirmó 

mediante secuenciación (ver Sección 10.17). 
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Las mutantes ∆gtgE y ∆sopD2 de S. Typhimurium se transformaron por 

electroporación (ver Sección 10.9.2) con los plasmidios pBAD::gtgE y pBAD::sopD2, 

respectivamente. En cada caso, las transformantes se seleccionaron sembrando en agar 

LB suplementando con Amp e incubando a 37°C por 24 h, luego de lo cual las colonias 

transformantes se confirmaron por PCR (ver Sección 10.9.4) empleando los partidores 

pBAD_Fw/pBAD_Rev2 (Tabla 3). Adicionalmente, la cepa silvestre S. Typhimurium 

14028s y sus mutantes ∆gtgE y ∆sopD2, se transformaron con el vector pBAD-TOPO 

circularizado vacío para obtener controles de complementación (Tabla 1). 

 

10.13.- Ensayo de internalización y supervivencia intracelular en Dictyostelium 

discoideum 

 

La internalización y supervivencia intracelular de S. Typhimurium 14028s y 

cualquiera de sus mutantes derivadas (Tabla 1) en la ameba D. discoideum, se evaluó 

in vitro a través de ensayos de infección en competencia entre cada mutante particular 

y la cepa silvestre (Fig. 3). La mutante metabólica ∆aroA se incluyó como control de 

virulencia atenuada por presentar defectos para sobrevivir intracelularmente en 

D. discoideum, como se ha reportado con anterioridad por nuestro grupo (Riquelme et 

al., 2016). 
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Figura 3. Ensayos de internalización y supervivencia intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum. Amebas 
del linaje AX4 de D. discoideum se infectaron mediante co-incubación durante 1 h con una mezcla bacteriana 1:1 de 
la cepa silvestre y cada mutante de S. Typhimurium 14028s usando una MOI de 100 bacterias/ameba. La MOI real se 
calculó en base al recuento de UFC de la mezcla bacteriana utilizada para la infección. Luego del periodo de co-
incubación, las bacterias extracelulares se eliminaron por incubación durante 5 min con solución amortiguadora 
Sörensen 1x suplementada con gentamicina, seguido de 2 lavados con solución amortiguadora Sörensen 1x sin 
antibiótico. Este tratamiento se repitió a los diferentes tiempos de infección, luego de lo cual las amebas en cada pocillo 
de la placa se desprendieron por resuspensión enérgica y se extrajo una pequeña alícuota para su recuento en cámara 
de Neubauer con tinción de azul de tripán. Las amebas restantes se lisaron por acción de Tritón X-100 0,2 % para 
recuperar las bacterias intracelulares, las cuales se cuantificaron por recuento de UFC. La internalización de cada cepa 
se determinó a tiempo 0 h, mientras que su supervivencia intracelular se determinó a los tiempos 2, 6 y 20 h. 
 

10.13.1.- Infección de D. discoideum con S. Typhimurium 

 

El día previo a la infección, amebas correspondientes al linaje AX4 de 

D. discoideum (Tabla 4) en fase exponencial de crecimiento, se sembraron en medio 

HL5 suplementando con Amp a una densidad de ~5 x 105 células/pocillo (~ 500 µL) en 

una placa de cultivo celular de 12 pocillos, permitiendo su adherencia por incubación a 

22°C durante 24 h. Paralelamente, las cepas bacterianas se cultivaron en 3 mL de caldo 

LB o caldo LB suplementado con Kan, según fue requerido, incubando a 37°C sin 

agitación por 24 h. Al día siguiente, las amebas no adheridas se removieron mediante 1 

lavado con solución amortiguadora Sörensen 1x (KH2PO4 2 g/L, Na2HPO4 x 2H2O 0,36 
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g/L; pH 6,0) estéril. El número de amebas viables se cuantificó por recuento en cámara 

de Neubauer con tinción de azul de tripán a partir de un pocillo en que las células se 

desprendieron por resuspensión enérgica con 1 mL de Sörensen 1x. Una alícuota de 

1 mL de cada cultivo bacteriano se sedimentó por centrifugación a 18.300 x g durante 

2 min y se sometió a 3 lavados con 1 mL de solución amortiguadora Sörensen 1x, 

centrifugando cada vez. Finalmente, el sedimento de bacterias se resuspendió en 1 mL 

de la solución amortiguadora. Un volumen de la suspensión bacteriana de cada mutante 

se mezcló por separado con la suspensión de la cepa silvestre para obtener una mezcla 

de infección con una cantidad de bacterias totales suficiente para conseguir una 

multiplicidad de infección (MOI) de 100 bacterias/célula, respecto al número promedio 

de amebas determinando previamente para cada pocillo. Para que cada mezcla de 

infección contenga bacterias de la cepa silvestre y de la respectiva mutante en una 

proporción 1:1, se mezclaron volúmenes de las correspondientes suspensiones 

bacterianas que, de acuerdo a la curva de crecimiento específica de cada cepa, 

contenían el número de bacterias viables necesario para establecer una MOI de 50 

bacterias/célula. A fin de conocer la MOI real empleada, el número de bacterias viables 

en cada mezcla de infección se determinó por dilución seriada en PBS 1x (100–10-7) y 

recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en agar LB y agar LB suplementado 

con Kan, incubando a 37°C durante 24 h. El recuento en agar LB es indicativo de las 

UFC totales, mientras que las UFC contabilizadas en agar LB suplementado con Kan 

corresponden sólo a la cepa mutante. El descuento entre las UFC totales y las UFC de 

la cepa mutante equivale a las UFC de la cepa silvestre. 

Las amebas se infectaron mediante co-incubación con las diferentes mezclas de 

infección a 22°C durante 60 min en duplicado técnico. Luego, las bacterias extracelulares 

se eliminaron mediante una incubación con solución amortiguadora Sörensen 1x 
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suplementado con gentamicina (Gm; 20 µg/mL) durante 5 min, seguido de 2 lavados con 

solución amortiguadora Sörensen 1x sin antibiótico. Este punto se considera como el 

tiempo de incubación 0 h y el mismo tratamiento se repitió a los tiempos 3, 6 y 20 h. A 

continuación de eliminar las bacterias extracelulares en cada tiempo, las amebas se 

desprendieron en los poncillos respectivos por resuspensión vigorosa con 500 µL de 

solución amortiguadora Sörensen 1x y luego se extrajo una alícuota de 20 µL para 

monitorear la viabilidad celular de las amebas mediante recuento en cámara de 

Neubauer con tinción de azul de tripán. Inmediatamente, las amebas desprendidas en el 

pocillo se lisaron por acción de 500 µL de Tritón X-100 al 0,4% en solución amortiguadora 

Sörensen 1x (completando un volumen total de ~1 mL y una concentración final de 0,2% 

de Tritón X-100) durante 5 min para recuperar las bacterias intracelulares, cuyas UFC 

se determinaron mediante dilución seriada en PBS 1x (100–10-7) y siembra en agar LB y 

agar LB suplementado con Kan, incubando a 37°C durante 24 h. 

 

10.13.2.- Internalización relativa, índice de competencia, análisis estadístico y 

expresión de resultados 

 

La internalización relativa se calculó como la razón entre las UFC de cada 

mutante (mut) y las UFC de la cepa silvestre (WT) después del tiempo de co-incubación 

de las amebas con las bacterias (t=0) dividido por la razón entre las UFC de las mutantes 

y las UFC de la cepa silvestre en la mezcla de infección o inóculo (i), según la formula 

[𝑈𝐹𝐶௨௧ 𝑈𝐹𝐶ௐ்⁄ ]௧ୀ [𝑈𝐹𝐶௨௧ 𝑈𝐹𝐶ௐ்⁄ ]⁄ . La supervivencia intracelular de cada cepa 

bacteriana se determinó a través de un índice de competencia (IC), el cual se expresó 

en escala logarítmica en base 2 (Log2) para los tiempos de infección 3, 6 y 20 h. Este 

índice se calculó como la razón entre las UFC de las mutantes y las UFC de la cepa 
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silvestre a cada tiempo de infección (t=x) dividido por la misma razón al tiempo 0 h (t=0), 

según la fórmula [𝑈𝐹𝐶௨௧ 𝑈𝐹𝐶ௐ்⁄ ]௧ୀ௫ [𝑈𝐹𝐶௨௧ 𝑈𝐹𝐶ௐ்⁄ ]௧ୀ⁄ . Para las mutantes ∆gtgE, 

∆sopD2 y ∆gtgE ∆sopD2, los datos provienen de 4 réplicas biológicas se analizaron a 

través de su media aritmética o promedio, utilizando el error estándar del promedio 

(SEM) como indicador de su grado de dispersión. La internalización relativa e IC de cada 

mutante se comparó contra un valor teórico de referencia, el cual representa una 

condición en que no existe una diferencia entre el comportamiento de la mutante 

analizada y la cepa silvestre. La significancia estadística de las diferencias detectadas 

se determinó a través de la prueba One-Sample t-Test. Este mismo tratamiento se aplicó 

a los datos obtenidos de 3 réplicas biológicas para las mutantes ∆gtgE y ∆sopD2 

complementadas en trans. Adicionalmente, en la comparación de cada mutante 

complementada en trans respecto a su contraparte transformada con el vector vacío, la 

validación estadística se realizó a través de una prueba ANOVA de una cola para la 

internalización relativa y de dos colas para la supervivencia intracelular. En ambos casos, 

se ejecutó a continuación la prueba de comparación múltiple de Tukey. En todos los 

análisis se estableció un intervalo de confianza mínimo del 95%, considerando 

estadísticamente significativa una diferencia con un valor P < 0,05. Todo el 

procesamiento estadístico de los datos y la elaboración de gráficos se realizó con el 

programa GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software Inc.). 

 

10.14.- Ensayos de retardo del ciclo de desarrollo social de D. discoideum 

 

La virulencia de S. Typhimurium 14028s y todas sus mutantes derivadas 

(Tabla 1), se evaluó en D. discoideum de acuerdo a la capacidad de las bacterias para 

retrasar el ciclo de desarrollo social de la ameba (Urrutia et al., 2018; Varas et al., 2018). 
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La mutante ∆aroA se utilizó como control de virulencia atenuada por su deficiencia para 

enlentecer el desarrollo social de D. discoideum, mientras que K. pneumoniae (Tabla 1) 

se incluyó en los ensayos como un control de viabilidad celular por ser una cepa 

bacteriana no patogénica para la ameba y que se usa rutinariamente como su alimento. 

D. discoideum se inoculó sobre un césped de las distintas cepas bacterianas y 

se monitoreó periódicamente el crecimiento de la ameba a lo largo del tiempo (Fig. 4A). 

Para esto, cada una de las cepas se cultivó en caldo LB, suplementado con Kan según 

el caso, y se incubaron a 37°C sin agitación durante 24 h. Un volumen de 1 mL de cada 

cultivo se sedimentó por centrifugación a 18.300 x g durante 2 min, se lavó 3 veces con 

1 mL de solución amortiguadora Sörensen 1x y el sedimento obtenido se resuspendió 

en el mismo volumen de la solución amortiguadora. Una alícuota de 30 µL de las 

suspensiones bacterianas se depositó separadamente en pocillos individuales de una 

placa microtituladora de 24 pocillos, cada uno de cuales contenía 2 mL agar N (solución 

amortiguadora Sörensen 1x suplementado con triptona 1 g/L, glucosa 1g/L, Bacto-Agar 

20 g/L). Al momento de inocular las suspensiones bacterianas, la placa se inclinó y se 

realizó un movimiento circular para que la alícuota inoculada cubriera la totalidad de la 

superficie del agar en el pocillo, permitiendo la formación de un césped bacteriano 

uniforme tras una incubación a 22°C durante 24 h. A partir de un cultivo de D. discoideum 

AX4 en fase exponencial de crecimiento, se preparó una suspensión de amebas con una 

concentración de 1 x 106 células/mL en solución amortiguadora Sörensen 1x. En el 

centro de cada uno de los césped bacterianos, se inoculó una alícuota de 10 µL de la 

suspensión de amebas (~104 amebas totales) y la placa se incubó a 22°C durante 7 días. 

A lo largo de este periodo, se monitoreó la cinética del desarrollo social de D. discoideum 

capturando imágenes cada 24 h mediante una lupa estereoscópica Motic SMZ-171 



41 

equipada con una cámara digital Moticam 580 (5,0 MP) anclada al puerto triocular de la 

lupa a través de un adaptador C (0,5x). 

 

 

Figura 4. Ensayo de retardo del ciclo de desarrollo social de D. discoideum. (A) El desarrollo social de 
D. discoideum AX4 se monitoreó cada 24 h durante 7 días después de inocular ~104 amebas sobre un césped 
bacteriano de S. Typhimurium 14028s y las distintas mutantes derivadas. (B) Imágenes representativas de las etapas 
de agregación, elevación y culminación, así como de sus transiciones, en la escala de puntuación definida para evaluar 
de manera semicuantitativa la cinética del ciclo de desarrollo social de la ameba. 
 

Las imágenes provenientes de 3 réplicas biológicas se analizaron visualmente 

por parte de 5 observadores independientes bajo un esquema doble ciego, asignando 

un puntaje al estado de desarrollo alcanzado por las amebas cada día según una escala 

previamente descrita (Varas et al., 2018) con modificaciones (Fig. 4B). La escala 

modificada considera 3 etapas principales: agregación (1 punto), elevación (2 puntos) y 

culminación (3 puntos). En agregación, las placas de fagocitosis generadas por las 
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amebas se encuentran claramente definidas, tienen distintos tamaños y están en 

proceso de unificarse. En la fase de elevación, estas placas han derivado en un frente 

de fagocitosis unificado y en expansión con numerosas estructuras elevadas tempranas 

(como “montículos”). Por último, en culminación, ya no se observa un frente de 

fagocitosis y gran parte de la superficie del medio sólido está cubierta por una mezcla 

estructuras elevadas, incluyendo algunas tardías con aparición de cuerpos fructíferos y 

soros. Los estados previos, de transición y posteriores a las etapas principales del ciclo 

de desarrollo social de la ameba se calificaron con puntuajes intermedios. En 

pre-agregación (0,5 puntos), las amebas están formando placas de fagocitosis 

incipientes, mientras que en la transición agregación – elevación (1,5 puntos) las placas 

de fagocitosis están fusionadas y presentan múltiples núcleos de agregación y/o 

aparición de pocas estructuras elevadas tempranas. En la transición 

elevación – culminación (2,5 puntos), el frente de fagocitosis se ha expandido 

completamente y existen numerosas estructuras elevadas intermedias (como “babosas”, 

“dedos”, etc.) con aparición de algunos cuerpos fructíferos, cuya presencia junto a la de 

soros se torna mayoritaria en la fase de culminación consolidada (3,5 puntos). 

Los puntajes asignados a cada una de las imágenes se analizaron 

estadísticamente a través de una prueba ANOVA de dos colas, seguida de la prueba de 

comparación múltiple de Tukey. Las diferencias detectadas se definieron como 

significativas según un valor P < 0,05, basándose en un intervalo de confianza mínimo 

del 95%. El procesamiento gráfico y estadístico de los datos se efectuó mediante 

GraphPad Prism 9.0 (ver Sección 10.13.2). 
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10.15.- Distribución subcelular de la proteína Rab32A en D. discoideum 

 

El patrón de distribución subcelular de la GTPasa monomérica Rab32A se evaluó 

mediante microscopía confocal en D. discoideum sin infectar e infectado con la cepa 

silvestre y las diferentes mutantes de S. Typhimurium. Para esto, se generaron linajes 

celulares de la ameba que expresan una proteína Rab32A fusionada en su región N- o 

C-terminal al reportero fluorescente GPF (Tabla 4). Paralelamente, las cepas 

bacterianas se transformaron con un plasmidio que permite la expresión constitutiva de 

la proteína fluorescente mCherry (Tabla 1). 

 

10.15.1.- Generación de la proteína Rab32A fusionada en su extremo C-terminal al 

reportero GFP 

 

La secuencia codificante del gen rab32A (dictyBase: DDB_G0283603) de 

D. discoideum, se amplificó mediante PCR desde una librería de cDNA de la ameba, la 

cual fue generada por el grupo del Dr. Ricardo Escalante (Instituto de Investigaciones 

Biomédicas Alberto Sols, CSIC/UAM) a partir de una mezcla de mRNA aislado desde 

células en crecimiento y células sometidas a privación de nutrientes durante 4 h 

(Mesquita et al., 2015). La amplificación por PCR se realizó utilizando la polimerasa de 

alta fidelidad Phusion (NEB) (ver Sección 10.12) y los partidores específicos 

5rab32A_pDM1045 y 3rab32A_pDM1045 (Tabla 3). 

El producto de PCR se analizó mediante electroforesis en un gel de agarosa al 

0,8% en solución amortiguadora TAE 1x y tinción con GelRed 1x. La corrida 

electroforética se efectuó a 100 V durante 35 min. Posterior a la verificación de su tamaño 
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(~677 pb), el amplicón se purificó desde la banda del gel mediante el sistema comercial 

“QIAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN), según las instrucciones del fabricante. Para su 

enriquecimiento, el fragmento purificado se usó como DNA molde en una segunda ronda 

de amplificación por PCR, análisis por electroforesis y purificación, siguiendo el mismo 

procedimiento recién descrito. 

El amplicón de rab32A se sometió a una reacción de A-tailing (ver Sección 10.12) 

previo a su purificación desde el gel y luego se clonó en el vector comercial pGEM-T 

(Promega), conforme las indicaciones del fabricante. Luego, se efectuó la ligación de 

rab32A como DNA inserto en el vector y una alícuota de la reacción se transformó en la 

cepa comercial quimiocompetente de E. coli “One ShotTM TOP10 Chemically Competent 

E. coli” (Invitrogen). Las bacterias transformantes se seleccionaron sembrando en agar 

LB suplementado con Amp, IPTG 0,5 mM y X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-

galactopiranósido) 80 µg/mL para su incubación a 37°C durante 24 h. El vector pGEM-T 

es provisto como una molécula de DNA lineal, dónde el marco de lectura del gen lacZ 

se encuentra interrumpido. Si la ligación del DNA inserto es exitosa, el gen lacZ 

permanece interrumpido y la actividad β-galactosidasa que codifica no se reconstituye. 

De este modo, se escogieron aleatoriamente colonias bacterianas resistentes a Amp y 

de un color blanco, indicando la ausencia de la actividad β-galactosidasa. En estas 

colonias, la presencia del plasmidio recombinante pGEM::rab32A (Tabla 2) se confirmó 

mediante PCR (ver Sección 10.9.4) con los partidores 5rab32A_pDM1045 y 

3rab32A_pDM1045. Posteriormente, el DNA plasmidial se purificó mediante el sistema 

“QIAprep Spin Miniprep kit” (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Los partidores 5rab32A_pDM1045 y 3rab32A_pDM1045 se diseñaron para el 

clonamiento del gen rab32A en el plasmidio pDM1045 (Tabla 2), el cual confiere 

resistencia a Amp como marcador de selección procarionte y contiene un marco de 
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lectura que codifica a la proteína fluorescente de GFP. Inmediatamente río arriba del 

marco de lectura de GFP, el plasmidio cuenta con un sitio de inserción flanqueado por 

secuencias de corte para las endonucleasas BglII/SpeI, permitiendo generar una fusión 

génica C-terminal al reportero fluorescente. Esta fusión génica se expresa 

constitutivamente al encontrase bajo el control del promotor eucarionte de Actina 15 

presente en el plasmidio (Veltman et al., 2009a). Durante la amplificación por PCR del 

marco de lectura de rab32A para su clonamiento inicial en el vector pGEM-T, se 

incorporó en el extremo 5’ del amplicón mediante el partidor 5rab32A_pDM1045 un sitio 

de corte para la endonucleasa BglII y la secuencia Kozak AAAA específica para el inicio 

de la traducción en D. discoideum (Veltman et al., 2009a). Asimismo, en el extremo 3’ 

del fragmento amplificado se incorporó un sitio de corte para XbaI (isoesquizómero de la 

enzima SpeI) y se eliminó el codón de término nativo de rab32A a través del partidor 

3rab32A_pDM1045. La ausencia de mutaciones en la secuencia del marco de lectura de 

rab32A clonado en el plasmidio pGEM::rab32A se confirmó mediante secuenciación (ver 

Sección 10.17). Este plasmidio se sometió a una doble digestión enzimática con las 

endonucleasas BglII y XbaI (Thermo Scientific) para escindir el marco de lectura de 

rab32A, cuya liberación se analizó por electroforesis en gel de agarosa y se purificó 

desde banda mediante el sistema comercial “QIAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Por otro lado, el plasmidio pDM1045 también 

se digirió enzimáticamente en una reacción doble con las enzimas BglII y BcuI (SpeI) 

(Thermo Scientific). La linealización del plasmidio se evaluó mediante electroforesis en 

gel de agarosa para su consiguiente purificación desde el gel con el sistema comercial 

“QIAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante. El 

marco de lectura de rab32A digerido se ligó con el plasmidio pDM1045 linealizado, 

utilizando la enzima T4 DNA ligasa (NEB) de acuerdo al protocolo del fabricante. La 
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ligación se transformó en la cepa comercial quimiocompetente de E. coli “One ShotTM 

TOP10 Chemically Competent E. coli” (Invitrogen). Las bacterias transformantes se 

seleccionaron sembrando en agar LB suplementado con Amp e incubación a 37°C 

durante 24 h. La presencia del plasmidio recombinante pDM1045::rab32A (Tabla 2) se 

confirmó mediante PCR (ver Sección 10.9.4) empleando las parejas de partidores 

pDM1045_Dir/pDM1045_Rev y pDM1045_Dir/3rab32A_pDM1045 (Tabla 3) para 

determinar la inserción y la orientación del marco de lectura de rab32A, respectivamente. 

Algunas de las colonias transformantes de E. coli, con una amplificación positiva en el 

PCR, se cultivaron en caldo LB suplementado con Amp a 37°C durante 24 h para la 

extracción del plasmidio recombinante (ver Sección 10.8). Para confirmar que no se 

incorporaron mutaciones adicionales en el marco de lectura de rab32A el plasmidio 

pDM1045::rab32A se analizó mediante secuenciación (ver Sección 10.17). 

 

10.15.2.- Generación de la proteína Rab32A fusionada en su extremo N-terminal al 

reportero GFP 

 

La fusión génica para producir la proteína Rab32A acoplada en su extremo 

N-terminal al reportero fluorescente GFP, se generó a través del mismo procedimiento 

descrito para su contraparte C-terminal (ver Sección 10.15.1), con algunas variaciones. 

El marco de lectura de rab32A se amplificó mediante PCR desde el plasmidio 

recombinante pGEM::rab32A como DNA molde, utilizando los partidores 

5rab32A_pDM334 y 3rab32A_pDM334 (Tabla 3) diseñados para el clonamiento en el 

plasmidio pDM334 (Tabla 2). El partidor 5rab32A_pDM334 cuenta con un sitio de corte 

para la endonucleasa BglII, mientras que el partidor 3rab32A_pDM334 contiene un sitio 

para el corte por XbaI y además, incorpora el codón de término nativo del gen rab32A 
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(ausente en el marco de lectura clonado en pGEM::rab32A) para detener la traducción 

de la proteína de fusión generada al clonar en el plasmidio pDM334. Este plasmidio 

confiere resistencia a Amp como marcador de selección procarionte y presenta un sitio 

de inserción con secuencias de corte para las endonucleasas BglII y SpeI, el cual se 

encuentra inmediatamente río abajo del marco de lectura que codifica a la proteína 

fluorescente GFP. Esto permite generar una fusión N-terminal al reportero GFP, cuya 

expresión es dependiente de un promotor eucarionte inducible por doxiciclina (Dox) 

(Veltman et al., 2009b). 

 

10.15.3.- Transformación de D. discoideum con DNA plasmidial 

 

Las distintas construcciones plasmidiales (pDM334::rab32A y pDM1045::rab32A) 

generadas para expresar la proteína Rab32A como fusión al reportero GFP, se 

transformaron mediante electroporación en amebas del linaje AX4 de D. discoideum, 

según un protocolo descrito previamente en la literatura (Weber et al., 2014), con ciertas 

modificaciones. Brevemente, cuando las amebas alcanzaron una confluencia celular de 

90% o superior (~4 x 107 células totales) a partir de su tercer subcultivo en medio HL5 

en botellas de cultivo T75 (ver Sección 10.6), se lavaron una vez con 10 mL de solución 

amortiguadora de electroporación HG-50 1x (HEPES 4,77 g/L, NaCl 0,58 g/L, KCl 3,73 

g/L, MgSO4 0,25 g/L, Na2CO3 0,53 g/L, NaH2PO4 0,14 g/L; pH 7,0) enfriada a 4°C y luego 

se desprendieron mecánicamente para su resuspensión en 4 mL de la misma solución. 

Un alícuota de 1 mL de la suspensión de amebas en HG-50 (~107 células totales) se 

mezcló con 3–5 µg de DNA plasmidial y se incubó durante 15 min en hielo. 

Posteriormente, la mezcla se transfirió a una cubeta de electroporación de 1 mm (de 

separación entre sus electrodos) enfriada a -20°C y se aplicaron, con un intervalo de 
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pausa de 5 seg, 2 pulsos de un voltaje de 0,85 KV, una resistencia de 200 Ω y una 

capacitancia de 25 μF en un equipo Gene Pulser (Bio-Rad) acoplado a una unidad Pulse 

Controller y a un Capacitance Extender (Bio-Rad). El contenido de la cubera se transfirió 

a una botella de cultivo celular T25 con 4 mL de medio HL5 suplementado con Amp para 

permitir la recuperación no restrictiva de las amebas incubando a 22°C durante 24 h. 

Transcurrido este tiempo, se incorporó G418 10 µg/mL o Hyg 50 µg/mL como antibiótico 

eucarionte para iniciar la selección de las amebas transformantes con el plasmidio 

recombinante pDM334::rab32A o pDM1045::rab32A, respectivamente. A contar de este 

momento, el cultivo se monitoreó periódicamente cada 24 h, realizando un cambio de 

medio de cultivo sólo ante la acumulación de células muertas en suspensión para evitar 

el estrés excesivo de las amebas viables adheridas al fondo de la botella. Cuando la 

confluencia del cultivo alcanzó el ~90%, lo cual puede tardar de 2 a 4 semanas de 

acuerdo la eficiencia de la transformación, se efectuó el primer subcultivo hacia una 

botella T75 con 10 mL de HL5, manteniendo la suplementación con Amp y la selección 

con el antibiótico eucarionte correspondiente. Los subcultivos siguientes en botellas T75 

se realizaron siempre cuando la confluencia del cultivo fue igual o mayor al 90%. En el 

tercer subcultivo, la expresión fenotípica de la proteína de fusión se evaluó mediante la 

emisión de fluorescencia por parte de las amebas transformantes. La fluorescencia se 

visualizó directamente en los cultivos de amebas a través de un equipo de 

epifluorescencia Zoe Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad). En las amebas transformadas 

con el plasmidio pDM334::rab32A, la visualización requirió de una inducción previa con 

Dox 10 µg/mL durante al menos 4 h. A modo de control, también se generaron linajes 

de D. discoideum transformados con los respectivos vectores pDM334 y pDM1045 

vacíos.  
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10.15.4.- Generación de cepas bacterianas fluorescentes 

 

La cepa silvestre y la doble mutante ∆gtgE ∆sopD2 de S. Typhimurium 14028s 

se transformaron mediante electroporación (ver Sección 10.9.2) con el plasmidio 

pFCcGi (Tabla 2), el cual confiere resistencia a Amp como marcador de selección y 

expresa constitutivamente la proteína fluorescente roja mCherry. Adicionalmente, 

también se transformó a Escherichia coli B/r (Tabla 1) con el plasmidio pFCcGi para 

generar un control de internalización, al ser una cepa bacteriana no patógena para 

D. discoideum, la cual normalmente es fagocitada y degradada por la ameba (Riquelme 

et al., 2016). 

 

10.15.5.- Ensayo de infección analizado mediante microscopía confocal 

 

Las cepas de S. Typhimurium 14028s transformadas para expresar la proteína 

fluorescente mCherry, se utilizaron para infectar a las amebas de los linajes 

transformantes de D. discoideum que expresan la proteína Rab32A fusionada en su 

extremo N- o C-terminal a GFP, cuya distribución subcelular se evaluó mediante 

microscopía confocal (Fig. 5). 

El día anterior a la infección, amebas de los linajes transformantes provenientes 

de un cultivo en botella T75 a una confluencia celular igual o mayor a 90%, se sembraron 

en medio HL5 suplementando con Amp y G418 o Hyg (según corresponda al marcador 

de selección eucarionte de cada plasmidio) a una densidad de ~2 x 105 células/pocillo 

(~200 µL) en una placa de microscopía de 8 pocillos (Ibidi). La placa se incubó a 22°C 

durante 24 h para permitir la adherencia de las amebas.  
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Figura 5. Ensayo de infección de S. Typhimurium en D. discoideum monitoreado mediante microscopía 
confocal. Un linaje transformante de D. discoideum, generado para expresar ectópicamente la proteína Rab32A como 
una fusión N- o C-terminal al reportero GFP desde un plasmidio recombinante, se infectó con la cepa silvestre o la 
doble mutante ∆gtgE ∆sopD2 de S. Typhimurium 14028s transformadas con un plasmidio que permite expresar la 
proteína fluorescente mCherry. La distribución subcelular de ambas fusiones de Ra32A a GFP se monitoreó 
independientemente a través de microscopía confocal en amebas sin infectar o infectadas con las cepas de 
S. Typhimurium. 
 

Por otro lado, las cepas bacterianas se cultivaron en 3 mL de caldo LB suplementado 

con Amp durante 24 h a 37°C sin agitación. Al siguiente día, las amebas no adheridas a 

la placa se removieron mediante 1 lavado con solución amortiguadora Sörensen 1x 

estéril. En uno de los pocillos de la placa, las amebas se desprendieron por resuspensión 

enérgica con 200 µL de solución amortiguadora Sörensen 1x para determinar el número 

células viables mediante recuento en cámara de Neubauer con tinción de azul de tripán. 

En el caso del linaje de D. discoideum transformado con el plasmidio recombinante 

pDM334::rab32A, la expresión de la proteína de fusión GFP-Rab32A se indujo por 

exposición a Dox 10 µg/mL durante 4 h en medio HL5 (no suplementado con Amp, ni 

con G418). Transcurrido el tiempo de inducción, las amebas se lavaron con solución 

amortiguadora Sörensen 1x y se infectaron a una MOI de 100 bacterias/ameba mediante 

co-incubación durante 1 h a 22°C con 200 µL de una suspensión bacteriana de las 
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distintas cepas. Previamente, cada suspensión bacteriana se preparó en solución 

amortiguadora Sörensen 1x a partir de una alícuota de 1 mL del respectivo cultivo 

bacteriano, cuya biomasa se sedimentó por centrifugación a 18.300 x g durante 2 min y 

se sometió a 3 lavados con 1 mL de solución amortiguadora Sörensen 1x, centrifugando 

cada vez y resuspendiendo en un volumen final de 1 mL de la solución amortiguadora. 

Desde esta alícuota de 1 mL de bacterias en solución amortiguadora Sörensen 1x se 

recolectó un volumen que, según la curva de crecimiento específica de cada cepa, 

contenía el número de UFC suficiente para preparar una suspensión cuya carga 

bacteriana por cada 200 µL fuera 100 veces mayor al número promedio de amebas en 

cada pocillo. El volumen final de cada suspensión bacteriana se estimó multiplicando 

200 µL por el número total de pocillos a infectar con cada cepa, sumando un pocillo 

adicional como exceso. Para determinar la MOI real, el número de bacterias viables en 

cada suspensión se cuantificó por dilución seriada en PBS 1x (100–10-7) y recuento de 

UFC en agar LB con incubación a 37°C durante 24 h. Las bacterias extracelulares que 

no fueron internalizadas tras completado el tiempo de infección de la amebas, se 

eliminaron mediante una incubación con solución amortiguadora Sörensen 1x 

suplementado con Gm 20 µg/mL durante 5 min, seguido de 2 lavados con solución 

amortiguadora Sörensen 1x sin antibiótico. A distintos tiempo, la presencia de bacterias 

intracelulares y/o la distribución subcelular de GFP-Rab32A en amebas sin infectar o 

infectadas con las diferentes cepas bacterianas, se monitoreó mediante la adquisición 

de imágenes con un microscopio confoncal de escaneo láser Zeiss LSM 700 equipado 

con un objetivo 100x en aumento 0,5x. Las imágenes se procesaron utilizando el 

programa Image J 1.52a (National Institutes of Health). 

El linaje de D. discoideum transformado con el plasmidio recombinante 

pDM1045::rab32A, el cual expresa la proteína de fusión C-terminal Rab32A-GFP, se 
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analizó siguiendo el mismo procedimiento ya descrito. Sin embargo, cómo la expresión 

de la proteína Rab32A-GFP es constitutiva, no se requiere de una inducción previa y la 

infección de las amebas con las distintas cepas de S. Typhimurium se realizó 

directamente. 

 

10.16.- Actividad proteolítica del efector GtgE de S. Typhimurium sobre la proteína 

Rab32A de D. discoideum 

 

Para evaluar la proteólisis de la GTPasa monomérica Rab32A de D. discoideum 

por parte del efector GtgE de S. Typhimurium 14028s, se generaron cepas 

recombinantes de E. coli (Tabla 1) co-transformadas con construcciones plasmidiales 

compatibles (Tabla 2) para expresar heterólogamente a Rab32A como una proteína de 

fusión C-terminal al epítopo 6xHis (Rab32A-6xHis), junto a GtgE silvestre o una versión 

mutante del efector sin actividad catalítica (GtgEH151A). En lisados bacterianos totales de 

estas cepas de E. coli, se analizó la proteólisis de Rab32A-6xHis mediante SDS-PAGE 

y Western blot utilizando anticuerpo comerciales específicos (Fig. 6). 
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Figura 6. Ensayo para evaluar la actividad proteolítica del efector GtgE de S. Typhimurium sobre la proteína 
Ra32A de D. discoideum. Una cepa de E. coli se co-transformó con construcciones plasmidiales que permiten 
expresar heterólogamente al efector GtgE silvestre de S. Typhimurium o su contraparte mutante sin actividad catalítica 
(GtgEH151A), junto a la proteína Rab32A de D. discoideum como una fusión C-terminal al epítopo 6xHis. La proteólisis 
de la GTPasa se analizó mediante SDS-PAGE y Western blot en lisados bacterianos totales de la cepa recombinante 
de E. coli. 
 

10.16.1.- Generación de las construcciones plasmidiales para la co-expresión de 

la proteína Rab32A y el efector GtgE 

 

El marco de lectura que codifica a Rab32A se amplificó mediante PCR (ver 

Sección 10.12) a partir del plasmidio pGEM::rab32A (Tabla 2) como DNA molde, 

utilizando la DNA polimerasa de alta fidelidad Phusion (NEB) y los partidores 

rab32A_ORF5 y rab32A_6xHis3 (Tabla 3). El partidor rab32A_6xHis3 hibrida en el 

extremo 3’ de la secuencia codificante de rab32A, omitiendo su codón de término nativo 

e incorporando codones adicionales que codifican un espaciador de glicinas (G-S-G-S) 

seguido por el epítopo 6xHis. Esto permite generar una fusión C-terminal de la proteína 

Rab3A al epítopo 6xHis. El fragmento de DNA amplificado (rab32A-6xHis) se confirmó 

mediante electroforesis en gel de agarosa, se purificó desde el gel mediante el sistema 

comercial “QIAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del 
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fabricante y se sometió a una reacción de A-tailing (ver Sección 10.12) para su posterior 

clonamiento en el vector comercial “pBAD TOPOTM TA Expression Kit” (Invitrogen), de 

acuerdo con el protocolo del fabricante. Este vector confiere resistencia a Amp y contiene 

un promotor inducible por L-arabinosa (ParaBAD) río arriba del sitio de clonamiento. La 

reacción de ligación entre el amplicón rab32A-6xHis y el vector pBAD-TOPO, se 

transformó en la cepa comercial quimiocompetente de E. coli “One ShotTM TOP10 

Chemically Competent E. coli” (Invitrogen), según las indicaciones del fabricante. Las 

bacterias transformantes se seleccionaron sembrando en agar LB suplementado con 

Amp e incubando a 37°C durante 24 h. La presencia del plasmidio recombinante 

pBAD::rab32A-6xHis (Tabla 2) en las colonias se verificó por PCR (ver Sección 10.9.4). 

Considerando que el vector pBAD-TOPO es provisto como una molécula lineal, la 

reacción de ligación durante el clonamiento puede originar plasmidios en que el 

fragmento de interés se haya insertado a favor o en contra del sentido del promotor 

ParaBAD. La incorporación del inserto y su orientación se determinaron mediante PCR 

utilizando las parejas de partidores (Tabla 3) pBAD-Fw/pBAD-Rev2 y 

pBAD-Fw/rab32A_6xHis3, respectivamente. La combinación de partidores 

pBAD-Fw/rab32A_6xHis3 produce una amplificación únicamente si el fragmento clonado 

está orientado a favor del promotor inducible. Algunas de las transformantes de E. coli 

con una amplificación positiva en el PCR de colonia, se cultivaron en caldo LB 

suplementado con Amp a 37°C durante 24 h para la extracción de su DNA plasmidial 

(ver Sección 10.8) y posterior análisis mediante secuenciación (ver Sección 10.17). Uno 

de los clones transformantes de E. coli (TOP10/pBAD::rab32A; Tabla 1), cuyo plasmidio 

recombinante se confirmó vía secuenciación, se transformó mediante electroporación 

(ver Sección 10.9.2) con un segundo plasmidio. Según el caso, este plasmidio se generó 

a partir del clonamiento independiente del marco de lectura de gtgE silvestre o de una 
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variante mutante sin actividad catalítica (gtgEH151A) en el vector pSEVA254 (Tabla 3). 

Este vector confiere resistencia a Kan y porta un promotor inducible por IPTG río arriba 

del sitio de inserción. Para el clonamiento, el alelo silvestre de gtgE se amplificó por PCR 

(ver Sección 10.9.1) a partir de DNA genómico de S. Typhimurium 14028s (ver Sección 

10.7), utilizando la DNA polimerasa de alta fidelidad Phusion (NEB) (ver Sección 10.12) 

y los partidores gtgE_pSEVA5 y gtgE_pSEVA3 (Tabla 3). Estos partidores hibridan en 

los extremos del marco de lectura de gtgE y contienen en su secuencia sitios de corte 

para las endonucleasas EcoRI (gtgE_pSEVA5) y XbaI (gtgE_pSEVA3). Adicionalmente, 

el partidor gtgE_pSEVA5 incorpora un sitio de unión al ribosoma 

(TTAACTTTAAGAAGGAG) para la traducción del transcrito derivado del marco de 

lectura. La amplificación de gtgE se analizó por electroforesis en un gel de agarosa al 

0,8% en solución amortiguadora TAE 1x y tinción con GelRed 1x, efectuando la corrida 

electroforética a 100 V durante 35 min. Tras verificar su tamaño (~732 pb), el producto 

de PCR se purificó mediante el sistema comercial “QIAquick PCR Purification Kit” 

(QIAGEN), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El amplicón purificado se 

sometió a una doble digestión enzimática con las endonucleasas EcoRI y XbaI (Thermo 

Scientific). Por su parte, el plasmidio pSEAVA524 purificado (ver Sección 10.8) también 

se digirió enzimáticamente con las mismas endonucleasas para su linealización. La 

digestión del amplicón gtgE y del plasmidio se evaluó mediante electroforesis en gel de 

agarosa para su consiguiente purificación desde el gel con el sistema comercial 

“QIAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

El marco de lectura de gtgE digerido se ligó con el plasmidio pSEAVA254 linealizado 

mediante una reacción con la enzima T4 DNA ligasa (NEB), de acuerdo al protocolo del 

fabricante. La ligación se transformó en la cepa comercial quimiocompetente de E. coli 

“One ShotTM TOP10 Chemically Competent E. coli” (Invitrogen) y las bacterias 
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transformantes se seleccionaron sembrando en agar LB suplementado con Amp e 

incubación a 37°C durante 24 h. La transformación con el plasmidio recombinante 

pSEVA::gtgE (Tabla 2) se confirmó mediante PCR (ver Sección 10.9.4) empleando las 

parejas de partidores pSEVA_F/pSEVA_R y pSEVA_F/gtgE_pSEVA3 (Tabla 3) para 

determinar la presencia y la orientación del inserto, respectivamente. Algunas de las 

colonias transformantes de E. coli que presentaron una amplificación positiva en el PCR, 

se cultivaron en caldo LB suplementado con Amp a 37°C durante 24 h para la extracción 

del plasmidio recombinante (ver Sección 10.8). 

El clonamiento del alelo mutante catalítico gtgEH151A se realizó mediante el mismo 

procedimiento descrito para el gen gtgE silvestre. No obstante, en la secuencia 

nucleotídica del alelo mutante, el triplete CAT de la posición 451-453 se reemplazó por 

GCA, lo que constituye un cambio codogénico que a nivel de proteína conduce a la 

sustitución del residuo de histidina 151 por alanina. El residuo de histidina 151 conforma 

parte del motivo catalítico de GtgE (triada C-H-G) (Watchel et al., 2018) y su mutación 

elimina la actividad cisteína proteasa del efector (Spanò et al., 2011). El marco de lectura 

de gtgEH151A se generó mediante síntesis química, utilizando el servicio “Gene Synthesis 

& Dna Synthesis Services” de GENEWIZ® (Azenta Life Sciences). La secuencia de 

gtgEH151A se proporcionó como inserto en vector plasmidial derivado del pUC19, desde 

el cual se amplificó vía PCR para su clonamiento en pSEVA254. Los plasmidios 

recombinantes pSEVA254::gtgE y pSEVA254::gtgEH151A se transformaron 

independientemente mediante electroporación (ver Sección 10.9.2) en la cepa receptora 

de E coli previamente transformada con el plasmidio pBAD::rab32A-6xHis (Tabla 1). Las 

bacterias co-transformantes se seleccionaron sembrando en agar LB suplementado con 

Amp/Kan e incubación a 37°C durante 24 h. La presencia de ambos plasmidios 

recombinantes se determinó mediante PCR (ver Sección 10.9.4) con las parejas de 
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partidores pBAD-Fw/rab32A_6xHis3 y pSEVA_F/gtgE_pSEVA3. Como control, la cepa 

E. coli TOP10/pBAD::rab32A también se transformó con el vector pSEVA254 vacío. 

 

10.16.2.- Co-expresión heteróloga de la proteína de fusión Rab32A-6xHis y del 

efector GtgE en una cepa recombinante de E. coli 

 

Las cepas recombinantes co-transformadas de E. coil se inocularon en duplicado 

con una proporción de 1:100 en 10 mL de caldo LB suplementado con 10 mM de L-Ara 

y Amp o Amp/Kan, según fue necesario. Los cultivos se incubaron a 37°C con agitación 

durante 3 h y la suplementación con L-Ara se utilizó para inducir la expresión de la 

proteína Ra32A-6xHis en todas las cepas desde un comienzo. Transcurridas las 3 h, una 

de las dos réplicas de cada cepa transformada con el plasmidio pSEVA254 o sus 

derivados (Tabla 2), se indujeron con 1 mM de IPTG durante 1 h a 37°C con agitación 

para la expresión del efector GtgE silvestre o su contraparte mutante GtgEH151A. La 

réplica restante de las cepas se mantuvo en incubación sin inducción con IPTG durante 

el mismo tiempo como control. Adicionalmente, una cepa de E. coli transformada sólo 

con el plásmido pBAD::rab32A-6xHis, se creció en un medio con presencia de L-Ara 

para inducir la expresión de la proteína Rab32A-6xHis o en un medio suplementado con 

o de L-glucosa 0.2% para reprimirla catabólicamente. Completadas 4 h totales, la 

biomasa equivalente a 5 mL de cultivo de todas las cepas bacterianas se sedimentó 

mediante centrifugación a 5.350 x g durante 10 min a 4°C y el sobrenadante se eliminó 

por inversión. Los sedimentos bacterianos se procesaron inmediatamente para su 

análisis mediante SDS-PAGE y Western blot. 
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10.16.3.- Inmunodetección de la proteólisis de Rab32A-6xHis en lisados 

bacterianos totales 

 

Los sedimentos bacterianos, provenientes de las distintas cepas recombinantes 

de E. coli (ver Sección 10.16.2), se lisaron mediante la resuspensión en tampón de 

muestra Laemmli 1x (Bio-Rad) suplementado con 10% β-mercaptoetanol en una 

proporción de 10 µL/mg de sedimento húmedo. Para completar la lisis, las muestras se 

sometieron a ebullición a 100°C durante 10 min en un baño de agua. Los lisados 

bacterianos totales se resolvieron mediante SDS-PAGE cargando paralelamente un 

volumen de 3 µL en dos geles de poliacrilamida al 12%, usando el sistema de 

electroforesis en geles Mini-Protean III (Bio-Rad). La corrida electroforética se realizó en 

tampón de corrida 1x (glicina 1,44%, Tris 0,3%, SDS 0,1%) a 50 V durante 1 h (o hasta 

que las muestras superaron el gel concentrador) y luego a 100 V durante 3 h (o hasta la 

caída del frente de corrida desde el gel). Las proteínas se movilizaron desde uno de los 

geles hacia una membrana PVDF Inmovilion-P (Millipore) mediante electrotransferencia 

húmeda en sistema Mini Trans-Blot (Bio-Rad). Para esto, la membrana se activó 

previamente por inmersión en metanol (MetOH) 100% durante 30 seg y la transferencia 

se realizó a 300 mA durante 90 min en tampón de transferencia (Tris 0,3%, glicina 1,44%; 

MetOH 20%). Finalizada la transferencia, la membrana se lavó en tampón TBS-T (Tris-

Base 50 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%) y se bloqueó mediante incubación en una 

solución de albúmina de suero bovino (BSA; Winkler) 5% en TBS-T durante 1 h a 

temperatura ambiente con agitación. Tras el bloqueo, la membrana se incubó con un 

anticuerpo primario de ratón anti-6xHis (ab18184, abcam) en dilución 1:5.000 en BSA 

5% en TBS-T a 4°C sin agitación durante 24 h. Luego de ese tiempo, la membrana se 

lavó 3 veces con abundante TBS-T y agitación enérgica durante 10 min, para después 
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incubarse con un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa de 

rábano (HRP) (immunoPure Antibody #31430; Thermo Scientific) en dilución 1:10.000 

en BSA 5% en TBS-T durante 2 h con agitación a temperatura ambiente. La membrana 

se sometió nuevamente a 3 lavados de 10 min con abundante TBS-T y agitación 

enérgica. Para la inmunodetección de las proteínas en la membrana, se usó el sistema 

comercial Supersignal West-Femto (Pierce Biotechnology, Inc), según las indicaciones 

del fabricante. Este sistema consta de un reactivo que al ser oxidado por la HRP emite 

una señal quimioluminiscente. La detección de esta señal y la captura de las imágenes 

se efectuaron mediante el equipo Dyversity 4 (Syngene). La membrana se recuperó y se 

almacenó en TBS-T a 4°C. 

Para la visualización directa de las proteínas totales en la muestras, el gel 

restante se sometió a tinción mediante incubación con azul de Coomassie (1 g de 

Coomassie Brilliant Blue G-20 (Thermo Scientific) disuelto en una solución acuosa de 

MetOH 50% y ácido acético 10%) durante 1 h con agitación. La destinción posterior se 

efectuó mediante 3 lavados de 10 min con una solución de ácido acético 10% en 

agitación suave, seguida de una incubación de 16 h en la misma solución a temperatura 

ambiente y con agitación. El gel se observó en un transiluminador de luz visible Gold-

SIM (SIM international Group) y su registro fotográfico se realizó con un 

fotodocumentador microDOC (Cleaver Scientific Ltda.). El gel se almacenó inmerso en 

agua Mili-Q a 4°C. 
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10.17.- Análisis de plasmidios recombinantes mediante secuenciación 

 

La fidelidad de secuencia de las distintas construcciones plasmidiales generadas 

en este trabajo (Tabla 2), se verificaron a través de secuenciación capilar de DNA en un 

equipo ABI PRISM 3500 xl Applied Biosystems (Servicio de Secuenciación Automatizada 

de ADN, Pontificia Universidad Católica de Chile). Los resultados de secuenciación se 

analizaron in silico mediante alineamiento con secuencias de referencia en el programa 

Vector NTI 10.3 (Thermo Scientific). 

 

10.18.- Análisis bioinformáticos basados en secuencia 

 

A través de una búsqueda en la plataforma dictyBase (http://dictybase.org/), se 

identificaron 4 loci en el genoma de D. discoideum anotados como marcos de lectura 

que codifican proteínas Rab32 (Rab32A–D). Las secuencias aminoacídicas de estas 4 

proteínas se alinearon con las secuencias de proteínas Rab32 y otras filogenéticamente 

emparentadas, todas de origen mamífero. En estas proteínas de mamífero, la actividad 

proteolítica del efector GtgE de S. Typhimurium se ha confirmado experimentalmente 

(Spanò & Galán, 2012). El alineamiento de las secuencias se realizó utilizando la 

plataforma T-Coffee en su modalidad Expresso (Di Tommaso et al., 2011) y las 

secuencias de todas la proteínas analizadas se obtuvieron desde la base de datos 

integrada KEGG Pathway Database (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html). 

Adicionalmente, para una comparación más exhaustiva, la secuencia de la proteína 

Rab32A de D. discoideum se alineó sólo contra la secuencia de la proteína Rab32 

humana a través del software SanpGene 7.2 (Dotmatics). 
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Por otro lado, se generó un cladograma que incluyó la secuencia de aminoácidos 

de las 4 proteínas Rab32 de D. discoideum y la secuencia de otras 52 proteínas Rab de 

distintos organismos, donde se abarcó a las GTPasas asociadas filogenéticamente a 

Rab32A durante su caracterización inicial (Norian et al, 1999) y a un conjunto de otras 

secuencias identificadas mediante la herramienta BLASTp 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) tras una ronda de búsqueda usando a Rab32A 

como referencia. El análisis de las secuencias se efectuó con el software MEGA 11 

mediante el método de Máxima Probabilidad/Verosimilitud (Maximun Likelihood) con un 

Bootstrapping de 4.000 repeticiones. 
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11.- RESULTADOS 
 

11.1.- Las proteínas Rab32 de D. discoideum comparten una alta similitud de 

secuencia y residuos clave con proteínas Rab32 de mamífero 

 

El genoma de D. discoideum codifica 4 proteínas homólogas a Rab32 (Rab32A–

D), de las cuales Rab32A es la única detectada experimentalmente como parte del 

proteoma asociado a fagosomas en la ameba (Gotthardt et al., 2006) y pertenece al 

41,7% de proteínas fogosómicas que este organismo comparte con macrófagos murinos 

(Boulais et al., 2010). Además, tal como ocurre con Rab32 en macrófagos, Rab32A 

también es reclutada hacia la LCV durante la infección por Legionella pneumophilla en 

D. discoideum (Hoffmann et al., 2014; Schmölders et al., 2017). En esta ameba, Rab32A 

fue identificada como un homólogo de las proteínas Rab29, Rab32 y Rab38 humanas, y 

Rab29 de rata (Norian et al., 1999). Utilizando la base de datos dictyBase 

(http://dictybase.org/), se localizó los 4 loci anotados como marcos de lectura que 

codifican proteínas homólogas a Rab32 en el genoma de D. discoideum. La secuencia 

aminoacídica correspondiente a cada una de estas proteínas se obtuvo desde la base 

de datos KEGG Pathway (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) y se alineó contra 

las proteínas humanas Rab29, Rab32 y Rab38, usando la plataforma T-Coffee: Expresso 

(Di Tommaso et al., 2011). En este alineamiento también se incluyó a proteínas Rab32 

provenientes de otros mamíferos, dónde también se ha observado la proteólisis in vitro 

por parte de GtgE. El análisis mostró que las 4 proteínas Rab32 de D. discoideum 

comparten una alta similitud de secuencia con sus contrapartes de humano, ratón y 

mono verde africano (Fig. 7A). Particularmente, Rab32A de D. discoideum tiene 59,4% 

de identidad y 78,3% de similitud con Rab32 de origen humano (Fig. 7B). Asimismo, el 
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motivo de secuencia T-I/V-G-V-A-D-F, definido experimentalmente como sitio de corte 

para GtgE en Rab29, Rab32 y Rab38 de origen humano (Spanò & Galán, 2012), está 

conservado en todas las proteínas Rab32 de la ameba (Fig. 7A). Esta observación in 

silico, sugiere que las 4 proteínas Rab32 de D. discoideum son blancos potenciales de 

la actividad proteolítica del efector GtgE de S. Typhimurium. 

En paralelo, se efectuó un análisis filogenético (ver Sección 10.18) en que se 

incorporó la secuencia aminoacídica de las 4 proteínas Rab32 de D. discoideum, la 

secuencia de las proteínas Rab establecidas como homólogas a Rab32A durante su 

caracterización inicial (Norian et al., 1999) y un conjunto se secuencias obtenidas tras 

una ronda de búsqueda con la herramienta BLASTp 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), usando a Rab32A como referencia. El 

cladograma generado con el software MEGA 11 mediante el método de Máxima 

Probabilidad/Verosimilitud (Maximun Likelihood), arrojó que Rab32A de D. discoideum 

no se agrupa en el mismo clado junto con las otras proteínas Rab32 de la ameba y que 

presenta una mayor cercanía filogenética con proteínas Rab de origen mamífero (Fig. 8). 

Esto concuerda con evidencia que indica que Rab32A de organismos más primitivos 

como D. discoideum, habría derivado evolutivamente en la proteína Rab32 presente en 

organismos eucariontes más recientes (Ortiz-Sandoval et al., 2014). En contraposición, 

Rab32B habría sido reemplazada por Rab38 y que tanto Rab32C como Rab32D, se 

encontrarían sólo en eucariontes ancestrales (Ortiz-Sandoval et al., 2014). 
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Figura 7. Alineamiento de la secuencia aminoacídica de las proteínas Rab32 de D. discoideum contra proteínas 
Rab32 de hospederos mamíferos. (A) La secuencia de las 4 proteínas Rab32 (Rab32A–D) de D. discoideum (ddi), 
se alinearon contra las proteínas Rab29, Rab32 y Rab 38 humanas (hsa) y las proteínas Rab32 de ratón (mmu) y 
Chlorocebus sabaeus (csab) o mono verde africano. Para el alineamiento, se usó la plataforma T-Coffee: Expresso. El 
recuadro púrpura circunscribe el motivo de secuencia (T I/V G V A D F) experimentalmente definido para la proteólisis 
por GtgE en Rab29, Rab32 y Rab38 humanas. La línea negra segmentada indica el sitio de corte específico de GtgE. 
El recuadro azul muestra el motivo responsable de la actividad GTPasa y las flechas de color naranjo indican los 
residuos donde ocurre la prenilación de estas proteínas Rab en mamíferos. En la fila superior se muestra la estructura 
secundaria de Rab32 humana (PDB: 6FF8) correspondiente a cada posición en la secuencia aminoacídica. (B) 
Alineamiento individual de la secuencia de Rab32A (219 aminoácidos) contra Rab32 humana (225 aminoácidos) 
mediante el Software SnapGene (© 2021 Insightful Science). Se señalan los aminoácidos idénticos (|), similares (:) y 
distintos (.) entre la secuencia de ambas proteínas en un rango de cobertura de 207 aminoácidos. 
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Figura 8. Análisis filogenético de las proteínas Rab32 codificadas en el genoma de la ameba D. discoideum. 
Cladograma que representa la distribución y relación filogenética de las proteínas Rab32 de D. discoideum (ddi) con 
proteínas Rab de otro organismos eucariontes [hsa: Homo sapiens (Humano), Csab: Chlorocebus sabaeus (Mono 
Verde Africano), mmu: Mus musculus (Ratón), rno: Rattus norvegicus (Rata), cfa: Canis lupus familiaris (Perro), dpp: 
Dictyostelum purpureum (Ameba), acan: Acanthamoeba castellani (Ameba), coz: Capsaspora owczarzaki (Protista 
ameboide), fal: Fonticula alba (Protista ameboide), sce: Saccharomyces cerevisiae (Levadura), spo: 
Schizosaccharomyces pombe (Levadura), eee: Electrophorus electricus (Anguíla Eléctrica), cmp: Colossoma 
macropomum (Pez/Cachama Negra), pnat: Pygocentrus nattereri (Piraña de vientre rojo), asap: Alosa sapidissima 
(Pez/Sábalo Americano)]. Se indica la posición relativa de las proteínas Rab32 de D. discoideum (flechas rojas) y de 
las proteínas Rab de origen mamífero en que se ha confirmado experimentalmente la proteólisis por parte del efector 
GtgE (flechas azules). El análisis se realizó mediante el método de Máxima Probabilidad/Verosimilitud (Maximun 
Likelihood) en el software MEGA 11 con un Bootstrapping de 4.000 repeticiones. El número en cada ramificación 
corresponde al porcentaje de veces en que cada clado se organizó de una misma forma respecto al total de 
repeticiones. 
 

11.2.- Los efectores GtgE y SopD2 contribuyen a la supervivencia intracelular y 

virulencias de S. Typhimurium en D. discoideum 

 

En macrófagos murinos, mutantes nulas de los genes gtgE y sopD2 de 

S. Typhimurium tienen defectos en su supervivencia intracelular. Estas mutantes 

también resultan atenuadas in vivo, teniendo una baja virulencia y colonización sistémica 

en ratones (Spanò & Galán, 2012; Spanò et al., 2016). Para determinar si GtgE y SopD2 

también contribuyen a la supervivencia de S. Typhimurium al interior de D. discoideum, 

se generaron las mutantes por deleción ∆gtgE, ∆sopD2 y ∆gtgE ∆sopD2 en 

S. Typhimurium 14028s como fondo genético silvestre, usando el método de intercambio 
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alélico dependiente del sistema de recombinación Red del fago Lambda, con 

modificaciones (Santiviago et al., 2009) (ver Sección 10.9). 

La supervivencia intracelular de estas mutantes en D. discoideum se evaluó a 

través de ensayos de infección en competencia con la cepa silvestre (ver Sección 

10.12). En estos ensayos, se observó un incremento de ~1,5 veces en la internalización 

de las mutantes ∆gtgE, ∆sopD2 y ∆gtgE ∆sopD2 en comparación a S. Typhimurium 

silvestre (Fig. 9A). Este comportamiento también se evidenció para la mutante ∆aroA 

(Fig. 9A), la cual tiene una deleción de un gen no asociado al proceso de invasión y que 

con anterioridad ya había registrado una internalización exacerbada en nuestro 

laboratorio (Urrutia et al., 2018). Cuando a las mutantes ∆gtgE y ∆sopD2 se les 

reincorporó su respectivo gen nativo mediante complementación en trans con un vector 

de expresión (ver Sección 10.12), su internalización relativa se redujo a niveles 

comparables a los de la cepa silvestre, siendo también significativamente menor a los 

valores de las mutantes transformadas con el vector vacío que mantuvieron una 

internalización elevada (Fig. 10A). Por otro lado, la supervivencia intracelular de todas 

las mutantes en D. discoideum fue significativamente menor a los niveles de la cepa 

silvestre en los diferentes tiempos de infección (Fig. 9B). Este fenotipo fue similar al 

comportamiento de la mutante metabólica ∆aroA, la cual se incluyó como control porque 

sus defectos para sobrevivir dentro de la ameba ya han sido reportados por nuestro 

grupo (Riquelme et al., 2016). Contrariamente, en las mutantes ∆gtgE y ∆sopD2 

complementadas en trans, se observó una supervivencia similar a la de la cepa silvestre 

a lo largo de la infección de D. discoideum (Fig. 10B). La supervivencia de ambas 

mutantes complementadas fue también estadísticamente mayor que la de sus 

contrapartes transformadas con el vector vacío, cuya deficiencia para sobrevivir 

intracelularmente se mantuvo (Fig. 10B). 
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Figura 9. Internalización y supervivencia intracelular de las mutantes ∆gtgE, ∆sopD2 y ∆gtgE ∆sopD2 de 
S. Typhimurium en D. discoideum. La capacidad de las mutantes ∆gtgE (azul), ∆sopD2 (amarillo) y ∆gtgE ∆sopD2 
(verde) de S. Typhimurium para sobrevivir intracelularmente en D. discoideum, se determinó a través de ensayos de 
infección en competencia. (A) La internalización relativa se calculó como la razón entre las UFC de cada mutante (mut) 
y las UFC de la cepa silvestre (WT) después del tiempo de co-incubación de las amebas con las bacterias (t=0), dividido 
por la razón entre las UFC de las mutantes y las UFC de la cepa silvestre en el inóculo (i) 
([𝑈𝐹𝐶௨௧ 𝑈𝐹𝐶ௐ்⁄ ]௧ୀ [𝑈𝐹𝐶௨௧ 𝑈𝐹𝐶ௐ்⁄ ]⁄ ). (B) El índice de competencia (IC) de cada mutante es expresado 
como log2 para los tiempos 3, 6 y 20 h post infección. Este índice se calculó como la razón entre las UFC de cada 
mutante y las UFC de la cepa silvestre a cada tiempo de infección (t=x), dividido por la misma razón al tiempo t=0 
([𝑈𝐹𝐶௨௧ 𝑈𝐹𝐶ௐ்⁄ ]௧ୀ [𝑈𝐹𝐶௨௧ 𝑈𝐹𝐶ௐ்⁄ ]௧ୀ⁄ ). (C) La población de amebas viables a cada tiempo se determinó 
por recuento en cámara de Neubauer con tinción de azul de tripán y está expresada cómo células/mL. Cada barra 
representa el promedio de 4 ensayos independientes ± SEM. La significancia estadística de la diferencia entre la 
internalización relativa e IC de cada mutante y un valor teórico de referencia (que indica una condición en que no existe 
diferencia respecto al comportamiento de la cepa silvestre), se determinó usando la prueba One-Sample t-Test 
(* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001).  
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Figura 10. Internalización y supervivencia intracelular de las mutantes ∆gtgE y ∆sopD2 de S. Typhimurium 
complementadas en trans durante la infección de D. discoideum. La capacidad para sobrevivir intracelularmente 
de las mutantes ∆gtgE (+gtgE), ∆sopD2 (+sopD2) de S. Typhimurium complementadas en trans (+gtgE y +sopD2), 
así como de sus contrapartes transformadas con el correspondiente vector vacío (∆gtgE TOPO y ∆sopD2 TOPO ), 
se determinó a través de ensayos de infección en competencia realizados en la ameba D. discoideum. (A) La 
internalización relativa se calculó como la razón entre las UFC de cada mutante (mut) y las UFC de la cepa silvestre 
(WT) después del tiempo de co-incubación de las amebas con las bacterias (t=0), dividido por la razón entre las UFC 
de las mutantes y las UFC de la cepa silvestre en el inóculo (i) ([𝑈𝐹𝐶௨௧ 𝑈𝐹𝐶ௐ்⁄ ]௧ୀ [𝑈𝐹𝐶௨௧ 𝑈𝐹𝐶ௐ்⁄ ]⁄ ). (B) 
El índice de competencia (IC) de cada mutante es expresado como log2 para los tiempos 3, 6 y 20 h post infección. 
Este índice se calculó como la razón entre las UFC de cada mutante y las UFC de la cepa silvestre a cada tiempo de 
infección (t=x), dividido por la misma razón al tiempo t=0 ([𝑈𝐹𝐶௨௧ 𝑈𝐹𝐶ௐ்⁄ ]௧ୀ [𝑈𝐹𝐶௨௧ 𝑈𝐹𝐶ௐ்⁄ ]௧ୀ⁄ ). (C) La 
población de amebas viables a cada tiempo se determinó por recuento en cámara de Neubauer con tinción de azul de 
tripán y está expresada cómo células/mL. Cada barra representa el promedio de 3 ensayos independientes ± SEM. 
La significancia estadística de la diferencia entre la internalización relativa e IC de cada mutante y un valor teórico de 
referencia (que indica una condición en que no existe diferencia respecto al comportamiento de la cepa silvestre), se 
determinó usando la prueba One-Sample t-Test (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001). En la 
comparación de cada mutante complementada respecto a su contraparte transformada con el vector vacío, la 
validación estadística de las diferencias se determinó mediante un análisis ANOVA de una cola para la internalización 
relativa y de dos colas para la supervivencia intracelular, seguido en ambos casos de la prueba de comparación múltiple 
de Tukey (⋄⋄⋄⋄ P < 0,0001).  
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La viabilidad celular de las amebas disminuyó en el transcurso de todas las 

infecciones, especialmente en los tiempos 6 h y 20 h (Fig. 9C y Fig. 10C). Esta es una 

tendencia normalmente observada en los ensayos de infección de D. discoideum con 

S. Typhimurium y no distorsiona los valores de supervivencia intracelular, porque al ser 

ensayos de infección en competencia, las UFC de cada mutante se recuperan junto a 

las UFC de la cepa silvestre desde las amebas infectadas. 

Adicionalmente, se evaluó la contribución de los efectores GtgE y SopD2 a la 

virulencia de S. Typhimurium en D. discoideum en virtud de la capacidad de las distintas 

cepas bacterianas para retrasar el ciclo de desarrollo social de la ameba (Urrutia et al., 

2018; Varas et al., 2018). Para esto, se inoculó a D. discoideum sobre un césped de las 

diferentes mutantes de S. Typhimurium y se monitoreó en el tiempo la aparición de 

placas de fagocitosis y estructuras del ciclo social de la ameba (ver Sección 10.14). En 

el caso de la cepa silvestre, se observan placas de fagocitosis claramente definidas en 

el día 4 y el inicio del desarrollo social se retrasó hasta el día 7, donde se comenzó a 

observar la aparición de estructuras sociales de la ameba. A diferencia de esto, para las 

mutantes ∆gtgE, ∆sopD2 y ∆gtgE ∆sopD2 se observaron focos incipientes de fagocitosis 

a contar del día 3 y ya desde el día 5 se identificó la formación inicial de estructuras 

elevadas propias del ciclo social (Fig. 11A). Este comportamiento fue más cercano al 

observado para la mutante ∆aroA, cepa que se incluyó como control de virulencia 

atenuada y dónde las estructuras elevadas de la ameba se observaron desde el día 4. 

Para Klebsiella pneumoniae, incorporada como control de viabilidad de las amebas, el 

desarrollo social se inició rápidamente a partir del día 2 (Fig. 11A), siendo consistente 

con que esta bacteria no es patogénica para D. discoideum y que normalmente se utiliza 

como su alimento en cultivo (ver Sección 10.6).  
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Figura 11. Evaluación del retardo en el ciclo de desarrollo social de D. discoideum causado por distintas cepas 
de S. Typhimurium. La progresión del ciclo de desarrollo social de D. discoideum se evaluó en medio sólido 
inoculando 104 amebas totales sobre un césped bacteriano en agar N de la (A) cepa silvestre (STM) y las distintas 
mutantes (∆gtgE, ∆sopD2 y ∆gtgE ∆sopD2) de S. Typhimurium, así como también de las (B) mutantes 
complementadas en trans (+gtgE y +sopD2) y sus contrapartes transformadas con el vector vacío (STM TOPO, ∆gtgE 
TOPO y ∆sopD2 TOPO). La aparición de placas de fagocitosis y de las diferentes estructuras del ciclo social de la 
ameba se monitoreó diariamente durante 7 días (d). La mutante ∆aroA se utilizó como un control de virulencia atenuada 
en la ameba. K. pneumoniae (Kp) se incluyó como un control de viabilidad de D. discoideum, ya que es la especie 
bacteriana que se utiliza como alimento en su propagación rutinaria.  
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Por otra parte, las mutantes ∆gtgE y ∆sopD2 complementadas retrasaron el 

desarrollo social de la ameba en una forma similar a como ocurre con S. Typhimurium 

silvestre, comenzando la formación de estructuras elevadas en el día 7 (Fig. 11B). En 

cambio, en el caso de las mutantes transformadas con el vector vacío las estructuras se 

visualizaron desde el día 5 (Fig. 11B). El estado de avance del ciclo social de 

D. discoideum en cada condición, se analizó y valorizó de acuerdo a una escala de 

puntuación (ver Sección 10.14) para obtener una cinética semicuantitativa del desarrollo 

de la ameba frente a las diferentes cepas bacterianas. Este análisis mostró que las 

mutantes ∆gtgE, ∆sopD2 y ∆gtgE ∆sopD2, al igual que la mutante atenuada ∆aroA, 

permiten una progresión del ciclo de la ameba más rápida que la cepa silvestre, la cual 

es capaz de retardarlo eficientemente. Esta diferencia entre las mutantes y la cepa 

silvestre se torna significativa a contar del día 5 (Fig. 12A). Cuando las mutantes ∆gtgE 

y ∆sopD2 fueron complementadas en trans con sus correspondientes genes nativos, se 

restauró su capacidad para retardar el desarrollo social de D. discoideum, mostrando 

ambas un comportamiento similar a la cepa silvestre. Al mismo tiempo, existe una 

marcada diferencia entre las mutantes complementadas y sus contrapartes 

transformadas con el vector vacío, la cual resultó estadísticamente significativa en los 

días 6 y 7 (Fig. 12B). 

En conjunto, los resultados de los ensayos de infección y de retardo del desarrollo 

del ciclo social de la ameba, sugieren que los efectores GtgE y SopD2 contribuyen en la 

supervivencia intracelular y virulencia de S. Typhimurium durante la infección de 

D. discoideum. 
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Figura 12. Cinética de retardo del desarrollo social de D. discoideum frente a distintas cepas de 
S. Typhimurium. Se evaluó de manera semicuantitativa el grado de retardo en el desarrollo social de D. discoideum 
generado por la (A) cepa silvestre (STM) y las distintas mutantes (∆gtgE, ∆sopD2 y ∆gtgE ∆sopD2) de 
S. Typhimurium, así como también por las (B) mutantes complementadas en trans (+gtgE y +sopD2) y sus contrapartes 
transformadas con el vector vacío (STM TOPO, ∆gtgE TOPO y ∆sopD2 TOPO). Para esto, se utilizó una escala de 
puntuación basada en la etapa de desarrollo alcanzada por la ameba cada día (d) (ver Sección 10.14). El gráfico 
muestra el promedio de 3 ensayos independientes ± SEM. La validación estadística de las diferencias se determinó 
mediante un análisis ANOVA de dos colas seguida de la prueba de comparación múltiple de Tukey. En la comparación 
de las mutantes sin complementar respecto a la cepa silvestre (A), todas la mutantes mostraron una significancia de 
**** P < 0,0001, a excepción de la mutante ∆gtgE en el día 5 (□ □ □ P < 0,001). En el día 4 sólo la mutante ∆aroA resultó 
significativamente diferente a S. Typhimurium silvestre. Por su parte, al comparar las mutantes transformadas con el 
vector vacío (∆gtgE TOPO y ∆sopD2 TOPO) con sus respectivas contrapartes complementadas en trans (B), se 
observaron diferencias con una significancia de **** P < 0,0001 para ambos casos en los días 6 y 7. Esta diferencia 
también se evidenció en el día 5, pero sólo para la mutante ∆sopD2 TOPO (** P < 0,01). 
 

11.3.- Distribución subcelular de la proteína Rab32A en D. discoideum infectado 

con S. Typhimurium 

 

En macrófagos murinos y otras líneas celulares de mamífero, los efectores GtgE 

y SopD2 interfieren con el reclutamiento de la proteína Rab32 hacia la SCV durante una 

infección por S. Typhimurium, favoreciendo la supervivencia intracelular de la bacteria 

(Spanò & Galán, 2012; Spanò et al., 2016). En D. discoideum, la proteína Rab32A ha 

sido identificada en fagosomas de la ameba (Gotthardt et al., 2006) y asociada a la LCV 

(Hoffmann et al., 2014; Schmölders et al., 2017) usando aproximaciones proteómicas. 

Para evaluar la localización subcelular de Rab32A, determinar si es reclutada hacia la 
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SCV en D. discoideum, y si GtgE y SopD2 alteran dicho reclutamiento, se generó un 

linaje de la ameba que expresa ectópicamente esta proteína, como una fusión al 

reportero fluorescente GFP desde un plasmidio recombinante (ver Sección 10.15). Para 

esto, el marco de lectura de Rab32A se amplificó por PCR desde una librería de cDNA 

de D. discoideum y se clonó mediante digestión con enzimas de restricción en el 

plasmidio pDM1045 que codifica la proteína GFP. Rab32A se insertó inmediatamente 

río arriba del marco de lectura de GFP en este plasmidio, generando una proteína de 

fusión C-terminal al reportero fluorescente. El plasmidio recombinante pDM1045::rab32A 

se utilizó para transformar a D. discoideum por electroporación. 

En las amebas transformantes, la expresión fenotípica de la proteína de fusión 

Rab32A-GFP se confirmó mediante microscopía de epifluorescencia como la emisión de 

fluorescencia verde, señal que no se detectó en D. discoideum transformado con el 

plasmidio pDM1045 vacío como control (resultados no mostrados). Posteriormente, las 

amebas que expresan Rab32A-GFP se analizaron mediante microscopía confocal y se 

observó que la proteína se distribuye abarcando gran parte del citoplasma celular, pero 

manteniendo un patrón punteado discreto. También se observó algunos espacios 

circulares de tamaño variable sin marca, que podrían corresponder a algún tipo de 

vesícula o compartimiento membranoso (Fig. 13A). 

En ensayos de infección de D. discoideum con las distintas cepas de 

S. Typhimurium, el patrón de distribución de Rab32A-GFP no cambió respecto al 

observado en amebas sin infectar. Además, no se observó una diferencia robusta en la 

localización subcelular de Rab32A-GFP al comparar amebas infectadas con la cepa 

silvestre o con la doble mutante ∆gtgE ∆sopD2 (Fig. 13B), donde la proteína no se 

concentró alrededor de la bacteria como si se ha descrito para modelos celulares de 

mamífero (Spanò et al., 2016). Algo similar se observó también en la infección con 
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Escherichia coli B/r, empleada como control por ser degradada por D. discoideum tras 

su fagocitosis (Riquelme et al., 2016). 

 

 

Figura 13. Evaluación de la distribución subcelular de la proteína de fusión Rab32A-GFP en D. discoideum 
mediante microscopia confocal. Detección de la proteína de fusión Rab32A-GFP (verde) en D. discoideum 
transformado con el plasmidio recombinante pDM1045::rab32A en ausencia de infección (A) o infectado durante 1 h 
(B) con la cepa silvestre (STM 14028s) de S. Typhimurium, su contraparte doble mutante ∆gtgE ∆sopD2 o E. coli B/r 
como control. Todas las cepas bacterianas (rojo) se transformaron con el plasmidio pFCcGi para expresar la proteína 
fluorescente mCherry. En todos los casos se incluye una magnificación 2x (ZOOM) de una zona acotada del campo 
visual (recuadro blanco), donde se destacan (flechas blancas) regiones del citoplasma celular desprovistas de marca 
verde (A) o la presencia de bacterias intracelulares (B). Las imágenes fueron adquiridas usando un microscopio 
confocal de escaneo láser Zeiss LSM 700 equipado con un objetivo 100x en aumento 0,5x. Barra de escala, 20 µm. 
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Normalmente, las proteínas Rab permanecen solubles en el citoplasma, pero al 

adoptar su conformación activa exponen un grupo lipídico que les permite asociarse a 

las distintas membradas celulares (Alexandrov et al., 2011). Este lípido se incorpora 

como una modificación post-traduccional mediante una reacción de lipidación 

(prenilación) en el extremo C-terminal de las proteínas Rab (Alexandrov et al., 2011). De 

esta forma, la presencia del reportero GFP en el extremo C-terminal de la fusión 

Rab32A-GFP podría estar interfiriendo con la lipidación de la GTPasa y provocar que la 

distribución citoplasmática observada (Fig. 13A) sea un artefacto. Adicionalmente, esta 

distribución también podría ser efecto de una concentración excesiva de la proteína 

debido a su expresión constitutiva desde el plasmidio pDM1045::rab32A. Con el 

propósito de resolver ambas situaciones, se generó una nueva proteína de fusión 

acoplando el reportero GFP al extremo N-terminal de Rab32A (GFP-Rab32A) en una 

construcción cuya expresión depende de un promotor inducible por doxiciclina. La 

proteína GFP-Rab32A se monitoreó mediante microscopía confocal en amebas 

transformadas con el plasmidio recombinante pDM334::rab32A, tanto sin infectar como 

infectadas con la cepa silvestre y la doble mutante ∆gtgE ∆sopD2 de S. Typhimurium. 

En amebas sin infectar, la fusión GFP-Rab32A se concentró en compartimientos 

membranosos intracelulares de tamaño variable (Fig. 14A). Este patrón de distribución 

no cambió en repuesta a la infección con S. Typhimurium. Además, no se observó una 

diferencia notoria en la localización subcelular de GFP-Rab32A al comparar amebas 

infectadas con la cepa silvestre o con la doble mutante ∆gtgE ∆sopD2 de S. Typhimurium 

(Fig. 14B). 
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Figura 14. Evaluación de la distribución subcelular de la proteína de fusión GFP-Rab32A en D. discoideum 
mediante microscopia confocal. Detección de la proteína de fusión GFP-Rab32A (verde) en D. discoideum 
transformado con el plasmidio recombinante en ausencia de infección (A) o infectado durante 1 h (B) con la cepa 
silvestre (WT) de S. Typhimurium o su contraparte doble mutante ∆gtgE ∆sopD2. Las cepas bacterianas (rojo) se 
transformaron con el plasmidio pFCcGi para expresar la proteína fluorescente mCherry. En todos los casos se incluye 
una magnificación 2x (ZOOM) de una zona acotada del campo visual (recuadro blanco), donde se destacan (flechas 
blancas) los compartimientos membranosos en que se acumula la marca verde (A) o la presencia de bacterias 
intracelulares (B). Las imágenes fueron adquiridas usando un microscopio confocal de escaneo láser Zeiss LSM 700 
equipado con un objetivo 100x en aumento 0,5x. Barra de escala, 20 µm.  
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Las observaciones recopiladas mediante microscopia confocal indican que la 

proteína Rab32A se asocia a compartimientos membranosos intracelulares en 

D. discoideum. Sin embargo, debido al número limitado de observaciones realizadas no 

es posible establecer concluyentemente la participación de los efectores GtgE y SopD2 

de S. Typhimurium en la distribución subcelular de Rab32A en la ameba bajo las 

condiciones experimentales analizadas. 

 

11.4.- El efector GtgE de S. Typhimurium tiene actividad proteolítica contra la 

proteína Rab32A de D. discoideum 

 
Las proteínas humanas Rab32, Rab38 y Rab29, estrechamente relacionadas a 

nivel filogenético, son blanco de la actividad cisteína proteasa del efector GtgE de 

S. Typhimurium (Spanò & Galán, 20125). Estas proteínas Rab, así como Rab32 de ratón 

y de mono verde africano, comparten el motivo de secuencia T-I/V-G-V-A-D-F, que es 

reconocido por GtgE para catalizar el corte proteolítico de las GTPasas (Spanò & Galán, 

2015). Este motivo está presente en las 4 proteínas Rab32 de D. discoideum (Fig. 7A); 

sin embargo, únicamente Rab32A ha sido identificada en fagosomas de la ameba 

(Gotthardt et al., 2006) y en la LCV durante la infección por Legionella (Hoffmann et al., 

2014; Schmölders et al., 2017). Para determinar si Rab32A también es susceptible a la 

proteólisis por parte de GtgE, la GTPasa se expresó como una fusión C-terminal al 

epítopo 6xHis (Rab32A-6xHis) en una cepa recombinante de E. coli que también expresa 

heterólogamente al efector GtgE silvestre o una versión mutante sin actividad catalítica 

(GtgEH151A) (ver Sección 10.16). 

Aunque expresar a Rab32A en E. coli como una fusión N- (GFP-Rab32A) o 

C-terminal (Rab32A-GFP) a GFP permitiría una vinculación más directa de la proteólisis 
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de la GTPasa por parte de GtgE con las observaciones obtenidas sobre su distribución 

subcelular en D. discoideum (ver Sección 11.3), se presentaron dificultades técnicas 

que imposibilitaron la estandarización de la inmunodetección de GFP con anticuerpos 

comerciales (resultados no mostrados). Además, así como ocurre para las proteínas 

Rab32 de mamífero, el motivo de secuencia reconocido por GtgE para el corte 

proteolítico (Spanò & Galán, 2015) se encuentra en el extremo N-terminal de Rab32A 

(Fig. 7A). Por lo tanto, el corte catalizado por GtgE sobre una fusión GFP-Rab32A podría 

ser obstaculizado a causa del reportero GFP acoplado al extremo N-terminal de la 

proteína sustrato. Por estos motivos, se optó por generar una construcción de Rab32A 

fusionada en su extremo C-terminal a un nuevo epítopo más pequeño que GFP, como 

6xHis. Para esto, el marco de lectura de Rab32A se clonó en el vector comercial 

pBAD-TOPO, incorporando mediante PCR la secuencia codificante del epítopo 6xHis en 

su extremo 3’ (C-terminal en la proteína). Paralelamente, el marco de lectura del alelo 

silvestre del gen gtgE se amplificó mediante PCR desde DNA genómico de 

S. Typhimurium 14028s y se clonó en el vector pSEVA254 (Jahn et al., 2016) bajo el 

control de un promotor inducible por IPTG. El mismo procedimiento de clonamiento se 

efectuó con un alelo mutante de gtgE, cuyo marco de lectura se sintetizó químicamente 

para incorporar una mutación puntual en su secuencia nucleotídica, la cual produce la 

sustitución del residuo de histidina 151 por alanina en la correspondiente proteína. Esta 

sustitución neutraliza la actividad enzimática del efector GtgE (Spanò et al., 2011). Los 

plasmidios recombinantes se transformaron secuencialmente en la cepa comercial 

E. coli TOP10 y la integridad de Rab32A-6xHis se analizó mediante Western blot en 

lisados bacterianos totales de la cepa co-transformada (Fig. 15). 
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Figura 15. Actividad proteolítica del efector GtgE de S. Typhimurium sobre la proteína Rab32A de 
D. discoideum. Lisados bacterianos totales provenientes de cepas recombinantes de E. coli que co-expresan la 
proteína Rab32A de D. discoideum como fusión C-terminal al epítopo 6xHis (Rab32A-6xhis) junto al efector GtgE 
silvestre de S. Typhimurium 14028s o una variante mutante sin actividad catalítica (GtgEH151A), se analizaron mediante 
SDS-PAGE (A) e inmunodetección por Western blot con un anticuerpo primario comercial anti-6xHis (B). La expresión 
de la proteína Rab32A-6xHis y del efector GtgE silvestre o GtgEH151A se indujo con 10 mM de arabinosa (Ara) y 1 mM 
de IPTG, respectivamente. Como control, se incluyó una cepa que sólo puede expresar a la proteína Rab32A-6xHis, 
la cual en un caso fue inducida con Ara (carril 3) y en otro reprimida catabólicamente con 0,2% de glucosa (Glu; carril 
2). Además, como un control adicional, se incorporó una cepa que expresa a Rab32A-6xHis y que está transformada 
con el vector pSEVA254 vacío (carriles 4 y 5), dónde se clonó el marco de lectura que codifica al efector silvestre o 
mutante. La expresión de la proteína Rab32-6xHis ante la inducción con Ara (carril 3B) se observó mediante Western 
blot (B) como la aparición de una banda compatible con su tamaño teórico (25,79 KDa). Esta banda no se apreció en 
la condición de represión catabólica con Glu (carril 2B). Al inducir GtgE silvestre (carril 7B), pero no su contraparte 
mutante (carril 9B), la proteólisis de Rab32A-6xHis se observó como una completa desaparición de la banda de mayor 
tamaño en el Western blot. La inducción de GtgE silvestre (carril 7A) y GtgE (carril 9A) en repuesta a IPTG se evidenció 
mediante SDS-PAGE (A) como una banda que coincide con la estimación in silico de su tamaño (26,07 KDa). Como 
referencia, se incluyó un estándar de tamaño molecular de proteínas (carril 1). 
 

Al inducir la expresión del efector GtgE silvestre, pero no así la de su contraparte 

mutante GtgEH151A, la banda correspondiente a la inmunodetección de Rab32A-6xHis 

(~25,79 KDa) desapareció y concomitantemente, se observó la aparición de una banda 

de menor tamaño (~20,27 KDa) (Fig. 15B). Esta banda más pequeña coincide con la 

estimación in silico del producto de proteólisis de Rab32A por parte de GtgE. En la 

inmunodetección (Fig. 15B), aún en ausencia de la inducción de GtgE, se detectan 

algunas bandas de un tamaño menor al de la proteína Rab32A-6xHis completa. Como 
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estas bandas están presentes cuando se induce, pero no cuando se reprime la expresión 

de Rab32A-6xHis, se podría descartar una reactividad inespecífica de los anticuerpos y 

atribuirlas a una proteólisis de la proteína de fusión por parte de otras proteasas 

presentes en el lisado bacteriano, por observarse en todas las condiciones. 

Los resultados obtenidos en este ensayo de proteólisis indican que el efector 

GtgE de S. Typhimurium cataliza un corte proteolítico en la proteína Rab32A de 

D. discoideum, como lo sugiere la presencia del motivo reconocido por el efector 

bacteriano en la secuencia aminoacídica de la GTPasa (Fig. 7A). 
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12.- DISCUSIÓN 
 

12.1- Participación de los efectores GtgE y SopD2 de S. Typhimurium en la 

interacción con la ameba D. discoideum en un contexto de infección 

 

La proteína Rab32 es una GTPasa monomérica que, entre otras funciones, 

constituye un mecanismo para restringir el crecimiento de bacterias patógenas 

intracelulares, como Mycobacterium, Listeria y Salmonella en macrófagos murinos y 

otras líneas celulares de hospederos eucariontes superiores (Seto et al., 2011, Zhang et 

al., 2011, Spanò & Galán, 2013, Li et al., 2016, Solano et al., 2018). Ante esto, los 

efectores GtgE (cisteína proteasa) y SopD2 (proteína activadora de GTPasas; GAP) de 

S. Typhimurium actúan cooperativamente para contrarrestar el rol antimicrobiano de 

Rab32 y contribuyen a la patogénesis de la bacteria durante su ciclo infectivo. Tanto 

GtgE como SopD2 son necesarios para la supervivencia intracelular de S. Typhimurium 

in vitro en macrófagos de origen murino (Spanò & galán, 2012; Spanò et al., 2016) y 

también están implicados en la colonización sistémica de la bacteria en ratones, dónde 

SopD2 es especialmente preponderante, ya que la mutante ∆sopD2 muestra una mayor 

atenuación que la mutante ∆gtgE (Spanò et al., 2016). Asimismo, este fenotipo atenuado 

es aún más exacerbado en la doble mutante ∆gtgE ∆sopD2 (Spanò et al., 2016), 

reflejando la acción cooperativa que ha sido demostrada para ambos efectores in vitro 

(Wachtel et al., 2018). 

En D. discoideum, ameba modelo utilizada para estudiar la interacción de 

Salmonella y otras bacterias patógenas con protozoos en el ambiente (Steinert, 2011), 

nuestro grupo ha demostrado que S. Typhimurium tiene la capacidad de sobrevivir 

intracelularmente y que requiere de muchos factores de virulencia que también son 
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necesarios en células de mamífero, como lo son el T3SS-1 y T3SS-2 (Riquelme et al., 

2016), y sus distintos efectores como SopB, SifA, SseF, SseG, SseJ, SopF, SptP, entre 

otros (Urrutia, 2019; Valenzuela, 2019; Vera, 2020; Morgado, 2021; Ortega, 2021; 

Zabner, 2022). Para determinar si GtgE y SopD2 también contribuyen a la supervivencia 

intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum, se generaron las cepas bacterianas 

mutantes ∆gtgE, ∆sopD2 y ∆gtgE ∆sopD2 (ver sección 10.9 y 10.11), y se sometieron 

a ensayos de infección en la ameba (ver Sección 10.13). En las mutantes individuales 

∆gtgE y ∆sopD2 de S. Typhimurium se observaron defectos en la supervivencia 

intracelular en D. discoideum (Fig. 9B), los cuales se revirtieron cuando los respectivos 

genes se reincorporaron en trans (Fig. 10B), sugiriendo que ambos efectores 

contribuyen a la supervivencia de la bacteria dentro de la ameba durante una infección. 

Esto coincide con lo descrito previamente para células de mamífero, donde ambos 

efectores contribuyen a que la bacteria sobreviva en macrófagos murinos (Spanò & 

galán, 2012; Spanò et al., 2016). Sin embargo, la mayor preponderancia del efector 

SopD2 y el comportamiento cooperativo junto a GtgE que se ha descrito in vivo en 

ratones (Spanò et al., 2016) y caracterizado enzimáticamente in vitro (Wachtel et al., 

2018), no se observan en D. discoideum, pues la disminución de la supervivencia 

intracelular que presentan las mutantes ∆gtgE, ∆sopD2 y ∆gtgE ∆sopD2 es comparable 

entre sí (Fig. 9B). Esto no necesariamente indica que los efectores GtgE y SopD2 no 

actúen conjuntamente para favorecer la supervivencia intracelular de S. Typhimurium en 

D. discoideum, sino que podría ser una propiedad no observable en el sistema y 

condiciones experimentales utilizadas. De hecho, en los ensayos de infección en 

competencia el fenotipo asociado a la mutagénesis de un gen de interés puede 

exacerbarse respecto a la infección simple de un hospedero (Freter et al., 1981). Esto 

podría enmascarar la mayor deficiencia que eventualmente tendría la doble mutante 
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∆gtgE ∆sopD2 de S. Typhimurium para sobrevivir en la ameba comparado con las 

mutantes individuales, dificultando constatar la cooperatividad de los efectores durante 

la infección. Por otra parte, en cuanto a la virulencia de las mutantes ∆gtgE, ∆sopD2 y 

∆gtgE ∆sopD2 de S. Typhimurium en D. discoideum, todas presentaron una atenuación 

siendo incapaces de retrasar el ciclo de desarrollo social de la ameba con la misma 

efectividad que la cepa silvestre (Fig. 11A y Fig. 12A), capacidad que se restauró 

cuando las mutantes individuales se complementaron en trans (Fig. 11B y Fig. 12B). 

Esto concuerda con lo que ocurre en la infección de hospederos murinos (Spanò et al., 

2016), aunque nuevamente no se observa la mayor contribución de SopD2 ni la 

cooperatividad de los efectores, pues todas las mutantes muestran un fenotipo atenuado 

en un grado similar. La contribución de SopD2 a la supervivencia intracelular y virulencia 

de S. Typhimurium en D. discoideum, evidenciada como los defectos y atenuación que 

sufre la mutante la mutante ∆sopD2 (Fig. 9 y Fig. 11A), se podrían atribuir a su acción 

sobre Rab32A, lo cual no se comprobó experimentalmente en esta tesis. No obstante, 

otra opción es que SopD2 esté interfiriendo través de su dominio N-terminal con el 

intercambio de nucleótidos de guanina en un homólogo de Rab7 en D. discoideum, 

función que ya se ha descrito para este efector en mamíferos (D'Costa et al., 2015). Para 

discriminar entre ambos efectos de SopD2, una estrategia genética sería complementar 

en trans la mutante ∆sopD2 con una variante del efector sin actividad GAP (SopD2R315A) 

(Spanò et al., 2016) y realizar ensayos de infección en la ameba para verificar si 

SopD2R315A es suficiente o no para restaurar el fenotipo silvestre de S. Typhimurium. 
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12.2.- Proteínas Rab32 de D. discoideum como blancos celulares de la actividad 

catalítica de los efectores GtgE y SopD2 de S. Typhimurium 

 

Dentro de la familia de proteínas Rab, que son GTPasas monoméricas que regulan 

el tráfico vesicular y que determinan la identidad y destinación de compartimientos 

membranosos intracelulares (Pfeffer, 2013; Zhen & Stenmark, 2015), la proteína Rab32 

conforma una subfamilia definida por una variación en la secuencia del motivo 

conservado de actividad GTPasa (WDTAGQE), dónde el residuo de treonina (T) es 

reemplazado por isoleucina (I) (Norian et al., 1999). Los miembros de esta subfamilia 

corresponden a las proteínas Rab32, Rab38 y Ra29, las cuales están estrechamente 

relacionadas a nivel filogenético (Klöpper et al., 2012). La presencia de estas proteínas 

Rab varía entre los distintos grupos taxonómicos eucariontes a lo largo de la evolución. 

La proteína Rab32 presente en organismos evolutivamente más recientes, cómo lo son 

los mamíferos, deriva de la proteína anotada como Rab32A en organismos más 

ancestrales, como las amebas (Ortiz-Sandoval et al., 2014). 

El genoma de la ameba D. discoideum consta de 4 loci anotados como marcos 

de lectura que codifican proteínas Rab32 (A–D) (ver Sección 11.1). Rab32A (también 

llamada RabE) se identificó originalmente como una proteína con homología a las 

proteínas Rab29, Rab32 y Rab 38 humanas y a Rab29 de rata, con las cuales también 

tiene proximidad filogenética (Norian et al., 1999). Esto se condice con los análisis 

bioinformáticos realizados en este trabajo, dónde específicamente Rab32A mostró una 

alta identidad y similitud de secuencia aminoacídica con la proteína Rab32 humana 

(Fig. 7B), así como una mayor cercanía a nivel filogenético con proteínas Rab de 

mamífero que con sus parálogos en D. discoideum (Fig. 8). Igualmente, todas las 

proteínas Rab32 de la ameba comparten una alta similitud de secuencia con homólogos 
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de mamífero (Fig. 7A) que se han reportado como blancos de la actividad proteolítica de 

GtgE (Spanò & Galán, 2012). Es más, dentro de la secuencia compartida, las 4 proteínas 

Rab32 de D. discoideum contienen el motivo T-I/V-G-V-A-D-F, definido 

experimentalmente como el sitio de corte para GtgE (Fig. 7A) (Spanò & Galán, 2012). 

Esto sugiere que todas las proteínas Rab32 de la ameba son sustratos susceptibles a la 

proteólisis por parte del efector GtgE de S. Typhimurium. Considerando que Rab32A es 

el ancestro de Rab32 de mamíferos (Ortiz-Sandoval et al., 2014) y que es la única de las 

proteínas Rab32 de D. discoideum que está descrita como asociada a fagosomas 

(Gotthardt et al., 2006) y a la LCV (Hoffmann et al., 2014; Schmölders et al., 2017), en 

este trabajo se propuso evaluar si esta GTPasa es proteolizada por acción de GtgE. Para 

ello, Rab32A se co-expresó heterólogamente como una proteína de fusión al epítopo 

6xHis junto con GtgE silvestre o una variante mutante sin actividad catalítica (GtgEH151A) 

(ver Sección 10.16). Es este sistema, se observó que efectivamente Rab32A es 

susceptible a la actividad proteolítica del efector GtgE de S. Typhimurium (Fig. 15), como 

ocurre para la proteína Rab32, Rab38 y Rab29 de mamíferos. La proteólisis que GtgE 

ejerce sobre Rab32A podría explicar la participación que se evidenció para el efector en 

la supervivencia intracelular y la virulencia de S. Typhimurium en la ameba (Fig. 9B). 

Durante la infección de S. Typhimurium en una célula hospedera de origen 

mamífero, el efector SopD2 actúa como GAP sobre Rab32 para estimular su actividad 

GTPasa intrínseca y conducir a la hidrólisis de la molécula de GTP unida a la proteína 

celular. Al hidrolizar GTP, Rab32 adopta una conformación inactiva a la que GtgE se 

puede unir con alta afinidad y proteolizar eficientemente (Wachtel et al., 2018). Una de 

las limitaciones del sistema de co-expresión heteróloga utilizado en este estudio, es que 

dificulta evaluar simultáneamente la participación de SopD2 en la proteólisis de Rab32A 

por GtgE. Una alternativa para superar esta limitación sería realizar un ensayo de 
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proteólisis in vitro con Rab32A y ambos efectores bacterianos purificados (ver 

Sección 13). 

 

12.3.- Distribución subcelular de la proteína Rab32A en D. discoideum y su 

comportamiento en respuesta a la infección por S. Typhimurium 

 

La acción cooperativa de GtgE y SopD2 altera la distribución fisiológica de Rab32 

durante una infección con S. Typhimurium, interfiriendo con su reclutamiento hacia la 

SCV en células de mamífero (Spanò & Galán, 2011; Spanò & Galán, 2012; Spanò et al., 

2016). Cuando estos modelos celulares son infectados con una doble mutante ∆gtgE 

∆sopD2 de S. Typhimurium, la proteína Rab32 se concentra tempranamente alrededor 

de la bacteria (Spanò et al., 2016), como también ocurre en serotipos de Salmonella que 

carecen de estos efectores (Spanò & Galán, 2012). En D. discoideum, la localización 

subcelular de Rab32A sólo se ha caracterizado parcialmente a través de fraccionamiento 

subcelular acoplado a análisis proteómicos, observándose asociada a fagosomas 

(Gotthardt et al., 2006) y a la LCV (Hoffmann et al., 2014; Schmölders et al., 2017). 

Con el propósito de determinar si Rab32A es reclutada hacia la SCV en 

D. discoideum durante una infección por S. Typhimurium y si los efectores GtgE y SopD2 

interfieren en este reclutamiento, se generaron linajes de la ameba que expresan la 

GTPasa acoplada al reportero GFP y se infectaron con mutantes nulas de la bacteria en 

los genes gtgE y sopD2 (ver Sección 10.15). En D. discoideum que expresa Rab32A 

como una fusión C-terminal a GFP, no se observó un cambio significativo en la 

localización subcelular de la proteína en respuesta a una infección con S. Typhimurium, 

no existiendo una diferencia notoria al comparar la cepa silvestre con la mutante ∆gtgE 

∆sopD2 (Fig. 13B) ni con la condición sin infectar (Fig. 13A). En amebas no infectadas, 
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Rab32A-GFP se distribuyó subcelularmente abarcando todo el citoplasma, pero con 

múltiples espacios circulares de tamaño variable sin marca fluorescente atribuible a la 

proteína, los que podrían ser vesículas, vacuolas contráctiles u otros compartimientos 

membranosos (Fig. 13A). Este patrón muy probablemente no representa la distribución 

fisiológica de Rab32A silvestre en D. discoideum y podría corresponder a un artefacto 

provocado por el alto nivel de expresión constitutiva de la proteína de fusión desde vector 

pDM1045 (ver Sección 10.15.1) y en mayor medida, por la presencia del reportero GFP 

en su extremo C-terminal. Para asociarse a las membranas celulares, las proteínas Rab 

requieren de un grupo lipídico que es incorporado como una modificación post-

traduccional en residuos de cisteína en su extremo C-terminal (Alexandrov et al., 2011), 

proceso con el cual podría estar interfiriendo el reportero GFP en la proteína Rab32A-

GFP. Esta explicación coincide con las observaciones obtenidas posteriormente para la 

fusión N-terminal GFP-Rab32A, donde tras la inducción de su expresión desde el vector 

pDM334 (ver Sección 10.15.2), la proteína se acumuló marcadamente en la membrana 

de compartimentos intracelulares de D. discoideum en ausencia de infección (Fig. 14A). 

Esta distribución de GFP-Rab32A asociada a compartimentos membranosos 

intracelulares, al igual que el patrón citoplasmático de Rab32-GFP, no parecer ser 

alterado por los efectores GtgE y SopD2 de S. Typhimurium en amebas infectadas bajo 

las condiciones experimentales analizadas (Fig. 14B). Este mismo procedimiento 

experimental realizado con Rab32A, se podría repetir con las otras proteínas Rab32A de 

D. discoideum para conocer también su distribución subcelular y determinar si existen o 

no similitudes en sus patrones de localización en la ameba (ver Sección 13). 
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12.4.- Infección de D. discoideum por S. Typhimurium: participación de la GTPasa 

Rab32A de la ameba y contribución de los efectores bacterianos GtgE y SopD2 

 

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, la GTPasa monomérica 

Rab32A de D. discoideum se asocia a compartimientos membranosos intracelulares de 

tamaño variable e identidad indeterminada (Fig. 16). Cabe destacar que este es el primer 

reporte en el que se ha observado directamente la distribución subcelular de Rab32A en 

D. discoideum mediante microscopía confocal. De hecho, la localización de esta GTPasa 

sólo se había caracterizado de forma indirecta en la ameba mediante aproximaciones 

proteómicas (Gotthardt et al., 2006; Hoffmann et al., 2014; Schmölders et al., 2017). 

La infección por S. Typhimurium parece no alterar el patrón de distribución 

subcelular de Rab32A en D. discoideum. Si bien observamos que esta GTPasa es 

reclutada hacia la SCV, no logramos determinar concluyentemente si los efectores GtgE 

y SopD2 son capaces de interferir en dicho reclutamiento (Fig. 16). A pesar de esto, 

ambos efectores contribuyen a la supervivencia intracelular y virulencia de 

S. Typhimurium durante su interacción con la ameba. La participación de GtgE en dichos 

procesos se podría atribuir a su capacidad de proteolizar a la proteína Rab32A, en lo 

cual no se logró establecer si existe una contribución del efector SopD2 (Fig. 16). 

Adicionalmente, las otras proteínas Rab32 codificadas en el genoma de D. discoideum 

(Rab32B–D) también conservan el motivo de secuencia reconocido por GtgE y podrían 

ser sustrato de la actividad proteolítica del efector (Fig. 16). 
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Figura 16. Distribución subcelular de la GTPasa Rab32A en D. discoideum y participación de los efectores 
GtgE y SopD2 de S. Typhimurium durante su interacción con la ameba. En D. discoideum, la proteína Rab32A se 
asocia a compartimientos membranosos intracelulares de tamaño variable. Esta distribución subcelular parece no sufrir 
una alteración en repuesta a la infección de S. Typhimurium. Al respecto, cabe destacar que en el presente estudio no 
fue posible establecer concluyentemente si los efectores GtgE y SopD2 interfieren en el reclutamiento de Rab32A 
hacia la SCV en la ameba. No obstante, ambos efectores contribuyen a la supervivencia intracelular y virulencia de la 
bacteria en D. discoideum. La contribución de GtgE en ambos procesos se puede explicar directamente por su 
capacidad de proteolizar a Rab32A, aunque no fue posible determinar si también existe una participación de SopD2 
en dicha proteólisis. Por último, nuestros resultados sugieren que las otras proteínas Rab32 codificadas el genoma de 
la ameba (Rab32B–D) también son blancos potenciales de GtgE al retener el motivo de secuencia reconocido por el 
efector. 
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13.- PROYECCIONES & PESPECTIVAS 

 

Como una alternativa experimental para profundizar en la participación de GtgE 

y SopD2 durante la infección de D. discoideum por S. Typhimurium, se podrían generar 

fusiones de ambos efectores a reporteros fluorescentes como GFP mediante el 

clonamiento de sus marcos de lectura en vectores plasmidiales, tal como se hizo con 

Rab32A (Fig. 14). Estas construcciones permitirían la expresión heteróloga de los 

efectores en D. discoideum para determinar si producen algún fenotipo o alteración 

celular en la ameba. Además, al ser fusiones acopladas a un reportero fluorescente, se 

podría evaluar la localización subcelular de GtgE y SopD2 en D. discoideum e incluso, 

determinar si los efectores colocalizan con Rab32A usando fusiones de la GTPasa a 

alguna proteína fluorescente adecuada (e.g., mCherry). Esto también permitiría 

determinar si el patrón de distribución subcelular de Rab32A (Fig. 14) se perturba en 

presencia de los efectores sin la necesidad de realizar infecciones con las distintas cepas 

de S. Typhimurium (ve Sección 11.3). Esta estrategia también se podría emplear para 

caracterizar la localización subcelular de las otras proteínas Rab32 de D. discoideum 

durante su interacción con S. Typhimurium. 

Con la finalidad de evaluar la contribución de SopD2 en la proteólisis de Rab32A 

por parte de GtgE, en nuestro laboratorio se ha purificado dicha GTPasa y ambos 

efectores para realizar ensayos de proteólisis in vitro. Por su parte, mediante ensayos 

de proteólisis in vitro y de co-expresión heteróloga en E. coli (ver Sección 11.4) será 

posible evaluar si GtgE también proteoliza a las otras proteínas Rab32 codificadas en el 

genoma de la ameba. Adicionalmente, se podría evaluar la interacción de GtgE y SopD2 

con Rab32A y con las otras proteínas Rab32 de D. discoideum mediante análisis de 

doble híbrido en la levadura Saccharomyces cerevisiae, técnica que se ha implementado 

recientemente en nuestro laboratorio.  
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14.- CONCLUSIONES 
 

1. Las 4 proteínas Rab32 codificadas en el genoma de D. discoideum comparten una alta 

similitud de secuencia aminoacídica con proteínas Rab32 de mamíferos y son sustratos 

potenciales de la actividad proteolítica del efector GtgE de S. Typhimurium. 

 

2. La proteína Rab32A de D. discoideum tiene una mayor cercanía filogenética con las 

proteínas Rab32 de origen mamífero que a las otras proteínas Rab32 codificadas en el 

genoma de la ameba. 

 

3. Los efectores GtgE y SopD2 de S. Typhimurium contribuyen a la supervivencia 

intracelular y virulencia de la bacteria durante la infección de D. discoideum. 

 

4. La proteína Rab32A se asocia a compartimientos membranosos intracelulares en 

D. discoideum. Si bien se observó que esta GTPasa es reclutada hacia la SCV, no se 

logró determinar si los efectores GtgE y SopD2 son capaces de interferir en dicho 

proceso bajo las condiciones experimentales analizadas. 

 

5. El efector GtgE de S. Typhimurium proteoliza a la GTPasa Rab32A de D. discoideum. 

Sin embargo, no se pudo determinar la contribución de SopD2 en este proceso. 
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16.-ANEXOS 
 

16.1.- Proteínas de fusión de los efectores GtgE y SopD2 con el reportero CyaA’  

 

A fin de determinar si los efectores GtgE y SopD2 de S. Typhimurium son 

efectivamente producidos y translocados hacia D. discoideum durante la infección, se 

generaron proteínas de fusión para ambos efectores acoplándolos al reportero 

enzimático CyaA’. Este reportero corresponde al dominio catalítico adenilato-ciclasa 

dependiente de calmodulina de la toxina CyaA de Bordetella pertussis (Sory et al., 1995). 

El dominio CyaA’ se anexó genéticamente al extremo C-terminal de las proteínas GtgE 

y SopD2 a través de una fusión cromosómica. Para esto, un fragmento de DNA que 

codifica al reportero CyaA’ se introdujo en el cromosoma de S. Typhimurium 14028s 

inmediatamente río abajo de los genes gtgE y sopD2 continuando su marco de lectura. 

Esta mutagénesis se efectúo mediante el método de Red-Swap (Datsenko & Wanner, 

2000), con modificaciones. El fragmento de DNA para el reemplazo alélico se amplificó 

por PCR desde el plasmidio pCyaA’-Kan, el cual fue construido por nuestro grupo como 

parte de una metodología para generar fusiones cromosómicas a CyaA’ (Fernández et 

al., 2021). La expresión de las proteínas de fusión GtgE-CyaA’ y SopD2-CyaA’ se 

determinó mediante Western blot en lisados celulares de las correspondientes mutantes 

de S. Typhimurium cultivadas en condiciones que inducen la expresión de genes 

asociados a las islas de patogenicidad SPI-1 y SPI-2 (Fig. 17). La producción de ambas 

proteínas de fusión se observó como la aparición de una banda discreta que presentaba 

un peso molecular compatible con la estimación teórica en base a su secuencia 

aminoacídica (~70,66 KDa para GtgE-CyaA’ y ~82,38 KDa para SopD2-CyA’). En el caso 

de la mutante gtgE-cyaA’ (Fig. 17A), se observaron múltiples bandas en los carriles de 
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la cepa silvestre (que no porta ninguna construcción CyaA’) y de la mutante, pero sólo 

en esta última se detectó una banda que coincide con el tamaño de GtgE-CyaA’. Las 

bandas adicionales se pueden atribuir a interacciones inespecíficas de los anticuerpos 

con otras proteínas de la bacteria. Respecto a GtgE-CyaA’, la proteína se detectó tanto 

en condiciones de crecimiento inductoras de genes asociados a la SPI-1 y a la SPI-2 

(Fig. 17A), mientras que SopD2-CyaA’ se detectó únicamente en condiciones inductoras 

de genes asociados a la SPI-2 (Fig. 17B). Estas observaciones concuerdan con el 

patrón de expresión descrito previamente en la literatura para ambos genes, dónde la 

transcripción de gtgE se induce junto con SPI-1 y SPI-2, codificando un efector que 

puede ser translocado por el T3SS-1 y el T3SS-2 (Spanò et al., 2011; Jennings et al., 

2017); al contrario de sopD2 que se expresa sólo al inducir la SPI-2 y cuyo efector es 

translocado por el T3SS-2 (Brumell et al., 2003). El tamaño de las proteínas de fusión y 

las condiciones en que se detectaron indican que las construcciones se generaron 

adecuadamente, expresándose bajo el control de los promotores nativos de los genes 

de interés en el cromosoma de Salmonella. Estos resultados forman parte de un artículo 

científico de nuestro laboratorio publicado en la revista Microorganisms (Fernández et 

al., 2021), en el cual se describe el diseño de un método para generar fusiones 

cromosómicas de efectores de Salmonella al reportero CyaA’ con la finalidad de evaluar 

su translocación hacia D. discoideum durante infecciones de la ameba. Este método 

también es válido para otros modelos bacterianos compatibles con la metodología 

mutagénesis dirigida Red-Swap (Datsenko & Wanner, 2000).  
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Figura 17. Inmunodetección de las proteínas de fusión GtgE-CyaA’ y SopD2-CyaA’ en S. Typhimurium. La 
expresión de las proteínas de fusión traduccional al reportero CyaA’ para los efectores GtgE y SopD2, se detectaron 
mediante Western blot en lisados celulares de las mutantes cromosómicas gtgE-cyaA’ (A) y sopD2-cyaA’ (B) de 
S. Typhimurium cultivadas en condiciones inductoras de la SPI-1 (LB; caldo Luria Bertani suplementado con 0,3 M 
NaCl) y de la SPI-2 (N; medio mínimo N [(5 mM KCl; 0,5 mM (NH4)2SO4; 0,5 mM K2SO4; 1 mM KH2PO4, 10 µM MgCl2)] 
tamponado a pH 5,8 en 100 µM MES y suplementado con 0,4 % glucosa y 0,1 % casaminoácidos). La cepa silvestre 
14028s de S. Typhimurium, que no contiene en su genoma las construcciones gtgE-cyaA’ y sopD2 cyaA’, se incluyó 
como un control de especificidad para los anticuerpos utilizados. Ambas proteínas de fusión se observaron mediante 
la aparición de una banda discreta en un peso molecular compatible con el estimado in silico en base a su secuencia 
aminoacídica, siendo de ~70,66 KDa para GtgE-CyaA’ y de ~82,38 KDa para SopD2-CyaA’. Como anticuerpo primario 
se usó el anticuerpo murino anti‐CyaA’ 3D1 (Santa Cruz Biotechnology) y como secundario, un anticuerpo IgG 
anti-ratón conjugado con la peroxidasa de rábano picante (Cell Signalling Technology). Ambos anticuerpos se usaron 
diluidos 1:10.000 en BSA 5 %. 
 

16.2.- Identificación de nuevos módulos efector/proteína inmunidad de los 

sistemas de secreción de tipo VI de Salmonella Dublin que contribuyen en la 

competencia interbacteriana 

 

Salmonella Dublin es un serotipo de Salmonella adaptado a hospederos bovinos. Entre 

sus principales factores de virulencia, cuenta con dos sistemas de secreción de tipo VI 

(T6SSs) codificados en las islas de patogenicidad SPI-6 (T6SS-6) y SPI-19 (T6SS-19) 

(Blondel et al., 2009). Ambos T6SSs se han asociado a la virulencia y colonización de 

hospederos animales por parte de S. Dublin (Pezoa et al., 2014; Schroll et al., 2019), 
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pero no se ha establecido claramente su actividad antibacteriana en este serotipo. A 

través de ensayos de competencia dónde mutantes de S. Dublin CT_02021853 con 

deleción de las islas SPI-6 y/o SPI-19 se co-incubaron con una cepa susceptible de 

E. coli como presa, se demostró que el T6SS-6 y T6SS-19 contribuyen en la 

competencia interbacteriana. Adicionalmente, mediante análisis bioinformáticos y de 

genómica comparativa se identificaron genes que codifican 3 potenciales efectores 

antibacterianos localizados dentro de SPI-6 y 2 efectores dentro de SPI-19. Cada uno 

de estos genes está localizado río arriba de un gen que codifica una proteína de 

inmunidad hipotética, conformando un módulo efector/proteína de inmunidad (E/I). Para 

determinar si algunos de estos módulos E/I contribuyen a la competencia interbacteriana 

mediada por los T6SSs en S. Dublin, se seleccionaron los módulos 

SED_RS01930/SED_RS01935 (codificado en SPI-6), SED_RS06235/SED_RS06230 y 

RS06335/SED_RS06340 (ambos codificados en SPI-19) para generar mutantes por 

deleción no polar del gen que codifica el efector o del módulo E/I completo. Estas 

mutantes se sometieron a ensayos de competencia en distintas combinaciones de cepas 

presa y atacante, siendo co-incubadas en medio sólido en presencia de sales biliares, 

descritas como inductoras de los T6SSs y genes relacionados en Salmonella (Brunet et 

al., 2014; Sana et al., 2016; Schroll et al., 2019). En todos los casos, la supervivencia de 

las mutantes que sólo carecen del gen que codifica al efector (conservando intacto el 

gen que codifica la proteína de inmunidad correspondiente), no fue afectada tras la co-

incubación con la cepa silvestre de S. Dublin CT_02021853 (Fig. 18). Esto sugiere que 

la proteína de inmunidad podría contrarrestar la actividad tóxica de su respectivo efector 

translocado por la cepa atacante. Al contrario, las mutantes que carecen del módulo E/I 

completo mostraron una significativa reducción de su supervivencia tras la co-incubación 

con la cepa silvestre (Fig. 18). Finalmente, cuando las mutantes que carecen del gen 
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que codifica al efector se co-incubaron junto con la mutante que carece del módulo E/I 

correspondiente, se observó una supervivencia comparable para ambas cepas (Fig. 18). 

Estos resultados son una confirmación genética de que los módulos 

SED_RS01930/SED_RS01935, SED_RS06235/SED_RS06230 y 

RS06335/SED_RS06340 participan en la competencia interbacteriana mediada por los 

sistemas T6SS-6 y T6SS-19 en S. Dublin CT_02021853. Asimismo, los resultados 

indican que los genes SED_RS01930, SED_RS06235 y SED_RS06335 codifican 

efectores funcionales, mientras que SED_RS01935, SED_RS06230 y SED_RS06340 

codifican sus respectivas proteínas de inmunidad. Este trabajo se desarrolló como una 

colaboración con el Dr. Carlos Blondel y el Dr. David Pezoa, siendo recientemente 

publicado en la revista Frontiers in Microbiology (Amaya et al., 2022). 

 

 

Figura 18. Contribución de nuevos pares efector/proteína inmunidad a la competencia interbacteriana en 
S. Dublin. Suspensiones bacterianas de la cepa atacante y presa se normalizaron por OD600nm y se mezclaron en 
proporción 1:1. La mezcla se incubó a 37°C durante 24 h por triplicado sobre agar MacConkey. Los recuentos 
bacterianos provenientes de cada ensayo se calcularon por dilución seriada en base 10 e inoculación en agar LB. En 
el eje Y se muestra el logaritmo en base 10 del cociente de UFC entre la cepa presa y atacante normalizado por el 
cociente en el inóculo. Cada barra representa el promedio de 9 ensayos independientes ± SEM. La significancia 
estadística se determinó usando ANOVA de una vía seguido por la prueba de comparación múltiple de Tukey 
(**** P < 0,0001; ns: no significativo). 
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pDM340 para su expresión inducible en la ameba Dictyostelium discoideum. 
Semestre primavera 2022. Supervisión y entrenamiento experimental de la estudiante 
de Bioquímica Gabriela Osses Serrano durante el desarrollo de su práctica profesional 
en el Laboratorio de Microbiología de la Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas 
de la Universidad de Chile. Esta actividad curricular fue dirigida por el Dr. Carlos 
Santiviago (csantiviago@ciq.uchile.cl), académico del Departamento de Bioquímica y 
Biología Molecular de la misma facultad. 
 
Expresión de la proteína Rab32A de Dictyostelium discoideum como una fusión 
C-terminal al reportero fluorescente GFP en una cepa recombinante de Escherichia 
coli. Semestre primavera 2022. Supervisión y entrenamiento experimental de la 
estudiante de Bioquímica María Jesús Espinoza Córdova durante el desarrollo de su 
unidad de investigación avanzada en el Laboratorio de Microbiología de la Facultad de 
Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Esta actividad curricular 
fue dirigida por el Dr. Carlos Santiviago (csantiviago@ciq.uchile.cl), académico del 
Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de la misma facultad. 
 
Evaluación de la distribución subcelular de la proteína de fusión Rab32A-GFP de 
Dictyostelium discoideum mediante microscopía confocal de células vivas en 
amebas infectadas con distintas cepas bacterianas de Salmonella Typhimurium. 
Semestre otoño 2022. Supervisión y entrenamiento experimental de la estudiante de 
Magíster en Bioquímica Javiera Pizarro San Martín durante el desarrollo de su unidad 
experimental en el Laboratorio de Microbiología de la Facultad de Ciencias Químicas y 
Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Esta actividad curricular fue dirigida por el Dr. 
Carlos Santiviago (csantiviago@ciq.uchile.cl), académico del Departamento de 
Bioquímica y Biología Molecular de la misma facultad. 
 
Inmunodetección mediante Western blot de la GTPasa Rab32A de Dictyostelium 
discoideum en un linaje transformante de la ameba que expresa ectópicamente la 
proteína como una fusión C-terminal al reportero GFP. Semestre otoño 2022. 
Supervisión y entrenamiento experimental de la estudiante de Bioquímica Carolina 
Calquín Bahamondes durante el desarrollo de su unidad de investigación en el 
Laboratorio de Microbiología de la Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas de 
la Universidad de Chile. Esta actividad curricular fue dirigida por el Dr. Carlos Santiviago 
(csantiviago@ciq.uchile.cl), académico del Departamento de Bioquímica y Biología 
Molecular de la misma facultad. 
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Generación de las cepas complementadas en trans para las mutantes ΔgtgE, 
ΔsopD2 y ΔgtgE ΔsopD2 de Salmonella Typhimurium 14028s. Semestre primavera 
2021. Supervisión y entrenamiento experimental de la estudiante de Bioquímica Javiera 
Pizarro San Martín durante el desarrollo de su práctica profesional en el Laboratorio de 
Microbiología de la Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la Universidad 
de Chile. Esta actividad curricular fue dirigida por el Dr. Carlos Santiviago 
(csantiviago@ciq.uchile.cl), académico del Departamento de Bioquímica y Biología 
Molecular de la misma facultad. 
 
Generación de una cepa de Dictyostelium discoideum que expresa la proteína de 
fusión Rab32A-GFP a partir de un plasmidio recombinante. Semestre primavera 
2021. Supervisión y entrenamiento experimental de la estudiante de Bioquímica Carolina 
Rubilar Leyton durante el desarrollo de su práctica profesional en el Laboratorio de 
Microbiología de la Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la Universidad 
de Chile. Esta actividad curricular fue dirigida por el Dr. Carlos Santiviago 
(csantiviago@ciq.uchile.cl), académico del Departamento de Bioquímica y Biología 
Molecular de la misma facultad. 
 
Microbiología. Ayudante semestre otoño (2019 – 2022). Curso teórico-práctico de 
Microbiología dirigido a estudiantes de la carrera de Química y Farmacia de la 
Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. La 
coordinación académica estuvo a cargo del Dr. Carlos Santiviago 
(csantiviago@ciq.uchile.cl) y el Dr. Sergio Álvarez (salvarez@uchile.cl) del 
Departamento de Bioquímica y Biología Molecular perteneciente a la misma 
facultad. 
 
Microbiología General. Ayudante semestre otoño (2019 – 2022). Curso teórico-
práctico de Microbiología dirigido a estudiantes de la carrera de Bioquímica de la 
Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. La 
coordinación académica estuvo a cargo del Dr. Carlos Santiviago 
(csantiviago@ciq.uchile.cl) y el Dr. Sergio Álvarez (salvarez@uchile.cl) del 
Departamento de Bioquímica y Biología Molecular perteneciente a la misma 
facultad. 
 
Fisiología y Genética Microbiana. Ayudante semestre primavera (2019 – 2023). Curso 
teórico-práctico dirigido a estudiantes de la carrera de Bioquímica de la Facultad de 
Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. La coordinación 
académica estuvo a cargo del Dr. Carlos Santiviago (csantiviago@ciq.uchile.cl) y el 
Dr. Sergio Álvarez (salvarez@uchile.cl) del Departamento de Bioquímica y Biología 
Molecular perteneciente a la misma facultad. 
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17.5.- Participación en actividades de extensión y vinculación con el medio 
 
Plan Colegios 2023. Participación como monitor en múltiples visitas de delegaciones 
escolares al Laboratorio de Microbiología (Departamento de Bioquímica y Biología 
Molecular), las cuales fueron coordinadas por Edgardo Zúñiga Droguett 
(ezuniga@uchile.cl) en el marco del programa “Plan Colegios”, una iniciativa 
desarrollada por la Unidad de Vinculación e Integración con el Medio de la Facultad de 
Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. 
 
Actividad Científica Colegio Villa Maria Academy 2023. Octubre 2023. Sesión de 
análisis y discusión sobre los resultados de experimentos microbiológicos realizados por 
estudiantes de sexto año básico del Colegio Villa Maria Academy. En la instancia se 
participó junto al Dr. Sergio Álvarez (salvarez@uchile.cl). Además, se asistió a la 
presentación de paneles científicos elaborados por estudiantes de distintos niveles de 
enseñanza. 
 
Charla Científica Colegio Bicentenario Madre Ana Eugenia 2023. Octubre 2023. 
Charla sobre la experiencia y trayectoria personal durante la formación académica y 
desempeño como un científico. La Charla, titulada "Cómo ser un/a científico/a desde la 
experiencia de un microbiólogo", se dictó a estudiantes del Colegio Bicentenario Madre 
Ana Eugenia 2023 en el contexto de una feria científica escolar organizada por el Prof. 
Guillermo Vidal (gvidal@colegiomae.cl). Al evento se acudió en representación del Dr. 
Carlos Santiviago (csantiviago@ciq.uchile.cl). 
 
Ciencia Pública en Verano 2023. Febrero 2023. Iniciativa de difusión científica 
organizada por el Ministerio de Ciencia, Tecnología, Conocimiento e Innovación, en la 
cual se desarrollaron talleres de experimentación destinados para niños y niñas de las 
localidades de Quillón en la Región de Ñuble y de Tomé y Santa Juana en la Región del 
Biobío. En esta actividad se desempeñó el rol de monitor científico como parte del equipo 
humano dirigido por Jaime Lepe Órdenes (jlepe@minciencia.gob.cl). 
 
Charla Científica Colegio Villa Maria Academy 2022. Octubre 2022. Charla sobre el 
desempeño del profesional Bioquímico(a) en la ciencia y su quehacer investigativo en 
Microbiología. La charla se dictó junto al Dr. Sergio Álvarez (salvarez@uchile.cl) a 
estudiantes de tercer año de enseñanza media del Colegio Villa Maria Academy. 
Adicionalmente, se realizó una sesión de conversación con estudiantes de cuarto medio 
y se participó en la presentación de paneles científicos elaborados por estudiantes de 
distintos niveles de enseñanza media. 


