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A araC region promotora araBAD 4..279
5837..4959 EGFP 323..1041

Terminador de la transcripcion 1047..1117

SycE 1509..1117

pBad_Si_1
5,863 pb

YopE 1-138 1702..2115
MCS I 2116..2139
etiqueta Myc 2146..2175
etiqueta 6x His 2191..2208
Parada 2209..2211
region promotora araBAD 4..279

MCS | 317..331
Terminador de la transcripcion 338..389

SycE 788..396

AmpR 2507..3610

araC
5116..4238

pBad_Si_2
5,142 bp

YopE 1-138 981..1394

MCS 11 1395..1418
| etiqueta Myc
1425..1454

Parada
1488..1490

AmpR 2029..2889

B
YopE1-138  Xhol Xbal BstBI
1
GTTCGCCACG CTCGAGTCTA GATTCGAA
Hindlll Epitopo myc

!
AAGCTTGGGC CCGAACAAAAACTCATCTCA

] —
GAAGAGGATCTGAATAGCGC CGTCGACCAT
etiqueta 6x His Ak

CATCATCATC ATCATTGAGT TTAAACGGTC

TCCAGCTTGG CTGTTTTGG C
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Figura 3A

Proteinaa | Cadena | Nombre Cebador
Nombre de c Caracteristicas relevantes ser principal del resisten .
epa de fondo . s f es . Referencia
la cepa del inserto suministrad del plasmido Si Nr.. | cias
a por T3SS | plasmido [resultante] ~— "
MRS40 pIML421 [yopHA1— Iriarte y
AHOPEMT| Y. enterocolitica | 352, yopOA65-558, yopP23, Nal Cornelis,
yopE21, yopM23, yopT135] 1998
MRS40 pIML421 [yopBA89-
AHOPEMT| Y. enterocolitica |217, yopHA1-352, yopOAG5— Nal Kan
asd yopB |AyopH,O,P.E.M, T 558, yopP23, yopE21,
yopM23, yopT135]
MRS40 asdA292-610 Kudryashev
AHOPEMT| Y. enterocolitica pIML421 [yopHA1-352, Nal y otros
asd AyopH,O,P,E,M,T| yopOA65-558, yopP23, 2013’
yopE21, yopM23, yopT135]
MRS40 asdA292-610
- invAA352-2225::aphA-3 445/446,
AHaS:EvT A\;o Eﬁeéogﬁgtﬁa} pIML421 [yopHA1—-352, 447/448, |Nal Kan
A yopOA65-558, yopP23, 449/450
yopE21, yopM23, yopT135]
MRS40 asdA292-610
invAA587-836 (cointegracion
AHOPEMT| Y. enterocolitica del vector) yadAA89- 352/353, Nal Kan
asd inv |AyopH,O,P,E.M, T 354::aphA3 pIML421 354/355, Tet
yadA AinvA AyadA  |[yopHA1-352, yopOA65-558, 356/357

yopP23, yopE21, yopM23,

yopT135]
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Figura 3B

Proteina Nombre
a ser Cadena del
Nombre de Caracteristicas relevantes del .. | principal ... |Cebadore|resisten|Referenci
Cepa de fondo . suminist plasmido . ) .
la cepa inserto del s Si_Nr.:| cias a
rada por lasmido resultant
T3ss | P e
285/286
. . . ) (EGFP),
AHOPEMT| Y. enterocolitica | EGFP (inducible por Arabinosa), pBad- Bad Si | 287/288
asd AyopH,O,P,E,M,T| fragmento SycE-YopE1-138- MycHisA pbad_si_ Nal Amp
pBad_Sif Aasd MycHis (invitrogen)| ! (sycE-
- YopE1-
138)
- 287/288
AHOPEMT | Y. enterocolitica 3 .. | YOpE1-| pBad- .
asd  |AyopH,0,P.EM,T Fragme”t?\ﬂsgf‘i\(o"a fee 138- | MycHisA pBa‘;—S'— \((f)y‘;g Nal Amp
pBad_Si2 Aasd 4 MycHis | (Invitrogen) 128)
Y. enterocolitica
AHOPEMT YopE1- . .
asd pSi_85 AyopH,O,P,E.M,T 138-Bid pBad_Si_2| pSi_85 | 387/391 [Nal Amp
Aasd
Y. enterocolitica
AHOPEMT YopE1- . .
asd pSi_87 AyopH,A(;:SF;,E,M,T 138.t-Bid pBad_Si_2| pSi_87 | 389/391 [Nal Amp
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Figura 3C

Caracteristicas Cadena Nombre del
Nombre de c de fondo | relevantes del Proteina a ser principal lasmido Cebadores|resiste|Referenci
la cepa eépa de fon ., suministrada por T3SS del P Si_Nr.: | ncias a
inserto L resultante
plasmido
AHOPEMT | Y. enterocolitica Nal
asd AyopH,O,P,E,M, YopE1-138-ET1 pBad_Si_2| pSi_120 436/437 Am
pSi_120 T Aasd P
AHOPEMT | Y. enterocolitica Nal
asd AyopH,O,P.E,M, YopE1-138-z-BIM pbad_Si_1| pSi_121 438/439 Am
pSi_121 T Aasd P
AHOPEMT | Y. enterocolitica
asd  |AyopH.OP.EM, Y°pE1T‘1Ef’/8'Sp2r‘1’;e\f‘sa de|Bad si 2| psi 132 | 463/464 ;{\'a'
pSi_132 T Aasd mp
AHOPEMT | Y. enterocolitica -
asd | AyopH.OP.EM, YOpE}g\‘;’BE‘ ééfj'tw de | oBad_Si 2| psi 158 | 511/476 A{\'a'
pSi_158 T Aasd i mp
AHOPEMT | Y. enterocolitica Nal
asd AyopH,O,P.E,M, YopE1-138-Ink4C pBad_Si_2| pSi_ 151 494/495 Am
pSi_151 T Aasd P
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Caracteristicas| Proteina a ser Cadena |Nombre del .
Nombre de L . P Cebadores |resisten|Refer
Cepa de fondo relevantes del | suministrada por |principal del| plasmido . R . X
la cepa R P Si_Nr.: cias |encia
inserto T3SS plasmido | resultante
Y. enterocolitica i
AHOPEMT YopE1-138-2x sitio . .
asd pSi_156 AVOPHrAOa‘SZ‘E‘M‘T N TEV . ET1 | PBad_Si2 | pSi_ 156 | 504/505 [Nal Amp
AHOPEMT Y. enterocolitica YopE1-138-2xsitio
. AyopH,O,P.E.M, T de TEV-EGFP - | pBad_Si_2 | pSi_159 511/513 [Nal Amp
asd pSi_159
Aasd NLS
AHOPEMT Y. enterocolitica YopE1-138-2xsitio _ _
asd pSi 160 AyopH,O,P.E.M, T de TEV-NLS- | pBad_Si_ 2| pSi_160 512/476 |Nal Amp
pSl Nasd EGFP
Y. enterocolitica .
AHOPEMT YopE1-138-2x sitio . .
asd pSi_161 AVOPH'A(;’SF;’E’M’T TRV . mKaC | PBad_Si_2 | pSi_161 | 508/509 |Nal Amp
Y. enterocolitica YopE1-138-2x sitio
aASg(;gFI:A(; AyopH,0,P,E,M, T de TEV-Flag- | pBad_Si_2 | pSi_164 515/509 [Nal Amp

Aasd

INK4C
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Caracteris|
Nombre de ticas Proteina a ser _Cafiena Nor’nbrg del Cebadore [resiste|Referenci
Cepa de fondo relevante - principal del| plasmido . ) .
la cepa suministrada por T3SS P s Si_Nr.: | ncias a
s del plasmido | resultante
inserto
Y. enterocolitica YopE1-138-parte BH3 de
AHOPEMT |\ 0H.0,P.EM,T tBid optimizadaen | 5.y g 2 | psi 318 | 677/678 | N
asd pSi_318 codones de Y. Amp
Aasd L
enterocolitica
Y. enterocolitica YopE1-138-parte BH3 de
AHOPEMT ) Bax optimizada en : . Nal
asd pSi_322 AyopH,O,P,E,M, T codones de Y. pBad_Si_2 | pSi_322 682/683 Amp
Aasd o
enterocolitica
S. enterica Sér?tre]tr?g:zesrg?/:fl Hoiseth y
SL1344 . ) Stocker,
AaroA Typhimurium SL1344 1981
AaroA
Y. enterocolitica YopE1-138-tBid murina
AHOP.EMT AyopH,O,P.E.M, T optimizada en codones | pBad_Si_2 | pSi_315 copst’rgcto Nal
asd pSi_315 o sintético | Amp
Aasd de Y. enterocolitica
Y. enterocolitica
AHOPEMT |\ 0H,0,P,EM,T YopE1-138-Ubiquitina | pBad_Si_2 | pSi 236 | 585/586 | o
asd pSi_236 Aasd Amp
AHOPEMT Y. enterocolitica I
asd AyopH,0.P.EM.T YOpET 198 UbIauIina- | psi 286 | psi_237_11 | 588/509 | MO
pSi_237 I Aasd 9 Y P
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Figura 3

F

Caracterist

icas Proteina a ser Cadena Nombre del
Cepa de relevantes [suministrada por |principal delplasmido |Cebadores [resisten|Refer
Nombre de la cepa fondo del inserto [T3SS plasmido  |resultante [Si_Nr.: cias encia
YopE1-138-BH3 de |pBad_Si_2
Y. tBid murina
AHOPEMT enterocolitica optimizada en
O: AHOPEMT asd IAyopH,O,P.E, codones de Y.
pSi_357 M, T (Aasd) enterocolitica pSi_357 733/735 Nal Amp
YopE1-138-BH3 de [pBad_Si_2
Y. Bax murina
AHOPEMT enterocolitica optimizada en
O: AHOPEMT asd iAyopH,O,P,E, codones de Y.
pSi_358 M, T (Aasd) enterocolitica pSi_358 736/738 Nal Amp
YopE1-138-(BH3 de[pSi_357
Y. tBid murina
AHOPEMT enterocolitica optimizada en
O: AHOPEMT asd iAyopH,O,P,E, codones de Y.
pSi_371 M, T (Aasd) enterocolitica), pSi_371 733/734 Nal Amp
YopE1-138-BH3 de [pSi_358
tBid murina
optimizada en
codones de Y.
enterocolitica- BH3
Y. de Bax murina
AHOPEMT enterocolitica optimizada en
O: AHOPEMT asd iAyopH,O,P,E, codones de Y.
pSi 373 M, T (Aasd) enterocolitica pSi 373 733/734 Nal Amp
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Figura 3G

Caracterist

icas Proteina a ser Cadena Nombre del
Cepa de relevantes |[suministrada por |principal delplasmido |Cebadores [resisten|Refer
Nombre de la cepa fondo del inserto [T3SS lasmido  [resultante |Si_Nr.: cias lencia
'YopE1-138-BH3 de |pBad_Si_2
tBid murina
optimizada en
Y. codones de Y.
AHOPEMT lenterocolitica enterocolitica
O: AHOPEMT asd IAyopH,O,P,E, extendida (por 4
pSi_353 M, T (Aasd) Aa) pSi_353 725/726 Nal Amp
YopE1-138- pBad_Si_2
enlazador de 10 Aa-
Y. BH3 de tBid murina
AHOPEMT lenterocolitica optimizada en
O: AHOPEMT asd AyopH,O,P,E, codones de Y.
pSi_354 M, T (Aasd) enterocolitica pSi_354 727/728 Nal Amp
YopE1-138-BH3 de [pSi_357
Bax murina
optimizada en
codones de Y.
enterocolitica-BH3
Y. de tBid murina
AHOPEMT lenterocolitica optimizada en
O: AHOPEMT asd AyopH,O,P,E, codones de Y.
pSi_374 M, T (Aasd) enterocolitica pSi_374 736/737 Nal Amp
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Figura 3H

Caracterist

\:roteina a ser

icas Cadena Nombre del
Cepa de relevantes [suministrada por |principal delplasmido |Cebadores [resisten|Refer
Nombre de la cepa fondo del inserto [T3SS plasmido  |resultante [Si_Nr.: cias encia
AHOPEMT YopE,_;35- dos pBad_Si_2 | pSi_453
O: AHOPEMT asd dominios CARD de
pSi_453 RIG-1 humana
Y. optimizada en Co.nst’rLljcto Nal Amp
enterocolitica codones de Y. sintético
IAyopH,O,P.E, enterocolitica (Aa.
M, T (Aasd) 1-245)
AHOPEMT YopE,_;35- dos pBad_Si_2 | pSi_454
O: AHOPEMT asd dominios CARD de
pSi_454 RIG-1 humana
Y. optimizada en Co.nst’rLljcto Nal Amp
enterocolitica codones de Y. sintético
IAyopH,O,P.E, enterocolitica (Aa.
M, T (Aasd) 1-246)
AHOPEMT YopE, ;35- GCN4 de [pBad_Si 2 | pSi_452
O: AHOPEMT asd S. cerevisiae
pSi_452 optimizada en
codones de Y.
enterocolitica (Aa.
249-278) - WspR constructo |\ Amp
de P. aeruginosa sintético
Y. optimizada en
enterocolitica codones de Y.
IAyopH,O,P.E, enterocolitica (Aa.
M, T (Aasd) 172-347)
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Figura 3I

Caracteri
ticas Cadena
relevante |Proteina a ser principal [Nombre del
del suministrada por del plasmido [Cebadores [resisten Refer
Nombre de la cepa Cepa de fondojinserto  [T3SS plasmido |resultante [Si_Nr.: cias encia
AHOPEMT v YOpE, ;35 IRF3$397D [pBad_Si_2 | pSi_428
O: AHOPEMT asd enterocolitica murino optimizado en constructo Nal A
pSi_428 AyopH,0,P,E,M codones de Y. sintético | & MP
T (Aasd) enterocolitica
AHOPEMT YopE, ;35- DncVdeV. |pBad_Si_2 | pSi_482
O: AHOPEMT asd Y. Cholerae optimizada
pSi_482 enterocolitica en codones de Y. COIHSt,I'I.:ICtO Nal Amp
iAyopH,O,P,E,M enterocolitica sintetico
,T (Aasd) (M3toL413)
AHOPEMT YopE, 3¢~ similara pBad_Si_2 | pSi_483
O: AHOPEMT asd DisA de B. cereus
pSi_483 Y. optimizada en constructo
enterocolitica codones de Y. sintético |2 AP
AyopH,0,P,E,M enterocolitica (PDB:
T (Aasd) 2FB5; Aa. 76-205)
AHOPEMT YOpE, 135- cGASde  |pBad_Si_2 | pSi_484
O: AHOPEMT asd anémona (N.
pSi_484 Y. vectensis) optimizada constructo Nal Amp
enterocolitica en codones de Y. sintético
iAyopH,O,P,E,M enterocolitica
,T (Aasd) (Ensembl: A7SFB5.1)
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Figura 3J

Nombre
del
Cadena plasmid
Proteina a ser |principal |o
Cepa de Caracteristicas suministrada (del resulta [Cebadores resisten Refer
Nombre de la cepaffondo relevantes del inserto [por T3SS plasmido |nte Si_Nr.: cias lencia
v MRS40 pIML421 / pKNG101 | pSi_41 |PCR1: 869/870;
o [yopHA1-352, 7 PCR2: 871/872;
AHOYP\E_'\;'ST dan Z”fracg“g"é yopOAB5-558, yopP23, (Mutad | PCR3: 873/874:| Nal
P yMpT Aasd yopE21, yopM23, or overlapping PCR
T yopT135, pYV-asd] 869/874
v MRS40 pIML421 Y0|\‘3|E1|:|1' 38- |pBad_Si_2 | pSi_39
. [yopHA1-352, ycHis 7
AHOBZEgZ;Sd Z”fracg“g"é yopOAB5-558, yopP23, 600/601 Nal
P YopTL, L. yopE21, yopM23,
M, T Aasd
T yopT135]
Y MRS40 [yopHA1-352, |/ pKNG101 | pSL 44
. ... | yopOAB5-558, yopP23, 1 constructo
AH(zerIL\I/II‘;a\///rF Zntoerlc_)'cgl 'gcé yopE21, yopM23, (Mutad sintético Nal
q Y pM’T‘ ’ yopT135 or)
T virFA-111 — -57]
v YopE1-138- [pBad_Si_2 | pSi_3
enterocolitica| MRS40 [yopHA1-352, (tBid murina &
AHOPEMT virF- AvooH O P E yopOA65-558, yopP23, | optimizada 733/734
horquillal Y pM’T‘ ’ yopE21, yopM23, en codones Nal Amp
pSi_371 AVirE- yopT135 devy.
h ilal virFA-111 = -57] enterocolitica
orquilia BH3)2
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Figura 3K

Proteinaa |[Cadena [Nombre
ser principal |del
Caracteristicas suministrad [del plasmido |Cebadoresjresisten Refer
Nombre de la cepa Cepa de fondo |relevantes del inserto [a por T3SS |plasmidojresultante |Si_Nr.: cias ncia
eH%PEMT pYV- MRS40 [yopHA1-352, EE%E&.BS- EJKNG10 ?51_428 )
OpE_43g- murine yopOAB65-558, yopP23, e utador
BH3 de tBID Y. enterocolitica yopE21, yopM23, tBID Cgir:ﬁgtliféo Nal
iAyopH,O,P,E,M, yopT135
T yopE::BH3 de tBID]
AHOPEMT pYV- MRS40 [yopHA1-352, YOpE 135~ |[PKNG10 | pSI 437
YopE_3g- murine yopOAB5-558, yopP23, (BH3 de 1 (Mutador) iruct
(BH3 de tBID), Y. enterocolitica yopE21, yopM23, tBID), Cgiﬁért?goo Nal
iAyopH,O,P,E,M, yopT135
T yopE::(BH3 de tBID) ,]
AHOPEMT pYV-virF- MRS40 [yopHA1-352, YOpE, 13- [PKNG10 | pSI_441
horquillal - YOPE_q35- yopOAB5-558, yopP23, (BH3 de 1 (Mutador)
murine (BH3 de Y. enterocolitica yopE21, yopM23, | tBID) constructo | .,
tBID), AyopH,0,P.E.M, yopT135 sintético | 0
T, yopE::(BH3 de| yopE::(BH3 de tBID),
tBID) , VirFA-111 — -57]
MRS40 pIML421 sz;JﬁSEEm- EJKNG10 ?1\541_427 )
[yopHA1-352, e utador
AHOPEMT asd pYV- |y o e rocolitica |yopOAG5-558, yopP23,| tBID)
asd-YOPE, g~ Murine | \ o pi o pEM, | yopE21, yopM23, constructo |
(BH3de tBID), | +'Agsd pYV-asd | yopT135, yopE::(BH3 sintetico
de tBID),
pYV-asd]
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Figura 3L

Proteina
a ser Nombre
suminist [Cadena del
Caracteristicas rada por [principal del [plasmido |Cebadore [resisten [Refer
Nombre de la cepa Cepa de fondo [relevantes del inserto [T3SS plasmido resultante |s Si_Nr.: |[cias encia
AHOPEMT pYV- YopE,. [pPKNG101 pSI 456
YOpE .33~ dominios MRS40 [yopHA1-352, | 435- (Mutador)
CARD de RIG-1 yopOA65-558, yopP23,| dominio
murino Y. yopE21, yopM23, |s constructo| .,
lenterocolitica yopT135 CARD sintetico
iAyopH,O,P,E,MyopE::dominios CARD | de RIG-
T de RIG-1 1
v MRS40 [yopHA1-352, |/ pKNG101 pSI_439
AHOPEMT pYV-pAra- | enterocolitica yopOAB5-558, yopP23, (Mutador) constructo
virF AyopH,0,P,E,M|  YOPE21, yopM23, sintético | N2
T yopT1_35
’ pAra::virF]
YopE,. |pBad_Si_2 pSi_371
138~
(BH3
Y. MRS40 [yopHA1-352, | de tBid
AHOPEMT pYV-pAra- | enterocolitica |yopOA65-558, yopP23,| murina
VirF AyopH,O,P,E,M|  yopE21, yopM23, optimiz 733/734 |Nal Amp
pSi_371 ,T, pYV-pAra- yopT135 ada en
virF pAra::virF] codone
sde.
enteroc

olitica),
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Figura 3M

Proteina a
er Nombre
Caracteristicas uministra |Cadena del
relevantes del da por principal del [plasmido |Cebadore [resisten [Refer
Nombre de la cepa Cepa de fondo jinserto T3SS plasmido resultante |s Si_Nr.: |[cias encia
AHOPEMT pYV-virF- Y. MRS40 [yopHA1- YOpE1_138- pKNG101 pSI 441
Zor quillal gfgggss' enterocolitica | 352, yopOA65-558, dCC;\”;{iBiZS (Mutador)
ominios e e
RIG-1 murino o s Y135 | RIG-1 constructo|
’ . : ! sintético
yopE::dominios | virFA-111 —-57
CARD de RIG- yopE::dominios
1 murino CARD de RIG-1
AHOPEMT Y. YopE, 135~ [pBad_Si_2 pSi_521
O: AHOPEMT asd enterocolitica dos
pSi_521 IAyopH,O,P,E,M dominios
,T (Aasd) CARD de
RIG-1
murina
optimizad 1021/1022 [Nal Amp
aen
codones
deY.
enterocoli
tica (Aa. 1-
229)
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Figura 3N

Caracteristica|Proteina a ser Nombre del |Cebador
s relevantes |suministrada [Cadena principaljplasmido |es resisten [Refer
Nombre de la cepa [Cepa de fondo [del inserto  |por T3SS del plasmido resultante [Si_Nr.: |[cias encia
AHOPEMT Y. enterocolitica YopE,.i35- dos [pBad_Si_2 pSi_522
O: AHOPEMT asd |AyopH,O,P,E,M,T dominios
pSi_522 (Aasd) CARD de RIG-1
mufin‘a 1021/102 Nal A
optimizada en 3 al Amp

codones de Y.
enterocolitica
(Aa.1-218)

AHOPEMT Y. enterocolitica YopE, ;35- dos |pBad_Si_2 pSi_517
O: AHOPEMT asd |AyopH,O,P.E,M, T dominios
pSi_517 (Aasd) CARD de
MDAS5 murina construct
optimizada en o Nal Amp
codonesdeY. sintético
enterocolitica
(Aa.1-294)
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Caracteristi Cadena Nombre
cas Proteina a ser principal |del
relevantes [suministrada por del plasmido |Cebadoresjresiste [Refer
Nombre de la cepa [Cepa de fondo [del inserto [T3SS lasmido [resultante [Si_Nr.: ncias [encia
AHOPEMT Y. enterocolitica YopE,_,34- dos pBad_Si_2 | pSi_524
O: AHOPEMT asd |AyopH,O,P,E,M, T dominios CARD de
pSi_524 (Aasd) MDAS murina Nal
optimizada en codones 1025/1026 IAmp
de Y. enterocolitica
(Aa.1-231)
AHOPEMT Y. enterocolitica YopE, 35~ cGAS pBad_Si_2 | pSi_515
O: AHOPEMT asd |AyopH,O,P.E,M, T humana optimizada en
pSi_515 (Aan) codones de Y. constructo |[Nal
enterocolitica (Aa. sintético |Amp

161-522)
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Figura 3P

Caracteristi Cadena Nombre
cas Proteina a ser principal |del
relevantes [suministrada por del plasmido |Cebadoresjresiste [Refer
Nombre de la cepa |Cepa de fondo del inserto [T3SS lasmido |resultante [Si_Nr.: ncias [encia
AHOPEMT Y. enterocolitica YopE,_ ;35- CARD de pBad_Si_2 | pSi_539
O: AHOPEMT asd |AyopH,O,P.E,M, T MAVS humana
pSi_539 (Aasd) optimizada en codones constructo [Nal
de Y. enterocolitica sintético |[Amp
(Aa.1-100)
AHOPEMT Y. enterocolitica YopE;.,35- cGAS de pBad_Si_2 | pSi_484
O: AHOPEMT asd |AyopH,O,P,E,M,T anémona (N.
pSi_503 (Aasd) vectensis) optimizada Nal
en codones de Y. 1010/1012 Am
enterocolitica (Aa. 60- P
422) (Ensembl:
A7SFB5.1)
AHOPEMT Y. enterocolitica YopE;. 35~ CdaA de pBad_Si_2 | pSi_518
O: AHOPEMT asd |AyopH,O,P,E,M,T Listeria
pSi_518 (Aasd) monocytogenes constructo| Nal
optimizada en codones sintético | Amp

de Y. enterocolitica
(Aa.101-273)
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Figura 3Q

Caracteristi Cadena Nombre
cas Proteina a ser principal |del
relevantes [suministrada por del plasmido |Cebadoresjresiste [Refer
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