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Resumen 

La cinasa sensora hibrida BarA y su regulador de respuesta cognado UvrY, miembros del 
sistema de t ransducción de señales de dos-componentes, activan la t ranscripción de los 
RNAs no-codificantes CsrB y CsrC. Estos dos RNAs pequeños actúan secuestrando a l a 
proteína de regulación global CsrA, la cual regula post-transcripcionalmente la traducción 
y/o es tabilidad d e m RNAs b lanco. E n est e t rabajo, ev idenciamos q ue C srA af ecta 
positivamente, aunque indirectamente, la expresión de uvrY, tanto a nivel transcripcional 
como t raduccional. T ambién d emostramos q ue C srA se r equiere p ara l a ap ropiada 
activación de BarA como cinasa y como fosfatasa. Por lo tanto se expone la existencia de 
un mecanismo a utoregulatorio que  i nvolucra a  l os s istemas regulatorios globales Csr y  
BarA/UvrY.  
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Capítulo 1. Introducción 

 

1. Sistemas de dos-componentes bacterianos 

La percepción y el procesamiento de las señales ambientales, son procesos vitales para el 
crecimiento y l a s obrevivencia de  l os or ganismos. P arte de l é xito evolutivo d e l os 
procariontes se debe a que han generado una gran variedad de estrategias de señalización, 
que l es h an pe rmitido a daptarse y c olonizar ni chos a mbientales que pue den s er 
inaccesibles p ara la m ayoría d e l os o tros o rganismos. U na d e l as p rincipales v ías d e 
señalización con las que cuentan los procariontes son los “sistemas de dos-componentes”. 
Estos si stemas e fectúan u na respuesta f isiológica ap ropiada frente a d eterminados 
estímulos ambientales, a t ravés de reacciones de fosfotransferencia en tre una “histidina 
cinasa”, anclada a  l a membrana y un  “regulador de  r espuesta” e n el  ci tosol. A  
continuación se d escriben l as g eneralidades d e l os si stemas d e dos-componentes 
bacterianos, su ar quitectura, m ecanismo d e acci ón, implicaciones f isiológicas, etc., 
tomando como referencia los estudios realizados en la bacteria modelo Escherichia coli. 

 

1.1 Sistemas de dos-componentes bacterianos y eucarióticos 

Tanto e n eucariontes como en procariontes, l a f osforilación d e p roteínas es la 
modificación covalente más común, usada como mecanismo de transducción de señales 
[Cohen, 2002]. Este proceso está catalizado por proteínas cinasas, las cuales con base en 
los residuos de aminoácidos que fosforilan se han clasificado en tres grupos principales: 
i) serina/treonina cinasas, ii) tirosina cinasas e iii) histidina cinasas [Kuriyan y Eisenberg, 
2007]. Mientras que en los eucariontes, los primeros dos grupos de proteínas son los más 
usados en los sistemas de señalización, en los procariontes, las más importantes son las 
histidina c inasas (HC) [ Alex y  Simon, 1994]. Estas c onstituyen junto c on la p roteína 
llamada reguladora de la respuesta (RR), los sistemas de dos-componentes (SDC). 

Aunque los S DC son l a p rincipal e strategia d e señalización b acteriana, también 
están p resentes en a lgunas a rqueas [Ashby, 2006]  y en uno s poc os e ucariontes. En l as 
arqueas, están pobremente estudiados y en la mayoría de los casos no se les ha asignado 
un nombre funcional. Respecto a los eucariontes, a pesar de que no se han identificado en 
animales, se han encontrado en los microorganismos Saccharomyces cerevisiae [Maeda y 
col., 1994; Ota y Varshavsky, 1993], Candida albicans [Alex y col., 1998], Neurospora 
crassa [Alex y c ol., 1996], Aspergillus ni dulans [Alex y c ol., 1998], Dictyostelium 
discoideum [Schuster y col., 1996], y e n las plantas Arabidopsis thaliana [Chang y col., 
1993] y  Lycopersicerum escu lentum (tomate) [Wilkinson y c ol., 1995 ]. Existen v arias 
características que diferencian a los SDC procarióticos de los eucarióticos. 
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En E. coli a excepción de CheA y NtrB, las 28 HCs restantes están ancladas a la 
membrana i nterna c elular, m ientras que  e n los e ucariontes, a  e xcepción de  S ln1 d e N. 
crassa, se encuentran en el citoplasma. Además, en los procariontes son poco frecuentes 
las HC de arquitectura híbrida (sección 1.2.1), mientras que en los eucariontes la mayoría 
presenta es te t ipo d e ar quitectura, l a ú nica excepción co nocida es  E RS d e A. t haliana 
[Hua y col., 1995]. Los RR procarióticos funcionan como factores transcripcionales (en 
E. coli al menos 25 de  32), en los eucariontes solo SKN7 de S. cerevisiae presenta un 
dominio de unión a DNA [Brown y col., 1993]; es d ecir, en eucariontes otras proteínas 
son las encargadas de efectuar la regulación de la expresión genética. 

 

1.2 Función y arquitectura 

Las HC f uncionan como sen sor d el am biente cel ular, q ue en p resencia d e u n est ímulo 
específico se a utofosforila de  m anera de pendiente de  A TP e n un r esiduo His. 
Posteriormente, el grupo fosforilo se transfiere a un residuo Asp conservado en el RR. El 
RR fosforilado comúnmente funciona como factor transcripcional, regulando la expresión 
genética [ Stock y c ol., 2000] (Figura 1). L a actividad d e l os S DC depende d e l as 
fluctuaciones de l estímulo, a sí c omo d e l a a ctividad f osfatasa [ Aiba y c ol., 19 89] y  
autofosfatasa [Hess y col., 1988] de a lgunas HC bifuncionales. Similar a  la  mayoría de 
las vías de señalización, los SDC tienen una arquitectura modular, lo que les proporciona 
versatilidad ante necesidades regulatorias específicas y capacidad de integración en otros 
sistemas de señalización. 

 

 

 

 

 

 

. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Modelo prototípico del s istema de dos-componentes. La histidina cinasa (HC) es  una 
proteína t ransmembranal, q ue co ntiene en  s u ex tremo N-terminal un  dom inio s ensor y  e n su 
extremo C -terminal un dominio t ransmisor, c on u n residuo de histidina ( H) c onservado. L a 
proteína r eguladora d e l a respuesta ( RR), co ntiene en  s u ex tremo N-terminal u n d ominio 
regulatorio con un residuo de aspartato (D) conservado, seguido de un dominio efector con sitios 
de uni ón a DN A. En pr esencia de l estímulo am biental es pecífico, l a H C sufre cam bios 
conformacionales que  l e pe rmiten s u a utofosforilación d ependiente de A TP e n e l residuo H. 
Posteriormente e l gr upo fosforilo se t ransfiere a l r esiduo D de l R R, para a ctivarse y  f uncionar 
como factor transcripcional. G representa el sitio de unión de ATP. 

H

ATP G
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C

P
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Regulación de la 
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1.2.1 Histidina cinasas 

Las H C constituyen u na f amilia de p roteínas c inasas altamente d iversificadas. S u 
naturaleza modular ha dado lugar a la creación de elegantes sistemas de transducción de 
señales, a p artir de  l a c ombinación de  dom inios s ensores, c atalíticos y a uxiliares 
[Georgellis y c ol., 1997, 1999]. L as H C f recuentemente f uncionan como pr oteínas 
transmembranales homodiméricas [Surette y col., 1996], que contienen en su extremo N-
terminal un dominio sensor (localizado generalmente en la región periplásmica), y en su 
extremo C -terminal u n dominio t ransmisor con u n cen tro d e ci nasa co nservado 
(localizado en el  ci toplasma) (Figura 2) [Dutta y col., 1999]. Sin embargo, no t odas las 
HC s on pr oteínas t ransmembranales, p or ejemplo, las HC Ch eA y Nt rB d e E. c oli 
(involucradas e n l a qui miotaxis y e n l a regulación de l ni trógeno, r espectivamente) so n 
proteínas solubles, que están reguladas por estímulos intracelulares y/o por la interacción 
con dominios citoplasmáticos de otras proteínas (apéndice A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El dominio sensor es el encargado de detectar el estímulo. Cuenta con secuencias 
primarias m uy poc o c onservadas, pues está diseñado para i nteractuar con l igandos 
específicos. Estructuralmente se p ueden clasificar en: i) con plegamientos α/β (dominios 
PDC), ii) con plegamientos α y iii) con plegamientos similares a los de las proteínas de 
unión pe riplásmicas. E l t érmino “ dominio P DC” s e ha  d ado a  la clase de  dom inios 
sensores con estructura α/β, en referencia a las iniciales de tres dominios sensores 
extracelulares de E. coli, PhoQ [ Cheung y c ol., 2008], D cuS [ Cheung y Hendrickson, 
2008] y  C itA [R einelt y c ol., 2003] , de  l os cu ales s e d eterminaron su s est ructuras 
previamente. Los d ominios sen sores P DC so n los m ás p revalentes en  esta f amilia d e 
proteínas [Cheung y Hendrickson, 2010]. 

 

Figura 2.  Arquitectura pr ototípica de las H C. La hi stidina c inasa (HC) e s p roteína 
transmembranal, q ue c ontiene e n su e xtremo N -terminal un d ominio sensor ( que ge neralmente 
funciona como sitio de recepción de la señal), seguido de un dominio transmisor que contiene un 
dominio de dimerización con un residuo H fosforilable y un centro cinasa con las cajas N, G1, F y 
G2 c onservadas, e n d onde se l ocaliza e l sitio de  uni ón a  AT P. L as H C hi bridas p oseen do s 
dominios adiciones, el dominio receptor con un residuo D conservado y el dominio Hpt con un 
residuo H conservado, los cuales están involucrados en las reacciones de fosforelevo. 

(periplasma) (citoplasma)
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El dominio t ransmisor está co mpuesto por u n c entro de  c inasa co nservado 
(dominio c atalítico) y p or un dom inio de  di merización (Figura 2) . S u pl egamiento α/β 
consiste de cinco láminas-β antiparalelas y tres α-hélices, y es similar al plegamiento de 
los dominios de las ATPasas de la chaperona Hsp90, en la DNA topoisomerasa B y en la 
proteína de  reparación de D NA M utL [ Bilwes y c ol., 1999; Tanaka y c ol., 1998]. E l 
centro cinasa es el responsable de catalizar la autofosforilación dependiente de ATP en un 
residuo His. Tanto en procariontes, como en eucariontes hay cinco motivos conservados 
en el  centro cinasa: l a caja H, con un residuo His constante y las cajas N, G1, F  y G2 

[Parkinson y Kofoid, 1992], e n donde  s e localiza e l s itio de uni ón a  ATP. E stas caj as 
están usualmente contiguas, pero el espacio entre los motivos puede variar, la región de la 
proteína q ue o cupan es al tamente f lexible, l o q ue quizá refleja l os cambios 
conformacionales que acompañan l a unión de  ATP. El dominio de  dimerización forma 
típicamente cuatro α-hélices antiparalelas que forman un hom odímero simétrico con dos 
sitios activos His por unidad estructural [Tomomori y col., 1999].  

Por otro lado, las HC híbridas presentes en procariontes (en E. coli BarA, EvgS, 
ArcB, T orS y  Rc sC) y predominantemente en e ucariontes, t ienen dos  do minios 
adicionales: un dominio receptor (similar a l dominio receptor del RR) y un dominio de 
fosfotransferencia (Hpt) (F igura 2 ). Aunque estos dominios i ndependientes no pos een 
actividad ci nasa d ependiente d e ATP, ej ercen u n p apel co mo i ntermediarios de l a 
transferencia de l g rupo f osforilo e ntre e l dom inio t ransmisor de  l a H C y e l dom inio 
regulatorio de l RR. P or l o tanto, l as H C h íbridas so n m ás co mplejas [ Alex y Simon, 
1994; P arkinson y Kofoid, 1992]  y  debido a  que  c ontienen m últiples s itios 
fosfodonadores y f osfoaceptores, en lugar de  promover una sola t ransferencia fosforilo, 
usan sistemas de “fosforelevo” (sección 1.3). 

 

1.2.2 Reguladores de respuesta 

Los RR bacterianos son una familia de proteínas extremadamente diversa. Contienen en 
su extremo N-terminal un dominio regulatorio (también conocido como dominio receptor 
o REC) altamente conservado y en su extremo C-terminal un dominio efector, que puede 
ser e structural y f uncionalmente va riado [ Galperin, 2006] . P or un lado, e l dominio 
regulatorio consiste de aproximadamente 120 residuos de aminoácidos, que forman cinco 
cadenas l ámina-β paralelas rodeadas por dos α-hélices. Este dominio se caracteriza por 
tener varios residuos conservados: el Asp, el cual es el sitio activo de la fosforilación, un 
par de residuos acídicos, involucrados en la unión de metal, y una lisina (Lys) que forma 
un pue nte de s al c on e l f osfato. A demás h ay ot ros do s r esiduos conservados, una  
serina/treonina (Ser/Thr) en la lámina β-4 y  u na f enilalanina/tirosina (Phe/Tyr) e n l a 
lámina β-5, l os c uales j uegan pa peles di rectos e n l a pr opagación de  l os c ambios 
conformacionales que acompañan la fosforilación. El estado de fosforilación del dominio 
regulatorio, permite al  dominio efector ejercer una respuesta específica (generalmente a 
través del control de la expresión genética), sin embargo este mecanismo aún no está bien 
entendido. 
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Por otro lado, en la mayoría de los RR el dominio efector contiene sitios de unión 
a DNA (esto no parece ser el caso en las Arqueas). Como se mencionó anteriormente en 
E. coli al menos 25 de 32 RR son de este tipo. De acuerdo con la homología de sus sitios 
de uni ón a  D NA, e l dominio e fector s e p uede c lasificar e n tres s ubfamilias: i) l a 
OmpR/PhoB (14 miembros en E. coli) que contiene dominios “Winged-Helix”, los cuales 
integran m otivos tipo h élice-vuelta-hélice en un haz de al menos tres α-hélices, 
incluyendo además un pequeña lámina-β antiparalela; ii) la NarL/FixJ (7 miembros en E. 
coli) con dominios con cuatro α-hélices; y iii) la NtrC/DctD (4 miembros en E. coli) con 
dominios aco plados a  l a A TPasa h élice-vuelta-hélice [ Stock y c ol., 2000]. Cabe 
mencionar que el resto de los dominios efectores, regulan la actividad celular a través de 
sitios de  u nión a  l igandos e specíficos, de  uni ón a  pr oteínas, a  t ransportadores de  
membrana y a una variedad de enzimas metabólicas y de señalización [Galperin, 2010]. 

 

1.3 Mecanismo de acción 

La vía de transducción de señales de los SDC implica las siguientes reacciones: 

a) Autofosforilación: HC-His + ATP → HC-His-P + ADP 
b) Fosfotransferencia: HC-His-P + RR-Asp → HC-His + RR-Asp-P 
c) Desfosforilación: RR-Asp-P + H2O → RR-Asp + Pi 

La autofosforilación de la HC es una reacción bimolecular que ocurre en trans, en 
la que  un monómero c ataliza l a f osforilación de pendiente de  A TP e n e l r esiduo H is 
conservado en e l s egundo m onómero [ Swanson y c ol., 1993; W olfe y Stewart, 19 93]; 
también se ha obs ervado a utofosforilación e n cis para l a HC 853 CP de Thermotoga 
maritima [Casino y c ol., 2009] y p ara A rcB d e E. c oli [Peña-Sandoval y Georgellis, 
2010]. Después el RR cataliza la transferencia del grupo fosforilo del residuo His-P a un 
residuo A sp c onservado e n s u dominio r egulatorio, pe rmitiendo a l dom inio e fector 
ejercer una respuesta específica. F inalmente el  g rupo fosforilo se t ransfiere del re siduo 
Asp-P a agua en una reacción de hidrólisis. Las tres reacciones requieren iones metálicos 
divalentes, en donde  e l M g2+ es el  cat ión relevante in v ivo. En l os S DC hí bridos s e 
involucran múltiples r eacciones de  f osfotransferencia, l lamadas “f osforelevo”. E n el  
fosforelevo antes de la fosforilación del RR, el grupo fosforilo se transfiere a un dominio 
regulatorio de  la H C h íbrida (c on u n re siduo Asp c onservado) y  a  un dom inio 
subsecuente HPt [Georgellis y col., 1997; Kwon y col., 2000]. Sin embargo, en todos los 
casos se conserva la química de transferencia de His→Asp→His→Asp. Un fosforelevo 
ofrece la posibilidad de regular reacciones de fosfotransferencia individuales en función 
de un e stímulo a mbiental adicional. C omo c onsecuencia, v arias señ ales d e en trada 
pueden d efinir l a r espuesta f inal [ Krell y c ol., 2010]. Finalmente, la r egulación de  la 
actividad de  l os S DC p uede oc urrir e n nu merosos punt os y a  menudo e s c ompleja, 
implicando múltiples blancos de regulación. La regulación está dada principalmente por: 
i) las fluctuaciones del est ímulo, i i) la actividad fosfatasa y autofosfatasa que presentan 
algunas H C y R R, r espectivamente y iii) en a lgunos pocos si stemas, p or f osfatasas 
auxiliares, que pueden influir en el nivel de fosforilación del RR. 
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1.4 Especificidad de los sistemas de dos-componentes 

La c onservación e structural y f uncional de  l os S DC s ugiere l a pr obabilidad de  una  
potencial f osfotransferencia en tre HC y  RR n o esp ecíficos (señalización-cruzada). S in 
embargo, debido a que en muchos casos este evento se ha observado solo después de la 
introducción d e v arias p erturbaciones g enéticas, es improbable q ue se d é, o sea  
fisiológicamente relevante en  un organismo silvestre [Laub y Goulian, 2007; Skerker y 
col., 2008]. Se ha sugerido que los principales mecanismos que aseguran la especificidad 
de l os S DC e stán d ados, t anto por l a a ctividad f osfatasa que  e xhiben a lgunas H C 
bifuncionales, c omo por  l a c ompetencia de los R R [ Georgellis y col., 1998; P eña-
Sandoval y col., 2005]. 

 

1.4.1 Actividad fosfatasa de las histidina cinasas bifuncionales 

La m ayoría d e l as H C b acterianas so n b ifuncionales, lo c ual si gnifica q ue ad emás d e 
funcionar c omo c inasas, t ambién f uncionan c omo f osfatasas, de sfosforilando e n l a 
ausencia del estímulo a su RR cognado. En la mayoría de los casos, se ha observado que 
el dominio transmisor es el  responsable de catalizar ambas reacciones. De hecho, en las 
HC NarX [ Huynh y c ol., 2010] y EnvZ [ Dutta y c ol., 2000], i nvolucradas e n l a 
respiración an aeróbica y en  l a o smoregulación d e E. c oli, respectivamente, un m otivo 
conservado Gln-Asn-Thr ( cercano al residuo f osfo-aceptor H is) es  es encial p ara l a 
actividad f osfatasa de e stas cinasas. Además se h a sugerido, que esta actividad es tá 
regulada po r l a c onformación y e l pos icionamiento r elativo de  l os subdominios de l 
dominio transmisor, lo cual depende de la presencia del estímulo [Zhu y col., 2000]. Sin 
embargo, el mecanismo de acción de esta actividad está en disputa. Datos obtenidos de la 
HC c itoplasmática N trB, son consistentes con un modelo de  c o-fosfatasa [Jiang y col., 
2000], m ientras qu e d atos obt enidos de  E nvZ s on c onsistentes c on un m odelo de  
fosfotransferencia reversa [Zhu y  col., 2000].  

La actividad fosfatasa no solo es esencial para la regulación de la transducción de 
la señal, s ino que también suprime el efecto se “señalización-cruzada”. Como ejemplos 
de esta función se encuentran estudios realizados en los SDC PhoR-PhoB y VanS-VanR. 
El SD C P hoR-PhoB de  E. c oli permite d etectar y r esponder a  c ambios e n l a 
disponibilidad de fosfato, mientras que el SDC VanS-VanR regula la expresión de genes 
que co nfieren r esistencia a  v ancomicina en  enterococos y  en  o tras b acterias Gram-
positivas. C uando se  e xpresa el  si stema V anS-VanR e n E. c oli, s e puede obs ervar 
señalización-cruzada entre VanS y PhoB, pero solo en la ausencia de PhoR [Fisher y col., 
1995; S ilva y c ol., 1998]. E ste ev ento est á l igado a l a consecuencia d e el iminar l a 
actividad fosfatasa de PhoR sobre su RR cognado PhoB; por lo tanto, in vivo, cualquier 
señalización-cruzada entre una HC y un RR no cognado es eliminada por la habilidad de 
la HC específica, de desfosforilar a su RR. 
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1.4.2 Competencia de los reguladores de respuesta 

La competición de los RR se ha estudiado en los sistemas CpxA-CpxR y EnvZ-OmpR de 
E. coli, involucrados en la activación de la expresión de las porinas OmpC y OmpF. Se ha 
mostrado que l a señalización-cruzada en tre la HC CpxA y  el  RR OmpR requiere de l a 
ausencia tanto de EnvZ, como de CpxR; y viceversa, la señalización-cruzada entre EnvZ 
y C pxR requiere de  la ausencia de  C pxA y O mpR. E l he cho de  que  no s e obs erve 
señalización-cruzada cuando ambos RR están presentes, sugiere que el RR normalmente 
compite con RR no cognados, contribuyendo en la prevención de la señalización-cruzada. 
Este efecto está enriquecido por la poca abundancia in vivo de HC relativo a los RR, por 
ejemplo, en E. coli están presentes aproximadamente 100 y 3500 moléculas por célula de 
EnvZ y O mpR, r espectivamente [ Cai y Inouye, 2002]. L a r elación e stequiométrica s e 
debe probablemente a que el codón de inicio de envZ sobrelapa con el codón de paro de 
ompR, j unto c on un  dé bil s itio de  unión a  r ibosomas pa ra envZ. Muchos de  l os ot ros 
genes de  S DC t ienen una estructura similar, s ugiriendo que l as H C est án en  menor 
concentración relativa que sus respectivos RR. 

 

1.5 Integración de los sistemas de dos-componentes con otras vías de señalización 

Frecuentemente los S DC participan en  o tras redes d e r egulación, q ue aseg uran a  l as 
bacterias sobrevivir tanto en un modo de vida unicelular, como grupal. Este último, mejor 
conocido como quorum-sensing. El reto es entender, cómo interactúan los componentes 
que g obiernan el  p rocesamiento d e l a i nformación en  l as b acterias, p ara co ordinar una 
serie de respuestas a múltiples señales ambientales. El SDC BarA/UvrY de E. coli y sus 
homólogos en las γ-proteobacterias, es u n ej emplo d e u n si stema q ue p arece se r u n 
regulador maestro de  va rios f enotipos, p rincipalmente de a quellos asociados a l a 
patogenicidad y virulencia. 

Este sistema controla positivamente la expresión de uno a  cinco RNAs pequeños 
no-codificantes (sRNAs) que se car acterizan por poseer motivos GGA conservados, los 
cuales al ser sitios de unión para la proteína de regulación global CsrA (y sus ortólogos 
RsmA/E/F), f uncionan como a ntagonistas de  s u act ividad. C srA, l a c ual t ambién est á 
conservada fuera de las γ-proteobacterias, e s un ho modímero que  a ctúa 
predominantemente c omo r epresor t raduccional de  trascritos bl anco que  c ontienen 
motivos ACA-GGA-G ubicados dentro de estructuras tipo “tallo y asa” en su región líder 
[Dubey y col., 2005; Mercante y col., 2006; Schubert y col., 2007]. Los fenotipos de las 
mutantes nu las e n los S DC ho mólogos de  B arA/UvrY, va rían considerablemente entre 
cada especie bacteriana, pero en todos los casos se ca racterizan por la a tenuación de la 
virulencia (apéndice C). Las características generales del circuito en E. coli se describen 
en la Figura 3 y en la sección 2. 
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2. Circuito regulatorio BarA-UvrY-CsrA 

En r espuesta al  ace tato y a l f ormato extracelular ( acumulados en l a fase ex ponencial 
tardía de crecimiento), el sistema BarA-UvrY de E. coli, activa directamente la expresión 
de los sRNAs CsrB y CsrC, los cuales al poseer en su estructura varios sitios de unión a 
CsrA, antagonizan con la actividad de esta proteína de regulación global (Figura 3). Por 
lo ta nto, e l S DC B arA-UvrY r epercute d e manera i ndirecta, en  m últiples procesos 
fisiológicos que tienen lugar principalmente en la fase estacionaria de crecimiento (que es 
cuando el sistema está activo). Por otro lado, la estabilidad y vida media de CsrB y CsrC 
está regulada p or la p roteína C srD, la cu al a  t ravés d e u n complejo que i nvolucra a  l a 
RNasa E d egrada a e stos sR NAs. A c ontinuación se describirá cad a u no de l os 
componentes de este circuito y la manera en la que están interconectados.  
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Figura 3. Modelo de l c ircuito regulatorio BarA-UvrY-CsrA. El acetato, fo rmato y o tros ácidos 
grasos de cadena corta extracelulares funcionan como el estímulo de la HC híbrida BarA [Chávez 
y col., 2010]. La activación del sistema BarA-UvrY afecta de manera indirecta múltiples procesos 
celulares. L os úni cos ge nes bl ancos identificados hasta el  m omento p ara es te s istema, s on l os 
RNAs pequeños no -codificantes ( sRNAs) Cs rB y  Cs rC, l os c uales a l e star c onstituidos por 
múltiples s itios de unión a  CsrA (una proteína de regulación global), regulan negativamente su 
actividad.  



9 

 

2.1 La proteína CsrA y sus homólogos 

CsrA (carbon storage regulator) es una proteína homodimérica de  6.8 k Da, que se une 
selectivamente a m oléculas d e R NA. S u est ructura y  f unción se ha el ucidado co n 
considerable detalle, tanto en E. coli como en Pseudomonas [Gutierrez y col., 2005; Rife 
y c ol., 2005; S chubert y c ol., 2007]. CsrA se d escubrió, mientras se buscaban f actores 
que controlaran la expresión de los genes glgCAP y glgBX, los cuales codifican enzimas 
responsables d e l a b iosíntesis d el glucógeno [ Romeo y c ol., 1993] . Posteriormente se  
observó que tiene un pa pel global en el metabolismo y e n la fisiología tanto de E. coli, 
como de o tras e species b acterianas. D e m anera g eneral, CsrA r eprime p rocesos q ue 
tienen lugar en la fase de crecimiento estacionaria, por ejemplo, la síntesis del glucógeno, 
la formación de biopelículas, etc., mientras activa procesos que tienen lugar en la fase de 
crecimiento exponencial, por ejemplo, el metabolismo del acetato, la  motilidad celular, 
etc. (sección 2.1.1) [Wei y col., 2001; Wang y col., 2005]. 

Se han identificado homólogos de CsrA en otras γ-proteobacterias, por ejemplo, 
CsrA e n Salmonella spp., [Altier y c ol., 2000], L egionella pne umophila [Molofsky y 
Swanson, 2003] y  Vibrio c holerae [Lenz y c ol., 2005], R smA ( regulator of  secondary 
metabolism) en  Pectobacterium c arotovorum (previamente c onocida como Erwinia 
carotovora) [Chatterjee y c ol., 1995], Rs mA [Pessi y c ol., 2001] y Rs mF ( o Rs mN) 
[Morris y c ol., 2013]  en Pseudomonas aeruginosa, y R smA y R smE en P. f luorescens 
[Reimmann y c ol., 2005], l os c uales tienen funciones r edundantes. T ambién se h an 
encontrado homólogos de  CsrA en las δ-proteobacterias (Desulfovibrio, Geobacter), en 
las ε-proteobacterias ( Helicobacter, Campylobacter), en las esp iroquetas ( Borrelia, 
Treponema), en  l as b acterias G ram-positivas ( Bacillus, Clostridium) y e n Thermotoga. 
Sin embargo, en estas últimas, no se sabe cómo está regulada su actividad, debido a que 
los sR NAs q ue r egulan a e sta p roteína, están presentes solo en las γ-proteobacterias 
[Kulkarni y col., 2006].  

Los t ranscritos r eprimidos p or C srA, se p ueden cl asificar en d os ca tegorías; l a 
primera c onsiste en bl ancos que  t ienen múltiples s itios de  unión a  CsrA e n una  r egión 
alrededor de la secuencia Shine-Dalgarno (SD), por ejemplo, cstA, pgaABCD, glgC, cel, 
ydeH, sepL, grlR, nhaR, csrA, sdiA en E. coli; hcnA en P. protegens, PA0081, PA0082, 
PA0277, PA3732 en P. aeruginosa y hag en B. subtilis y flaB en B. burgdorferi. Por otro 
lado, la segunda categoría consiste en blancos que tienen un solo sitio de unión, alrededor 
de l a s ecuencia S D, por  e jemplo, hfq, ycdT en E. c oli, stm1987 (gcpA), yhdA (csrD), 
stm1697, ydiV en S. enterica ssp. T yphimurium y P A4492, P A2541 y pslA en P. 
aeruginosa. Por otro lado, se conoce poco acerca de la regulación positiva de CsrA, por 
ejemplo, sobre el mRNA flhDC en E. coli (apéndice B). Cabe mencionar que un análisis 
in silico reciente, ha sugerido que existen más de 100 blancos directos de CsrA en E. coli 
[Kulkarni y col., 2014]. 
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2.1.1 Mecanismo de acción 

Cada dímero de CsrA contiene dos sitios de unión a RNA cargados positivamente, que se 
unen preferentemente a motivos (ACA-GGA-G), que se encuentran dentro de estructuras 
tipo “ tallo y asa” en la región líder de sus mensajeros blanco (mRNAs) [Dubey y  col., 
2005; Mercante y col., 2006; Schubert y col., 2007]. Esta arquitectura permite la unión de 
un dí mero de  CsrA a  dos motivos de  uni ón, o  en a lgunos casos, la un ión de  múltiples 
dímeros de  C srA a  va rios m otivos en un m RNA [ Mercante y c ol., 20 09]; e s d ecir, el  
reconocimiento de CsrA hacia sus blancos se encuentra tanto en  l a secuencia p rimaria, 
como en la estructura secu ndaria d e los t ranscritos. CsrA usualmente a ctúa como un 
represor tra duccional, aunque t ambién puede f uncionar c omo a ctivador. La regulación 
negativa c onsiste en e l bl oqueo de  l os s itios d e uni ón a  r ibosomas, d ando l ugar a l a 
degradación de l t ranscrito; m ientras que  la re gulación p ositiva, implica la  u nión a  la  
región l íder, co n ef ectos su bsecuentes en  l a t raducción y /o est abilidad d el t ranscrito 
[Romeo y col., 2013].  

 

2.1.2 Regulación de la expresión y actividad de CsrA 

CsrA e s una  pr oteína abundante e n E. coli, se ha  r eportado que  su c oncentración 
incrementa aproximadamente d e 6  µ M en  l a fase ex ponencial, a 1 7 µM cu ando l as 
células entran a l a fase estacionaria de crecimiento [Gudapaty y  col., 2001]. Aunque la 
regulación de  su expresión no e stá bi en e ntendida, s e ha  observado q ue su transcrito 
cuenta c on al m enos c inco pr omotores, que r egulan s u t ranscripción dependiente d el 
factor σ38 (o σS, el producto del gen rpoS) y de σ70 (rpoD) [Yakhnin et al. 2011]. A pesar 
de que  R poS regula la ex presión genética d urante l a en trada a la f ase est acionaria de 
crecimiento y en condiciones de estrés, la regulación de csrA solamente se ha observado 
cuando las células crecen en medio con glucosa como única fuente de carbono [Dong y 
Shellhorn, 2009; Patten y col., 2004; Rahman y col., 2006]. Adicionalmente, también se 
ha observado que CsrA se une a cuatro sitios en la región líder de su transcrito, resultando 
en la represión de su propia traducción [Yakhnin et al. 2011]. 

La r egulación d e su  act ividad e stá m ejor en tendida. C srA est á r egulada 
negativamente por los sRNAs, CsrB y CsrC de E. coli, los cuales al estar compuestos por 
múltiples s itios de  un ión a  C srA (22 y  13 , r espectivamente) titulan a la  proteína, 
inhibiendo su actividad [Babitzke y Romeo, 2007]. Además se ha observado que CsrA, a 
su v ez, act iva i ndirectamente l a sí ntesis d e a mbos sR NAs a t ravés d e u n m ecanismo 
dependiente de  UvrY [ Suzuki y col., 2002; Weilbacher y col., 2003], resultando en un 
circuito autoregulatorio (capítulo 4). Cabe mencionar que la act ividad de CsrA también 
puede estar moderadamente regulada por el  sRNA McaS, pero solo posee dos s itios de 
unión a esta proteína [Jorgensen MG y col., 2013] y además, su expresión no depende de 
UvrY-P. 
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2.2 Los RNAs pequeños no-codificantes CsrB/CsrC y sus homólogos 

El s RNA C srB d e E. c oli se d escubrió cu ando C srA se p urificó co mo u n co mplejo 
ribonucleoproteína C srA-CsrB [ Liu y c ol., 1997]; m ientras que  s u s RNA ho mólogo, 
CsrC, se i dentificó m ientras se buscaban f actores q ue afectaran la b iosíntesis d el 
glucógeno [Weilbacher y col., 2003]. CsrB y CsrC antagonizan la actividad de CsrA, ya 
que c ontienen múltiples sitios de  uni ón a  e sta pr oteína ( motivos G GA), 22  y 13,  
respectivamente [Babitzke y col., 2009] que les permiten secuestrarla. Se han encontrado 
homólogos de estos en otras γ-proteobacterias, por ejemplo, CsrB y CsrC de S. enterica 
[Fortune y c ol., 2006] , RsmY y  RsmZ de P. ae ruginosa [Reimmann y c ol., 1997], 
RsmY/RsmZ/RsmX de L. pneumophila [Hammer y col., 2002; Sahr y col., 2009] y de P. 
fluorescens [Kay y c ol., 2005] , Cs rB/CsrC/CsrD d e V. c holerae [Lenz y c ol., 2005] y  
RsmB de P. carotovorum [Cui y col., 2001]. A pesar de que el número de estos sRNAs, 
puede v ariar d e u na esp ecie a o tra, ej ercen e l mismo mecanismo d e acci ón sobre l a 
actividad de los homólogos de CsrA.  

 La redundancia en l a f unción de  e stos s RNAs hace que  s olo l a a nulación d e 
ambos genes (o los tres de P. fluorescens, L. pneumophila y de V. cholerae), tengan un 
fenotipo distinguible de la cepa silvestre [Fortune y col., 2006; Kay et al. 2005]. Además, 
no es sorprendente que los fenotipos de las mutantes nulas csrB csrC de E. coli y rsmY 
rsmZ de P. ae ruginosa, sean  o puestos a l os o bservados en l as m utantes csrA y rsmA, 
respectivamente [Wang y col., 2005; Jonas y col., 2008]; y en contraparte, sean similares 
a los de las mutantes del SDC BarA-UvrY y GacS-GacA, respectivamente [Kay y col., 
2006; Weilbacher y col., 2003]. Esto último, debido a que el SDC BarA-UvrY de E. coli 
y sus homólogos, regulan positivamente la transcripción de estos sRNAs (sección 2.3). 

 

2.2.1 Regulación de la expresión de CsrB y CsrC 

Evidentemente UvrY-P (y s us hom ólogos) s on esenciales p ara la tra nscripción d e lo s 
sRNAs C sr/Rsm. S in e mbargo ex isten reguladores g lobales q ue af ectan también su  
expresión, curiosamente el  ef ecto d e a lgunos d e estos p arece estar ev olutivamente 
conservado. L os ej emplos m ás cl aros son: la p roteína C srA/RsmA, el factor d e 
integración a l hospedero (IHF) y la proteína pa recida a hi stonas (H-NS), l os c uales 
pueden f avorecer o r eprimir la e xpresión general o exclusiva de est os sRNAs. P or u n 
lado, observaciones tempranas sugirieron que en la mutante csrA de E. coli, los sRNAs 
csrB y csrC no s e e xpresan [ Suzuki y c ol., 2002] ; d ebido a q ue C srA n o af ecta l a 
estabilidad y/o v ida m edia d e estos [ Gudapaty y c ol., 2001 ; S uzuki y col., 2006] , s e 
sugirió que este efecto era probablemente vía UvrY (Capítulo 2).  

Por otro lado, respecto al factor de integración al hospedero IHF, se ha observado 
en se une al promotor de csrB en S. enterica serovar Typhimurium y al promotor de rsmZ 
de P. f luorescens, para regular pos itivamente s u t ranscripción [Martinez y c ol., 2014;  
Humair y c ol., 2010] . Además, l a a nulación del ge n ihfA en S. enterica disminuye 
severamente la expresión de csrB, similar a una mutante nula sirA (homólogo de uvrY), 
aunque no afecta l a expresión de csrC. A  pesar de  que  no se conoce e l mecanismo de 
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acción de IHF sobre la expresión de csrB y rsmZ, es i nteresante notar que los ortólogos 
de l a proteína H-NS, MvaT y  MvaU en  P. f luorescens se unen a l p romotor de  rsmZ y 
reprimen su expresión [Brénic y c ol., 2009]. Consistentemente se h a observado que IHF 
antagoniza con el  si lenciamiento d e l a ex presión g enética d ependiente d e H -NS e n E. 
coli, V ibrio c holerae y S. en terica [Queiroz y c ol., 2011;  S tonehouse y c ol 2 008; 
Ogasawara y col., 2010]. Aunque no son claros los mecanismos de cómo IHF y H-NS 
regulan l a expresión genética y a ún no s e de termina s i IHF antagoniza a MvaT/MvaU, 
estas proteínas altamente conservadas se encuentran asociadas al nucleoide (NAPs), y son 
reconocidas por  modificar la a rquitectura del DNA [Dillon y D orman, 2010] , ¿UvrY-P 
expresa a csrB y csrC a través de mecanismos que involucran fábricas de transcripción? 

 

2.2.2 Expresión diferencial entre los sRNAs redundantes 

La ex presión d e est os s RNAs t ambién est á i nfluenciada u na por otra y  probablemente 
están r egulados d iferencialmente bajo ciertas co ndiciones. E studios e n E. c oli y S. 
enterica, mostraron que la pérdida de csrB da lugar a un i ncremento en la expresión de 
csrC y vi ceversa, la a nulación de  csrC regula pos itivamente l a e xpresión de  csrB 
[Fortune y col., 2006; Weilbacher y col., 2003]. También se ha observado que el nivel de 
expresión d e csrB es m ás al to q ue el d e csrC y que  c uando s e a nula a  uvrY hay una  
reducción de más de 10 veces la expresión de csrB, comparada con una reducción de 2.5 
en csrC [Jonas y c ol., 2006]; e s de cir, la  tra nscripción de csrC pareciera ser  menos 
dependiente de UvrY. Además en S. enterica, el homólogo de UvrY, SirA se une solo al 
promotor de csrB, pero no al de csrC [Teplitski y col., 2003]. Esta interdependencia entre 
los componentes de Csr parece estar evolutivamente conservada. Un caso extraordinario 
ocurre e n Yersinia spp., e n don de a  p esar de que se  en cuentran co nservados l os 
homólogos tanto de CsrB como CsrC, UvrY solo activa la expresión de CsrB. Además se 
ha obs ervado que  a mbos s RNAs responden a d iferentes est ímulos am bientales y  
parámetros de crecimiento. Por ejemplo, cuando las células crecen en medio rico se han 
observado altos n iveles de C srC, m ientras que  e n m edio mínimo s u t ranscripción está 
fuertemente reprimida y se induce al máximo durante la fase estacionaria de crecimiento 
a 25°C y durante la fase exponencial a 37°C [Heroven y col., 2008]. 

 

2.2.3 Regulación de la estabilidad de CsrB y CsrC: CsrD y homólogos 

Respecto a los mecanismos de autoregulación que controlan la estabilidad y la vida media 
de CsrB y CsrC, se encuentra en primer lugar la proteína integral de membrana CsrD (y 
su ho mólogo M shH e n V. cholerae). C srD a p esar d e t ener d ominios G GDEF y  EAL, 
característicos de l as d iguanilato ciclasas y  de las fosfodiesterasas, r espectivamente, no 
sintetiza o degrada al segundo mensajero c-di-GMP. Aunque el mecanismo de acción de 
CsrD no se ha definido, se ha propuesto que su unión ocasiona cambios conformacionales 
en CsrB y CsrC, resultando en moléculas blanco de la RNasa E [Romeo y col., 2013]. 
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CsrA reprime la expresión de csrD formando un circuito autoregulatorio adicional 
[Jonas y col., 2006, 2008] . Sin embargo este efecto es débil y CsrA tiene un nulo efecto 
sobre la vida media de CsrB y CsrC in vivo [Gudapaty y col., 2001; Suzuki y col., 2006]. 
Por lo tanto el significado biológico de esta autoregulación no está claro. Por otro lado, 
los hom ólogos de  C srD no s on una  característica de  todas las γ-proteobacterias. E n P. 
fluorescens RsmA ( CsrA) ap arentemente co ntrola l a es tabilidad d e l os sR NAs R sm, a 
través de un mecanismo que involucra la protección del corte de la RNasa E [Reimmann 
y col., 2005]. Sin embargo, los detalles de este mecanismo son inciertos y de bido a que 
en E. c oli CsrA n o af ecta la es tabilidad y  v ida m edia d e l os sR NAs C srB y C srC, e s 
necesario realizar u na c omparación en tre l a es tabilidad d e l os sR NAs C sr/Rsm y  l a 
presencia o ausencia de los homólogos de csrD en varias especies bacterianas. 

 

2.3 El sistema de dos-componentes BarA-UvrY y sus homólogos 

El ge n de  barA (bacterial adaptative response ge ne A) (t ambién llamado AirS) s e 
identificó pr imeramente c omo u n s upresor multicopia de  una  mutante envZ 
osmóticamente comprometida. Debido a que EnvZ es l a HC para el RR OmpR se pensó 
que B arA t ambién r egulaba la f osforilación d e O mpR, s in e mbargo e l c ross-talk e ntre 
BarA y  OmpR no s e p udo de mostrar in vi tro [Nagasawa y c ol., 1992] . Posteriormente 
BarA se i mplicó en  procesos f isiológicos asociados a  l a v irulencia. E n E. c oli 
uropatogénica se reportó que la transcripción de barA se induce después del contacto con 
la superficie celular eucariótica, y que juega un papel clave en la colonización del tracto 
epitelial ur inario durante l a i nfección, a sí como pa ra l a adquisición de  hi erro [Zhang y  
Normak, 1996] . En E. coli K-12 y MC4100 barA induce la expresión del factor sigma 
RpoS [Mukhopadhyay y c ol., 2000 ], r esultando e n l a h ipersensibilidad a l pe róxido de  
hidrógeno [ Pernestig y c ol., 2000] . P or ot ro l ado, e l ge n de  uvrY se i dentificó por  s u 
localización i nmediatamente r ío-abajo de l g en uvrC, pe ro n unca s e pud o i nvolucrar e n 
mecanismos de reparación de DNA [van Sluis y col., 1983; Moolenaar, 1987].  

 Finalmente, P ernestig y c ol. ( 2001) a  t ravés de  a nálisis ge néticos y e studios d e 
fosfotransferencia in vitro demostraron que UvrY es el RR cognado de BarA. Esta fue la 
primera ev idencia d e f osforilación in v itro para es te S DC y  su s h omólogos en  o tras 
especies b acterianas. Este si stema está conservado en varias γ-proteobacterias, p or 
ejemplo BarA-SirA d e S. e nterica, Le tS-LetA d e L. pne umophila, VarS-VarA d e V. 
cholerae, GacS-GacA de P. aeruginosa y P. fluorescens y ExpS-ExpA de E. carotovora 
ssp. Carotovora. Notablemente, en  cad a u na de e stas bacterias, mutaciones en est e 
sistema dan l ugar a  un a s ignificativa r educción d e l a v irulencia en l a i nteracción co n 
hospederos animales o plantas (apéndice C).  
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2.3.1 Mecanismo de acción 

El si stema BarA/UvrY y s us h omólogos controlan numerosos p rocesos cel ulares, 
formando u n c ircuito r egulatorio c on la p roteína CsrA. L a manera en  l a q ue está 
vinculado con CsrA se debe a que UvrY fosforilado, activa directamente la expresión de 
los sRNAs CsrB y CsrC; los cuales regulan negativamente la actividad de CsrA (Figura 
3). De manera i mportante, se h a observado que  e l f enotipo de  l a dobl e m utante 
uvrY/barA, es similar a l f enotipo de l a m utante csrB/csrC; l o qu e s ugiere que  este 
sistema, controla diversos procesos fisiológicos principalmente a través de la regulación 
de l a e xpresión de  los g enes csrB y csrC. Sin e mbargo, la pos ibilidad de  que r egulen 
directamente ot ros ge nes no pue de s er e xcluida, de  he cho e n L. pne umophila, se h a 
observado que LetA regula la expresión de genes flagelares por un mecanismo que parece 
ser i ndependiente de rsmY, rsmZ y rsm X [Sahr y c ol., 2009]. P or ot ro lado, c abe 
mencionar que , UvrY t ambién pue de s er f osforilado por el acet il-fosfato, un 
intermediario m etabólico que  s e pr oduce por  las en zimas A ckA y  P ta d entro d e la v ía 
glucolítica [Wolfe, 200 5], pe ro e ste e fecto s olo t iene lugar en  l a au sencia d e B arA, y  
cuando se adiciona glucosa al medio de cultivo [Tomenius y col., 2005].  

 

2.3.2 Regulación de la expresión de barA y uvrY 

La r egulación de  l a e xpresión de  barA y uvrY (y s us h omólogos) e stá pobr emente 
estudiada. Hasta el momento se ha observado en E. coli, que los niveles del transcrito de 
uvrY están af ectados positivamente p or la  proteína S diA ( suppressor of  division 
inhibition) [Suzuki y col., 2002; Wei y col., 2001b] (homóloga de  la proteína LuxR de  
Vibrio ssp, e l r egulador de l quorum-sensing), mientras que  s u t raducción pue de e star 
afectada positivamente por la RNA helicasa DeaD [Vakulskas y col., 2014].  

El papel de SdiA en el quorum-sensing en E. coli y S. enterica, ha sido materia de 
debate por muchos años. Pues a diferencia de Vibrio ssp., estas bacterias no codifican las 
enzimas responsables de la síntesis de AIs [Michael y col., 2001; Swift y col., 1999], en 
contraparte, SdiA detecta y responde a AIs generados por otras especies bacterianas. Por 
otro lado, parece que SdiA tiene un papel global en la fisiología de E. coli; por medio de 
análisis de microarreglos, se ha encontrado que su sobreexpresión induce la activación de 
la d ivisión celular, el i ncremento e n l a r esistencia a an tibióticos, e l incremento e n l a 
transcripción de ~75 genes (entre ellos uvrY) y la disminución de la transcripción de ~62 
genes (incluyendo los de motilidad) [Dyszel y col., 2010; Lee y col., 2007; Van Houdt y 
col., 2006]. Además se ha encontrado que SdiA se necesita para reducir la formación de 
biopelículas, en presencia de moléculas de AIs, así como también en la presencia de indol 
(un c ompuesto or gánico s ecretado por  E. c oli cuando cr ece en  m edio r ico en  fase 
estacionaria) [ Lee y c ol., 2007]. Por ot ro l ado, se ha  ob servado que la R NA h elicasa 
DeaD de E. coli, asociada con actividades para la maduración del RNA ribosomal a bajas 
temperaturas [Iost y col., 2013] puede modular la traducción de UvrY, probablemente al 
contrarrestar el  ef ecto d e l a est ructura d e R NA inhibitoria q ue se f orma en tre el  R NA 
líder de uvrY y la secuencia codificante proximal, este efecto es i ndependiente de CsrA 
[Vakulskas y col., 2014]. 
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2.3.3 Regulación de la actividad del sistema BarA-UvrY 

Mondragón y c ol. ( 2006) de mostraron que  c uando l as c élulas c recen a  va lores de  pH 
menores de  5.0 e l SDC no se activa ( a juzgar por l a expresión de l r eportero csrB), s in 
embargo, c uando s e a diciona g lucosa a l m edio, l a expresión d e csrB se a ctiva 
aproximadamente 2 hor as después, sugiriendo que probablemente un pr oducto f inal de l 
metabolismo d e l a g lucosa, er a la m olécula señ al p ara l a ac tivación d el si stema. 
Posteriormente se r eportó que la síntesis de CsrB/C está afectada positivamente durante 
el c recimiento e n m edio m ínimo y e n pr esencia de  a minoácidos, s ugiriendo que  
probablemente el sistema de respuesta astringente que involucra a la alormona (p)ppGpp 
afectaba l a activación del si stema BarA/UvrY [Jonas y  Melefors, 2009], una condición 
que se había reportado previamente en L. pneumophila [Hammer y c ol., 2002]. Por otra 
parte, mutaciones en los genes relA y spoT de E. coli, los cuales son importantes para la 
producción de (p)ppGpp, no a fectaron la expresión de csrB en medio LB [Jonas y col., 
2006].  

Chávez y col. (2010) demostraron que el acetato, el formato y otros ácidos grasos 
de cadena corta son el estímulo para la HC BarA, los cuales son metabolitos abundantes 
en e l t racto ga strointestinal de  hos pederos m amíferos. P or l o t anto, pueden f uncionar 
como potentes activadores de BarA durante la colonización o infección [Lawhon y col., 
2002]. Aunque no se ha demostrado el mecanismo por el cual el formato y/o el acetato es 
detectado por BarA, es interesante saber que el acetato es un metabolito predominante en 
E. coli, que comienza a acumularse en el medio de cultivo, cuando se acerca la transición 
a la fase estacionaria de crecimiento. Cuando las células han agotado la glucosa u o tros 
sustratos ac etogénicos ( en la fase exponencial), em piezan a asimilar el  acet ato 
extracelular acumulado a través de una reacción catalizada por las acetil-CoA sintetasas. 

 

2.3.4 Regulación de la actividad del sistema GacS-GacA 

Aunque no sea identificado la molécula señal específica que detecta el SDC GacA/GacS, 
hay reportes que sugieren que puede estar afectado a través del ciclo de Krebs [Takeuchi 
y col., 2009]. Este escenario es compatible con los estudios realizados en E. coli y en S. 
enterica. P or o tra p arte, e n P. ae ruginosa, est e ci rcuito i ncluye a l os s ensores R etS y  
LadS que  a ctúan c omo a ntagonista y a ctivador de  G acS, r espectivamente [ Goodman y 
col., 2009; Ventre y col., 2006]. RetS puede formar heterodímeros con GacS, previniendo 
su autofosforilación y por lo tanto la fosforilación del RR GacA [Goodman y col., 2009]. 
Se ha mostrado que la actividad de RetS puede ser contrarrestada por la histidina cinasa 
PA1611 [Kong y col., 2013]. LadS se une a GacS y estimula su actividad a través de un 
mecanismo de sconocido [ Ventre y c ol., 2006;  Workentine y c ol., 2009] . S e ha  
demostrado que una nueva proteína fosfotransferasa llamada HptB interactúa con RetS-P 
y que  HptB, s imilar a RetS, reprime l a expresión de  RsmY [Hsu y c ol., 2008;  Bordi y  
col., 2010]. S in e mbargo, R etS y H ptB r egulan l a expresión de  R smY a t ravés d e 
diferentes vías; mientras que RetS reprime la expresión tanto de RsmY como de RsmZ, 
HptB parece que solo controla la expresión de RsmY.  
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Capítulo 2. Planteamiento 

 

1. Antecedentes 

Se ha reportado que el acetato y el formato, así como otros ácidos grasos de cadena corta, 
actúan c omo e l e stímulo pa ra l a H C B arA [ Chavez y c ol., 2010] , da ndo l ugar a  s u 
autofosforilación y la transfosforilación del RR cognado UvrY [Pernestig y c ol., 2001]. 
UvrY fosforilado (UvrY-P) activa la transcripción de los sRNAs CsrB y CsrC, los cuales 
secuestran a  la proteína regulación global CsrA, antagonizando su actividad regulatoria 
[Suzuki y col., 2002, Weilbacher y c ol., 2003] . C uriosamente l a a ctivación de  l a 
transcripción de csrB, la cual tiene lugar en la transición de la fase exponencial a la fase 
estacionaria d e cr ecimiento, n o o curre en  l a mutante csrA, a  j uzgar por e l análisis de  
Northern blot y por la expresión del reportero csrB-lacZ, a través de ensayos de actividad 
β-galactosidasa. Además, se encontró que la expresión de csrB, en una mutante csrA, se 
restauró co mpletamente p or l a ex presión ec tópica d e C srA u sando el  p lásmido p CsrA 
(pMX544) (Figura. 4A , B ). D ebido a  que  CsrA no a fecta la e stabilidad de  csrB 
[Gudapaty y col., 2001] y debido a que la transcripción de csrB se activa únicamente por 
UvrY-P, estos resultados preliminares sugirieron que CsrA se requiere para la activación 
de la transcripción de csrB. 
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Figura 4. Efecto de csrA y uvrY sobre la transcripción de csrB. (A) Análisis de la expresión de 
csrB a través de Northern blot, en la cepa silvestre (KSB837) y en las mutantes isogénicas uvrY 
(UYKSB837), csrA (IFC5010) y csrA transformada con e l plásmido p MX544 (indicado c omo 
pCsrA). Las células se crecieron en medio LB, y se aisló RNA total a partir de muestras tomadas 
a lo largo de la curva de crecimiento (OD600 0.3 - 2.0), se utilizó como sonda el trascrito de CsrB. 
Los experimentos se repitieron tres veces, obteniéndose los mismos resultados. (B) Los cultivos 
de l a ce pa silvestre (cuadrados), d e l as mutantes i sogénicas uvrY (círculos negros) y csrA 
(diamantes), y d e l a m utante csrA transformada c on e l pl ámido pC srA (cuadrados ne gros), 
conteniendo la fusión transcripcional csrB-lacZ, se diluyeron a una OD600 ~ 0.05 en medio LB y 
se siguió el ensayo de actividad β-galactosidasa por 3 00 m inutos. Notar q ue l os s ímbolos de 
círculos negros y  di amantes s e s obrelapan. Se m uestra e l pr omedio de c uatro e xperimentos 
independientes (las desviaciones estándar fueron menores al 5%). 
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2. Hipótesis. 

 

CsrA se r equiere para la producción del estímulo específico de BarA y/o CsrA afecta la 
expresión del sistema BarA-UvrY. 

 

3. Objetivo general. 

Determinar el efecto de CsrA sobre la producción de acetato y/o sobre la expresión de los 
componentes del sistema de señalización BarA/UvrY. 

 

4. Objetivos particulares. 

Determinar a través de análisis de Northern blot y ensayos de actividad β-galactosidasa, 
si l a ad ición d e a cetato o  f ormato r establece l a ex presión de csrB en l a mutante csrA, 
cuando crece a pH 5.0. 

Cuantificar la producción de acetato extracelular en la cepa silvestre y en la mutante csrA. 

Comparar a través de análisis de Western blot la cantidad de las proteínas BarA y UvrY 
expresadas en la cepa silvestre y en la mutante csrA. 
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Capítulo 3. Metodología 

 

1. Condiciones de cultivo, cepas y plásmidos.  

Todas l as c epas s e c ultivaron en medio L uria-Bertani (LB) a  37° C. L os m edios s e 
suplementaron con antibióticos, a las siguientes concentraciones: cloranfenicol (cam), 20 
µg/ml; k anamicina (k an), 5 0 µ g/ml; a mpicilina (amp), 1 00 µ g/ml; te traciclina (tet), 1 5 
µg/ml; estreptomicina (sm), 100 µg/ml; espectinomicina (sp), 50 µg/ml. La transducción 
con e l ba cteriófago P 1vir se l levó a cab o, d e acu erdo a l método de scrito por  Miller 
[1972]. L as l istas de  cepas, pl ásmidos y ol igonucleótidos utilizados e n e ste trabajo s e 
pueden c onsultar e n e l a péndice D. E l s uperíndice R  ut ilizado a  c ontinuación, ha ce 
referencia a la resistencia de las cepas por diferentes antibióticos. 

Las cep as IFC5010 (csrA::kanR, cs rB-lacZ) e I FC5016 (uvrY::camR, csrA::kanR, 
csrB-lacZ), se construyeron a través de la transducción con el bacteriófago P1vir del alelo 
csrA::kanR de la cepa TR1-5, a las cepas KSB837 (csrB-lacZ) y UYKSB837 (uvrY::catR, 
csrB-lacZ), respectivamente. Por otro lado, la cepa IFC5015 (ackA::tetR::pta, csrA::kanR, 
csrB-lacZ) se construyó a t ravés de l a t ransducción del al elo ackA::tetR::pta de l a cepa 
ECL5336, a  l a c epa I FC5010. F inalmente, pa ra l a c onstrucción de  l a c epa IFC5017 
(barA::camR, csrA::kanR , csrB-lacZ), se am plificó a través d e P CR u n f ragmento d e 
DNA, usando los oligonucleótidos barAdel-Fw y barAdel-Rv, y el plásmido pKD3 como 
templado, p ara r eemplazar en  la cep a I FC5010, el  g en barA por un c asete de  
cloramfenicol [Datsenko y Wanner, 2000]. 

Para construir las fusiones lacZ- AmpR se generaron primeramente los plásmidos, 
pAH125-bla (ampR) y  pINT-cat, de integración (camR). Para el  p rimero, se amplificó a 
través de PCR el producto bla, usando los oligonucleótidos Amp-Prom-Fw y Amp-Rv, y 
el plásmido pUC18 como templado, y a  continuación se clonó en el plásmido pAH125, 
con los sitios de restricción NarI - NotI. Por otro lado, para el plásmido de integración, se 
digirió a pKD3 con la enzima HindIII, para obtener un p roducto correspondiente al gen 
cat (el cual se trató con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I), y a continuación 
se clonó con los extremos romos de los sitios XmnI - BsaI de pINT-ts. Una vez obtenidos 
los pl ásmidos a nteriores, s e c onstruyeron l os plásmidos: pAH-uvrY ( fusión de l o perón 
uvrY-lacZ) y pU V-uvrY22 ( fusión t raduccional uvrY-lacZ bajo e l c ontrol de l pr omotor 
constitutivo lacUV5). Para pAH-uvrY, se obtuvo a través de PCR una región de -409 a 
+12 nuc leótidos, r elativos a l i nicio de  l a t raducción de uvrY (con l os oligonucleótidos 
uvrYP-fw-Pst y uv rYP-Rv-BamHI), y a  continuación se clonó en el plásmido pAH125-
bla, c on l os s itios de  restricción P stI - BamHI. Por ot ro l ado, para pUV-uvrY22, s e 
amplificó a t ravés de PCR una región de -47 a +66 nucleótidos, relativos al inicio de la 
traducción de  uvrY (con l os oligonucleótidos uvr Y-lead-Fw y  uvr Y-lead22-Rv), y  
posteriormente se cl onó e n e l p lásmido pU V5, c on l os sitios de  restricción E coRI - 
BamHI. Ambas f usiones se i ntegraron al  cr omosoma d e l as cep as CF7789 y  TR1-5 
CF7789 [Haldimann y Wanner, 2001], para generar las cepas IFC5011 y IFC5014. 
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Los plásmidos pMX539 y pMX541, se construyeron a partir de la amplificación a 
través de PCR, del promotor y gen de uvrY (con los oligonucleótidos uvrY-Prom549-Fw 
y U vrY-Rv-HindIII), y su pos terior c lonación con l os si tios d e r estricción S maI d el 
plásmido pA CT13 y NdeI de l p lásmdo pB A29, r espectivamente. Por ot ro l ado, e l 
plásmido p MX540 qu e e xpresa al ge n m utante uvrYD54Q, se g eneró a t ravés d e 
mutagénesis dirigida de l pl ásmido pMX539, usando e l ki t QuickChange (Stratagene) y  
los oligonucleótidos mutagénicos uvrY-D54Q-Fw y uvrY-D54Q-Rv; el reemplazamiento 
correcto de aminoácido se confirmó a través de secuenciación del DNA. Para construir el 
plásmido pMX544, se amplificó a través de PCR, el promotor y el gen de csrA (con los 
oligonucleótidos csrA1-Fw y csrA1-Rv) y a  continuación se clonó con los sitios HindIII 
y PstI del plásmido pEXT21. Por otro lado, el plásmido pMX543, el cual expresa a uvrY, 
bajo e l c ontrol de l pr omotor y l a r egión l íder de  barA, s e c onstruyó a  pa rtir de  l a 
amplificación a través de PCR, del promotor y el líder de barA (con los oligonucleótidos 
BarA-Forwd1 y B arA-Forwd2) y s u p osterior c lonación c on lo s s itios d e re stricción 
EcoRI y X baI de  pE XT21, pa ra generar e l pl ásmido pMX542. P osteriormente, s e 
amplificó a través de PCR, el  gen de uvrY (con los ol igonucleótidos uvrY y UvrY-Rv-
HindIII), el  cual se c lonó con los si tios de restricción NdeI - HindIII de pMX542, para 
generar a  p MX543. F inalmente, pa ra c onstruir e l p lásmido pM X545, s e a mplificó a 
través de PCR un f ragmento de DNA conteniendo el gen csrB (con los oligonucleótidos 
csrB-Fw y  csrB-Rv) y s e i ntrodujo a l ve ctor pG EMt-Easy t ravés de cl onación T /A 
(Promega). 

 

2. Extracción de RNA y Northern blot. 

El RNA total se purificó a partir de muestras de 10 ml de cultivo tomadas a los tiempos 
indicados en las figuras, utilizando el método de extracción por fenol caliente [Georgellis 
y col., 1992]. La pastilla o botón celular de cada muestra, se resuspendió por pipeteo con 
200 µ l de  u na s olución de acetato de sodio 0.1 M , s acarosa 0.3 M , pH  4.5 a  4°C , y a  
continuación se lisó con otro volumen de una solución de acetato de sodio 0.01 M, SDS 
2%, pH  4.5 . Posteriormente, l os tubos c onteniendo l as m uestras, s e i ncubaron p or un 
minuto a 70°C y s e adicionó a cada uno 400 µ l de fenol ácido caliente. Las muestras se 
agitaron vi gorosamente a t ravés d e vórtex, se c entrifugaron a  m áxima velocidad p or 5  
minutos, y se extrajo la fase acuosa. Este proceso se r epitió tres veces más, en donde la 
última extracción se r ealizó a t ravés de la ad ición de un volumen de  fenol-cloroformo-
alcohol is oamílico. La fase acu osa d e la ú ltima ex tracción se p recipitó con 1 /10 d e 
volumen de una solución 3 M de acetato de sodio y 2.5 vol úmenes de etanol. La pastilla 
se disolvió en aproximadamente 100 µl de dH2O estéril. La presencia del RNA ribosomal 
se verificó mediante la separación electroforética de las muestras y su observación en el 
transiluminador c on l uz U V. L a c oncentración y c alidad de l R NA se de terminó por  
espectrofotometría, r ealizando l ecturas a  260  y 280 nm . L a pur eza de l RNA s e e valuó 
mediante el cociente entre la absorbancia a 260 nm y 280 nm. 
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 El análisis de Northern b lot se r ealizó mediante l a separación el ectroforética de 
muestras d e 5  µg de  RNA pur ificado e n ge les de  a garosa-formaldehido a l 1.2% , y s u 
posterior t ransferencia a membranas d e n itrocelulosa ( Amersham XL B iosciences), 
usando SSC 20X (SSC 1X es una solución de NaCl 0.15 M y citrato de sodio 0.015 M). 
Las membranas se d ejaron seca r al  ai re l ibre y  se f ijaron co n l uz U V ( Stratalinker, 
Stratagene). Posteriormente se prehibridaron por 3 horas a 42°C en un amortiguador con 
solución Denhardt´s 5X, SSC 5X , S DS 0.2%, formamida 50%, fosfato de sodio pH 6.5 
0.01 M y DNA de esperma de salmón 10 mg/ml. La sonda csrB marcada radiactivamente 
se desnaturalizó a 95°C por 5 minutos y se añadió al amortiguador de prehibridación. Las 
membranas se incubaron toda la noche en agitación rotacional a 42°C. La sonda de csrB 
se obt uvo a  t ravés d e l a di gestión del pl ásmido pM X545 c on l a e nzima E coRI. E l 
fragmento se sep aró el ectroforéticamente y  l a b anda esp ecifica de p urificó c on e l K it 
Agarose Purification ( Qiagen). P ara e l m arcado r adiactivo d e la so nda se  u só [α-
32P]dCTP y el Kit Radprime (Invitrogen). Las membranas se lavaron dos veces con 50 ml 
de S SC 2X  y S DS 0.1 % a  37°C  y dos ve ces con S SC 0. 2X y S DS 0.1% a  4 2°C. L a 
membrana se expuso en una pantalla para detectar radioactividad a través de su escaneo 
con el equipo Typhoon (Amersham Biosciences). 

 

3. Ensayo de actividad β-galactosidasa. 

La actividad β-galactosidasa d e las cep as c onteniendo las f usiones lacZ, se m idió 
utilizando O NPG (o-nitrofenil-β-D-galactósido) y s e de terminó mediante e l m étodo 
descrito por Miller, 1972. Las células se crecieron en medio LB pH 7.0 o a mortiguado a 
pH 5.0, é ste úl timo s e a justó c on 0.1 M  de  homopiperazine-N,N′-bis(2-ethanesulfonic 
acid) (HOMOPIPES). En determinados ensayos, se adicionó acetato o formato 7 mM. 

 

4. Análisis de Western blot. 

Los cultivos se crecieron aeróbicamente a 37°C y se tomaron muestras de 1 ml en la fase 
exponencial media. Las pastillas celulares se resuspendieron en 100 µ l de amortiguador 
de lisis (Tris-HCl 100 mM, SDS 4%, 20% Glicerol, 10% β-Mercaptoetanol, pH 6.8) y se 
calentaron a 95°C  por  5 m inutos, c on l a f inalidad de  de snaturalizar a l as p roteínas. 
Alícuotas de 10 µl se resolvieron a través de SDS-PAGE (geles de poliacrilamida al 15% 
para UvrY y 8% para BarA) y posteriormente las proteínas se transfirieron a membranas 
de nitrocelulosa Hybond-ECL (Amersham Biosciences). Las membranas se eq uilibraron 
en a mortiguador TTBS ( Tris-HCl 2 5 m M, N aCl 150 m M y T ween 20  0.05% ) por  10  
minutos y se incubaron 1 hora, a temperatura ambiente en solución de bloqueo (leche 5% 
en TTBS). Los anticuerpos policlonales contra UvrY y BarA (se obtuvieron a través de 
inmunización s ubcutánea de  c onejos c on His6-UvrY e His6-BarA), se  adicionaron a l a 
membrana en diluciones 1:2.000 y 1:10.000, respectivamente y se incubaron por 2 horas 
a temperatura ambiente. El anticuerpo unido se detectó a través del anticuerpo conjugado 
anti-conejo I gG c on peroxidasa y por  e l sistema de  de tección E CL ( Amersham 
Biosciences). 



21 

 

Capítulo 4. Resultados y discusión 

 

1. El acetato y formato son incapaces de activar a BarA en una mutante csrA. 

Considerando que un e fecto de CsrA, una proteína de unión a  RNA en el control de la  
cascada de fosforilación del SDC BarA-UvrY, es poco probable, se hipotetizó que CsrA 
podría requerirse tanto para la producción del estímulo específico de BarA -y por lo tanto 
para la activación de la casaca de señalización BarA-UvrY, como para la expresión de los 
genes barA y/o uvrY. Para probar la primera posibilidad, aprovechamos la observación de 
que a unque c uando l as c élulas c recen a  pH  5.0, e l S DC B arA-UvrY e stá in activo 
[Mondragón et al . 200 6], l a ad ición d e acet ato o  f ormato al  m edio, r esulta en  l a 
activación inmediata del sistema y por la tanto en la activación de la transcripción de csrB 
[Chávez et al . 2010]. Por lo tanto, la cepa silvestre (KSB837) y las mutantes isogénicas 
csrA (IFC5010) y csrA/pCsrA ( pMX544, e xpresa a  csrA) se cr ecieron e n m edio L B 
amortiguado a pH 5.0 en ausencia o presencia de acetato y f ormato, y a  continuación se 
monitoreó la expresión de csrB a través de análisis de Northern blot y del reportero con la 
fusión transcripcional csrB-lacZ.  

Como se esperaba, no se observó activación de la transcripción de csrB cuando las 
cepas crecieron a pH 5.0 (Fig. 5A, B y C). Sin embargo, la adición de acetato o formato 
al medio de cultivo, resultó en la inmediata activación de la transcripción de csrB en la 
cepa si lvestre, p ero n o en l a m utante csrA (Fig. 5A , B  y C ). F inalmente, l a e xpresión 
ectópica de CsrA, usando el plásmido pCsrA (pMX544), en la mutante csrA restauró la 
transcripción de csrB a niveles similares a los observados en la cepa silvestre (Fig. 5A, B 
y C). Por lo tanto, pudimos concluir que una posible insuficiencia del estímulo específico 
de BarA, no es la causa de la falta de expresión de csrB en la mutante csrA. Consistente 
con lo anterior, cuando se monitorearon los niveles extracelulares de acetato en la cepa 
silvestre y  en l a m utante csrA, n o se en contraron d iferencias significativas en  l as 
cantidades d e a cetato a  pH 7.0 y/ o 5.0 (Fig. 5C ). C oncluimos que  e l requerimiento de  
CsrA en la cascada de señalización del si stema BarA-UvrY, no i nvolucra la s íntesis de  
acetato, el cual actúa como el estímulo fisiológico de BarA. 
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Figura 5. CsrA no afecta la síntesis del estímulo de BarA. (A) La cepa silvestre (KSB837) y las 
mutantes isogénicas csrA (IFC5010) y csrA transformada c on e l plásmido pM X544 ( indicado 
como pCsrA) se crecieron en medio LB amortiguado a pH 5.0 con 0.1 M homopiperazine-N,N_-
bis(2-ethanesulfonic acid) (HOMOPIPES). Cuando las células llegaron a una OD600 0.2 se tomó 
el punto cero, y se agregó al medio 7 mM de acetato o formato, y después se tomaron muestras 
cada 10 minutos. Se aisló RNA total a partir de estas muestras y se analizó la expresión de csrB a 
través de Northern blot. El experimento se repitió t res veces, obteniéndose el  mismo resultado. 
(B) Los cultivos de la cepa silvestre, de las mutantes isogénicas csrA y csrA transformada con el 
plásmido pCsrA, conteniendo la fusión transcripcional csrB-lacZ se diluyeron a una OD600 ~ 0.05 
en medio LB amortiguado a pH 5.0, como se describió en la Fig. 4B en la ausencia (cuadrados) o 
presencia (círculos negros) de acetato y formato (diamantes), se siguió el ensayo de actividad β-
galactosidasa por 300 minutos. Se muestra e l promedio de cuatro experimentos independientes 
(las desviaciones estándar fueron menores al 5%). (C) Concentración de acetato extracelular. La 
cepa s ilvestre y  las mutantes i sogénicas csrA y csrA/pCsrA s e cr ecieron en  m edio L B 
amortiguado a  pH  5.0 o 7.0. S e t omaron muestras d e cu ltivo t anto en  l a f ase ex ponencial d e 
crecimiento ( asignado c on e l n úmero 1 ), c omo e n l a f ase e xponencial t ardía ( asignado c on e l 
número 2), y la concentración de acetato extracelular se determino con el kit R-Biopharm Acetic 
Acid (Boehringer Mannheim). Se muestra el promedio de tres experimentos independientes, con 
las desviaciones estándar indicadas. 
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2. CsrA se necesita para la correcta expresión de uvrY. 

Posteriormente, probamos la posibilidad de que CsrA estuviera afectando la expresión de 
los genes barA y/o uvrY. Comenzamos por comparar a través de análisis de Western blot 
la cantidad de la proteínas BarA y UvrY expresadas en la cepa silvestre y en la mutante 
csrA, ut ilizando a nticuerpos pol iclonales e specíficos pa ra c ada pr oteína. P or un l ado 
encontramos q ue a mbas cep as ex presan can tidades si milares d e B arA ( Fig. 6 A). S in 
embargo, encontramos que la cantidad de la proteína UvrY fue significativamente menor 
en l a m utante csrA, respecto a  l a cepa s ilvestre ( Fig. 6 B). A demás, l a m utante csrA 
complementada con el plásmido pCsrA de bajo número de copias (derivado del pEXT21) 
que ex presa a csrA, re stauró la  c antidad d e la  proteína U vrY a  n iveles s imilares a  lo s 
observados en l a c epa s ilvestre, indicando q ue CsrA af ecta d irecta o  indirectamente l a 
expresión d e uvrY. D ebido a l efecto de  C srA s obre l a e xpresión de  uvrY, nos  
preguntamos si ésta afectaba la transcripción, por ejemplo, modulando la expresión de un 
regulador tr anscripcional, o  la  tra ducción d e uvrY. P ara d eterminar lo a nterior, s e 
realizaron ensayos de actividad β-galactosidasa co n l a cep a si lvestre y  co n l a m utante 
csrA, conteniendo los reporteros cromosomales con la fusión transcripcional uvrY’–lacZ 
y con l a fusión t raduccional lacUV5-uvrY’–lacZ, en l a cu al se r eemplazó el  p romotor 
lacUV5 constitutivo, p or e l p romotor na tivo d e uvrY. R especto al  e fecto so bre l a 
transcripción, se observó que la actividad β-galactosidasa en  l a cep a si lvestre f ue al  
menos 2  veces más al ta que en  l a mutante csrA (Fig. 6C), s ugiriendo que CsrA a fecta 
indirectamente la transcripción de uvrY. En el caso de la traducción, se encontró que la 
actividad β-galactosidasa de la mutante csrA fue aproximadamente el 50% respecto a la 
cepa silvestre (Fig. 6D). Como se mencionó anteriormente, CsrA regula la traducción de 
mensajeros b lanco, a través de su  i nteracción co n la región 5´  U TR. Sin e mbargo e l 
análisis in silico del t rascrito de uvrY, no reveló ningún s itio aparente de unión a  CsrA 
(datos no  mostrados). P or l o tanto, e stos resultados sugirieron que C srA a fecta 
indirectamente l a ex presión d e uvrY tanto a  n ivel tr anscripcional, c omo a  nivel 
traduccional. 
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Figura 6. CsrA se necesita para la correcta expresión de uvrY. (A) Los niveles de la proteína 
BarA (PM 102.550 Da) en la cepa silvestre (KSB837) y en la mutante isogénica csrA (IFC5010) 
se determinaron a través de análisis de Western blot usando anticuerpos policlonales específicos. 
(B) L os n iveles d e l a p roteína U vrY ( PM 2 3.890 D a) e n l a cep a s ilvestre y  en  l as mutantes 
isogénicas csrA y csrA transformada c on e l pl ásmido pM X544 ( indicado c omo pC srA) s e 
determinaron a través de análisis de Western blot usando anticuerpos policlonales específicos. La 
proteína B arA’-His6 (PM 81.550 Da) ca rece d e s us primeros 1 98 a minoácidos, mientras l a 
proteína UvrY- His6 (PM 2 5.380) t iene r esiduos d e am inoácidos ad icionales, p or l a cad ena de 
Histidinas. S e u tilizaron e xtractos p roteicos d e l as mutantes barA (BAKSB837) y  uvrY 
(UYKSB837), en el primer carril de cada Western blot como controles negativos. (C-D) Efectos 
de csrA sobre la transcripción y la traducción de uvrY. Se tomaron muestras de cultivo de la cepa 
silvestre ( cuadrados n egros) y  d e l a mutante csrA (círculos ne gros) conteniendo l a fusión 
traduccional PlacUV5-uvrY’-‘lacZ (C) o la fusión del operón (uvrY’-‘lacZ) a diferentes tiempos a 
través de la curva de crecimiento y se ensayo su actividad β-galactosidasa. El ensayo de actividad 
β-galactosidasa se presenta en función del crecimiento (OD600).  
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3. La s obreexpresión de  U vrY, pe ro no l a simultánea c on B arA, restaura l a 
transcripción de csrB en la mutante csrA. 

De acuerdo con los datos anteriores, nos preguntamos si en la mutante csrA, la expresión 
ectópica de uvrY y/o de barA a partir de los plásmidos pUvrY (pMX539, sobreexpresa a 
uvrY) y  pB arA ( pBA29) ( derivados de l pB R322), r estauraban la e xpresión de  csrB. 
Encontramos de  a cuerdo a  l o e sperado, que  l a expresión d e uvrY, pe ro no l a de  barA, 
puede r establecer l a ex presión d e csrB (Fig. 7 A, B ). A demás, c abe mencionar que  l a 
presencia d el plásmido que  s obreexpresa a  uvrY en l a m utante csrA, resulta en  l a 
expresión de cantidades elevadas del sRNA CsrB, incluso desde la fase exponencial de 
crecimiento (Fig. 7A), un efecto que atribuimos a la vasta sobreexpresión de UvrY (Fig. 
7D). Por otro lado, observamos que la sobreexpresión de una proteína mutante UvrYD54Q 
en l a cual se s ustituyó el r esiduo aspartato f osforilable, po r un r esiduo de  gl utamina, 
usando el plásmido pUvrYD54Q (pMX540), no f ue capaz de restaurar la transcripción de 
csrB, i ndicando que  pa ra que  U vrY pue da f uncionar c omo factor t ranscripcional, é ste 
tiene que estar fosforilado (Fig. 7A, B). Al respecto es importante mencionar que UvrY 
se pue de f osforilar tanto por  B arA-P, c omo p or a cetil-P. De manera i nesperada se  
encontró que, en contraste con el plásmido que sobreexpresa a UvrY, pUvrY (pMX539), 
el plásmido pUvrY-BarA (pMX541), el  cual sobreexpresa s imultáneamente a  BarA y a  
UvrY, fue incapaz de restablecer la t ranscripción de csrB, en la mutante csrA (Fig. 7A, 
B). P ara ase gurarnos qu e U vrY y B arA e xpresados a  pa rtir de l pl ásmido pU vrY-BarA 
(pMX541) fueran funcionales, examinamos la expresión del reportero csrB-lacZ a través 
de ensayos de actividad β-galactosidasa c on l as m utantes n ulas uvrY y barA 
transformadas con este plásmido y encontramos que la expresión de csrB se restauró en 
ambas mutantes ( Fig. 7 C), i ndicando que  e l pl ásmido pU vrY-BarA ex presa p roteínas 
funcionales. A demás, el  an álisis de W estern b lot, u sando an ticuerpos p oliclonales 
específicos para UvrY y para BarA, revelaron cantidades similares de UvrY expresados 
en l os p lásmidos pU vrY, pU vrYD54Q y pU vrY-BarA, y  d e B arA ex presados en l os 
plásmidos pB arA y pU vrY-BarA ( Fig. 7D ). P or l o t anto, pudi mos c oncluir que  l a 
expresión y la funcionalidad de BarA y U vrY expresados por el plásmido pUvrY-BarA 
no eran la causa del resultado anterior.  

Los r esultados a nteriores, e n c ombinación c on el he cho qu e B arA, a l i gual que  
otros sensores tripartitas, que son capaces de tener tanto actividad cinasa, como fosfatasa 
sobre su  r egulador de respuesta c ognado [ Dutta y c ol., 2000; Huynh y c ol., 2 010] nos  
hicieron pe nsar e n l a pos ibilidad de  que  B arA probablemente pe rmanecía a ctivo e n s u 
actividad f osfatasa y  no co mo ci nasa en  l a mutante csrA. E n est e escen ario, l a 
fosforilación de  U vrY e xpresada po r e l pl ásmido pU vrY en l a mutante csrA, podr ía 
deberse al acetil-P y no a BarA. Dado que la actividad fosfatasa de BarA expresado en el 
cromosoma no puede compensarse con la vasta sobreexpresión de UvrY, podría permitir 
la acumulación de cantidades significativas de UvrY-P, culminando en la activación de la 
transcripción de csrB. Por otro lado, cuando cantidades comparables de BarA y de UvrY 
se expresan, por ejemplo, cuando se usa el plásmido pUvrY-BarA, la actividad fosfatasa 
de BarA puede desfosforilar a UvrY-P dependiente de acetil-P, y por lo tanto cancelar la 
regulación transcripcional. 
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Figura 7. El acetil-P, pero no BarA, es el responsable de la fosforilación de UvrY en la 
mutante csrA. Efectos de l a ex presión ect ópica de uvrY, uvrYD54Q, barA, y uvrY ba rA, 
sobre la expresión de csrB en las mutantes isogénicas csrA y csrA pta::ackA. (A) Cultivos 
de l a ce pa silvestre (KSB837) y  l a m utante i sogénica csrA (IFC5010) e n pr esencia o 
ausencia de  los pl ásmidos pMX539 (expresa a  uvrY e i ndicado como pUvrY), pMX540 
(expresa a uvrYD54Q, t eniendo Q s ustituido p or e l D c onservado fosforilable, e  i ndicado 
como pUvrY uvrYD54Q) pBA29 (expresa a barA, indicado por pBarA) o pMX541 (expresa 
a uvrY y a  barA, i ndicado c omo pUv rY-BarA), y  l a t riple mutante i sogénica csrA 
pta::ackA, conteniendo el plásmido pMX539 (pUvrY) se crecieron en medio LB. Se aisló 
RNA total a partir de estas muestras tomado a l o largo de la curva de crecimiento (OD600 
de 0.3 a 2.0) y se analizo a través de Northern blot la expresión de csrB. El experimento se 
repitió t res v eces, o bteniéndose e l mismo r esultado. ( B) Cu ltivos de l a c epa s ilvestre 
conteniendo la fusión transcripcional csrB-lacZ (panel I, cuadrados negros), de la mutante 
csrA (panel I, cuadrados), y de la csrA transformada con los plásmidos pMX539 (pUvrY) 
(paneles I  a l I V, c írculos), p BA29 (pBarA) (p anel I , diamantes), pMX540 (pUvrYD54Q) 
(panel II,  triángulos), pMX541 (pUvrY-BarA) (panel III, t riángulos), y  l a t riple mutante 
isogénica csrA p ta::ackA transformada c on e l pl ásmido pM X539 ( pUvrY) ( panel I V, 
triángulos) se diluyeron a una OD600 ~ 0.05 en medio LB y se siguió el ensayo de actividad 
β-galactosidasa po r 300 m inutos. Se m uestra e l promedio de  c uatro e xperimentos 
independientes (las desviaciones estándar fueron menores al 5%).  
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4. CsrA se requiere para la función de la actividad cinasa de BarA 

Para probar la hipótesis que en la mutante csrA, UvrY se fosforila a expensas del acetil-P 
y no e s t ransfosforilado por  B arA, r ealizamos l o s iguiente. S e i nsertó la m utación 
pta::ackA en l a mutante csrA, para b loquear l a sí ntesis de acetil-P [ Wolfe, 2005] , y s e 
probó el efecto de la sobreexpresión de UvrY con el plásmido pUvrY, sobre la expresión 
de csrB. Se encontró que aunque se expresan cantidades s imilares de UvrY en la triple 
mutante csrA p ta::ackA/pUvrY y e n l a mutante csrA/pUvrY ( Fig. 7D ), no s e a ctiva l a 
transcripción de csrB, a juzgar por el análisis de Northern blot y por  el reportero con la 
fusión transcripcional csrB-lacZ (Fig. 7A, B). Estos resultados fueron consistentes con la 
idea de que en la mutante csrA, UvrY se fosforila exclusivamente a expensas del acetil-P 
y no a través de BarA. 
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Figura 7 continuado. El acetil-P, pero no BarA, es el responsable de la fosforilación de UvrY 
en la mutante csrA. Efectos de la expresión ectópica de uvrY, uvrYD54Q, barA, y uvrY barA, 
sobre la expresión de csrB en las mutantes isogénicas csrA y csrA pta::ackA. (C) La expresión 
ectópica de uvrY y barA a través de pMX541 (pUvrY-BarA) restaura la expresión de csrB en 
las mutantes uvrY y barA. Cultivos d e l a cepa s ilvestre (KSB837) y  l a mutantes i sogénicas 
uvrY (UYKSB837) y barA (BAKSB837) c on l a f usión t ranscripcional csrB-lacZ y e n 
presencia o ausencia del plásmido pUvrY-BarA (pMX541) se crecieron a una O. D600 de ~2.0 
en medio LB, y se llevó a cabo en ensayo de actividad β-galactosidasa. S e p resenta el  
promedio de  dos e xperimentos i ndependientes. ( D) l os niveles de l a proteína UvrY ( panel 
superior) y de BarA (panel inferior) en las cepas silvestre (KSB837), csrA (IFC5010) y csrA 
transformada con los siguientes plásmidos: pUvrY (pMX539), pUvrYD54Q (pMX540), pBarA 
(pBA29), pUvrY-BarA (pMX541) y la triple mutante csrA pta::ackA (IFC5015) conteniendo 
el pl asmido pUvrY ( pMX539) s e de terminaron por a nálisis de  Western bl ot. Las proteínas 
purificadas Hi s6-tag B arA’ y  U vrY y  los ex tractos cel ulares d e l as mutantes barA 
(BAKSB837) y uvrY (UYKSB837) se utilizaron en las primeras líneas de cada Western blot. 
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 Posteriormente, exploramos la posibilidad de que BarA permanece inactivo como 
cinasa, en la mutante csrA. Argumentamos que si la actividad de BarA no estaba afectada 
por C srA, una  ve z que  e n l a m utante csrA se r estableciera l a can tidad d e l a p roteína 
UvrY, también se t endría q ue restablecer la t ranscripción d e csrB. P or l o t anto, 
construimos e l plásmido pUvrYPbarA (pMX543), de  ba jo número de  copias (derivado e l 
pEXT21) que expresa a uvrY, en donde se reemplazó el promotor y el 5´-UTR nativo de 
uvrY, por  e l d el g en barA, cu ya ex presión n o está af ectada p or C srA ( Fig. 6 A). Este 
plásmido se t ransformó en  u na mutante uvrY y e n una  dobl e m utante csrA u vrY, y a  
continuación se ex aminó la cantidad de la proteína UvrY mediante análisis de Western 
blot (Fig. 8A). En acuerdo con lo esperado, se encontró que las mutantes transformadas 
con e l pl ásmido p UvrYPbarA, ex presan can tidades si milares a l a cep a si lvestre de l a 
proteína UvrY (Fig. 8A). Sin embargo, este plásmido restauró la expresión de csrB solo 
en l a mutante uvrY, no  en l a dobl e mutante csrA, u vrY (Fig. 8 B , C ). Una e xplicación 
posible para esto es que CsrA se requiere también para la actividad cinasa de BarA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratando de argumentar estas conclusiones, pensamos que l a expresión ectópica 
de UvrY, pero no l a de  l a mutante UvrYD54Q la cual es i ncapaz de fosforilarse, en  una 
mutante csrA podría restablecer la expresión de csrB cuando las células crecen a p H 5.0 
en presencia de acetato, el cual resulta en la producción de cantidades elevadas de acetil-
P [ Wanner y W ilmes-Riesenberg, 1 992]. P or ot ro l ado, l a adición de  f ormato, e l c ual 
actúa exclusivamente a t ravés de BarA, no t endría efecto. Consistente con esta idea, l a 
sobreexpresión de  U vrY e n l a t riple m utante csrA p ta::ackA, l a cu al es i ncapaz d e 

Figura 8. La expresión de uvrY independiente del control de CsrA, no es suficiente para la activación 
de la transcripción de csrB en una mutante csrA. A. Análisis de Western blot de extractos proteicos 
de la cepa silvestre y las mutantes isogénicas uvrY, uvrY/ pUvrYPbarA, (plásmido que expresa a uvrY, 
bajo el pr omotor y la r egión 5´ UTR de barA), uvrY, c srA y uvrY, c srA/pUvrYPbarA, usando e l 
anticuerpo policlonal anti-UvrY. La proteína purificadas His6-tag UvrY se utilizó en la primera línea 
del Western blot. B. Análisis de Northern blot para determinar la expresión de csrB en las mutantes 
uvrY, uvrY/ pUvrYPbarA,, csrA y csrA/ pUvrYPbarA. Se aisló RNA total a partir de muestras tomadas a lo 
largo d e l a cu rva de c recimiento (OD600 0.3 - 2.0). C. Ensayo de actividad β-galactosidasa co n l as 
mutantes c on l a f usión t ranscripcional csrB-lacZ, uvrY (cuadrados bl ancos), uvrY/ pUvrYPbarA 
(cuadrados negros), csrA (círculos blancos) y csrA/ pUvrYPbarA (círculos negros). Los experimentos 
se repitieron por triplicado, obteniéndose esencialmente los mismos resultados. 
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convertir acetato a acetil-P, podría no restablecer la expresión de csrB cuando las células 
crecen a pH 5.0 en presencia tanto de acetato, como formato. En efecto, la transcripción 
de csrB en la mutante csrA a pH 5.0 se restauró por la expresión ectópica de UvrY solo 
en l a p resencia de  a cetato, p ero n o de  f ormato, m ientras que  l a s obreexpresión de  
UvrYD54Q no t uvo e fecto ( Fig. 9 A, B ). Además, n o se o bservó activación de l a 
transcripción de csrB en la  tr iple mutante csrA pta::ackA transformada con el plásmido 
pUvrY ( pMX539), c uando l as c élulas c recieron a  pH  5.0 e n pr esencia de  a cetato o 
formato (Fig. 9A, B). Por lo tanto, concluimos que cuando UvrY se so breexpresa en la 
mutante csrA, l a fosforilación de  UvrY de pendiente de  a cetil-P es l a r esponsable de l a 
activación de la transcripción de csrB. 

Finalmente, r azonamos q ue s i C srA se r equiere p ara la ad ecuada actividad 
fosfatasa y  ci nasa d e B arA, l a so breexpresión si multánea d e U vrY y  d e B arA e n l a 
mutante csrA utilizando e l p lásmido pU vrY-BarA ( pMX541) n o d ebería restablecer l a 
expresión de csrB cuando las células crecen a pH 5.0 en presencia de acetato y formato. 
El m ismo r esultado se  esp eraría en la  m utante csrA transformada c on e l p lásmido 
pUvrYPbarA, (pMX543) que expresa a UvrY a n iveles similares a los de la cepa silvestre. 
Esto p orque B arA al  est ar p ermanentemente ac tivo co mo fosfatasa, es taría 
desfosforilando a  U vrY-P, de pendiente d e acetil-P y por  l o t anto, a nulando s u e fecto 
regulatorio. En efecto, no se detectó activación de la transcripción de csrB en la mutante 
csrA transformada con los plásmidos pUvrY-BarA y pUvrYPbarA (Fig. 9A, B). Por otro 
lado, el restablecimiento de la expresión de la proteína UvrY a niveles similares a los de 
la cepa silvestre, a través del plásmido pUvrYPbarA en la doble mutante csrA barA, donde 
no ocurre desfosforilación de UvrY a t ravés de BarA, debería restaurar la expresión de 
csrB en presencia de acetato, pero no de formato. Efectivamente, la transcripción de csrB 
en la doble mutante csrA barA/pUvrYPbarA en condiciones de crecimiento a pH 5.0 solo se 
restaura en presencia de acetato, pero no de  formato (Fig. 9A, B). Todos los resultados 
anteriores i ndican que  en l a mutante csrA, BarA no puede act ivarse como ci nasa, pero 
funciona como fosfatasa aún en la presencia de su estímulo. Por lo tanto, parece que uno 
o más genes cuya expresión está regulada a través de CsrA, pueden ser necesarios para la 
apropiada actividad de BarA. 
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Figura 9. Efecto de CsrA sobre la actividad de BarA. (A) Análisis de Northern blot para determinar la 
expresión d e csrB en las m utantes csrA, c srA/pUvrY, csrA/pUvrYD54Q, csrA/pUvrY-BarA, csrA 
pta::ackA/pUvrY, csrA/pUvrYPbarA y csrA barA/ pUvrYPbarA. El RNA se extrajo a partir de muestras 
de cultivos de LB amortiguado con 0.1 M homopiperazine-N,N’-bis(2-ethanesulfonic acid) 
(HOMOPIPES) a pH 5.0, tomadas a 0.2 de O.D600 como el tiempo 0, después de agregar el estímulo 
de 7 m M de formato y/o 7 m M de acetato, se tomaron a los 10´, 20´ , 30´y 40´. El experimento se 
repitió por triplicado, obteniéndose los mismos resultados. (B) Ensayo de actividad β-galactosidasa 
con l as m utantes co n l a f usión t ranscripcional csrB-lacZ, en l as m utantes csrA, c srA/pUvrY, 
csrA/pUvrYD54Q, csrA/pUvrY-BarA, csrA pta::ackA/pUvrY, csrA/pUvrYPbarA y csrA b arA/ 
pUvrYPbarA en medio LB amortiguado con HOMOPIPES a pH 5.0 con 6 mM de acetato o 6 m M de 
formato. (Cuadrados) sin tratamiento, (círculos) en presencia de acetato y (diamantes) en presencia de 
formato. Se presenta el promedio de cuatro experimentos independientes. 
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5. Datos no publicados  

El p unto c rucial d el c ircuito re gulatorio BarA-UvrY-CsrA se en cuentra en  el  b alance 
entre la producción de los sRNAs CsrB y CsrC y la proteína libre CsrA. Los mecanismos 
que aseg uran est e eq uilibrio se p ueden cl asificar en  d os grupos p rincipales: los que 
modulan la activación y/o la fosforilación de los SDC y los mecanismos que regulan la 
expresión y/o estabilidad de los sRNAs Csr. A continuación se discutirá lo que se sabe de 
cada uno de  éstos en E .coli y en diferentes especies bacterianas y la aportación en esta 
área con los resultados de este trabajo. 

 

a) Mecanismos que modulan la activación/fosforilación del SDC. 

La fosforilación de l SDC está condicionada por l a p resencia y  l a detección de l a señal 
específica a  t ravés de l a HC. S i b ien el  e stímulo específico no se h a determinado para 
todas l as especies bacterianas, en  el or ganismo modelo E. c oli, la HC Ba rA s e 
autofosforila en  p resencia d e ace tato, f ormato y  o tros ác idos g rasos d e cad ena co rta 
[Chávez y col., 2010], los cuales son metabolitos abundantes en el tracto gastrointestinal 
de hospederos mamíferos [Lawhon y c ol., 2002]. Consistentemente, en P. fluorescens el 
estatus d el ciclo d e Krebs influye en l a señ alización a través d e G acS ( homólogo d e 
BarA) [Takeuchi y col., 2009]. Sin embargo, el estado de fosforilación de estos sistemas 
en Pseudomonas, depende también de las proteínas integrales de membrana RetS y LadS 
que actúan como a ntagonista y activador de  G acS, r espectivamente. Por un l ado, RetS 
puede formar heterodímeros con GacS, previniendo su autofosforilación y por lo tanto la 
fosforilación de l RR GacA [Goodman y c ol., 2009] y por  ot ro, LadS se une a G acS y  
estimula s u a ctividad a  t ravés de  un mecanismo de sconocido [ Ventre y c ol., 200 6; 
Workentine y c ol., 2009] . Aunque R etS y  L adS p arecen ser  p roteínas “acce sorias” 
especie-específicas, en  este t rabajo r eportamos q ue en  E. c oli la ac tividad ci nasa y  
fosfatasa de BarA depende indirectamente de CsrA [Camacho y col., 2015]. Debido a que 
CsrA no a fecta la producción del estímulo de BarA, es posible que una o más proteínas 
membranales, cuya ex presión d ependa d e C srA modulen a t ravés d e u n m ecanismo 
similar al  descrito en  P. ae ruginosa el est ado de fosforilación de BarA, en  r espuesta a 
diferentes señales ambientales. 

 A través de una búsqueda utilizando las cepas de la colección Keio de E.coli, se 
identificaron mutantes que  c omparten un f enotipo s imilar a l de  una  mutante barA, e n 
cuanto a la producción de biopelículas y la motilidad celular. Se analizó la expresión de 
csrB en estas mutantes a través de Northern blot y nos llamó la atención la mutante hflK, 
la cual parece que expresa constitutivamente a csrB (Figura 10). De manera interesante, 
esta m utante c odifica una pr oteína c on un d ominio f lotilina, que en  eu cariontes so n 
específicas para la formación de balsas lipídicas [Tavernarakis y col., 1999], involucradas 
en diferentes procesos de señalización como, t ransporte vesicular, establecimiento de la 
polaridad celular, regulación de canales iónicos, etc., [Browman y col., 2007]. HflK junto 
con l as p roteínas m embranales H flC, Yb bK y  Yq iK codifican e ste t ipo de  pr oteínas. 
Actualmente en el laboratorio trabajamos en investigar en efecto de estas proteínas sobre 
la act ivación d el si stema B arA/UvrY y  o tros S DC. E n procariontes, el papel de est as 
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proteínas permanece i ncierto, au nque se sab e q ue so n i mportantes p ara r egular l a 
producción de biopelículas, a través de la colocalización del producto del gen yuaG (39% 
de i dentidad c on F lotilina) c on KinC, l a c inasa s ensora que  r egula e sta r uta de  
señalización [López y K olter, 2010]. Respecto al sistema BarA/UvrY, se ha encontrado 
que al mutar estos genes la expresión de csrB se altera drásticamente (Figura 10). En el 
caso de las mutantes hflC y hflK la expresión  p arece estar constitutivamente inducida, 
mientras que en las mutantes ybbk y yqik, no parece haber expresión de csrB. 

 

 

 

 

 

 

b) Mecanismos que regulan la expresión y estabilidad sRNAs Csr/Rsm. 

UvrY fosforilado es e l único r esponsable de  l a a ctivación de l a expresión de  C srB y  
CsrC. S in e mbargo, observaciones tempranas ev idenciaron q ue en  l a mutante csrA, la 
expresión de estos está drásticamente afectada [Sukuki y col., 2002]. Debido a que CsrA 
no afecta la estabilidad y/o vida media de CsrB y/o CsrC [Sukuki y col., 2006], se sugirió 
que est e efecto er a v ía UvrY. Se ha n e ncontrado ha sta e l momento dos  pr oteínas que  
modulan pos itivamente l a e xpresión de  uvrY en E. c oli. E l f actor tr anscripcional S diA 
(suppressor of di vision i nhibition) [Suzuki y c ol., 2002;  Wei y c ol., 2001b] , e l c ual e s 
homólogo de  LuxR de  Vibrio ssp., el r egulador de l quorum-sensing [Waters y  Bassler, 
2005], y l a RNA helicasa DeaD [Vakulskas y c ol., 2014], asociada con actividades para 
la m aduración de l R NA r ibosomal a  ba jas temperaturas [Iost y c ol., 2013] , que  a fecta 
positivamente l a t raducción U vrY. S in e mbargo, e l pa pel de  e stas d os pr oteínas, no  
explica el efecto de una mutante csrA, en donde la expresión de csrB está drásticamente 
disminuida.  

wt

yqiK

hflC

ybbK

hflK

OD600

Figura 10 . E fecto d e mutantes r elacionadas c on balsas l ipídicas s obre l a e xpresión de  csrB. (A) 
Análisis de  Northern blot para determinar la expresión de csrB en las mutantes yqiK, h flC, ybbK y 
hflK. E l RN A s e e xtrajo a  partir de m uestras d e c ultivos d e LB. El e xperimento s e r epitió por 
triplicado, obteniéndose los mismos resultados. *YqiK se ha analizado por López y Kolter (2010), en 
donde se confirmó su participación en la formación de balsas. 



33 

 

Por un lado, parece que SdiA afecta indirectamente la transcripción de uvrY en un 
mecanismo independiente de CsrA, ya que su traducción está reprimida directamente por 
CsrA [Yakhnin y col., 2011]. Y por otro, SdiA tiene efectos pleiotrópicos sobre múltiples 
aspectos f isiológicos de  E. c oli (sección 2.3.2) . Por l o tanto p areciera q ue el  ef ecto d e 
CsrA sobre la traducción de SdiA está principalmente dirigido a regular otros fenotipos, 
más que  a l control de  la expresión de uvrY. Respecto a l efecto de DeaD, aunque se h a 
observado que pue de m odular positivamente la t raducción de  U vrY, este ef ecto e s 
independiente de CsrA [Vakulskas y col., 2014]. 

Cabe mencionar que  ninguna d e l as p roteínas an teriores af ectan el  es tado d e 
fosforilación de  U vrY, e l c ual e s de terminante pa ra s u a ctivación c omo f actor 
transcripcional. Con los resultados de este trabajo reportamos que el efecto de CsrA sobre 
la expresión de csrB, se  debe a que CsrA modula indirectamente t anto l a t ranscripción 
como l a t raducción de  UvrY, pe ro a demás también regula i ndirectamente l a ac tividad 
cinasa y  f osfatasa d e BarA [Camacho y c ol., 2015] . Estamos bus cando a  t ravés de  
librerías genómicas el  o los posibles r eguladores t ranscripcionales y  traduccionales que 
regulen a t ravés d e C srA l a ex presión d e U vrY. S in e mbargo, e s importante t ener en  
mente que en la mutante csrA aún se sigue sintetizando a la proteína UvrY, por lo tanto es 
posible que además de la vía CsrA, hay otros factores que determinan su expresión. 
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Capítulo 5. Conclusiones 

 

Debido a  la obs ervación de  que  en una  m utante csrA, no  s e a ctiva l a t ranscripción de  
csrB, este proyecto estuvo enfocado en estudiar el efecto del regulador global CsrA, sobre  
la e xpresión y  la  a ctividad d el S DC B arA-UvrY. L os r esultados p resentados aq uí, 
demuestran que la proteína CsrA se requiere para la correcta expresión del RR UvrY, y 
además para el adecuado funcionamiento de la HC bifuncional BarA. Respecto al efecto 
sobre la ex presión d e UvrY, se e ncontró q ue af ecta tanto l a transcripción, como l a 
traducción. Respecto a la f unción de B arA, se m ostró q ue af ecta es pecíficamente l a 
modulación en tre su  ac tividad ci nasa y  f osfatasa. E ste r esultado es i nteresante ya que  
indica que en adición del estímulo de BarA, se necesita además, de una o más proteína(s) 
regulada(s) por CsrA, para la correcta actividad de BarA (Figura 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Modelo para el circuito regulatorio BarA-UvrY-CsrA. Bajo condiciones estimulatorias, el 
acetato y  f ormato act úan c omo l as s eñales es pecíficas p ara act ivar a B arA (1), pe rmitiendo s u 
autofosforilación a  expensas de  A TP (2) y  l a t ransfosforilación de  UvrY (3). UvrY t ambién puede 
autofosforilarse a expensas del acetil-P (5), el cual se produce a partir de acetato (4). UvrY fosforilado 
(UvrY-P) activa la expresión de los RNAs pequeños no-codificantes CsrB y CsrC (6), los cuales se 
unen y secuestran a la proteína CsrA (7) y por lo tanto antagonizan con sus efectos regulatorios sobre 
mRNAs blancos. Por otro lado, la proteína libre CsrA regula la expresión del factor Y (8), el cual se 
requiere para el apropiado funcionamiento entre la actividad cinasa y fosfatasa de BarA (9). Al mismo 
tiempo, Cs rA afecta p ositivamente l a e xpresión de uvrY (11) a t ravés d el co ntrol d e l a ex presión 
del(os) regulador(es) (X) (10). F inalmente, ba jo condiciones de  crecimiento no estimulatorias, o en 
una m utante csrA, B arA act úa co mo f osfatasa d e U vrY-P ( 12), d ando l ugar a l s ilenciamiento d el 
sistema. Las reacciones bajo condiciones estimulatorias y no estimulatorias están indicadas con líneas 
sólidas y punteadas, respectivamente. Las líneas dobles indican efectos sobre la expresión genética. 
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Capítulo 6. Perspectivas 

 

1. Buscar a t ravés de librerías genómicas, factores que afecten la expresión de uvrY 
y la actividad de BarA. 

2. Determinar si en las mutantes hlfC, hflK, ybbK y yqiK el efecto sobre la expresión 
de csrB se debe a que el SDC BarA/UvrY está desregulado: 
 

- Confirmar a través de análisis de Western blot que estas mutantes NO afectan la 
síntesis de la proteína UvrY. 

- En l as m utantes que  sobreexpresan a csrB (hflK) anular a las en zimas 
responsables d e l a p roducción d e a cetil-P ( Pta, A ckA) y  d eterminar si  en  est a 
triple mutante se continúa sobreexpresando a csrB. 

- En todas las m utantes, p ero co n p articular én fasis en l as q ue af ectan 
negativamente la expresión de csrB (ybbk, yqiK) determinar a través de análisis de 
Western blot si la expresión de CsrA (la cual afecta la expresión de csrB) NO está 
afectada. 

- Determinar a tra vés d e análisis de Northern b lot u tilizando rimfampicina, si l as 
proteínas HlfC, HflK, YbbK y YqiK NO afectan la vida media y/o estabilidad de 
CsrB y CsrC, debido a que pudieran interactuar con la proteína membranal CsrD. 

- Tratar de determinar si las proteínas HlfC, HflK, YbbK y YqiK interaccionan con 
BarA, por ejemplo a través de análisis de colocalización mediante microscopia. 

3. Para determinar si además el efecto de las mutantes hlfC, hflK, ybbK y yqiK, sobre 
la e xpresión de  csrB se d ebe a q ue est án r eguladas d irecta o  i ndirectamente de 
CsrA se propone lo siguiente: 
 

- Determinar si e n la  m utante csrA la s íntesis d e proteínas H flC, Hf lK, YbbK y  
YqiK se en cuentra af ectada, por ejemplo a t ravés d e an álisis d e W estern b lot 
utilizando e xtractos proteicos de és ta mutante co n ep ítopes d e las p roteínas 
marcadas con anti-His o anti-HA.  
 

- Determinar a t ravés de análisis de interacción proteína-RNA (EMSA) si CsrA se 
une a l os transcritos hlfC, hf lK, ybbK y yqiK. En este contexto es i mportante no 
olvidar incluir el control positivo del transcrito de csrB. 
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Apéndice A. Sistemas de Dos-Componentes en Escherichia coli 

 

En el organismo modelo E. coli, cuyo hábitat es normalmente el tracto gastrointestinal de 
los an imales d e san gre cal iente ( aunque t ambién se h an en contrado asi lados e n el  
ambiente) [Walk y c ol., 2009], se han encontrado aproximadamente 30 SDC, los cuales 
controlan d iversos asp ectos d e su f isiología c elular. En l a si guiente tabla se resume 
brevemente la función de los SDC en la bacteria modelo E. coli, así como las condiciones 
ambientales que funcionan como su estimulo. 

 

Sistema Función Inducción Referencias 

    

AtoS-AtoC Activa l a t ranscripción d el o perón 
atoDAEB, el  cu al codifica l as en zimas 
catabólicas de los ácidos grasos 

Acetoacetato, h istamina, 
espermidina, e  i nhibidor de 
la calmodulina C48/80. 

Kyriakidis y col., 
2008. 

BaeS-BaeR Modula l a r esistencia a d rogas 
mediante l a expresión d e l os g enes 
mdtABC, acrD, spy y yegMNOP, los 
cuales co difican s istemas d e 
exportación multidrogas. 

Indol y sobreexpresión d e 
adhesina PapG. 

Leblanc y  c ol., 
2011. 

BasS-BasR Participa e n l a r espuesta a estrés por 
exceso de hierro en el medio. Regula la 
expresión del operón yfbE, el cual está 
involucrado e n l a m odificación de 
lipopolisacáridos. 

Hierro extracelular. Hagiwara y  c ol., 
2004. 

CheA-CheY Participa e n la q uimiotaxis. El RR  
CheY~P interactúa directamente con el 
motor f lagelar F liM p ara c ausar u na 
rotación en el sentido de las manecillas 
del reloj. 

Quimioatractantes como l a 
serina y el aspartato. 

 

Eisenbach, 1996. 

CitA-CitB Regulador m aestro q ue activa l a 
transcripción de citCDEFXGT, citAB y 
mdh, i nvolucrados en  el  cat abolismo 
anaeróbico del citrato. 

Citrato e n c ondiciones 
anaeróbicas. 

Kaspar y  co l., 
1999. 

CpxA-CpxR Regula l a e xpresión de  l as p orinas 
OmpC y OmpF. 

Estrés d e envoltura c elular: 
pH al calino, p roteínas m al 
plegadas, pe rturbaciones 
físicas o  químicas d el 
ambiente. 

Batchelor y  c ol., 
2005. Otto y 
Silhavy, 2002. 

    

Tabla 1. SDC en el organismo modelo E. coli. 
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CreC-CreB 

 

Controla l a e xpresión del o perón 
creABCD, el cual codifica proteínas de 
diversas, c omo enzimas i ntermediarias 
metabólicas. 

 

Crecimiento en  m edio 
mínimo y  a eróbico, c uando 
los pr oductos de  l a 
fermentación s e u tilizan 
como fuentes de carbono. 

 

Cariss y  c ol., 
2008. 

CusS-CusR Activa l a e xpresión d e l os genes 
cusCFBA y pcoE en r espuesta al  
incremento e n e l ni vel de i ones de  
cobre, y  p robablemente a i ones de 
plata. Aumenta la expresión del operón 
pcoABCD para resistencia a cobre. 

Incremento en los niveles de 
iones de c obre y 
probablemente de plata. 

Outten y  c ol., 
2001. 

DcuS-DcuR Activa l a e xpresión del o perón dcuB-
fumB (DcuB y fumarasa anaeróbica B) 
y d el op erón frdABCD, 
(fumarato/reductasa) y  el  gen dctA. Su 
regulón i ncluye ot ros 39 ge nes, de  l os 
cuales 1 3 p articipan en s íntesis de 
lipopolisacáridos y  3 e n l a respiración 
anaeróbica del nitrato y nitrito. 

Tri -y/o d icarboxilatos 
extracelulares. 

Abo-Amer y  
col., 2004. 

EnvZ-OmpR Controla l a t ranscripción de di versos 
genes, incluyendo los que codifican las 
porinas de membrana externa OmpC y 
OmpF. 

Cambios s utiles e n l a 
osmolaridad del medio. 

 

Forst y  Ro berts 
1994. 

KdpD-KdpE Activa l a e xpresión d el s istema 
KdpFABC de alta afinidad de K+. 

Limitación d e K+ o e strés 
salino. 

Hermann y 
Kirsten, 2010. 

NarQ-NarP/ SDC h omólogos q ue c olaboran e n e l 
control de la respiración anaeróbica. 

Ambas HCs responden al 
nitrato y nitrito 

Stewart, 2003. 

NarX-Nar 

NtrB-NtrC Activa la t ranscripción de nifA, glnA y 
otros o perones i nvolucrados e n l a 
fijación y asimilación de nitrógeno. 

Proteína GlnB, que inhibe la 
actividad ci nasa y  act iva l a 
función fosfatasa. 

Yuanda y col., 
2004. 

PhoP-PhoQ Adaptación en ambientes l imitantes de 
Mg2+, y a otras condiciones de estrés. 

Responde a n iveles de Mg2+ 
y Ca2+. 

Groisman, 2001. 

 

PhoR-PhoB Expresa 31 genes, i nvolucrados e n e l 
transporte/degradación de fosfato. 

Condiciones l imitantes de 
fosfato. 

Sola-Landa y  
col., 2003. 

QseB-QseC Activa l a t ranscripción d el o perón 
flhDC, q ue co difica el  r egulador 
maestro d e l os g enes flagelares y  de 
motilidad. P robablemente p articipa en  
el metabolismo de metales. 

Epinefrina, n orepinefrina y  
la s eñal d el quorum-sensing 
AI-3  

Clarke y c ol., 
2006. 

 RstB-RstA Involucrado en la resistencia a pridinol, 
ketoprofeno y troleandomicina.  

No determinado. Campbell y  c ol., 
2007. 
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Nota 1 . S ubíndices y  ab reviaturas. a.  L a cinasa d e estos si stemas p resenta u na 
arquitectura híbrida. ~ P, fosforilado; sRNAs, RNAs pequeños no-codificantes.   

 

UhpA-UhpB 

 

Promueve junto con el complejo CAP-
cAMP la t ranscripción d el g en uhpT, 
para e l t ransporte y  l a utilización de 
azúcares. 

 

Glucosa 6-P extracelular. 

 

Wright y  
Kadner, 2001. 

YedV-
YedW 

Su regulón está involucrado en la 
respuesta al  i ncremento en  el  n ivel d e 
cobre extracelular.  

Después de l a ex posición a 
cobre ( de manera 
dependiente de CusR). 

Yamamoto e  
Ishihama, 2005. 

YehU-YehT No determinado. No determinado. - 

YfhK-YfhA 

(GlrK-GlrR) 

Activa l a t ranscripción del s RNA 
GlmY ( promueve l a a cumulación 
glucosamina-6-P sintasa). 

Se act iva c uando l as cél ulas 
entran en  l a f ase 
estacionaria. No se ha 
determinado el estímulo. 

Reichenbach y  
col., 2009. 

YpdA-YpdB Involucrado en la síntesis flagelar. 

 

No determinado. Oshima y  c ol., 
2002. 

ZraS-ZraR Regula la expresión del ge n zraP, 
(proteína periplásmica de unión a zinc). 

Altas concentraciones d e 
zinc extracelular. 

Leonhartsberger 
y col., 2001. 

aArcB-ArcA Regulación de la expresión genética, en 
relación a diferentes co ndiciones 
respiratorias. 

Estado rédox de  l as 
quinonas.  

Georgellis y col., 
2001; Ma lpica y 
col., 2004. 

aBarA-UvrY Regula p ositivamente l a e xpresión d e 
los s RNAs C srB y  Cs rC, los c uales 
antagonizan co n l a act ividad d e l a 
proteína de regulación global CsrA. 

Formato, acetato, áci dos 
grasos de cadena corta. 

Pernestig y  c ol., 
2003; S uzuki y 
col., 2 002; 
Chavez y  c ol., 
2010. 

aEvgS-EvgA Resistencia a  múltiples drogas y  
resistencia á cida a cél ulas en  
crecimiento exponencial. 

No determinado. Eguchi y  c ol., 
2003. 

 

aRcsC-RcsB Regulador de  la s íntesis d el 
polisacárido cap sular. A ctiva l a 
expresión de  los ge nes de l a di visión 
celular y  osmC, que codifica u na 
proteína de función desconocida. 

Desecación, shock osmótico, 
sobreexpresión d e a  
chaperona D naJ, y  
mutaciones q ue af ectan l a 
envoltura celular. 

Davalos-Garcia 
y col., 2001. 

aTorS-TorR Activa l a t ranscripción d el o perón 
torCAD, que co difica a TMAO, el  
principal s istema d e r espiración 
anaeróbica. 

Trimetilamina N -oxido 
(TMAO) en el medio. 

Ansaldi y  c ol., 
2001.  
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Apéndice B. Efecto de CsrA sobre el metabolismo y la fisiología de 
diferentes especies bacterianas. 

 

 

 

Nota 2: Análisis in silico han identificado a cientos de probables blancos de CsrA. Favor 
de ver Kulkarni y col., 2014.  

Genes blanco Función Regulación Especies Referencias 

csrA Proteína de  regulación 
global. 

Negativa E. coi.  Yakhnin y  c ol., 
2011 

cstA Transporte de péptidos. Negativa E. coli Dubey y col., 2003 

flhDC Regulador de motilidad. Positiva E. coli Wei y col., 2001ª 

glgCAP Metabolismo glucógeno. Negativa E. coli Baker y col., 2002 

Hfq Chaperona de RNA. Negativa E. coli Baker y col., 2007 

nhaR Regulador transcripcional. Negativa E. coli Pannuri y c ol., 
2012. 

pgaABCD Formación de biopelículas. Negativa E. coli Wang y col., 2005 

sdiA Regulador transcripcional. Negativa E. coli Yakhnin y  c ol., 
2011. 

sepLespADB Factores de virulencia. Positiva E. coli Bhatt y col., 2009 

ycdT Metabolismo c-di-GMP. Negativa E. coli Jonas y col., 2008 

ydeH Metabolismo c-di-GMP. Negativa E. coli Jonas y col., 2008 

PA0081 Plegamiento de proteínas. Negativa P. aeruginosa Brenic y  L oroy, 
2009 

PA0082 Proteína hipotética. Negativa P. aeruginosa Brenic y  L oroy, 
2009 

PA4492 Proteína hipotética. Negativa P. aeruginosa Brenic y  L oroy, 
2009 

STM1987 Metabolismo c-di-GMP. Negativa S. typhimurium Jonas y col., 2010 

yhdA (csrD) Metabolismo c-di-GMP. Negativa S. typhimurium Jonas y col., 2010 

STM3611 Metabolismo c-di-GMP. Positiva S. typhimurium Jonas  y col., 2010 

Tabla 2. Ejemplos de transcritos blanco regulados directamente por CsrA en diferentes especies bacterianas. 
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Apéndice C. Homólogos del circuito BarA-UvrY-CsrA 

 

El circuito regulatorio BarA-UvrY-CsrA se en cuentra conservado en diferentes especies 
bacterianas. N otablemente en  cad a u na d e és tas, el  c ircuito af ecta l a p atogenicidad y  
virulencia.  

 

 

  

Especies CsrA sRNAs SDC Fenotipos Referencias 

 

E. carotovora 

 

RsmA 

 

RsmB 

 

ExpS-ExpA 

 

Virulencia e n pa tógenos 
de pl antas, quorum-
sensing, exoproductos. 

 

Cui y col., 2001. 

E. coli CsrA CsrB 

CsrC 

BarA-UvrY Motilidad, f ormación de 
biopelículas, metabolismo 
del carbono, virulencia  

Tomenius y c ol., 
2005; Wang y col., 
2005. 

L. pneumophila CsrA RsmY 

RsmZ 

LetS-LetA Citotoxicidad, v irulencia, 
motilidad. 

Hammer y c ol., 
2002; Molofsky y 
Swanson, 2003. 

P. aeruginosa RsmA RsmY 

RsmZ 

GacS-GacA Motilidad, f ormación de 
biopelículas, virulencia, 
exoproductos, quorum-
sensing. 

Kay y col., 2006. 

P. fluorescens  RsmA/RsmE RsmX 

RsmY 

RsmZ 

GacS-GacA Motilidad, bi ocontrol, 
adherencia, quorum-
sensing, exoproductos. 

Lapouge y c ol., 
2008; Kay y c ol., 
2005. 

S. Typhimurium CsrA CsrB 

CsrC 

BarA-SirA Motilidad, f ormación de 
biopelículas, i nvasión, 
virulencia. 

Altier y col., 2000; 
Fortune y col., 
2006; Teplitski y 
col., 2003. 

V. cholerae CsrA CsrB 

CsrC 

CsrD 

VarS-VarA Quorum-sensing, ot ros 
fenotipos r egulados po r 
HapR. 

Lenz y col., 2005. 

 

      

Tabla 3. Homólogos del circuito regulatorio BarA-UvrY-CsrA de E. coli. 
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Apéndice D. Listas de cepas, plásmidos y oligonucleótidos utilizados en 
este trabajo 

 

 

 

Cepa Genotipo Referencias 

   

CF7789 MG1655 ΔlacIZ (MluI) Michael Cashel 

TR1-5CF7789 CF7789 csrA::kanr Suzuki y col., 2002. 

KSB837 CF7789 Φ(csrB-lacZ) Gudapaty y col., 2001. 

IFC5010 KSB837 csrA::kanr Este trabajo. 

BAKSB837 KSB837 barA::kanr Suzuki y col., 2002. 

UYKSB837 KSB837 uvrY::camr Suzuki y col., 2002. 

ECL5336  MC4100 ackA::tetr::pta Liu y col., 2009 

IFC5011 CF7789 Φ(uvrY-lacZ) fusión de operón Este trabajo. 

IFC5012 TR1-5CF7789 Φ(uvrY-lacZ) fusión de operón Este trabajo. 

IFC5013 CF7789 Φ(PlacUV5-uvrY22’-’lacZ) fusión líder Este trabajo. 

IFC5014 TR1-5CF7789 Φ(PlacUV5-uvrY22’-’lacZ) fusión líder Este trabajo. 

IFC5015 KSB837 ackA::tetr::pta csrA::kanr Este trabajo. 

IFC5016 KSB837 uvrY::catr csrA::kanr Este trabajo. 

IFC5017 KSB837 barA::camr csrA::kanr  Este trabajo. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4. Lista de cepas.  
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Plásmidos Características Generales Referencias 

   

pACT3 Vector de bajo número de copias, Camr Dykxhoorn y col., 1996. 

pEXT21 Vector de bajo número de copias, Sm, Spr Dykxhoorn y col., 1996. 

pBA29 barA clonado en el sitio de extremos romos VspI de pBR322, 
Tetr 

Suzuki y col., 2002. 

pAH125 Vector CRIM para las fusiones transcripcionales lacZ, Kanr Haldimann y Wanner, 2001. 

pINT-ts Vector CRIM de integración, termosensible. Ampr Haldimann y Wanner, 2001. 

pUV5 Vector CRIM para las fusiones tranduccionales lacZ, Ampr Edwards y col., 2011. 

pAH125-bla Vector CRIM para las fusiones transcripcionales lacZ, Ampr Este trabajo. 

pINT-cat Vector CRIM de integración, Camr Este trabajo. 

pMX539 uvrY clonado en el sitio SmaI de pACT3, Camr Este trabajo. 

pMX540 uvrY D54Q clonado en el sitio SmaI de pACT3, Camr Este trabajo. 

pMX541 uvrY clonado en el sitio de extremos romos NdeI de pBA29, 
Tetr 

Este trabajo. 

pMX542 Promotor de barA clonado en pEXT21, Spr Este trabajo. 

pMX543 uvrY clonado bajo el control de l pr omotor de  barA en 
pEXT21, Spr 

Este trabajo. 

pMX544 csrA clonado en los sitios HindIII y PstI de pEXT21, Spr Este trabajo. 

pMX545 csrB clonado en, Ampr Este trabajo. 

pAH-uvrY Fusión del operón uvrY-lacZ, Ampr Este trabajo. 

pUV-uvrY22 Fusión del l íder ( más 2 2 c odones) de  uvrY-lacZ, bajo e l 
control del promotor constitutivo lacUV5, Ampr 

Este trabajo. 

   

 

  

Tabla 5. Lista de plásmidos.  
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Nota 3: Abreviaturas. TC, transcripcional; TD, traduccional: Prom, promotor. 

  

Nombre Construcción Secuencia 

   

barAdel-Fw Anulación barA 5'ATTTAACAGTGTGACCTTAATTGTCCCATAACGGAAC
TCCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3' 

barAdel-Rv Anulación barA 5'CATAAACACAGGCACTTTGTCACCAATCTGAAACCAG
CGTATGAATATCCTCCTTAGTTCC-3' 

Amp-Prom-Fw Producto bla  5´-GCGGCGCCTTCAAATATGTATCCGCTCATG-3' 

Amp-Rv Producto bla 5'- GCGCGGCCGCGGTCTGACAGTTACCAATGC-3' 

uvrYP-fw-Pst Fusión TC uvrY-lacZ 5'-AACTGCAGGGCGGCGGAGTATACCATAAG-3' 

uvrYP-Rv-BamHI Fusión TC uvrY-lacZ 5'- CGGGATCCAGAACGTTGATCAAAGGAATATC-3' 

uvrY-lead-Fw Fusión TD uvrY-lacZ 5'- GGAATTCAATGACTAACTATCAGTAGC-3' 

uvrY-lead22-Rv Fusión TD uvrY-lacZ 5'- CGGGATCCTCTTCCAGAATGCGTCG-3' 

uvrY-Prom549-Fw Clonación uvrY 5'- GGAATTCGCAGCATCAGCGTCAGC-3' 

UvrY-Rv-HindIII Clonación uvrY 5'- CCCAAGCTTCCGTACCACCAGCATCG-3' 

uvrY-D54Q-Fw Clonación uvrYD54Q 5'GTTGACGTGGTGCTAATGCAGATGAGTATGCCGGG3' 

uvrY-D54Q-Rv Clonación uvrYD54Q 5'GCCCGGCATACTCATCTGCATTAGCACCACGTCAAC3 

csrA1-Fw Clonación csrA 5'-CCCAAGCTTGCCAGTGTGAAAGGCTGG-3' 

csrA1-Rv Clonación csrA 5'-AACTGCAGGAATGAACGGGAGTAAGCG-3' 

BarA-Forwd1 Prom/5´UTR barA 5'- GGAATTCCCGACCACACTGGCAGC-3' 

BarA-Forwd2 Prom/5´UTR barA 5'TGCTCTAGAAGATCTGATCATATGGAGTTCCGTTGG3' 

uvrY ORF uvrY 5'CCCGGATCCCATATGATCAACGTTCTACTTGTTGAC3' 

UvrY-Rv-HindIII ORF uvrY 5'- CCCAAGCTTCCGTACCACCAGCATCG-3' 

csrB-Fw pGEM::csrB 5´ GCATTTAGCCTCAAATCTTGCGG-3´ 

csrB-Rv pGEM::csrB 5´- CTCGAAGCTTCCGCAAAAAGAGCATCCAG-3´ 

Tabla 6. Lista de oligonucleótidos.  
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