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Resumen

La cinasa sensora hibrida BarA y su regulador de respuesta cognado UvrY, miembros del
sistema de transduccion de senales de d os-componentes, activan la transcripcion de los
RNAs no-codificantes CsrB y CsrC. Estos dos RNAs pequefios actlian secuestrando a la
proteina de regulacion global CsrA, la cual regula post-transcripcionalmente la traduccion
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 expresion de uvrY, tanto a nivel transcripcional
como t raduccional. T ambién d emostramos q ue C srA se r equiere p ara | a ap ropiada
activacion de BarA como cinasa y como fosfatasa. Por lo tanto se expone la existencia de
un mecanismo autoregulatorio que involucra a 1os sistemas regulatorios globales Csry
BarA/UvrY.

Vi
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Capitulo 1. Introduccion

1. Sistemas de dos-componentes bacterianos

La percepcion y el procesamiento de las sefiales ambientales, son procesos vitales para el
crecimiento y 1 a s obrevivencia de 1 os or ganismos. P arte de 1 € xito evolutivod el os
procariontes se debe a que han generado una gran variedad de estrategias de sefalizacion,
que | es h an pe rmitido a daptarse y c olonizar ni chos a mbientales que pue dens er
inaccesibles p ara la m ayoria d e 1 os o tros o rganismos. Una d e 1 as p rincipales vias d e
sefializacion con las que cuentan los procariontes son los “sistemas de dos-componentes”.
Estos si stemas e fectian u na respuesta f isiologica ap ropiada frente ad eterminados
estimulos ambientales, a t ravés de reacciones de fosfotransferencia entre una “histidina
cinasa”, ancladaa | a membranayun “regulador de r espuesta” e nel ci tosol. A
continuacion se d escriben | as g eneralidades d el os si stemas d e dos-componentes
bacterianos, su ar quitectura, m ecanismo d e acci 6n, implicaciones f isiologicas, etc.,
tomando como referencia los estudios realizados en la bacteria modelo Escherichia coli.

1.1 Sistemas de dos-componentes bacterianos y eucarioticos

Tanto e n eucariontes como en procariontes, | a f osforilacion d e p roteinases la
modificacidén covalente mas comun, usada como mecanismo de transduccion de senales
[Cohen, 2002]. Este proceso esta catalizado por proteinas cinasas, las cuales con base en
los residuos de aminoacidos que fosforilan se han clasificado en tres grupos principales:
1) serina/treonina cinasas, ii) tirosina cinasas e iii) histidina cinasas [Kuriyan y Eisenberg,
2007]. Mientras que en los eucariontes, los primeros dos grupos de proteinas son los mas
usados en los sistemas de sefializacion, en los procariontes, las més importantes son las
histidina c inasas (HC) [ Alex y Simon, 1994]. Estas c onstituyen junto c on la p roteina
llamada reguladora de la respuesta (RR), los sistemas de dos-componentes (SDC).

Aunque los SDC son la principal estrategia de sefializacion b acteriana, también
estan presentes en algunas arqueas [Ashby, 2006] y en unos poc os eucariontes. En las
arqueas, estan pobremente estudiados y en la mayoria 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 ycol., 1996], Aspergillus ni dulans [Alex y col., 1998], Dictyostelium
discoideum [Schuster y col., 1996], y en las plantas Arabidopsis thaliana [Chang y col.,
1993y Lycopersicerum escu lentum (tomate) [Wilkinson y col., 1995]. Existen v arias
caracteristicas que diferencian a los SDC procaridticos de los eucaridticos.



En E. coli a excepcion de CheA y NtrB, las 28 HCs restantes estan ancladas a la
membrana interna c elular, mientras que en los eucariontes, a excepcion de Sinl de N.
crassa, se encuentran en el citoplasma. Ademas, en los procariontes son poco frecuentes
las HC de arquitectura hibrida (seccion 1.2.1), mientras que en los eucariontes la mayoria
presenta este tipo de ar quitectura, la unica excepcion conocida es ERS de A. ¢ haliana
[Hua y col., 1995]. Los RR procariéticos funcionan como factores transcripcionales (en
E. coli al menos 25 de 32), en los eucariontes solo SKN7 de S. cerevisiae presenta un
dominio de unién a DNA [Brown y col., 1993]; es d ecir, en eucariontes otras proteinas
son las encargadas de efectuar la regulacion de la expresion genética.

1.2 Funcion y arquitectura

Las HC funcionan como sensor del ambiente celular, que en presencia de un estimulo
especifico se a utofosforila de m anera de pendientede A TPe n unr esiduo His.
Posteriormente, el grupo fosforilo se transfiere a un residuo Asp conservado en el RR. El
RR fosforilado cominmente funciona como factor transcripcional, regulando la expresion
genética [ Stock y c ol., 2000] (Figura 1).L a actividadd el os S DC depende d el as
fluctuaciones de 1 estimulo, a si c omo d e 1 a a ctividad f osfatasa [ Aiba y col., 19 89]y
autofosfatasa [ Hess y col., 1988] de algunas HC bifuncionales. Similar a la mayoria de
las vias de sefalizacion, los SDC tienen una arquitectura modular, lo que les proporciona
versatilidad ante necesidades regulatorias especificas y capacidad de integracion en otros
sistemas de sefializacion.

Histidina Cinasa (HC)

<——— Recepcion de la sefial

Dominio Periplasma
Sensor

— Citoplasma

N
N
H-P ——> P— :| Dominio Regulatorio
Dominio i
. - Regulacion de la
. Transmisor ATP )G ] Dominio Efector ” expresion genética
C

| Regulador de Respuesta (RR)

Figura 1. Modelo prototipico del sistema de dos-componentes. La histidina cinasa (HC) es una
proteina t ransmembranal, q ue co ntiene en su ex tremo N-terminal un dominio sensory en su
extremo C -terminal un dominio t ransmisor, c on un residuo de histidina ( H) ¢ onservado. L a
proteina r eguladorad el 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
deuni 6n a DN A. En pr esenciade | estimulo am biental es pecifico,l a H C sufre cam bios
conformacionales que 1e pe rmiten s u a utofosforilacion d ependiente de A TP en el residuo H.
Posteriormente el grupo fosforilo se transfiere al residuo D del RR, para activarse y funcionar
-k i - 2
como factor transcripcional. G representa el sitio de union de ATP.



1.2.1 Histidina cinasas

Las H C constituyen u na f amilia de p roteinas ¢ inasas altamente d iversificadas. S u
naturaleza modular ha dado lugar a la creacion de elegantes sistemas de transduccion de
sefiales, ap artirde 1 ac ombinaciéon de dom inios s ensores, ¢ ataliticos y a uxiliares
[Georgellis y c ol., 1997, 1999]. L as H C f recuentemente f uncionan como pr oteinas
transmembranales homodiméricas [Surette y col., 1996], que contienen en su extremo N-
terminal un dominio sensor (localizado generalmente en la region periplasmica), y en su
extremo C -terminal u n dominio t ransmisor conu ncen trod e ci nasa co nservado
(localizado en el citoplasma) (Figura 2) [ Dutta y col., 1999]. Sin embargo, no t odas las
HC s on pr oteinas t ransmembranales, p or ejemplo, las HC CheA yNtrBde E. coli
(involucradas en la quimiotaxis y e n la regulacion del nitrogeno, r espectivamente) son
proteinas solubles, que estan reguladas por estimulos intracelulares y/o por la interaccion
con dominios citoplasmaticos de otras proteinas (apéndice A).

Dominio Sensor Regién Linker

(periplasma) (citoplasma)

Dominio Transmisor Receptor HPt
/-
RTM1 RTM2 H N Gl F G2 D H
Dominio de Centro cinasa Sélo en HC hibridas
Dimerizacion (Dominio Catalitico) (— fosforelevo)

Figura 2. Arquitectura pr ototipica de las H C. Lahi stidinac inasa (HC)e sp roteina
transmembranal, que c ontiene en su extremo N -terminal un d ominio sensor (que ge neralmente
funciona como sitio de recepcion de la sefial), seguido de un dominio transmisor que contiene un
dominio de dimerizacion con un residuo H fosforilable y un centro cinasa con las cajas N, G1, F y
G2 conservadas, en d onde se localiza el sitio de uniéna ATP. L as H C hibridas p oseen do s
dominios adiciones, ¢l dominio receptor con un residuo D conservado y el dominio Hpt con un
residuo H conservado, los cuales estan involucrados en las reacciones de fosforelevo.

El dominio sensor es el encargado de detectar el estimulo. Cuenta con secuencias
primarias m uy poc o ¢ onservadas, pues estd disefiado para i nteractuar con | igandos
especificos. Estructuralmente se pueden clasificar en: 1) con plegamientos o/f (dominios
PDC), ii) con plegamientos a y iii) con plegamientos similares a los de las proteinas de
union pe riplasmicas. E 1t érmino “ dominio P DC” s e ha dado a la clase de dom inios
sensores con estructura o/f, en referencia a las iniciales de tres dominios sensores
extracelulares de E. coli, PhoQ [ Cheung y col., 2008], D cuS [ Cheung y Hendrickson,
2008]y CitA [R einelt y c ol., 2003], de 1 os cu ales s e d eterminaron su s est ructuras
previamente. Los d ominios sen sores P DC son los m és p revalentes en esta familiade
proteinas [Cheung y Hendrickson, 2010].



El dominio t ransmisor estd co mpuesto por u nc entro de c inasa co nservado
(dominio catalitico) y p or un dom inio de dimerizacion (Figura 2). Su plegamiento o/
consiste de cinco laminas-f antiparalelas y tres a-hélices, y es similar al plegamiento de
los dominios de las ATPasas de la chaperona Hsp90, en la DNA topoisomerasa B y en la
proteina de reparacion de D NA MutL [ Bilwes y col., 1999; Tanaka y col., 1998]. E1l
centro cinasa es el responsable de catalizar la autofosforilacion dependiente de ATP en un
residuo His. Tanto en procariontes, como en eucariontes hay cinco motivos conservados
en el centro cinasa: la caja H, con un residuo His constante y las cajas N, G1,F y G2
[Parkinson y Kofoid, 1992], en donde se localiza el sitio de unién a ATP. E stas caj as
estan usualmente contiguas, pero el espacio entre los motivos puede variar, la region de la
proteina q ue o cupan esal tamente f lexible,1 oq ue quizd reflejal os cambios
conformacionales que acompanan la unién de ATP. El dominio de dimerizacion forma
tipicamente cuatro a-hélices antiparalelas que forman un hom odimero simétrico con dos
sitios activos His por unidad estructural [Tomomori y col., 1999].

Por otro lado, 1as HC hibridas presentes en procariontes (en E. coli BarA, EvgS,
ArcB, T orSy Rc sC) y predominantemente en e ucariontes, t ienen dos do minios
adicionales: un dominio receptor (similar al dominio receptor del RR) y un dominio de
fosfotransferencia (Hpt) (Figura 2). Aunque estos dominios i ndependientes no pos een
actividad ci nasa d ependiente d ¢ ATP, ej ercen u n p apel co mo i ntermediarios del a
transferencia de 1 g rupo f osforilo e ntre e | dom inio t ransmisor de la HC y e 1 dom inio
regulatorio del RR. Por 1o tanto, las H C hibridas son mas complejas [ Alex y Simon,
1994; P arkinson y Kofoid, 1992] y debidoa que c ontienen m ultiples s itios
fosfodonadores y f osfoaceptores, en lugar de promover una sola transferencia fosforilo,
usan sistemas de “fosforelevo” (seccion 1.3).

1.2.2  Reguladores de respuesta

Los RR bacterianos son una familia de proteinas 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 1 dominio
regulatorio consiste de aproximadamente 120 residuos de aminoacidos, que forman cinco
cadenas lamina-f paralelas rodeadas por dos a-hélices. Este dominio se caracteriza por
tener varios residuos conservados: el Asp, el cual es el sitio activo de la fosforilacion, un
par de residuos acidicos, involucrados en la unién de metal, y una lisina (Lys) que forma
un pue nte de s al c on e | f osfato. A demas h ay ot ros do s r esiduos conservados, una
serina/treonina (Ser/Thr) en la lamina B-4 y una fenilalanina/tirosina (Phe/Tyr)enla
lamina B-5, 1 os ¢ uales j uegan pa peles di rectos e nl a pr opagacion de 1 os ¢ ambios
conformacionales que acompafian la fosforilacion. El estado de fosforilacion del dominio
regulatorio, permite al dominio efector ejercer una respuesta especifica (generalmente a
través del control de la expresion genética), sin embargo este mecanismo alin no esta bien
entendido.



Por otro lado, en la mayoria de los RR el dominio efector contiene sitios de union
a DNA (esto no parece ser el caso en las Arqueas). Como se menciond anteriormente en
E. coli al menos 25 de 32 RR son de este tipo. De acuerdo con la homologia de sus sitios
deuni 6na D NA, el dominio e fector s e p uede c lasificar e n tres s ubfamilias: 1)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 a-hélices,
incluyendo ademads un pequena lamina-f antiparalela; ii) la NarL/FixJ (7 miembros en E.
coli) con dominios con cuatro a-hélices; y iii) la NtrC/DctD (4 miembros en E. coli) con
dominios aco pladosa | a A TPasa h élice-vuelta-hélice [ Stock yc ol.,, 2000]. Cabe
mencionar que el resto de los dominios efectores, regulan la actividad celular a través de
sitios de u nioén a 1 igandos e specificos, de uni 6na pr oteinas, a t ransportadores de
membrana y a una variedad de enzimas metabolicas y de sefializacion [Galperin, 2010].

1.3 Mecanismo de accion
La via de transduccion de sefiales de los SDC implica las siguientes reacciones:

a) Autofosforilacion: HC-His + ATP — HC-His-P + ADP
b) Fosfotransferencia: HC-His-P + RR-Asp — HC-His + RR-Asp-P
c) Desfosforilacion: RR-Asp-P + H2O — RR-Asp + P;

La autofosforilacion de la HC es una reaccion bimolecular que ocurre en trans, en
la que un monodmero c ataliza | a f osforilacion de pendiente de A TP en el residuo H is
conservado en el segundo mondmero [ Swanson y col., 1993; Wolfe y Stewart, 1993];
también se ha obs ervado a utofosforilacion e n cis parala HC 853 cp de Thermotoga
maritima [Casino y col., 2009] ypara ArcB de E. coli [Pena-Sandoval y Georgellis,
2010]. Después el RR cataliza la transferencia del grupo fosforilo del residuo His-P a un
residuo A sp ¢ onservado e ns u dominio r egulatorio, pe rmitiendo a I dom inio e fector
ejercer una respuesta especifica. Finalmente el grupo fosforilo se transfiere del residuo
Asp-P a agua en una reaccion de hidrolisis. Las tres reacciones requieren iones metalicos
divalentes, en donde el M g** es el cation relevante in vivo. Enlos S DC hibridos s e
involucran multiples r eacciones de f osfotransferencia, | lamadas “f osforelevo”. E n el
fosforelevo antes de la fosforilacion del RR, el grupo fosforilo se transfiere a un dominio
regulatoriode la H Ch ibrida (c onu nre siduo Asp c onservado)y a undom inio
subsecuente HPt [Georgellis y col., 1997; Kwon y col., 2000]. Sin embargo, en todos los
casos se conserva la quimica de transferencia de His—Asp—His—Asp. Un fosforelevo
ofrece la posibilidad de regular reacciones de fosfotransferencia individuales en funcion
de un e stimulo a mbiental adicional. C omo ¢ onsecuencia, v arias sefi ales d e en trada
pueden d efinir 1a r espuesta final [ Krell y col., 2010]. Finalmente, la r egulacion de la
actividad de 1 os S DC p uede oc urrir e n nu merosos punt os y a menudo e s ¢ ompleja,
implicando multiples blancos de regulacion. La regulacion esta dada principalmente por:
1) las fluctuaciones del estimulo, ii) 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 fosforilacion del RR.



1.4 Especificidad de los sistemas de dos-componentes

La c onservacion e structural y f uncional de 1 0s S DC s ugiere | a pr obabilidad de una
potencial fosfotransferencia entre HC y RR no esp ecificos (sefializacion-cruzada). S in
embargo, debido a que en muchos casos este evento se ha observado solo después de la
introduccion d e v arias p erturbaciones g enéticas, es improbable q uesed ¢, o sea

fisiol6gicamente relevante en un organismo silvestre [Laub y Goulian, 2007; Skerker y
col., 2008]. Se ha sugerido que los principales mecanismos que aseguran la especificidad
del os S DC e stan d ados, t anto por | a a ctividad f osfatasa que e xhiben a Igunas H C
bifuncionales, c omo por 1ac ompetencia de los R R [ Georgellis y col., 1998; P efia-
Sandoval y col., 2005].

1.4.1 Actividad fosfatasa de las histidina cinasas bifuncionales

La mayoria de las HC b acterianas son b ifuncionales, lo cual si gnifica que ademas de
funcionar ¢ omo ¢ inasas, t ambién f uncionan ¢ omo f osfatasas, de sfosforilandoe nl a
ausencia del estimulo a su RR cognado. En la mayoria de los casos, se ha observado que
el dominio transmisor es el responsable de catalizar ambas reacciones. De hecho, en las
HC NarX [ Huynh yc ol., 2010]y EnvZ [ Dutta y c ol., 2000], i nvolucradase nl a
respiracion an aerdbica y en la osmoregulacion de E. coli, respectivamente, un m otivo
conservado GIn-Asn-Thr ( cercano al residuo f osfo-aceptor H is) es es encial p aral a
actividad f osfatasa de e stas cinasas. Ademas se h a sugerido, que esta actividad es ta
regulada po r 1 a ¢c onformacion y e | pos icionamiento r elativo de 1o0s subdominios de |
dominio transmisor, lo cual depende de la presencia del estimulo [Zhu y col., 2000]. Sin
embargo, el mecanismo de accion de esta actividad esta en disputa. Datos obtenidos de la
HC citoplasmatica NtrB, son consistentes con un modelo de co-fosfatasa [Jiang y col.,
2000], m ientras qu e d atos obt enidos de E nvZ s on c onsistentes ¢ on un m odelo de
fosfotransferencia reversa [Zhu y col., 2000].

La actividad fosfatasa no solo es esencial para la regulacion de la transduccién de
la sefial, sino que también suprime el efecto se “sefalizacion-cruzada”. Como ejemplos
de esta funcion se encuentran estudios realizados en los SDC PhoR-PhoB y VanS-VanR.
EISD CP hoR-PhoBde E.c oli permited etectaryr espondera c ambiose nl a
disponibilidad de fosfato, mientras que el SDC VanS-VanR regula la expresion de genes
que co nfieren r esistencia a v ancomicina en enterococosy en o tras b acterias Gram-
positivas. C uando se e xpresa el sistema V anS-VanR e n E. ¢ oli, s ¢ puede obs ervar
sefializacion-cruzada entre VanS y PhoB, pero solo en la ausencia de PhoR [Fisher y col.,
1995; Silva y col., 1998]. E ste ev ento est 4 1 igado al a consecuencia d e el iminar | a
actividad fosfatasa de PhoR sobre su RR cognado PhoB; por lo tanto, in vivo, cualquier
senalizacion-cruzada entre una HC y un RR no cognado es eliminada por la habilidad de
la HC especifica, de desfosforilar a su RR.



1.4.2 Competencia de los reguladores de respuesta

La competicion de los RR se ha estudiado en los sistemas CpxA-CpxR y EnvZ-OmpR de
E. coli, involucrados en la activacion de la expresion de las porinas OmpC y OmpF. Se ha
mostrado que la sefalizacion-cruzada entre la HC CpxA 'y el RR OmpR requiere de la
ausencia tanto de EnvZ, como de CpxR; y viceversa, la sefalizacion-cruzada entre EnvZ
y C pxR requiere de la ausencia de CpxA y O mpR. Elhechode que nos e observe
sefalizacion-cruzada cuando ambos RR estan presentes, sugiere que el RR normalmente
compite con RR no cognados, contribuyendo en la prevencion de la sefializacion-cruzada.
Este efecto estd enriquecido por la poca abundancia in vivo de HC relativo a los RR, por
ejemplo, en E. coli estan presentes aproximadamente 100 y 3500 moléculas por célula de
EnvZ y O mpR, respectivamente [ Cai y Inouye, 2002]. L a r elacion e stequiométrica s e
debe probablemente a que el codon de inicio de envZ sobrelapa con el codon de paro de
ompR, junto con un débil sitio de unidn a ribosomas para envZ. Muchos de 10s otros
genes de S DC tienen una estructura similar, s ugiriendo que l as H C est &n en menor
concentracion relativa que sus respectivos RR.

1.5  Integracion de los sistemas de dos-componentes con otras vias de sefializacion

Frecuentemente los S DC participan en o tras redes d e r egulacion, q ue aseg uran a 1as
bacterias sobrevivir tanto en un modo de vida unicelular, como grupal. Este ultimo, mejor
conocido como quorum-sensing. El reto es entender, como interactiian los componentes
que gobiernan el procesamiento de l1a informacién en las bacterias, para coordinar una
serie de respuestas a multiples sefiales ambientales. E1 SDC BarA/UvrY de E. coli y sus
homologos en las y-proteobacterias, es u n €j emplo d e un si stema que p arece serun
regulador maestro de va rios f enotipos, p rincipalmente de a quellos asociadosal a
patogenicidad y virulencia.

Este sistema controla positivamente 1a expresion de uno a cinco RNAs pequetios
no-codificantes (SRNAs) que se car acterizan por poseer motivos GGA conservados, los
cuales al ser sitios de union para la proteina de regulacion global CsrA (y sus ortélogos
RsmA/E/F), funcionan como antagonistas de su actividad. CsrA, la cual también esta
conservada fuera de las y-proteobacterias,e sunho  modimeroque a ctla
predominantemente ¢ omo r epresor t raduccional de trascritos bl anco que ¢ ontienen
motivos ACA-GGA-G ubicados dentro de estructuras tipo “tallo y asa” en su region lider
[Dubey y col., 2005; Mercante y col., 2006; Schubert y col., 2007]. Los fenotipos de las
mutantes nulas en los SDC homologos de BarA/UvrY, varian considerablemente entre
cada especie bacteriana, pero en todos los casos se ca racterizan por la atenuacion de la
virulencia (apéndice C). Las caracteristicas generales del circuito en E. coli se describen
en la Figura 3 y en la seccion 2.



2. Circuito regulatorio BarA-UvrY-CsrA

En respuesta al acetato y al formato extracelular (acumulados enla fase ex ponencial
tardia de crecimiento), el sistema BarA-UvrY de E. coli, activa directamente la expresion
de los sSRNAs CsrB y CsrC, los cuales al poseer en su estructura varios sitios de union a
CsrA, antagonizan con la actividad de esta proteina de regulacion global (Figura 3). Por
lo ta nto, e 1 S DC B arA-UvrY r epercute d ¢ manera i ndirecta, en m ultiples procesos
fisioldgicos que tienen lugar principalmente en la fase estacionaria de crecimiento (que es
cuando el sistema esté activo). Por otro lado, la estabilidad y vida media de CsrB y CsrC
estd regulada por la proteina CsrD, la cual a través de un complejo que involucra a la
RNasa E d egradaae stossR NAs. A c ontinuacion se describird cad au no del os
componentes de este circuito y la manera en la que estan interconectados.

HC BarA

<~ Acetato/Formato

Periplasma

Citoplasma
N
Proteina CsrA
H|-P —
 ——
e
D . Fase exponencial
ATP Negativa: bloqueando Shine-Dalgamo
G Positiva: estabilizando el mRNA
P CsrA-CsrB/C
. Fase estacionaria
\l/ Acetil -P
P ; _
\ v
P
+ sRNAs CsrB/C
N— c ———>
RR UvrY

Figura 3. Modelo del circuito regulatorio BarA-UvrY-CsrA. El acetato, formato y otros acidos
grasos de cadena corta extracelulares funcionan como el estimulo de la HC hibrida BarA [Chavez
y col., 2010]. La activacion del sistema BarA-UvrY afecta de manera indirecta multiples procesos
celulares. L os ini cos genes blancos identificados hasta el momento p ara este sistema, son los
RNAs pequefios no -codificantes ( SRNAs) Cs rBy CsrC, 1 os c uales a | e star ¢ onstituidos por
multiples sitios de unién a CsrA (una proteina de regulacion global), regulan ne gativamente su
actividad.



2.1  La proteina CsrA y sus homologos

CsrA (carbon storage regulator) es una proteina homodimérica de 6.8 k Da, que se une
selectivamente a m oléculas d e R NA. S uest ructuray funcionse ha el ucidado co n
considerable detalle, tanto en E. coli como en Pseudomonas [Gutierrez y col., 2005; Rife
y col., 2005; Schubert y col., 2007]. CsrA se d escubrio, mientras se buscaban factores
que controlaran la expresion de los genes glgCAP y glgBX, los cuales codifican enzimas
responsables d e 1 a biosintesis d el glucogeno [ Romeo y col., 1993]. Posteriormente se
observo que tiene un pa pel global en el metabolismo y en la fisiologia 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 sintesis del glucogeno,
la formacion de biopeliculas, etc., mientras activa procesos que tienen lugar en la fase de
crecimiento e xponencial, por ejemplo, el metabolismo del acetato, la motilidad celular,
etc. (seccion 2.1.1) [Wei y col., 2001; Wang y col., 2005].

Se han identificado homologos de CsrA en otras y-proteobacterias, por ejemplo,
CsrA en Salmonella spp., [Altier y col., 2000], L egionella pne umophila [Molofsky y
Swanson, 2003]y Vibrio c holerae [Lenz y col., 2005], RsmA (regulator of secondary
metabolism) en  Pectobacterium ¢ arotovorum (previamente ¢ onocida como Erwinia
carotovora) [Chatterjee y col., 1995], RsmA [Pessi y col.,, 2001] y Rs mF (o Rs mN)
[Morris y ¢ ol., 2013] en Pseudomonas aeruginosa, y R smA y R smE en P. fluorescens
[Reimmann y c ol., 2005], 1 os c uales tienen funciones r edundantes. T ambién se h an
encontrado homologos de CsrA en las d-proteobacterias ( Desulfovibrio, Geobacter), en
las e-proteobacterias ( Helicobacter, Campylobacter), en las esp iroquetas ( Borrelia,
Treponema), en las b acterias G ram-positivas ( Bacillus, Clostridium) y en Thermotoga.
Sin embargo, en estas ultimas, no se sabe como esté regulada su actividad, debido a que
los SR NAs que r egulan a e sta p roteina, estan presentes solo en las y-proteobacterias
[Kulkarni y col., 2006].

Los transcritos r eprimidos p or C srA, se p ueden cl asificar en d os categorias; la
primera consiste en blancos que tienen multiples sitios de uniéon a CsrA en una region
alrededor de la secuencia Shine-Dalgarno (SD), por ejemplo, cstd, pgaABCD, glgC, cel,
vdeH, sepL, griR, nhaR, csrA, sdid 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 categoria consiste en blancos que tienen un solo sitio de unién, alrededor
de la secuencia SD, por ejemplo, Afg, ycdT en E. coli, stml1987 (gcpA), yhdA (csrD),
stm1697, ydiV en S. enterica ssp. T yphimurium y P A4492, P A2541y psiA en P.
aeruginosa. Por otro lado, se conoce poco acerca de la regulacion positiva de CsrA, por
ejemplo, sobre el mRNA fIhDC en E. coli (apéndice B). Cabe mencionar que un analisis
in silico reciente, ha sugerido que existen mas de 100 blancos directos de CsrA en E. coli
[Kulkarni y col., 2014].



2.1.1 Mecanismo de accion

Cada dimero de CsrA contiene dos sitios de union 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 regién lider de sus mensajeros blanco (mRNAs) [ Dubey y col.,
2005; Mercante y col., 2006; Schubert y col., 2007]. Esta arquitectura permite la union de
un dimero de CsrA a dos motivos de unidn, o en algunos casos, la union de multiples
dimeros de CsrA a varios motivos en un m RNA [ Mercante y ¢ ol., 2009]; e s d ecir, el
reconocimiento de CsrA hacia sus blancos se encuentra tanto en la secuencia primaria,
como en la estructura secundaria d e los transcritos. CsrA usualmente a ctia como un
represor traduccional, aunque también puede funcionar c omo activador. La regulacion
negativa c onsiste en el bl oqueo de 1o0s sitios d e uni 6n a ribosomas, d ando lugar ala
degradacion de | t ranscrito; m ientras que la re gulacion p ositiva, implica la unién a la
region | ider, co n ef ectos su bsecuentes en 1a t raduccion y /o est abilidad d el t ranscrito
[Romeo y col., 2013].

2.1.2  Regulacion de la expresion y actividad de CsrA

CsrA e suna pr oteina abundante e n E. coli, se ha r eportado que su c oncentracion
incrementa aproximadamentede 6 pMen la fase ex ponencial, al7 uM cuando 1 as
células entran a | a fase estacionaria de crecimiento [ Gudapaty y col., 2001]. Aunque la
regulacion de su expresion no e sta bien e ntendida, s e ha observado que su transcrito
cuenta c on al m enos c inco pr omotores, que r egulan s u t ranscripcion dependiente d el
factor 6*® (0 65, el producto del gen rpoS) y de 6’° (rpoD) [Yakhnin et al. 2011]. A pesar
de que RpoS regula la ex presion genética durante 1 a entrada a la fase estacionaria de
crecimiento y en condiciones de estrés, la regulacion de csr4 solamente se ha observado
cuando las células crecen en medio con glucosa como tnica 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 region lider de su transcrito, resultando
en la represion de su propia traduccion [Yakhnin et al. 2011].

Lar egulaciond e su act ividad e std m ejor en tendida. C srA est ar egulada
negativamente por los SRNAs, CsrB y CsrC de E. coli, los cuales al estar compuestos por
multiples s itiosde uniona C srA (22 y 13, r espectivamente) titulan ala proteina,
inhibiendo su actividad [Babitzke y Romeo, 2007]. Ademas se ha observado que CsrA, a
su v ez, act iva 1 ndirectamente 1 a si ntesis d e ambos SR NAs a t ravés d e un m ecanismo
dependiente de UvrY [ Suzuki y col., 2002; W eilbacher y col., 2003], resultando en un
circuito autoregulatorio (capitulo 4). Cabe mencionar que la actividad de CsrA también
puede estar moderadamente regulada por el SRNA McaS, pero solo posee dos sitios de
unidn a esta proteina [Jorgensen MG y col., 2013] y ademas, su expresion no depende de
UvrY-P.
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2.2 Los RNAs pequeiios no-codificantes CsrB/CsrC y sus homologos

ElsRNA CsrBde E. coli sedescubrio cuando C srA se p urifico co mo un co mplejo
ribonucleoproteina C srA-CstB [ Liu y c ol., 1997]; m ientras que s us RNA ho mologo,
CsrC, se i dentifico m ientras se buscaban f actores q ue afectaran la b iosintesis d el
glucdgeno [Weilbacher y col., 2003]. CsrB y CsrC antagonizan la actividad de CsrA, ya
que c ontienen multiples sitios de uni 6n a e sta pr oteina ( motivos G GA), 22 y 13,

respectivamente [Babitzke y col., 2009] que les permiten secuestrarla. Se han encontrado
homologos de estos en otras y-proteobacterias, por ejemplo, CsrB y CsrC de S. enterica
[Fortune y ¢ ol., 2006], RsmYy 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 col., 2005], CsrB/CsrC/CstD de V. c holerae [Lenz y col., 2005] y
RsmB de P. carotovorum [Cui y col., 2001]. A pesar de que el numero de estos SRNAs,
puede v ariar d e una esp ecie a o tra, ej ercen €l mismo mecanismo d e acci 6n sobre 1 a
actividad de los homologos de CsrA.

La redundancia enla funcion de e stos s RNAs hace que sololaanulaciénde
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 ef al. 2005]. Ademas,
no es sorprendente que los fenotipos de las mutantes nulas cs¥B csrC de E. coli y rsmY
rsmZ de P. aeruginosa, sean opuestos a 1 os observados en las mutantes csrd y rsmA,
respectivamente [ Wang y col., 2005; Jonas y col., 2008]; y en contraparte, sean similares
alos de las mutantes del SDC BarA-UvrY y GacS-GacA, respectivamente [ Kay y col.,
2006; Weilbacher y col., 2003]. Esto ultimo, debido a que el SDC BarA-UvrY de E. coli
y sus homologos, regulan positivamente la transcripcion de estos SRNAs (seccion 2.3).

2.2.1 Regulacion de la expresion de CsrB y CsrC

Evidentemente UvrY-P (y sus hom 6logos) son esenciales p ara la transcripcionde lo s
sRNAs C sr/Rsm. S in e mbargo ex isten reguladores g lobales q ue af ectan también su
expresion, curiosamente el ef ecto d e a Igunos d e estos p arece estar ev olutivamente
conservado. L os ej emplos m as cl aros son: lap roteina C srA/RsmA, el factord e
integracion al hospedero (IHF) y la proteina parecida a hi stonas (H-NS), | os c uales
pueden favorecer o r eprimir la e xpresion general o exclusiva de estos SRNAs. Porun
lado, observaciones tempranas sugirieron que en la mutante csr4 de E. coli, los SRNAs
csrB 'y esrC no s e e xpresan [ Suzukiy ¢ ol., 2002] ; debidoaq ue CsrAno afectala
estabilidad y/o vida mediade estos [ Gudapaty y ¢ ol., 2001 ; Suzukiy col., 2006], se
sugirié que este efecto era probablemente via UvrY (Capitulo 2).

Por otro lado, respecto al factor de integracion al hospedero IHF, se ha observado
en se une al promotor de cs¥B en S. enterica serovar Typhimurium y al promotor de rsmZ
de P. fluorescens, para regular positivamente su transcripcion [Martinez y ¢ ol., 2014;
Humair y ¢ ol,, 2010] . Ademas, | a a nulacién del ge n ihf4 en S. enterica disminuye
severamente la expresion de csrB, similar a una mutante nula sir4 (homologo de uvrY),
aunque no afecta la expresion de csrC. A pesar de que no se conoce el mecanismo de
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accion de IHF sobre la expresion de csrB 'y rsmZ, es interesante notar que los ortdlogos
de la proteina H-NS, MvaT y MvaU en P. fluorescens se unen al promotor de rsmZ y
reprimen su expresion [ Brénic y col., 2009]. Consistentemente se ha observado que IHF
antagoniza con el silenciamiento de la ex presion genética d ependiente de H-NS en E.
coli, Vibrio c holerae y S. en terica [Queirozy c ol.,2011; S tonehouse y ¢ ol 2 008;
Ogasawara y col., 2010]. Aunque no son claros los mecanismos de como I[HF y H-NS
regulan la expresion genética y a in no s e determina si [ HF antagoniza a MvaT/MvaU,
estas proteinas altamente conservadas se encuentran asociadas al nucleoide (NAPs), y son
reconocidas por modificar la arquitectura del DNA [Dillon y D orman, 2010], ;UvrY-P
expresa a cstB y csrC a través de mecanismos que involucran fabricas de transcripcion?

2.2.2 Expresion diferencial entre los sSRNAs redundantes

La ex presion d e estos sRNAs también estd influenciada una por otray probablemente
estan r egulados d iferencialmente bajo ciertas co ndiciones. E studiosen E. coli y S.
enterica, mostraron que la pérdida de csrB da lugar a un i ncremento en la expresion de
csrC y vi ceversa, laanulacion de csrC regula pos itivamente | a e xpresion de  csrB
[Fortune y col., 2006; Weilbacher y col., 2003]. También se ha observado que el nivel de
expresion de csrB es mas alto que el de ¢srC y que cuando se anulaa wvrY hay una
reduccion de més de 10 veces la expresion de csrB, comparada con una reduccion de 2.5
en csrC [Jonasy c ol., 2006]; e s de cir, la transcripcion de csrC pareciera ser menos
dependiente de UvrY. Ademas en S. enterica, el homologo de UvrY, SirA se une solo al
promotor de cs7B, pero no al de csrC [Teplitski y col., 2003]. Esta interdependencia entre
los componentes de Csr parece estar evolutivamente conservada. Un caso extraordinario
ocurre € n Yersinia spp., ¢ ndon dea p esar de quese en cuentran co nservados 1 os
homologos tanto de CsrB como CsrC, UvrY solo activa la expresion de CsrB. Ademas se
ha obs ervado que a mboss RNAs responden ad iferentes est imulos am bientales y

parametros de crecimiento. Por ejemplo, cuando las células crecen en medio rico se han
observado altos niveles de CsrC, mientras que en medio minimo su transcripcion esta
fuertemente reprimida y se induce al maximo durante la fase estacionaria de crecimiento
a 25°C y durante la fase exponencial a 37°C [Heroven y col., 2008].

2.2.3 Regulacion de la estabilidad de CsrB y CsrC: CsrD y homdlogos

Respecto a los mecanismos de autoregulacion que controlan la estabilidad y la vida media
de CsrB y CsrC, se encuentra en primer lugar la proteina integral de membrana CsrD (y
su homologo MshH en V. cholerae). CstD a p esar de tener dominios GGDEF y EAL,
caracteristicos de las diguanilato ciclasas y de las fosfodiesterasas, respectivamente, no
sintetiza o degrada al segundo mensajero c-di-GMP. Aunque el mecanismo de accion de
CsrD no se ha definido, se ha propuesto que su unidén 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 expresion de cs»D 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 bioldgico de esta autoregulacion no esta claro. Por otro lado,
los hom 6logos de CsrD no son una caracteristica de todas las y-proteobacterias. En P.
fluorescens RsmA ( CsrA) ap arentemente controla 1 a estabilidad de 1os SR NAs Rsm, a
través de un mecanismo que involucra la proteccion 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. coli CsrA no afecta la estabilidad y vida mediade los SRNAs CstB y CsrC, es
necesario realizar u na ¢ omparacion en tre | a es tabilidad d e 1 os SR NAs Cst/Rsmy la
presencia o ausencia de los homologos de csrD en varias especies bacterianas.

2.3 Elsistema de dos-componentes BarA-UvrY y sus homologos

El ge nde barA (bacterial adaptative response ge ne A) (t ambién Ilamado AirS)s e
identifico pr imeramente ¢ omou ns upresor multicopiade una  mutante envZ
osmoéticamente comprometida. Debido a que EnvZ es la HC para el RR OmpR se penso
que B arA también regulaba la fosforilacion de O mpR, sin e mbargo el cross-talk e ntre
BarA y OmpR no s e pudo demostrar in vitro [Nagasawa y c ol., 1992]. P osteriormente
BarA sei mplico en procesos f isiologicos asociadosa 1 av irulencia. E n E. ¢ oli
uropatogénica se reportod que la transcripcion de barAd se induce después del contacto con
la superficie celular eucaridtica, y que juega un papel clave en la colonizacion del tracto
epitelial urinario durante la infeccion, asi como para la adquisicion de hierro [ Zhang y
Normak, 1996]. En E. coli K-12 y MC4100 barA induce la expresion del factor sigma
RpoS [Mukhopadhyay y col., 2000 ], r esultando en la hipersensibilidad al pe réxido de
hidrogeno [ Pernestig y ¢ ol., 2000]. Por otro lado, el gen de wuvrY se identificé por su
localizacion inmediatamente rio-abajo del gen uvrC, pero nunca se pudo involucrar en
mecanismos de reparacion de DNA [van Sluis y col., 1983; Moolenaar, 1987].

Finalmente, P ernestig y ¢ ol. (2001) a través de analisis genéticos y e studios de
fosfotransferencia in vitro demostraron que UvrY es el RR cognado de BarA. Esta fue la
primera ev idencia d e f osforilacion in vitro paraeste SDCy sushomdlogos en o tras
especies b acterianas. Este si stema estd conservado en varias y-proteobacterias, p or
ejemplo BarA-SirA de S. enterica, Le tS-LetA d e L. pne umophila, VarS-VarA de V.
cholerae, GacS-GacA de P. aeruginosa y P. fluorescens y ExpS-ExpA de E. carotovora
ssp. Carotovora. Notablemente, en cad auna de e stas bacterias, mutaciones en est e
sistema dan lugar a una significativa r educcion de l1a virulencia en | a i nteraccion con
hospederos animales o plantas (apéndice C).
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2.3.1 Mecanismo de accion

El si stema BarA/UvrY ys ush omoélogos controlan numerosos p rocesos cel ulares,
formando u n ¢ ircuito r egulatorio ¢ on la p roteina CsrA.L a maneraen | aque estd
vinculado con CsrA se debe a que UvrY fosforilado, activa directamente la expresion 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 1 f enotipo de 1 a dobl e m utante
uvrY/barA, es similar al f enotipo de 1 a m utante csrB/csrC; 1o qu e s ugiere que este
sistema, controla diversos procesos fisiologicos principalmente a través de la regulacion
de la expresion de los genes csrB y csrC. Sin embargo, la posibilidad de que regulen
directamente ot ros ge nes no pue de s er e xcluida, de he cho en L. pne umophila, seh a
observado que LetA regula la expresion de genes flagelares por un mecanismo que parece
ser i ndependiente de rsmY, rsmZ yrsm X [Sahr yc ol.,, 2009]. P or ot ro lado, c abe
mencionar que , UvrY t ambién pue des erf osforilado por elacet il-fosfato, un
intermediario metabdlico que se produce por las enzimas AckAy Ptadentrode lavia
glucolitica [Wolfe, 200 5], pero e ste e fecto solo tiene lugar en la ausenciade BarA,y
cuando se adiciona glucosa al medio de cultivo [Tomenius y col., 2005].

2.3.2 Regulacion de la expresion de barA y uvrY

Lar egulacion de 1a e xpresionde bardA y uvrY (y s us h omologos) e sta pobr emente
estudiada. Hasta el momento se ha observado en E. coli, que los niveles del transcrito de
uvrY estan af ectados positivamente p orla proteina S diA ( suppressor of division
inhibition) [Suzuki y col., 2002; Wei y col., 2001b] (homodloga de 1a proteina LuxR de
Vibrio ssp, el regulador del quorum-sensing), mientras que su traduccion 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 afios. Pues a diferencia de Vibrio ssp., estas bacterias no codifican las
enzimas responsables de la sintesis de Als [Michael y col., 2001; Swift y col., 1999], en
contraparte, SdiA detecta y responde a Als generados por otras especies bacterianas. Por
otro lado, parece que SdiA tiene un papel global en la fisiologia de E. coli; por medio de
analisis de microarreglos, se ha encontrado que su sobreexpresion induce la activacion de
la division celular, el i ncremento en la resistencia a an tibioticos, el incrementoenla
transcripcion de ~75 genes (entre ellos uvrY) y la disminucion de la transcripcion de ~62
genes (incluyendo los de motilidad) [Dyszel y col., 2010; Lee y col., 2007; Van Houdt y
col., 2006]. Ademas se ha encontrado que SdiA se necesita para reducir la formacion de
biopeliculas, en presencia de moléculas de Als, asi como también en la presencia de indol
(un ¢ ompuesto or ganico s ecretado por E. ¢ oli cuando cr ece en m edioricoen fase
estacionaria) [ Lee y col., 2007]. Por otro lado, se ha observado que la RNA helicasa
DeaD de E. coli, asociada con actividades para la maduracion del RNA ribosomal a bajas
temperaturas [lost y col., 2013] puede modular la traduccion de UvrY, probablemente al
contrarrestar el efecto de la estructura de RNA inhibitoria que se f orma entre el RNA
lider 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 Regulacion de la actividad del sistema BarA-UvrY

Mondragén y col. (2006) de mostraron que cuando las células crecen a valores de pH
menores de 5.0 el SDC no se activa (a juzgar por la expresion del reportero csrB), sin
embargo, ¢ uando s ¢ a diciona g lucosaa 1 m edio, 1 a expresiond e csrB se a ctiva
aproximadamente 2 hor as después, sugiriendo que probablemente un pr oducto final del
metabolismo d el a g lucosa, er a lam olécula sei al p aral a ac tivacion d el si stema.
Posteriormente se r eportd que la sintesis de CsrB/C esta afectada positivamente durante
el ¢ recimiento e n m edio m inimo y ¢ n pr esencia de a minoacidos, s ugiriendo que
probablemente el sistema de respuesta astringente que involucra a la alormona (p)ppGpp
afectaba la activacion del sistema BarA/UvrY [Jonas y Melefors, 2009], una condicion
que se habia reportado previamente en L. pneumophila [Hammer y col., 2002]. Por otra
parte, mutaciones en los genes reld y spoT de E. coli, los cuales son importantes para la
produccion de (p)ppGpp, no a fectaron la expresion de csrB en medio LB [Jonas y col.,
2006].

Chavez y col. (2010) demostraron que el acetato, el formato y otros acidos grasos
de cadena corta son el estimulo para la HC BarA, los cuales son metabolitos abundantes
en el tracto ga strointestinal de hos pederos m amiferos. P or 1 o tanto, pueden funcionar
como potentes activadores de BarA durante la colonizacion o infeccion [ 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 transicion
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 asimilarel acet ato
extracelular acumulado a través de una reaccion catalizada por las acetil-CoA sintetasas.

2.3.4 Regulacion de la actividad del sistema GacS-GacA

Aunque no sea identificado la molécula sefial especifica 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. Por otra parte, en P. aeruginosa, este circuito incluye al os sensores RetS y
LadS que actiian c omo antagonista y a ctivador de GacS, respectivamente [ Goodman y
col., 2009; Ventre y col., 2006]. RetS puede formar heterodimeros con GacS, previniendo
su autofosforilacion y por lo tanto la fosforilacion del RR GacA [Goodman y col., 2009].
Se ha mostrado que la actividad de RetS puede ser contrarrestada por la histidina cinasa
PA1611 [Kongy col., 2013]. LadS se une a GacS y estimula su actividad a través de un
mecanismo de sconocido [ Ventrey ¢ ol., 2006; Workentine y ¢ ol.,2009] .S e ha
demostrado que una nueva proteina fosfotransferasa llamada HptB interactiia con RetS-P
y que HptB, similar a RetS, reprime la expresion de RsmY [Hsuy col., 2008; Bordi y
col.,, 2010]. S in e mbargo, R etSy H ptBregulanla expresion de R smY at ravésde
diferentes vias; mientras que RetS reprime la expresion tanto de RsmY como de RsmZ,
HptB parece que solo controla la expresion de RsmY.
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Capitulo 2. Planteamiento

1. Antecedentes

Se ha reportado que el acetato y el formato, asi como otros acidos grasos de cadena corta,
actuan como el e stimulo parala HC B arA [ Chavezy ¢ ol., 2010], dando lugara su
autofosforilacion y la transfosforilacion del RR cognado UvrY [Pernestig y c ol., 2001].
UvrY fosforilado (UvrY-P) activa la transcripcion de los sSRNAs CsrB y CsrC, los cuales
secuestran a la proteina regulacion global CsrA, antagonizando su actividad re gulatoria
[Suzukiy col., 2002, Weilbacheryc ol., 2003] . C uriosamente | a a ctivacionde 1 a
transcripcion de csrB, la cual tiene lugar en la transicion de la fase exponencial a la fase
estacionaria d e cr ecimiento, no o curre en la mutante csr4, a juzgar por el andlisis de
Northern blot y por la expresion del reportero csrB-lacZ, a través de ensayos de actividad
B-galactosidasa. Ademas, se encontrd que la expresion de cs7B, en una mutante csrA4, se
restaurd co mpletamente p or la ex presion ec topica de CsrA usando el plasmido p CsrA
(pMX544) (Figura.4A ,B).D ebidoa que CsrAnoa fecta lae stabilidad de csrB
[Gudapaty y col., 2001] y debido a que la transcripcion de csrB se activa inicamente por
UvrY-P, estos resultados preliminares sugirieron que CsrA se requiere para la activacion
de la transcripcion de csrB.

A B
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Actividad p-Galactosidasa

Figura 4. Efecto de cstA y uvrY sobre la transcripcion de csrB. (A) Analisis de 1a expresion de
csrB a través de Northern blot, en 1a cepa silvestre (KSB837) y en las mutantes isogénicas uvrY
(UYKSB837), csrA (IFC5010) y csrA transformada con el plasmido pMX544 (indicado c omo
pCsrA). Las células se crecieron en medio LB, y se aislo RNA total a partir de muestras tomadas
a lo largo de la curva de crecimiento (ODggo 0.3 - 2.0), se utiliz6 como sonda el trascrito de CsrB.
Los experimentos se repitieron tres veces, obteniéndose los mismos resultados. (B) Los cultivos
delace pa silvestre (cuadrados), d el as mutantes i sogénicas uvrY (circulos negros)y csrA
(diamantes), y d el am utante csr4 transformada c on e 1 pl amido pC srA (cuadrados ne gros),
conteniendo la fusion transcripcional csrB-lacZ, se diluyeron a una ODggo ~ 0.05 en medio LB y
se siguid el ensayo de actividad P-galactosidasa por 3 00 minutos. Notar que 1 os s imbolos de
circulos negros y di amantes s e s obrelapan. Se m uestra e 1 pr omedio de c uatro e xperimentos
independientes (las desviaciones estandar fueron menores al 5%).
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2. Hipotesis.

CsrA se requiere para la produccion del estimulo especifico de BarA y/o CsrA afecta la
expresion del sistema BarA-UvrY.

3. Objetivo general.

Determinar el efecto de CsrA sobre la produccion de acetato y/o sobre la expresion de los
componentes del sistema de sefializacion BarA/UvrY.

4. Objetivos particulares.

Determinar a través de analisis de Northern blot y ensayos de actividad -galactosidasa,
sila adicidén de acetato o formato restablece 1a ex presion de csrB en la mutante csrA,
cuando crece a pH 5.0.

Cuantificar la produccion de acetato extracelular en la cepa silvestre y en la mutante csrA4.

Comparar a través de analisis de Western blot la cantidad de las proteinas BarA y UvrY
expresadas en la cepa silvestre y en la mutante cs7A.

17



Capitulo 3. Metodologia

1. Condiciones de cultivo, cepas y plasmidos.

Todas 1 as c epas s e c ultivaron en medio L uria-Bertani (LB)a 37° C. L os medios s e
suplementaron con antibidticos, a las siguientes concentraciones: cloranfenicol (cam), 20
pg/ml; k anamicina (kan), 50 p g/ml; ampicilina (amp), 1 00 p g/ml; tetraciclina (tet), 1 5
ug/ml; estreptomicina (sm), 100 pg/ml; espectinomicina (sp), S0 pg/ml. La transduccion
con e | ba cteriofago P 1vir se 1levo a cab o, d e acu erdo al método de scrito por Miller
[1972]. Las listas de cepas, pl &smidos y ol igonucleotidos utilizados en e ste trabajo se
pueden c onsultar e n e 1 a péndice D. E 1s uperindice R ut ilizado a ¢ ontinuacién, ha ce
referencia a la resistencia de las cepas por diferentes antibioticos.

Las cepas IFC5010 (csrA::kan®, csrB-lacZ) € IFC5016 (uvrY::cam®, csrA::kan®,
csrB-lacZ), se construyeron a través de la transduccion con el bacteriofago Plvir del alelo
csrA::kan® de la cepa TR1-5, a las cepas KSB837 (csrB-lacZ) y UYKSB837 (uvrY::cat®,
csrB-lacZ), respectivamente. Por otro lado, la cepa IFC5015 (ackA::tet®::pta, csrA::kan®,
csrB-lacZ) se construyo a t ravés de la transduccion del alelo ackA::tet®::pta de la cepa
ECL5336,a lacepal FC5010. F inalmente, paral a c onstrucciéon de 1a c epa IFC5017
(barA::cam®, csrA::kan® |, csrB-lacZ), se amplifico a través de P CR un fragmento de
DNA, usando los oligonucleodtidos barAdel-Fw y barAdel-Rv, y el plasmido pKD3 como
templado, p arar eemplazaren lacep al FC5010,el g en bard porunc asetede
cloramfenicol [Datsenko y Wanner, 2000].

Para construir las fusiones lacZ- Amp® se generaron primeramente los plasmidos,
pAHI125-bla (amp®) y pINT-cat, de integracion (cam®). Para el primero, se amplifico a
través de PCR el producto bla, usando los oligonucleétidos Amp-Prom-Fw y Amp-Rv, y
el plasmido pUC18 como templado, y a continuacion se clono en el plasmido pAH125,
con los sitios de restriccion Narl - Notl. Por otro lado, para el plasmido de integracion, se
digiri6 a pKD3 con la enzima HindlIII, para obtener un p roducto correspondiente al gen
cat (el cual se tratd con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I), y a continuacion
se clond con los extremos romos de los sitios Xmnl - Bsal de pINT-ts. Una vez obtenidos
los plasmidos anteriores, se c onstruyeron los plasmidos: pAH-uvrY (fusion del operon
uvrY-lacZ) y pU V-uvrY22 (fusion traduccional uvrY-lacZ bajo el control del promotor
constitutivo lacUV5). Para pAH-uvrY, se obtuvo a través de PCR una regién de -409 a
+12 nucleotidos, relativos al inicio de 1a traduccion de uvrY (con los oligonucleotidos
uvrYP-fw-Pst y uvrYP-Rv-BamHI), y a continuacion se clon6 en el plasmido pAH125-
bla, conlos sitios de restriccion P stl - BamHI. Por otro 1ado, para pUV-uvrY22,se
amplifico a través de PCR una region de -47 a +66 nucleétidos, relativos al inicio de la
traduccion de uvrY (conl os oligonucledtidos uvr Y-lead-Fwy uvr Y-lead22-Rv), y
posteriormente se clon6 en el p lasmido pU V5, conlos sitios de restriccion E coRI -
BamHI. Ambas fusiones se i ntegraron al cr omosomade lascepas CF7789y TRI1-5
CF7789 [Haldimann y Wanner, 2001], para generar las cepas IFC5011 y IFC5014.
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Los plasmidos pM X539 y pM X541, se construyeron a partir de la amplificacion a
través de PCR, del promotor y gen de uvrY (con los oligonucleotidos uvrY-Prom549-Fw
y U vrY-Rv-HindlIIl), y su pos terior ¢ lonacion con I os si tios d e r estriccion S mal d el
plasmido pA CT13 y Ndel de 1 p lasmdo pB A29, r espectivamente. Por ot ro 1 ado, e 1
plasmido p MX540 qu e e xpresa al ge nm utante wvrY?**Q seg enerbat ravésd e
mutagénesis dirigida del plasmido pMX539, usando el kit QuickChange (Stratagene) y
los oligonucle6tidos mutagénicos uvrY-D54Q-Fw y uvrY-D54Q-Rv; el reemplazamiento
correcto de aminoécido se confirmo a través de secuenciacion del DNA. Para construir el
plasmido pM X544, se amplifico a través de PCR, el promotor y el gen de csr4 (con los
oligonucledtidos csrAl-Fw y csrA1-Rv) y a continuacion se clond con los sitios HindIII
y Pstl del plasmido pEXT21. Por otro lado, el plasmido pM X543, el cual expresa a uvrY,
bajo e 1 c ontrol de 1 pr omotor y 1 aregion | ider de barA, s e c onstruyd a partirde la
amplificacion a través de PCR, del promotor y el lider de barA4 (con los oligonucle6tidos
BarA-Forwdl y B arA-Forwd2) y su p osterior ¢ lonacién c on lo s s itios d e re striccion
EcoRly X bal de pE XT21, para generar e | pl &smido pMX542. P osteriormente, s €
amplificé a través de PCR, el gen de uvrY (con los oligonucledtidos uvrY y UvrY-Rv-
HindIIl), el cual se clonod con los sitios de restriccion Ndel - HindIIl de pM X542, para
generar a p MX543. F inalmente, pa ra c onstruir e | p lasmido pM X545, s e a mplificé a
través de PCR un fragmento de DNA conteniendo el gen csrB (con los oligonucleotidos
cstB-Fwy csrB-Rv) y s e introdujo a | ve ctor pG EMt-Easy t ravés de cl onacion T /A
(Promega).

2. Extraccion de RNA y Northern blot.

El RNA total se purifico a partir de muestras de 10 ml de cultivo tomadas a los tiempos
indicados en las figuras, utilizando el método de extraccion por fenol caliente [Georgellis
y col., 1992]. La pastilla o boton celular de cada muestra, se resuspendio por pipeteo con
200 p1 de una solucion de acetato de sodio 0.1 M, sacarosa0.3 M ,pH 4.5a 4°C, ya
continuacion se lis6 con otro volumen de una solucion de acetato de sodio 0.01 M, SDS
2%, pH 4.5. Posteriormente, 1 os tubos ¢ onteniendo | as muestras, s € i ncubaron p or un
minuto a 70°C y se adicion6 a cada uno 400 p1 de fenol 4cido caliente. Las muestras se
agitaron vigorosamente a través de vortex, se centrifugaron a méxima velocidad por 5
minutos, y se extrajo la fase acuosa. Este proceso se repitio tres veces mas, en donde la
ultima extraccion se r ealiz6 a través de la adicion de un volumen de fenol-cloroformo-
alcohol is oamilico. La fase acu osad e lau ltima ex traccion se p recipitdo con1/10de
volumen de una soluciéon 3 M de acetato de sodio y 2.5 volimenes de etanol. La pastilla
se disolvid en aproximadamente 100 pl de dH20 estéril. La presencia del RNA ribosomal
se verificd mediante la separacion electroforética de las muestras y su observacion en el
transiluminador c on luz U V. L a ¢ oncentraciéon y ¢ alidad de ] R NA se de termind por
espectrofotometria, realizando lecturas a 260 y 280 nm. La pureza del RNA se evalud
mediante el cociente entre la absorbancia a 260 nm y 280 nm.
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El anélisis de Northern blot se r ealizdo mediante la separacion el ectroforética de
muestras de 5 pg de RNA purificado en geles de a garosa-formaldehido al 1.2%,y s u
posterior t ransferenciaa membranas d e n itrocelulosa ( Amersham XL B iosciences),
usando SSC 20X (SSC 1X es una solucion de NaCl 0.15 M y citrato de sodio 0.015 M).
Las membranas se d ejaron secar al aire librey se f ijaron conluz U V ( Stratalinker,
Stratagene). Posteriormente se prehibridaron por 3 horas a 42°C en un amortiguador con
solucion Denhardt’s 5X, SSC 5X , SDS 0.2%, formamida 50%, fosfato de sodio pH 6.5
0.01 M y DNA de esperma de salmén 10 mg/ml. La sonda cs»B marcada radiactivamente
se desnaturalizé a 95°C por 5 minutos y se afiadié al amortiguador de prehibridacion. Las
membranas se incubaron toda la noche en agitacion rotacional a 42°C. La sonda de csrB
se obtuvo a travésdela di gestion del pl &smido pM X545 conla e nzima E coRI. E 1
fragmento se sep ard el ectroforéticamente y la b anda esp ecifica de purificé con el K it
Agarose Purification ( Qiagen). P ara e | m arcado r adiactivod e laso ndase usé [o-
32P]dCTP y el Kit Radprime (Invitrogen). Las membranas se lavaron dos veces con 50 ml
de SSC2X ySDS0.1%a 37°C y dos veces con SSC0.2Xy S DS 0.1% a 42°C. La
membrana se expuso en una pantalla para detectar radioactividad a través de su escaneo
con el equipo Typhoon (Amersham Biosciences).

3. Ensayo de actividad p-galactosidasa.

La actividad p-galactosidasa d e las cep as ¢ onteniendo las f usiones lacZ, se m idid
utilizando O NPG (o-nitrofenil-$-D-galactésido) y s e de termind mediante e I m étodo
descrito por Miller, 1972. Las células se crecieron en medio LB pH 7.0 o amortiguado a
pH 5.0, é ste ultimo se ajusto con 0.1 M de homopiperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic
acid) (HOMOPIPES). En determinados ensayos, se adicion6 acetato o formato 7 mM.

4. Analisis de Western blot.

Los cultivos se crecieron aerobicamente a 37°C y se tomaron muestras de 1 ml en la fase
exponencial media. Las pastillas celulares se resuspendieron en 100 p1 de amortiguador
de lisis (Tris-HC1 100 mM, SDS 4%, 20% Glicerol, 10% B-Mercaptoetanol, pH 6.8) y se
calentaron a 95°C por 5 m inutos, c onla finalidad de de snaturalizar al as p roteinas.
Alicuotas de 10 pl se resolvieron a través de SDS-PAGE (geles de poliacrilamida al 15%
para UvrY y 8% para BarA) y posteriormente las proteinas se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa Hybond-ECL (Amersham Biosciences). Las membranas se equilibraron
en amortiguador TTBS (Tris-HC1 25 mM, NaCl 150 m M y Tween 20 0.05% ) por 10
minutos y se incubaron 1 hora, a temperatura ambiente en solucion de bloqueo (leche 5%
en TTBS). Los anticuerpos policlonales contra UvrY y BarA (se obtuvieron a través de
inmunizacion s ubcutdnea de conejos con Hise-UvrY e Hise-BarA), se adicionaronal 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 detect6 a través del anticuerpo conjugado
anti-conejo I gG ¢ on peroxidasa y por e 1 sistemade de teccion E CL ( Amersham
Biosciences).
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Capitulo 4. Resultados y discusion

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

Considerando que un e fecto de CsrA, una proteina de uniéon a RNA en el control de la
cascada de fosforilacion del SDC BarA-UvrY, es poco probable, se hipotetizé que CsrA
podria requerirse tanto para la produccion del estimulo especifico de BarA -y por lo tanto
para la activacion de la casaca de sefializacion BarA-UvrY, como para la expresion de los
genes barA y/o uvrY. Para probar la primera posibilidad, aprovechamos la observacion de
que a unque ¢ uando 1 as ¢ élulas c recena pH 5.0,e1S DC B arA-UvrY e st in activo
[Mondragén et al . 200 6],1 a ad icién d e acet ato o f ormato al m edio, r esultaen 1a
activacion inmediata del sistema y por la tanto en la activacion de la transcripcion de csrB
[Chavez 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 formato, y a continuacion se
monitored la expresion de csrB a través de andlisis de Northern blot y del reportero con la
fusion transcripcional csrB-lacZ.

Como se esperaba, no se observo activacion de la transcripcion de csrB cuando las
cepas crecieron a pH 5.0 (Fig. 5SA, By C). Sin embargo, la adicién de acetato o formato
al medio de cultivo, resulté en la inmediata activacion de la transcripcion de cs#B en la
cepa silvestre, perono en la mutante csr4 (Fig. SA, B y C). Finalmente, 1a e xpresion
ectopica de CsrA, usando el plasmido pCsrA (pMX544), en la mutante csr4 restaurd la
transcripcion 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 estimulo especifico
de BarA, no es la causa de la falta de expresion de csrB en la mutante csr4. Consistente
con lo anterior, cuando se monitorearon los niveles extracelulares de acetato en la cepa
silvestrey enl am utante csr4,n ose en contraron d iferencias significativas en 1 as
cantidades de acetato a pH 7.0 y/ o 5.0 (Fig. 5C). Concluimos que el requerimiento de
CsrA en la cascada de sefalizacion del sistema BarA-UvrY, no i nvolucra la sintesis de
acetato, el cual actlia como el estimulo fisioldgico de BarA.
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Figura 5. CsrA no afecta la sintesis del estimulo de BarA. (A) La cepa silvestre (KSB837) y las
mutantes isogénicas csrA (IFC5010)y csrA transformada con el plasmido 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 1legaron a una ODgg 0.2 se tomo
el punto cero, y se agreg6 al medio 7 mM de acetato o formato, y después se tomaron muestras
cada 10 minutos. Se aisl6 RNA total a partir de estas muestras y se analiz6 la expresion de csrB a
través de Northern blot. El experimento se repitio tres veces, obteniéndose el mismo resultado.
(B) Los cultivos de la cepa silvestre, de las mutantes isogénicas csr4 y csrA4 transformada con el
plasmido pCsrA, conteniendo la fusion transcripcional csrB-lacZ se diluyeron a una ODggo ~ 0.05
en medio LB amortiguado a pH 5.0, como se describid en la Fig. 4B en la ausencia (cuadrados) o
presencia (circulos negros) de acetato y formato (diamantes), se siguid el ensayo de actividad f3-
galactosidasa por 300 minutos. Se muestra el promedio de cuatro experimentos independientes
(las desviaciones estandar fueron menores al 5%). (C) Concentracion de acetato extracelular. La
cepas ilvestrey las mutantes i sogénicas csr4 y csrA/pCsrA's e cr ecieronen m edio L B
amortiguado a pH 5.0 0 7.0. Se tomaron muestras d e cultivo tanto en la fase ex ponencial de
crecimiento (asignado con el ntimero 1), como en la fase e xponencial tardia (asignado con el
numero 2), y la concentracion de acetato extracelular se determino con el kit R-Biopharm A cetic
Acid (Boehringer Mannheim). Se muestra el promedio de tres experimentos independientes, con
las desviaciones estandar indicadas.
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2. CsrA se necesita para la correcta expresion de uvrY.

Posteriormente, probamos la posibilidad de que CsrA estuviera afectando la expresion de
los genes barA y/o uvrY. Comenzamos por comparar a través de analisis de Western blot
la cantidad de la proteinas BarA y UvrY expresadas en la cepa silvestre y en la mutante
csrA, ut ilizando a nticuerpos pol iclonales e specificos pa ra ¢ ada pr oteina. P orun1 ado
encontramos q ue a mbas cep as ex presan can tidades si milares d e B arA ( Fig. 6 A). Sin
embargo, encontramos que la cantidad de la proteina UvrY fue significativamente menor
en l a mutante csrA, respecto a la cepa silvestre ( Fig. 6 B). A demas, | a m utante csr4
complementada con el plasmido pCsrA de bajo nimero de copias (derivado del pEXT21)
que expresa a csrA, restaurd la cantidad de la proteina UvrY a niveles similares a los
observados en la cepa silvestre, indicando que CsrA afecta directa o indirectamente la
expresiond e uvrY. D ebidoa 1 efectode C srAs obrel ae xpresionde uvrY, nos
preguntamos si ésta afectaba la transcripcion, por ejemplo, modulando la expresion de un
regulador tr anscripcional, o la tra ducciond e wuvrY. P ara d eterminar lo a nterior, s e
realizaron ensayos de actividad B-galactosidasa conla cepa silvestre y con la mutante
csrA, conteniendo los reporteros cromosomales con la fusion transcripcional uvrY —lacZ
y con la fusién traduccional lacUV5-uvrY’—lacZ, enla cual se r eemplazé el p romotor
lacUV5 constitutivo, p or e 1 p romotor na tivod e uvrY. R especto al e fecto so brel a
transcripcion, se observo que la actividad B-galactosidasa en 1a cep a si Ivestre fue al
menos 2 veces mas alta que en la mutante csr4 (Fig. 6C), sugiriendo que CsrA afecta
indirectamente la transcripcion de uvrY. En el caso de la traduccion, se encontrd que la
actividad B-galactosidasa de la mutante csr4 fue aproximadamente el 50% respecto a la
cepa silvestre (Fig. 6D). Como se menciono6 anteriormente, CsrA regula la traduccion de
mensajeros b lanco, a través de su interaccion con la region 5 U TR. Sin e mbargo el
analisis in silico del trascrito de uvrY, no revelo ningln sitio aparente de unién a CsrA
(datos no mostrados). P orl o tanto, e stos resultados sugirieron que C srA a fecta
indirectamente | a ex presiond e wuvrY tantoa n ivel tr anscripcional, c omoa nivel
traduccional.
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Figura 6. CsrA se necesita para la correcta expresion de uvrY. (A) Los niveles de la proteina
BarA (PM 102.550 Da) en la cepa silvestre (KSB837) y en la mutante isogénica csr4 (IFC5010)
se determinaron a través de analisis de Western blot usando anticuerpos policlonales especificos.
(B) Losnivelesde laproteina UvrY (PM23.890 Da)enlacepasilvestre y en las mutantes
isogénicas c¢srA y csrA transformada c on e | pl asmido pM X544 ( indicado ¢ omo pC srA) s e
determinaron a través de analisis de Western blot usando anticuerpos policlonales especificos. La
proteina B arA’-Hiss (PM 81.550 Da) carece d e s us primeros 1 98 a minoacidos, mientras | a
proteina UvrY- Hise (PM 25.380) tiene residuos d e aminoacidos adicionales, por 1a cadena de
Histidinas. S e u tilizaron e xtractos p roteicos d el as mutantes barA (BAKSB837)y wuwrY
(UYKSBB837), en el primer carril de cada Western blot como controles negativos. (C-D) Efectos
de csrA4 sobre la transcripcion y la traduccion de uvrY. Se tomaron muestras de cultivo de la cepa
silvestre ( cuadrados n egros) y d el a mutante csrd (circulos ne gros) conteniendo 1 a fusion
traduccional PlacUV5-uvrY’-‘lacZ (C) o la fusion del operon (uvrY - ‘lacZ) a diferentes tiempos a
través de la curva de crecimiento y se ensayo su actividad B-galactosidasa. El ensayo de actividad
[-galactosidasa se presenta en funcion del crecimiento (ODgoo).
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3. La s obreexpresion de U vrY, pe ronol a simultanea c on B arA, restaural a
transcripcion de cstB en la mutante csrA.

De acuerdo con los datos anteriores, nos preguntamos si en la mutante csr4, la expresion
ectopica de uvrY y/o de barA a partir de los plasmidos pUvrY (pMX539, sobreexpresa a
wvrY)y pB arA (pBA29) ( derivados de 1 pB R322), r estauraban la e xpresion de csrB.
Encontramos de acuerdo a 1o esperado, que 1a expresion de uvrY, perono l ade barA,
puede r establecer 1a ex presion de cs¥B (Fig. 7 A, B). A demds, c abe mencionar que la
presencia d el pldsmido que s obreexpresaa wuvrY enlam utante csr4, resultaen |a
expresion de cantidades elevadas del SRNA CsrB, incluso desde 1a fase exponencial de
crecimiento (Fig. 7A), un efecto que atribuimos a la vasta sobreexpresion de UvrY (Fig.
7D). Por otro lado, observamos que la sobreexpresion de una proteina mutante UvrYP34Q
enla cual se sustituyo el residuo aspartato fosforilable, por un r esiduo de glutamina,
usando el plasmido pUvrYP**Q (pMX540), no fue capaz de restaurar la transcripcion de
csrB, indicando que para que UvrY pueda funcionar como factor transcripcional, € 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
encontr6 que, en contraste con el plasmido que sobreexpresa a UvrY, pUvrY (pMX539),
el plasmido pUvrY-BarA (pMX541), el cual sobreexpresa simultdneamente a BarA 'y a
UvrY, fue incapaz de restablecer la transcripcion de csrB, en la mutante csrA4 (Fig. 7A,
B). Para ase gurarnos que UvrY y B arA expresados a partir del plasmido pUvrY-BarA
(pMX541) fueran funcionales, examinamos la expresion del reportero csrB-lacZ a través
de ensayos de actividad [-galactosidasac onl as m utantesn ulas wuvrY y bard
transformadas con este pladsmido y encontramos que la expresion de csrB se restaurd en
ambas mutantes ( Fig. 7 C), indicando que el pl d4smido pU vrY-BarA ex presa p roteinas
funcionales. A demas, el an alisis de W estern b lot, u sando an ticuerpos p oliclonales
especificos para UvrY y para BarA, revelaron cantidades similares de UvrY expresados
en 1 os p lasmidos pU vrY, pU vrYP¥Q y pU vrY-BarA, y d e B arA ex presados en 1 os
plasmidos pB arA y pU vrY-BarA ( Fig. 7D ). P or 1 o t anto, pudi mos c oncluir que | a
expresion y la funcionalidad de BarA y U vrY expresados por el plasmido pUvrY-BarA
no eran la causa del resultado anterior.

Los resultados anteriores, en combinacion con el hecho que BarA, al igual que
otros sensores tripartitas, que son capaces de tener tanto actividad cinasa, como fosfatasa
sobre su regulador de respuesta cognado [ Dutta y col., 2000; Huynh y col., 2010] nos
hicieron pensar en la posibilidad de que BarA probablemente pe rmanecia activo en su
actividad f osfatasay noco mo ci nasaen 1 a mutante csr4. E nest e escen ario, | a
fosforilacion de U vrY e xpresada por el pl &smido pU vrY enla mutante csr4, podr ia
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 sobreexpresion de UvrY, podria permitir
la acumulacion de cantidades significativas de UvrY-P, culminando en la activacion de la
transcripcion de csrB. Por otro lado, cuando cantidades comparables de BarA y de UvrY
se expresan, por ejemplo, cuando se usa el plasmido pUvrY-BarA, la actividad fosfatasa
de BarA puede desfosforilar a UvrY-P dependiente de acetil-P, y por lo tanto cancelar la
regulacion transcripcional.
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Figura 7. El acetil-P, pero no BarA, es el responsable de la fosforilacion de UvrY en la
mutante cstA. Efectos de 1a ex presion ect opica de uvrY, uvrYP3Q bard,y uvrY barA,
sobre la expresion de cs7B en las mutantes isogénicas csrAd y csrA pta::ackA. (A) Cultivos
delacepa silvestre (KSB837)y lam utante i sogénica csr4A (IFC5010) e n pr esencia o
ausencia de 1os plasmidos pMX539 (expresaa uvrY e indicado como pUvrY), pMX540
(expresaa uvrYP3Q teniendo Q sustituido por el D conservado fosforilable, e indicado
como pUvrY uvrYP>*Q) pBA29 (expresa a barA, indicado por pBarA) o pM X541 (expresa
a uvrY ya bard,indicado c omo pUv rY-BarA),y 1atriple mutante i sogénica csrd
pta::ackA, conteniendo el plasmido pM X539 (pUvrY) se crecieron en medio LB. Se aislo
RNA total a partir de estas muestras tomado a 1o largo de la curva de crecimiento (ODego
de 0.3 a2.0) y se analizo a través de Northern blot la expresion de csrB. El experimento se
repitid t res v eces, o bteniéndose e 1 mismo r esultado. ( B) Cu ltivos de 1 a c epa s ilvestre
conteniendo la fusion transcripcional csrB-lacZ (panel 1, cuadrados negros), de la mutante
csrA (panel I, cuadrados), y de la ¢sr4 transformada con los plasmidos pMX539 (pUvrY)
(paneles I al 1V, circulos), pBA29 (pBarA) (panel I, diamantes), pMX540 (pUvrYP*Q)
(panel I, triangulos), pMX541 (pUvrY-BarA) (panel 111, triangulos), y la triple mutante
isogénica csrd p ta::ackA transformada c on e 1 pl &smido pM X539 ( pUvrY) ( panel I V,
triangulos) se diluyeron a una ODsg ~ 0.05 en medio LB y se sigui6 el ensayo de actividad
B-galactosidasa po r 300 m inutos. Se m uestrae | promedio de c uatro e xperimentos
independientes (las desviaciones estandar fueron menores al 5%).
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Figura 7 continuado. EI acetil-P, pero no BarA, es el responsable de la fosforilacion de UvrY
en la mutante cstA. Efectos de la expresion ectopica de uvrY, uvrYP¥Q, bard,y uvrY barA,
sobre la expresion de csrB en las mutantes isogénicas csrAd y csrA pta::ackA. (C) La expresion
ectopica de uvrY y barA a través de pMX541 (pUvrY-BarA) restaura la expresion de csrB en
las mutantes uvrY y barA. Cultivos de la cepa silvestre (KSB837) y la mutantes isogénicas
uvrY (UYKSB837)y barA (BAKSB837)c onl a f usion t ranscripcional csrB-lacZ y e n
presencia o ausencia del plasmido pUvrY-BarA (pMX541) se crecieron a una O. Dggo de ~2.0
en medio LB, y se llevd a cabo en ensayo de actividad B-galactosidasa. S e p resenta el

promedio de dos e xperimentos i ndependientes. (D) los niveles de la proteina UvrY ( panel
superior) y de BarA (panel inferior) en las cepas silvestre (KSB837), csr4 (IFC5010) y csrA
transformada con los siguientes plasmidos: pUvrY (pMX539), pUvrYP>Q (pMX540), pBarA
(pBA29), pUvrY-BarA (pMX541) y la triple mutante csrA pta::ackA (IFC5015) conteniendo
el plasmido pUvrY (pMX539) se determinaron por andlisis de Western blot. Las proteinas
purificadas Hi s6-tag B arA’y U vrYy losex tractos cel ularesd el as mutantes barA
(BAKSBS837) y uvrY (UYKSB837) se utilizaron en las primeras lineas de cada Western blot.

4. CsrA se requiere para la funcion de la actividad cinasa de BarA

Para probar la hipdtesis que en la mutante csr4, UvrY se fosforila a expensas del acetil-P
yno e st ransfosforilado por B arA, r ealizamos | o s iguiente. S e i nsertd la m utacion
pta::ackA enla mutante csrA, para bloquear 1a sintesis de acetil-P [ Wolfe, 2005],y s e
probo el efecto de la sobreexpresion de UvrY con el plasmido pUvrY, sobre la expresion
de csrB. Se encontrd que aunque se expresan cantidades similares de UvrY en la triple
mutante csrA pta::ackA/pUvrY y e n la mutante csrA/pUvrY (Fig. 7D), no s e activa la
transcripcion de csrB, a juzgar por el analisis de Northern blot y por el reportero con la
fusion transcripcional csrB-lacZ (Fig. 7A, B). Estos resultados fueron consistentes con la
idea de que en la mutante csrA4, UvrY se fosforila exclusivamente a expensas del acetil-P
y no a través de BarA.
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Posteriormente, exploramos la posibilidad de que BarA permanece inactivo como
cinasa, en la mutante csr4. Argumentamos que si la actividad de BarA no estaba afectada
por CsrA, una vez que enlamutante csr4 se restableciera l a cantidad d e 1 a p roteina
UvrY, tambiénset endria q ue restablecer lat ranscripciond e cs¥B. P orl ot anto,
construimos el plasmido pUvrYreaa (pMX543), de bajo nimero de copias (derivado el
pEXT21) que expresa a uvrY, en donde se reemplazé el promotor y el 5'-UTR nativo de
uvrY, por eldel gen bard, cuya ex presidon no esta afectada p or CsrA (Fig. 6 A). Este
plasmido se t ransform6 en una mutante uvrY y en una doble mutante csrd uvrY,y a
continuacion se ex amino la cantidad de la proteina UvrY mediante andlisis de W estern
blot (Fig. 8A). En acuerdo con lo esperado, se encontré que las mutantes transformadas
con e 1 pl &smido p UvrYrsar4, €x presan can tidades si milares al a cep a si lvestre del a
proteina UvrY (Fig. 8A). Sin embargo, este plasmido restaurd la expresion de csrB solo
en la mutante uvrY, no en la doble mutante csr4, uvrY (Fig. 8 B, C). Una explicacion
posible para esto es que CsrA se requiere también para la actividad cinasa de BarA.
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Figura 8. La expresion de uvrY independiente del control de CsrA, no es suficiente para la activacion
de la transcripcion de cstB en una mutante cstA. A. Anélisis de Western blot de extractos proteicos
de la cepa silvestre y las mutantes isogénicas uvrY, uvrY/ pUvrYppar4, (plasmido que expresa a uvrY,
bajo el pr omotor y laregion 5" UTR de barA), uvrY, c srA y uvrY, ¢ srA/pUvrYpperq, usando el
anticuerpo policlonal anti-UvrY. La proteina purificadas His6-tag UvrY se utilizé en la primera linea
del Western blot. B. Andlisis de Northern blot para determinar la expresion de cs#B en las mutantes
uvrY, uvrY/ pUVIYppara,, csrA 'y csrA/ pUvrYppara. Se aisld RNA total a partir de muestras tomadas a lo
largo de l1a curva de crecimiento (ODsggo 0.3 - 2.0). C. Ensayo de actividad pB-galactosidasa con las
mutantes ¢ on | a f usion t ranscripcional csrB-lacZ, uvrY (cuadrados bl ancos), uvrY/ pUvrYpser4
(cuadrados negros), csrA4 (circulos blancos) y csrA/ pUvrYppera (circulos negros). Los experimentos
se repitieron por triplicado, obteniéndose esencialmente los mismos resultados.

B-Galactosid

Tratando de ar gumentar estas conclusiones, pensamos que la ex presion ectopica
de UvrY, perono 1 a de la mutante UvrYP>*Q la cual es i ncapaz de fosforilarse, en una
mutante csrA4 podria restablecer la expresion de cs#B cuando las células crecenapH 5.0
en presencia de acetato, el cual resulta en la produccion de cantidades elevadas de acetil-
P [ Wanner y W ilmes-Riesenberg, 1 992]. Por otro lado, la adiciéon de formato, el cual
actia exclusivamente a t ravés de BarA, no tendria efecto. Consistente con esta idea, la
sobreexpresion de U vrY e nla triple m utante csr4 p ta::ackA,1acual esi ncapaz de
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convertir acetato a acetil-P, podria no restablecer la expresion de csrB cuando las células
crecen a pH 5.0 en presencia tanto de acetato, como formato. En efecto, la transcripcion
de csrB en la mutante csr4 a pH 5.0 se restaurd por la expresion ectopica de UvrY solo
en |l a p resencia de a cetato, p eron o de f ormato, m ientras que | a s obreexpresion de
UvrYP>*Q no t uvo e fecto ( Fig. 9 A, B ). Ademas,n oseo bservd activaciéon del a
transcripcion de csrB en la triple mutante csrA4 pta::ackA transformada con el plasmido
pUvrY ( pMX539), c uando | 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 csrA4, 1a fosforilacion de UvrY dependiente de acetil-P es | a responsable de 1a
activacion de la transcripcion de csrB.

Finalmente, r azonamos q ue s i C srA ser equiere p ara la ad ecuada actividad
fosfatasa y cinasa de B arA, la so breexpresion simultaneade UvrYy deBarAenla
mutante csrA utilizando el plasmido pU vrY-BarA (pMX541) no deberia restablecer 1a
expresion de csrB cuando las células crecen a pH 5.0 en presencia de acetato y formato.
El m ismo r esultado se esp eraria en la m utante csr4 transformada c on e I p lasmido
pUVrYresara, (pMX543) que expresa a UvrY a niveles similares a los de la cepa silvestre.
Estop orque B arA al est arp ermanentemente ac tivoco mo fosfatasa, es taria
desfosforilando a U vrY-P, de pendiente d e acetil-P y por lo tanto, anulando s u e fecto
regulatorio. En efecto, no se detectd activacion de la transcripcion de csrB en la mutante
csrA transformada con los plasmidos pUvrY-BarA y pUvrYresars (Fig. 9A, B). Por otro
lado, el restablecimiento de la expresion de la proteina UvrY a niveles similares a los de
la cepa silvestre, a través del plasmido pUvrYrsrar4 en la doble mutante csr4 barA, donde
no ocurre desfosforilacion de UvrY a través de BarA, deberia restaurar la expresion de
csrB en presencia de acetato, pero no de formato. Efectivamente, la transcripcion de csrB
en la doble mutante csrA barA/pUvrYreara €n 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 indican que en la mutante csr4, BarA no puede activarse como cinasa, p ero
funciona como fosfatasa atn en la presencia de su estimulo. Por lo tanto, parece que uno
0 mas genes cuya expresion esta 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) Anélisis de Northern blot para determinar la
expresion d e cs7B en las m utantes csvd, ¢ stA/pUvTY, csrA/pUvrYPHQ, csrA/pUvrY-BarA, csrA
pta::ackA/pUvrY, csrA/PUVIY ppara y csrA barA/ pUvrYppara. EIRNA se extrajo a partir de muestras
de cultivos de LB amortiguado con 0.1 M homopiperazine-N,N -bis(2-cethanesulfonic acid)
(HOMOPIPES) a pH 5.0, tomadas a 0.2 de O.Dgpo como el tiempo 0, después de agregar el estimulo
de 7 m M de formato y/o 7 m M de acetato, se tomaron alos 107, 20", 30"y 40". E1l experimento se
repitié por triplicado, obteniéndose los mismos resultados. (B) Ensayo de actividad B-galactosidasa
con | as m utantes co n 1 a f usion t ranscripcional csrB-lacZ, enl as m utantes csrA, ¢ srA/pUvrY,
csrAIpUVIYPQ csrd/pUvrY-BarA, csrd  pta::ackA/pUvrY, csrA/pUviYppwa y csrA b ard/
pUvrYppara en medio LB amortiguado con HOMOPIPES a pH 5.0 con 6 mM de acetato o 6 m M de
formato. (Cuadrados) sin tratamiento, (circulos) 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 punto crucial d el c ircuito re gulatorio BarA-UvrY-CsrA se en cuentra en el balance
entre la produccion de los SRNAs CsrB y CsrC y la proteina libre CsrA. Los mecanismos
que aseg uran est ¢ eq uilibrio se p ueden cl asificar en d os grupos p rincipales: los que
modulan la activacion y/o la fosforilacion de los SDC y los mecanismos que regulan la
expresion y/o estabilidad de los sSRNAs Csr. A continuacion se discutira lo que se sabe de
cada uno de éstos en £ .coli y en diferentes especies bacterianas y la aportacion en esta
area con los resultados de este trabajo.

a) Mecanismos que modulan la activacion/fosforilacion del SDC.

La fosforilacion del SDC estd condicionada por la presenciay la deteccion de 1a senal
especifica a través de la HC. Sibien el estimulo especifico no se h a determinado para
todas 1 as especies bacterianas, en el or ganismo modelo E.c oli, laHCBa rAs e
autofosforila en p resencia d e ace tato, formato y o tros 4c idos g rasos d e cad ena co rta
[Chavez y col., 2010], los cuales son metabolitos abundantes en el tracto gastrointestinal
de hospederos mamiferos [Lawhon y col., 2002]. Consistentemente, en P. fluorescens el
estatus d el ciclo de Krebs influye en la sefalizacion a través d e G acS (homologo d e
BarA) [Takeuchi y col., 2009]. Sin embargo, el estado de fosforilacion de estos sistemas
en Pseudomonas, depende también de las proteinas integrales de membrana RetS y LadS
que actiian como antagonista'y activador de GacS, respectivamente. Por un | ado, RetS
puede formar heterodimeros con GacS, previniendo su autofosforilacion y por lo tanto la
fosforilacion del RR GacA [ Goodman y c ol., 2009] y por otro, LadS seunca G acSy
estimula s u a ctividad a través de un mecanismo de sconocido [ Ventre y ¢ ol., 200 6;
Workentine y ¢ ol., 2009] . Aunque R etSy L adS p arecen ser p roteinas “acce sorias”
especie-especificas, en este t rabajo r eportamos q ue en E. ¢ oli la ac tividad ci nasa'y
fosfatasa de BarA depende indirectamente de CsrA [Camacho y col., 2015]. Debido a que
CsrA no afecta la produccion del estimulo de BarA, es posible que una o mas proteinas
membranales, cuya ex presion d ependa d e C srA modulen at ravés d e u n m ecanismo
similar al descrito en P. aeruginosa el estado de fosforilacion de BarA, en respuesta a
diferentes sefiales ambientales.

A través de una busqueda utilizando las cepas de la coleccion Keio de E.coli, se
identificaron mutantes que c omparten un f enotipo similar al de una mutante bar4, en
cuanto a la produccion de biopeliculas y la motilidad celular. Se analizo6 1a expresion de
csrB en estas mutantes a través de Northern blot y nos llamé la atencion la mutante AfIK,
la cual parece que expresa constitutivamente a cs#B (Figura 10). De manera interesante,
esta m utante c odifica una pr oteina c on un d ominio f'lotilina, que en eu cariontes so n
especificas para la formacion de balsas lipidicas [Tavernarakis y col., 1999], involucradas
en diferentes procesos de sefializaciéon como, transporte vesicular, establecimiento de la
polaridad celular, regulacion de canales i6nicos, etc., [Browman y col., 2007]. HfIK junto
con | as p roteinas m embranales H fIC, YbbK y YqiK codifican e ste tipo de pr oteinas.
Actualmente en el laboratorio trabajamos en investigar en efecto de estas proteinas sobre
la activacion d el sistema B arA/UvrY y otros SDC. En procariontes, el papel de estas
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proteinas permanece i ncierto, au nque se sab e q ue so n i mportantes p arar egularl a
produccion de biopeliculas, a través de la colocalizacion del producto del gen yuaG (39%
de i dentidad ¢ on F lotilina) ¢ on KinC, 1 ac inasa s ensora que r egulae star uta de
sefializacion [Lopez y K olter, 2010]. Respecto al sistema BarA/UvrY, se ha encontrado
que al mutar estos genes la expresion de csrB se altera drasticamente (Figura 10). En el
caso de las mutantes 4fIC y hfIK la expresion p arece estar constitutivamente inducida,
mientras que en las mutantes ybbk y yqik, no parece haber expresion de csrB.

/‘ OD

wt

yqiK

hiC

ybbK

WK

Figura 10. E fecto d e mutantes r elacionadas c on balsas lipidicas s obre la e xpresion de cstB. (A)
Analisis de Northern blot para determinar la expresion de csrB en las mutantes yqiK, hfIC, ybbK y
hfIK. E1RN A s e e xtrajo a partir de m uestras d e c ultivos de LB. El e xperimento s e r epitid por
triplicado, obteniéndose los mismos resultados. *YqiK se ha analizado por Lopez y Kolter (2010), en
donde se confirm¢ su participacion en la formacion de balsas.

b) Mecanismos que regulan la expresion y estabilidad SRNAs Csr/Rsm.

UvrY fosforilado es el tnico responsable de 1a activacion de la expresion de CsrBy
CsrC. Sin e mbargo, observaciones tempranas ev idenciaron que en la mutante csr4, la
expresion de estos esta drasticamente 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 sugirid
que este efecto era via UvrY. Se han encontrado hasta el momento dos pr oteinas que
modulan positivamente 1a expresion de uvrY en E. coli. El factor transcripcional S diA
(suppressor of division inhibition) [Suzuki y c ol., 2002; Weiy c ol., 2001b], el cual es
homologo de LuxR de Vibrio ssp., el regulador del quorum-sensing [Waters y Bassler,
2005], y la RNA helicasa DeaD [ Vakulskas y col., 2014], asociada con actividades para
la maduracion del R NA ribosomal a bajas temperaturas [losty c ol., 2013], que afecta
positivamente | a t raduccion U vrY. S in e mbargo, e | pa pel de e stas d os pr oteinas, no
explica el efecto de una mutante csr4, en donde la expresion de csrB estd drasticamente
disminuida.
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Por un lado, parece que SdiA afecta indirectamente la transcripcion de uvrY en un
mecanismo independiente de CsrA, ya que su traduccion esta reprimida directamente por
CsrA [Yakhnin y col., 2011]. Y por otro, SdiA tiene efectos pleiotrdpicos sobre multiples
aspectos fisiologicos de E. coli (seccion 2.3.2). Por lo tanto pareciera que el efecto de
CsrA sobre la traduccion de SdiA esté principalmente dirigido a regular otros fenotipos,
mas que al control de 1a expresion de uvrY. Respecto al efecto de DeaD, aunque se ha
observado que pue de m odular positivamente lat raduccion de U vrY, este efectoe s
independiente de CsrA [Vakulskas y col., 2014].

Cabe mencionar que ninguna d e 1 as p roteinas an teriores af ectan el estadode
fosforilacion de U vrY, e lc uale s de terminante pa ras ua ctivacion c omo f actor
transcripcional. Con los resultados de este trabajo reportamos que el efecto de CsrA sobre
la expresion de csrB, se debe a que CsrA modula indirectamente tanto la transcripcion
como la traduccion de UvrY, pero ademds también regula i ndirectamente 1 a ac tividad
cinasay fosfatasade BarA [Camacho y col, 2015]. Estamos bus cando a través de
librerias gendmicas el o 1os posibles reguladores transcripcionales y traduccionales que
regulen a t ravés de CsrA la ex presion de U vrY. Sin e mbargo, e s importante t ener en
mente que en la mutante csr4 aun se sigue sintetizando a la proteina UvrY, por lo tanto es
posible que ademads de la via CsrA, hay otros factores que determinan su expresion.
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Capitulo 5. Conclusiones

Debido a la observacion de que en una mutante csr4, no se activa la transcripcion

de

csrB, este proyecto estuvo enfocado en estudiar el efecto del regulador global CsrA, sobre

la e xpresiony la a ctividad d el S DC B arA-UvrY. L os r esultados p resentados aq

ui,

demuestran que la proteina CsrA se requiere para la correcta expresion del RR UvrY, y
ademas para el adecuado funcionamiento de la HC bifuncional BarA. Respecto al efecto

sobre la ex presion d e UvrY, se e ncontr6 q ue af ecta tanto l a transcripcion, como

la

traduccion. Respecto a la funcion de B arA, se m ostro q ue af ecta es pecificamente | a
modulacion entre su actividad cinasay fosfatasa. E ste resultado es i nteresante ya que
indica que en adicion del estimulo de BarA, se necesita ademas, de una o mas proteina(s)

regulada(s) por CsrA, para la correcta actividad de BarA (Figura 11).
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Figura 11. Modelo para el circuito regulatorio BarA-UvrY-CsrA. Bajo condiciones estimulatorias, el
acetato y formato act lan ¢ omo 1 as s efiales es pecificas p ara act ivar a B arA (1), pe rmitiendo s u
autofosforilacion a expensas de ATP (2) y la transfosforilacion de UvrY (3). UvrY también puede
autofosforilarse a expensas del acetil-P (5), el cual se produce a partir de acetato (4). UvrY fosforilado
(UvrY-P) activa la expresion de 1os RNAs pequefios no-codificantes CsrB y CsrC (6), los cuales se
unen y secuestran a la proteina CsrA (7) y por lo tanto antagonizan con sus efectos regulatorios sobre
mRNAs blancos. Por otro lado, 1a proteina libre CsrA regula la expresion del factor Y (8), el cual se
requiere para el apropiado funcionamiento entre la actividad cinasa y fosfatasa de BarA (9). Al mismo
tiempo, CstA afecta p ositivamente l a e xpresion de uvrY (11) at ravés del control de la ex presion
del(os) regulador(es) (X) (10). Finalmente, bajo condiciones de crecimiento no estimulatorias, o en
una mutante csr4, B arA actta como fosfatasa de UvrY-P (12), dando lugar al silenciamiento d el
sistema. Las reacciones bajo condiciones estimulatorias y no estimulatorias estan indicadas con lineas
solidas y punteadas, respectivamente. Las lineas dobles indican efectos sobre la expresion genética.
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Capitulo 6. Perspectivas

Buscar a través de librerias gendmicas, factores que afecten la expresion de uvrY
y la actividad de BarA.

Determinar si en las mutantes hlfC, hfIK, ybbK y yqiK el efecto sobre la expresion
de csrB se debe a que el SDC BarA/UvrY esta desregulado:

Confirmar a través de analisis de Western blot que estas mutantes NO afectan la
sintesis de la proteina UvrY.

Enl as m utantes que sobreexpresan a csrB (AfIK) anulara lasen zimas
responsables d e 1 a produccion d e acetil-P ( Pta, AckA) y determinar si en esta
triple mutante se contintia sobreexpresando a csrB.

En todas las m utantes, p eroco np articular én fasis enl asq ue af ectan
negativamente la expresion de csrB (ybbk, yqiK) determinar a través de analisis de
Western blot si la expresion de CsrA (la cual afecta la expresion de csrB) NO esta
afectada.

Determinar a través de analisis de Northern blot utilizando rim fampicina, silas
proteinas HIfC, HfIK, YbbK y YqiK NO afectan la vida media y/o estabilidad de
CsrB y CsrC, debido a que pudieran interactuar con la proteina membranal CsrD.

Tratar de determinar si las proteinas HIfC, HfIK, YbbK y YqiK interaccionan con
BarA, por ejemplo a través de analisis de colocalizacion mediante microscopia.

Para determinar si ademas el efecto de las mutantes AlfC, hfIK, ybbK y yqiK, sobre
la expresion de csrB se debe a q ue estan reguladas directa o indirectamente de
CsrA se propone lo siguiente:

Determinar si en la mutante csr4 la sintesis de proteinas H fIC, HfIK, YbbK y
YqiK se en cuentra af ectada, por ejemplo at ravés d e an alisis d e W estern b lot
utilizando e xtractos proteicos de és ta mutante co n ep itopes d e las p roteinas
marcadas con anti-His o anti-HA.

Determinar a través de analisis de interaccion proteina-RNA (EMSA) si CsrA se

une a l os transcritos hlfC, hflK, ybbK y yqiK. En este contexto es i mportante no
olvidar incluir el control positivo del transcrito de csrB.

35



Capitulo 7. Referencias

Abo-Amer AE, Munn J, Jackson K, Aktas M, Golby P, Kelly DJ, Andrews SC (2004)
DNA i nteraction a nd p hosphotransfer of t he C 4-dicarboxylate-responsive D cuS-DcuR
two-component regulatory system from Escherichia coli. J Bacteriol 186: 1879-1889.

AibaH,Mizuno T y Mizushima S ( 1989) T ransfer pho sphoryl gr oups be tween t wo
regulatory proteins involved in osomoregulatory expression of the ompF and ompC gene
in Eshirichia coli. J Biol Chem 264:8563-8567.

AlexL Ay S imon M I ( 1994) P rotein hi stidine ki nases and s ignal transductioni n
prokaryotes and eukaryotes. Trends Genet 10:133-138.

Alex LA, Borkovich KA y Simon MI (1996) Hyphal development in Neurospora crassa:
Involvement of a t wo-component hi stidine k inase. Proc Natl A cad Sci USA 93:3416-
3421.

Alex L A, Korch C, S elitrennikoff C P, S imon M I (1998) C OS1, a t wo-component
histidine kinase that is involved in hyphal de velopment in t he opp ortunistic pa thogen
Candida albicans. Proc Natl Acad Sci USA 95:7069-7073.

Alm E, Huang K y Arkin A (2006) The evolution of two-component systems in bacteria
reveals different strategies for niche adaptation. PLoS Comp Biol 2:e143.

Altier C, Suyemoto M y Lawhon SD (2000) Regulation of Salmonella enterica serovar
Typhimurium invasioén genes by csrA4. Infect Immun 68:6790-6797.

Ansaldi M , J ourlin-Castelli C , L epelletier M , T héraulaz L, M ¢éjan V (2 001) Rapid
dephosphorylation of the T orR response r egulatory by the T orS unor thodox s ensor in
Escherichia coli. J Bacteriol 183:2691-2695.

Ashby M K (2006) D istribution, s tructure a nd di versity o f *“ bacterial” ge nes e ncoding
two-component proteins in the Euryarchaeota. Archaea 2:11-30.

Babitzke P y R omeo T ( 2007) C srB s RNA f amily: s equestration o f R NA-binding
regulatory proteins. Curr Opin Microbiol 10:156-163.

Babitzke P, Baker CS y Romeo T (2009) R egulation of translation initiation by R NA
binding proteins. Annu Rev Microbiol 64:27-44.

Baker CS, Eory LA, Yakhnin H, Mercante J, Romeo T, Babitzke P (2007) CsrA inhibts
translation initiation of Escherichia coli hfg by binding to a single site overlapping the
Shine-Dalgarbo sequence. J Bacteriol 189:5472-5481.

36



Baker CS, Morozov I, Suzuki K, Romeo T, Babitzke P (2002) CsrA regulates glycogen
biosynthesis by pr eventing translation of glgC in Escherichia co li. Mol Mic robiol
44:1599-1610.

Batchelor E, Walthers D, Kenny LJ, Goulian M (2005) The Escherichia coli CpxA-CpxR
envelope stress response system regulates expression of the porins OmpF and OmpC. J
Bacteriol 187:5723-5731.

Beier D y Gross R. 2006. R egulation of bacterial virulence by t wo-component systems.
Curr Opin Microbiol 9: 143-52.

Bhatt S, Edwards AN, Nguyen HT, Merlin D, Romeo T, Kalman D (2009) The RNA
binding pr otein CsrA is a p leiotropic r egulator o f t he 1 ocus o f en torocyte ef facement
pathogenicity island of enteropathogenic Escherichia coli. Infect Immun 77:3552-3568.

Bilwes AM, Alex LA, Crane BRy S imon MI ( 1999) Structure of C heA, a s ignal-
transducing histine kinase. Cel// 96:131-141.

Bordi C, Lamy M C, Ventre I, T ermine E, Hachani A, Fillet S, R oche B, Bleves S,
Mejean V , L azdunski A , F illoux A ( 2010) R egulatory R NAs a nd t he H ptB/RetS

signalling p athways f ine-tune Pseudomonas ae ruginosa pathogenesis. Mol Microbiol
76:1427-1443.

Brenic A y L oroy S (2009) D etermination of the r egulon a nd i dentification of nove |
mRNA targets of Pseudomonas aeruginosa RsmA. Mol Microbiol 72:612-632.

Browman DT, Hoegg MB, Robbins SM (2007) The SPFH d omain-containing proteins:
more than lipid raft markers. Trends Cell Biol 17:394—-402.

Brown JL, North S y Bussey H (1993) SKN7, a yeast multicopy suppressor of a mutation
affecting cell wall beta-glucan assembly, encodes a product with domains homologous to

prokaryotic two-component regulators and to heat shock transcription factors. J Bacteriol
175:6908-6915.

Cai SJ e Inouye M (2002) EnvZ-OmpR interaction and os moregulation in Escherichia
coli. J Biol Chem 277:24155-24161.

Campbell TL, Ederer CS, Allali-Hassani A, Brown ED (2007) Isolation of the rst4 gene
as a m ulticopy s uppressor of Y jeE, an e ssential A TPase of unkno wn f unction i n
Escherichia coli. J Bacteriol 189:3318-332.

Capra EJy Laub MT (2012) Evolution of two-component signal transduction systems.
Annu Rev Microbiol 66:325-347.

Cariss SJL, Tayler A Ey A vison M B ( 2008) D efining the g rowth c onditions a nd
promoter-proximal DNA sequences required for activation of gene expression by CreBC
in Escherichia coli. J Bacteriol 190:3930-3939.

37


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beier%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16481212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gross%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16481212

Casino P, Rubio V y M arina A (2009) S tructural i nsight i nto p arther s pecificity and
phosphoryl transfer in two-component signal transduction. Cell 139:325-336.

Chatterjee A, Cui Y, Liu'Y, Dumenyo CK, Chatterjee AK (1995) Inactivation of rsmA
leads to overproduction of extracellular pectinases, cellulases, and proteases in Erwinia
carotovora subsp. carotovora in the absence of the starvation/cell density-sensing signal,
N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserine lactone. Appl Environ Microbiol 61:1959-1967.

Chavez RG, Alvarez AF, Romeo T, Georgellis D (2010) The physiological stimulus for
the BarA sensor kinase. J Bacteriol 192:2009-2012.

Cheung J y H endrickson W A ( 2008) C rystal s tructures of C 4- dicarboxylate 1 igand
complexes w ith s ensor dom ains of hi stidine kinases D cuS a nd D ctB. J Biol C hem
283:30256-30265.

Cheung J, Bingman CA, Reyngold M, Hendrickson WA, Waldburger CD (2008) Crystal
structure of a functional di mer of the P hoQ s ensor dom ain. J Biol C hem 283:13762-
13770.

Clarke M B, Hughes DT, Zhu C, Boedeker EC, Sperandio V (2006) The Q seC s ensor
kinase: A bacterial adrenergic receptor. Proc Natl Acad Sci USA 103:10420—10425.

Cohen P (2002) The origins of protein phosphorylation. Nature Cell Biol 4:E127-E130.

Cui Y, C hatterjee A y C hatterjee A K (2 001) E ffects o f th e tw o-component s ystem
comprising GacA and GacS of Erwinia carotovora subs. carotovora on the production of
global regulatory RsmB RNA, extracellular enzymes, and harpin ecc. Mol Plant Microbe
Interact 14:516-526.

Datsenko K A y W anner B L ( 2000) O ne-step inactivation of ¢ hromosomal ge nes i n
Escherichia coli K-12 using PCR products. Proc Natl Acad Sci USA 97:6640—6645.

Davalos-Garcia M, Conter A, Toesca I, Gutierrez C, Cam K (2001) Regulation of osmC
gene expression by the two-component system rscB-rcsC in Escherichia coli. J Bacteriol
183: 5870-5876.

Dillon SC y Dorman CJ (2010) Bacterial nucleoid-associated proteins, nucleoid structure
and gene expression. Nature Reviews Microbiology 8:185-195.

Dong T y Shellhorn HE (2009) Control of RpoS in global gene expression of Escherichia
coli in minimal media. Mol Gent Genomics 281:19-33.

Dubey AK, Baker C S, R omeo T, B abitzke P ( 2005) R NA s equence a nd s econdary
structure participate in high-affinity CsrA-RNA interaction. Rna 11:1579-1587.

Dubey AK, Baker CS, Suzuki K, Jones AD, Pandit P, Romeo T, Babitzke P (2003) CsrA
regulates translation of the Escherichia coli carbon starvation gene, cstA4, by bl ocking
ribosome acces to the cstA4 transcript. J Bacteriol 185:4450-4460.

38



Dutta R, Qin L y Inouye M (1999) Histidine kinases: diversity of domain or ganization.
Mol Microbiol 34:633-640.

Dutta R, Yoshida T e Inouye M (2000) The critical role of the conserved Thr247 residue
in the functioning of the osmosensor EnvZ, a histidine kinase/phosphatase in Escherichia
coli. J Biol Chem 275:38645-38653.

Dykxhoorn DM, St Pierre R, Linn T (1996) A set of compatible fac promoter expression
vectors. Gene 177:133-136.

Dyszel JL, Soares JA, Swearingen MC, Lindsay A, Smith JN, Ahmer BMM (2010) E.
coli K-12 and EHEC genes regulated by SdiA. PLoS ONE 5:¢8946.

Edwards AN, Patterson-Fortin LM, Vakulskas CA, Mercante JW, Potrykus K, Vinella D,
Camacho M1, Fields JA, Thompson SA, Georgellis D, Cashel M, Babitzke P, Romeo T

(2011) Circuitry linking the Csr and stringent response global regulatory s ystems. Mol
Microbiol 80:1561-1580.

Eguchi Y, Oshima T, Mori H, Aono R, Y amamoto K, I shihama A, Utsumi R (2003)
Transcription regulation of the drug efflux genes by EvgAS, a two-component system in
Escherichia coli. Microbiology 149:2819-2828.

Eisenbach M (1996) Control of bacterial chemotaxis. Mol Microbiol 20: 903-910.

Feng J, A tkinson MR, McCleary W, Stock JB, Wanner BL, Ninfa AJ (1992) Role of
phosphorylated m etabolic intermediates i n the r egulation of gl utamine s ynthetase
synthesis in Escherichia coli. J Bacteriol 174:6061-6070.

Fisher SL, Jiang W, W anner B L, W alsh C T ( 1995) C ross-talk b etween t he hi stidine
protein kinase VanS and the response regulator PhoB. Characterization and identification
of a VanS domain that inhibits activation of PhoB. J Biol Chem 270:23143-23149.

Forst SA y R oberts DL (1994) Signal transduction by the EnvZ-OmpR phosphotransfer
system in bacteria. Res Microbiol 145: 363-373.

Fortune DR, Suyemoto M y A Itier C (2006) Identification of CsrC and characterization
of its role in epithelial cell invasion in Salmonella enterica serovar Typhimurium. Infect
Immun 74:331-339.

Galperin MY (2005) A census of membrane-bound and intracellular signal transduction
proteins in bacteria: Bacterial IO, extroverts and introverts. BMC Microbiol 5:35.

Galperin MY (2006) Structural classification of bacterial response regulators: diversity of
output domains and domain cambinations. J Bacteriol 188:4169-4182.

Galperin MY (2010) D iversity of s tructure a nd function of r esponse r egulator out put
domains. Curr Opin Microbiol 13: 150-159.

39



Georgellis D, Arvidson S, von Gabain A (1992) Decay of ompA mRNA and processing
of 9S RNA are immediately affected by shifts in growth rate, but in opposite manners. J
Bacteriol 174:5382-5390.

Georgellis D, Kwon O y Lin ECC (1999) Amplification of signaling activity of the Arc
two-component s ystem of Escherichia coli by anaerobic metabolites: an in vitro study
with different protein modules. J Biol Chem 274: 35950-35954.

Georgellis D, Kwon O, De Wulf P,Lin E C(1998) S ignal de cay t hrough a r everse
phosphorelay i nt he A rc t wo-component signal t ransduction system. J B iol C hem
273:32864-32869.

Georgellis D, Kwon O, Lin ECC (2001) Quinones as the redox signal for the Arc two-
component system of bacteria. Science 292:2314-2316.

Georgellis D, Lynch SA y Lin ECC (1997) In vitro phosphorylation study of the Arc two-
component signal transduction system of Escherichia coli. J Bacteriol 179: 5429-5435.

Goodman AL, Kulasekara B, Rietsch A, Boyd D, Smith RS, Lory S (2004) A signaling
network r eciprocally regulates ge nes a ssociated w ith a cute i nfection a nd ¢ hronic
persistence in Pseudomonas aeruginosa. Dev Cell 7:745-754.

Goodman AL, Merighi M, Hyodo M, Ventre I, Filloux A, Lory S (2009) Direct
interaction between sensor kinase proteins mediates acute and chronic disease phenotypes
in a bacterial pathogen. Genes Dev 23:249-259

Groisman E A (2001) T he p leiotropic tw o-component r egulatory s ystem P hoP-PhoQ. J
Bacteriol 183:1835-1842.

Gudapaty S, Suzuki K, Wang X, Bibitzke P, Romeo T (2001) Regulatory interactions of
Csr ¢ omponents: t he RNA bi nding pr otein C srA a ctivates csrB transcriptioni n
Escherichia coli. J Bacteriol 183:6017-1027.

Gutierrez P, L1 Y, O sborne MJ, P omerantseva E, Liu Q, G ehring K (2005) S olution
structure of the carbon storage regulator protein CsrA from Escherichia coli. J Bacteriol
187:3496-3501.

Hagiwara D, Yamashino T y Mizuno T (2004) A genome-wide view of the Escherichia
coli BasS-BasR two-component system implicated in iron-responses. Biosci Biotechnol
Biochem 68:1758-1767.

Haldimann Ay Wanner B L (2001) C onditional-replication, i ntegration, e xcision, a nd
retrieval plasmid-host systems for gene structure-function studies of bacteria. J Bacteriol
183:6384-6393.

Hammer BK, Tateda ES y Swanson MS (2002) A two-component regulator induces the
transmission phe notype of s tationary-phase Legionella pn eumophila. Mol M icrobiol
44:107-118.

40



Hermann R y K irsten J (2010) T he c omplexity of t he si mple t wo-component s ystem
KdpD/KdpE in Escherichia coli. FEMS Microbiol Lett 304:97-106.

Hess JF, Oosawa K, Kaplan N y Simon M1 (1988) Phosphorylation of three proteins in
the signaling pathway of bacterial chemotaxis. Cell 53:79-87.

HsuJL,ChenH C, PengH L, C hang H Y ( 2008) C haracterization of t he hi stidine-
containing phos photransfer pr otein B -mediated multistep phos phorelay s ystemi n
Pseudomonas aeruginosa PAO1. J Biol Chem 283:9933-9944,

HuaJ, Chang C, Sun Q y M eyerowitz EM (1995) E thylene insensitivity c onferred by
Arabidopsis ERS gene. Science 269:1712-1714.

Huynh T N, N oriegaC Ey Stewart V ( 2010) C onserved m echanism fors ensor
phosphatase ¢ ontrol of t wo-component s ignaling r evealed in t he ni trate s ensor N arX.
Proc Natl Acad Sci USA 107:21140-21145.

lIost I, Bizebard T, D reyfus M (2013) F unctions of D EAD-box p roteins in b acteria:
current knowledge and pending questions. Biochim Biophys Acta 1829:866-977.

Jiang P, Atkinson MR, Srisawat C, Sun Q, Ninfa AJ (2000) Functional dissection of the
dimerization and enzymatic activities of Escherichia coli nitrogen regulator I1 and their
regulation by the PII protein. Biochemistry 39:13433-13449.

Jonas K, Edwards AN, Ahmad I, Romeo T, Romling U, M elefors O (2010) C omplex
regulatory network encompassing the Csr, c-di-GMP and motility systems of Salmonella
typhimurium. Environ Microbiol 12:254-540.

Jonas K, Edwards AN, Simm R, Romeo T, Romling U y Melefors O (2008) The RNA
binding p rotein C srA c ontrols ¢ yclic di -GMP metabolism b y d irectly re gulating the
expression of GGDEF proteins. Mol Microbiol 70:236-257.

Jonas K, Tomenius H, R omling U, G eorgellis D, M elefors O (2006) Identification of
YhdA as a regulator of the Escherichia coli carbon storage r egulation s ystem. F EMS
Microbiol Lett 264:232-237.

Jorgensen MG, M aureen K T, Havelund J, V alentin-Hansen P, S tortz G (2013) Dual
function of t he M caS s mall RNA i n ¢ ontrolling b iofilm formation. Genes & D ev
27:1132-1145.

Kaspar S, Perozzo R, Reinelt S, Meyer M, Pfister K, Scapozza L, Bott M (1999) The
periplasmic domain of the histidine autokinase CitA functions as a highly specific citrate
receptor. Mol Microbiol 33:858-872.

Kay E ,D ubuis C y Haas D ( 2005) T hree s mall R NAs j ointly ensure secondary
metabolism and biocontrol in Pseudomonas fluorescens CHAOQ. Proc Natl Acad Sci USA
102:17136-17141.

41



Kay E, Humair B, Dénervaud V, Riedel K, Spahr S, Eberl, Valverde C, Hass D (2006)
Two Ga cA-dependents mall R NAs modulate the q uorum-sensing r esponsei n
Pseudomonas aeruginosa. J Bacteriol 188:6026-6033.

Kong W, Chen L, Zhao J, Shen T, Surette MG, Shen L, Duan K (2013) Hybrid sensor
kinase P A1611 i n Pseudomonas ae ruginosa regulates t ransitions b etween acu te an d
chronic infection through direct interaction with RetS. Mol Microbiol 88:784 —797.

Kulkarni PR, Cui X, Williams JW, Stevens AM, Kulkarni RV (2006) Prediction of CsrA-
regulating small RNAs in bacteria and their experimental verification in Vibrio fischeri.
Nucleic Acids Res 34:3361-3369.

Kulkarni PR, Jia T, Kuehne SA, Kerkering TM, Morris ER, Searle MS, Heeb S, Rao J,
Kulkarni RV (2014) A sequence-based approach for prediction of CsrA/RsmA targets in
bacteria with experimental validation in Pseudomonas aeruginosa. Nucleic Acids Res 42:
6811-6825.

Kuriyan J y E isenberg D (2007) The or igin of pr otein i nteractions a nd a llostery i n
colocalization. Nature 450:983-990.

Kwon O, Georgellis D y Lin EC (2000) Phosphorelay as the sole physiological route of
signal transmission by t he Arc two-component system of Escherichia coli. J B acteriol
182:3858-3862.

Kyriakidis DA, Theodorou MC, Filippou PS, Kyriakidis KD, Tiligada E (2008) Effect of
histamine o n t he s ignal t ransduction of t he AtoS-AtoC t wo ¢ omponent s ystem a nd
involvement in poly-(R)-3-hydroxybutyrate biosynthesis in Escherichia coli. Amino acids
35:45-52.

Lapouge K, S chubert M, A llain FH-T, H aas D ( 2008) G ac/Rsm si gnal t ransduction
pathway of y-protobacteria: from RNA recognition to regulation of social behavior. Mol
Microbiol 67:241-253.

Laskowski MA y Kazmierczak BI (2006) Mutational analysis of RetS, an unusual sensor
kinase-response regulator hybrid required for Pseudomonas aeruginosa virulence. Infect
Immun 74:4462-4473.

Lawhon SD, Maurer R, Suyemoto M, Altier C (2002) Intestinal short-chain fatty acids
alter Salmonella t yphimurium invasion ge ne ¢ xpressiona nd vi rulencet hrough
BarA/SirA. Mol Microbiol 46:1451-1464.

Leblanc SKD, O ates C Wy Raivio T L (2011) C haracterization of t he i nduction and
cellular role of the BaeSR two-component envelope stress response of Escherichia coli. J
Bacteriol 193:3367-3375.

Lee B, S chramm A , Jag adeesan Sy Higgs PI(2010) T wo-component sy stems and
regulation of developmental progressionin Myxococcus x anthus. Methods E nzymol
471:253-278.

42



Lee J, Jayaraman A y Wood TK (2007) Indole is an inter-species biofilm signal mediated
by SdiA. BMC Microbiol 7:42.

Lenz DH, Miller MB, Zhu J, Kularni RV, Bassler BL (2005) CsrA and three redundant
small RNAs regulate quorum sensing in Vibrio cholerae. Mol Microbiol 58:1186-1202.

Leonhartsberger S, Huber A , L ottspeich F, B 6ck A (2001) T he hydH/G genes from
Escherichia coli code for a zinc lead responsive two-component regulatory system. J Mol
Biol 307:93-105.

Liu M, Gui G, Wei B, Preston JF 3™, Oakford L, Yiiksel U, Giedroc DP, Romeo T (1997)
The RNA molecule CsrB binds to the global regulatory protein CsrA and antagonizes its
activity in Escherichia coli. J Biol Chem 272:17502-17510.

Liu X , P efa-Sandoval GR, Wanner B L, J ung WS, G eorgellis D , K won O ( 2009)
Evidence against the physiological role of acetyl phosphate in the phosphorylation of the
ArcA response regulator in Escherichia coli. J Microbiol 47:657-662.

Lopez D y Kolter R (2010) Functional microdomains in bacterial membranes. Genes &
Development 24:1893—-1902.

Lukat G S, M cCleary WR, Stock A M, S tock J M (1992) Phosphorylation of ba cterial
response regulator proteins by | ow molecular weight phos phor-donors. Proc Natl Acad
Sci USA 89:718-722.

Maeda T, Wurgler-Murphy SM y Saito H (1994) A two-component system that regulates
an osmosensing MAP kinase cascade in yeast. Nature 369:242-245.

Malpica R, Franco B, R odriguez C, Kwon O, Georgellis D (2004) I dentification of a
quinone-sensitive r edox sw itch in t he A rcB sen sor k inase. Proc N atl A cad Sci U SA
101:13318-13323.

Martin W, Rujan T, Richly E, Hansen A, Cornelsen S, Lins T, L eister D, S toebe B,
Penny D (2002) E volutionary analysis of Arabidopsis, c yanobacterial, and choloroplast
genomes reveals plastid phylogeny and thousands of cyanobacterial genes in the nucleus.
Proc Natl Acad Sci USA 99:12246-12251.

Martinez L C, Martinez-Flores I, Salgado H, Fernandez-Mora M , Medina-Rivera A ,
Puente JL , Collado-VidesJ , Bustamante V H (2014) In s ilico id entification a nd
experimental ¢ haracterization o f re gulatory e lements c ontrolling th e e xpression o f the
Salmonella csrB and csrC genes. J Bacteriol 196:325-36.

McCleary WR, Stock JBy N infa AJ(1993)1s acetyl phosphate a gl obal s ignalin
Escherichia coli? J Bacteriol 175:2793-2798.

Mercante J, Edwards AN, Dubey AK, Babitzke P, Romeo T (2009) Molecular geometry
of CsrA (RsmA) binding to RNA and its implications for regulated e xpression. J Mol
Biol 18:511528.

43


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%C3%ADnez%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24187088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%C3%ADnez-Flores%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24187088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salgado%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24187088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fern%C3%A1ndez-Mora%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24187088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Medina-Rivera%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24187088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Puente%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24187088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Collado-Vides%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24187088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bustamante%20VH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24187088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24187088

Mercante J, Suzuki K, Cheng X, Babitzke P, Romeo T (2006) C omprehensive alanine-
scanning mutagenesis of Escherichia co li CsrA de fines two s ubdomains of c ritical
functional importance. J Biol Chem 281:31832-31842.

Michael B, S mith J N, S wift S, H effron F, Ahmer B M ( 2001) S diA of Salmonella
enterica is a L uxR hom olog t hat detects m ixed m icrobial c ommunities. J B acteriol
183:5733-5742.

Miller J H ( 1972) E xperiments i n molecuar g enetics. C old S pring H arbor L aboratory,
Cold Spring Harbor, NY.

Molofsky AB y Swanson MS (2003) Legionella pneumophila CsrA is a pivotal repressor
of transmission traits and activator of replication. Mol Microbiol 50:445-461.

Mondragon V, Franco B, Jonas K, Suzuki K, Romeo T, Melefors O, Georgellis D (2006)
pH-dependent activation of the BarA-UvrY two-component system in Escherichia coli. J
Bacteriol 188:8303-8306.

Moolenaar GF, van Sluis CA, Backendorf C, van de Putte P (1987) Regulation of the
Escherichia coli excision repair gene uvrC. Overlap between the uvrC structural gene and
the region coding for a 24 kD protein. Nucleic Acids Res 15:4273-4289.

Morris ER, Hall G, LiC,Heeb S, Kulkarni RV, Lovelock L, Silistre H, M essina M,
Camara M, E msley J, Williams P, S earle MS (2013) S tructural rearrangementinan

RsmA/CsrA ortholog of Pseudomonas ae ruginosa creates a d imeric R NA-binding
protein, RsmN. Structure 21:1659-1671.

Nagasawa S, Tokishita S, Aiba H, Mizuno T (1992) A novel sensor regulator protein that
belongs to the homologous family of signal-transduction proteins involved in adaptive
responses in E. coli. Mol Microbiol 6: 799-807.

Oshima T, Aiba H, Masuda Y, Kanaya S, Sugiura M, Wanner BL, Mori H, Mizuno T
(2002) T ranscriptome analysis o fa 1l two-component r egulatory s ystem mutants of
Escherichia coli K-12. Mol Microbiol 46:281-291.

OtaIM y Varshavsky A (1993) Ay east p rotein similar to b acterial tw o-component
regulators. Science 262:566-569.

Otto K y Silhavy TJ (2002) Surface sensing and adhesion of Escherichia coli controlled
by the Cpx-signaling pathway. Proc Natl Acad Sci USA 99:2287-2292.

Outten FW, Huffman DL, Hale JA y O"Halloran TV (2001) The independent cue and cus
systems confer copper tolerance during aerobic and anaerobic growth in Escherichia coli.
J Biol Chem 276:30670-30677.

Pannuri A, Yakhnin H, V akulskas C A, E dwards A N, B abitzke P, R omeo T (2012)
Translational repression of NhaR, a novel pathway for multi-tier regulation o f biofilm
circuitry by CsrA. J Bacteriol 194:79-89.

44



Parkinson JSy K ofoid E C ( 1992) C ommunication m odules in ba cterial s ignaling
proteins. Annu Rev Genet 26:71-112.

Patten CL, Kirchhof MG, Schertzberg MR, Morton RA, Shellhorb HE (2004) Microarray
analysis of R poS-mediated ge ne expressioni n Escherichia co li K-12. Mol G enet
Genomics 272:580-591.

Pefia-Sandoval GR 'y Georgellis D (2010) The ArcB sensor kinase of Escherichia coli
autophosphorylates by an intramolecular reaction. J Bacteriol 192:1735-1739.

Pefia-Sandoval GR, Kwon O y G eorgellis D (2005) R equirement of t he r eceiver and
phosphotransfer do mains of A rcB for e fficient de phosphorylation of phos phorylated
ArcA in vivo. J Bacteriol 187:3267-3272.

Pernestig AK, Georgellis D, Romeo T, Suzuki K, Tomenius H, Normark S, Melefors O
(2003) The Escherichia coli BarA-UvrY two-component sy stem is needed for efficient
switching b etween gl ycolytic and g luconeogenic ¢ arbon s ources. J B acteriol 185:843-
853.

Pernestig AK, Melefors O y G eorgellis D (2001) Identification of UvrY as the cognate

response regulator for the B arA s ensor kinase in Escherichia coli. J Biol C hem 274:
35950-35954.

Pessi G, Williams F, Hindle Z, Heurlier K, Holden M T, Céamara M (2001) The global
posttranscriptional regulator RsmA modulates production of virulence determinants and
N-acylhomoserine lactones in Pseudomonas aeruginosa. J Bacteriol 183:6676-6683.

Rahman M, Hasan MR, Oba T, Shimizu K (2006) Effect of 7poS gene knockout on the
metabolism of E scherichia co li during e xponential g rowth pha se and ear ly s tationary
phase b ased o ng ene ex pression, en zyme activities a nd i ntracellular m etabolite
concentrations. Biotechnol Bioeng 94:585-595.

Reichenbach B, Gopel Y y G érke B (2009) Dual control by perfectly overlapping ¢°* -
and ¢’ -promoters a djunsts sm all R NA G ImY ex pression t o d ifferent en vironmental
signals. Mol Microbiol 74:1054-1070.

Reimmann C, V alverde C, K ay E , H aas D ( 2005) P osttranscriptional r epression of
GacS/GacA-controlled g enes by the R NA-binding p rotein RsmE a cting to gether with
RsmA in the biocontrol strain Pseudomonas fluorescens CHAO. J Bacteriol 187:276-285.

Reinelt S, Hofmann E, G erharz T, B ott M, M adden D R (2003) T he s tructure of t he
preriplasmic lig and-binding dom ain of t he sensor ki nase C itA r evealst he f irst
extracellular PAS domain. J Biol Chem 278:39189-39196.

Rodrigue A, Quentin Y, L azdunski A, M ejean V, F oglino M (2000) T wo-component
systems in Pseudomonas aeruginosa: Why so many? Trends Microbiol 8:498-504.

Romeo T, Gong M, Liu MY, Brun-Zinkernagel AM (1993) Identification and molecular
characterization of csrA4, a pleiotropic gene from Escherichia coli that affects glycogen

45



biosynthesis, g luconeogenesis, cell size, and surface p roperties. J B acteriol 175:4744-
4755.

Romeo T, Vakulskas CA, Babitzke P (2013) P ost-transcriptional regulation on a global
scale: form and function of Cst/Rsm systems. Environ Microbiol 15:313-324.

Sabnis N A, Y ang H yR omeo T (1995) P leiotropic regulation of ¢ entral ¢ arbohydrate
metabolism in Escherichia coli via the gene csrA. J Biol Chem 270:29096-29104.

Sahr T , B riiggemann H, J ules M, L omma M , A Ibert-Weissenberger C , C azalet C
Buchrieser C (2009) T wo s mall nc RNAs jointly gove rn virulence and transmission in
Legionella pneumophila. Mol Microbiol 72:741-762.

Sahr T, Rusniok C, D ervins-Ravault D, Sismeiro O, Coppee J Y, Buchrieser C (2012)
Deep sequencing defines the transcriptional map of L. pneumophila and identifies growth
phase-dependent regulated ncRNAs implicated in virulence. RNA Biol 9:503-519

Schubert M, Lapouge K, Duss O, Oberstrass FC, Jelesarov I, Hass D, Allain FH (2007)
Molecular basis of messenger RNA recognition by the specific bacterial repressing clamp
RsmA/CsrA. Nat Struct Mol Biol 14:807-813.

Schuster SS, Noegel AA, Oehme F, Gerisch G, Simon MI (1996) The hybrid histidine
kinase DokA is part of the osmotic response system of Dictyostelium. EMBO J 15:3880-
3889.

SilvaJ C, Haldimann A , P rahalad M K, W alshC T, W anner B L (1998) In vivo
characterization of the type A and B vancomycin-resistant en terococci ( VRE) V anRS
two-component system in Escherichia coli: a nonpathogenic model for studying the VRE
signal transduction pathways. Proc Natl Acad Sci USA 95:11951-11956.

Skerker JM, Perchuk BS, Siryaporn A, Lubin EA, Ashenberg O, Goulian M, Laub MT
(2008) R ewiring the s pecificity o f tw o-component si gnal t ransduction sy stems. Cell
133:1043-1054.

Sola-Landa A, Moura RS y M artin JF (2003) T he t wo-component P hoR-PhoP s ystem
controls both primary metabolism and secondary metabolite biosynthesis in Streptomyces
lividans. Proc Natl Acad Sci US4 100:6133-6138.

Stewart V. (2 003) N itrate- and n itrite-responsive s ensors N arX a nd N arQ of
proteobacteria. Biochem Soc Trans 31:1-10.

Stock AM, Robinson VL y G oudreau PN (2000) T wo-component s ignal t ransduction.
Annu Rev Biochem 69:183-215.

Surette MG, Levit M, Liu Y, Lukat G, Ninfa EG, Ninfa A, Stock JB (1996) Dimerization
is re quired for th e a ctivity o fth e protein h istidine k inase C heA th at m ediates s ignal
transduction in bacterial chemotaxis. J Biol Chem 271:939-945.

46



Suzuki K, Babitzke P, Kushner SR, Romeo T (2006) Identification of a novel regulatory
protein (CsrD) that targets the global regulatory RNAs CsrB and CsrC for degradation by
RNase E. Genes Dev 20:2605-2617.

Suzuki K, Wang X, Weilbacher T, Pernestig AK, Melefors O, Georgellis D, Babitzke P,
Romeo T (2 002) R egulatory c ircuitry o f th e C stA/CstB and B arA/UvrY s ystems of
Escherichia coli. J Bacteriol 184:5130-5140.

Swanson RV, Bourret RBy S imon M1 (1993) I ntermolecular complementation of the
kinase activity of CheA. Mol Microbiol 8:435-441.

Swift S,LynchM, FischL,Kirke DF, T omasJ M, S tewart G S, Williams P ( 1999)
Quorum s ensing-dependent r egulation a nd bl ockade of e xoprotease pr oductioni n
Aeromonas hydrophila. Infect Immun 67:5192-5199.

Takeuchi K, Kiefer P, R eimmann C, Keel C, Dubuis C, RolliJ, Vorholt JA, Haas D
(2009) Small RNA-dependent expression of secondary metabolism is controlled by Krebs
cycle function in Pseudomonas fluorescens. J Biol Chem 284:34976—-34985.

Tanaka T, Saha SK, Tomomori C, Ishima R, Liu D, Tong KI, Heiyoung P, Dutta R, Qin
L, Swindells MB, Yamazaki T, Ono AM, Kainosho M, Inouye M, Tkura M (1998) NMR
structure of the histidine kinase domain of the E. coli osmosensor EnvZ. Nature 396:88-
92.

Tavernarakis N, D riscoll M, K yrpides N C ( 1999) The S PFH do main: i mplicated i n
regulating targeted protein turnover in stomatins and other membrane-associated proteins.
Trends Biochem Sci 24:425-4217.

Teplitski M, G oodier Rl y Ah mer BM (2003) P athways le ading f rom B arA/SirA to
motility and virulence gene expression in Salmonella. J Bacteriol 185:7257-7265.

Timmermans J y Van Melderen L (2010) Post-transcriptional global regulation by CsrA
in bacteria. Cell Mol Life Sci 67:2897-908.

Tomenius H, Pernestig AK, M endez-Catala CF, Georgellis D, Normark S, Mel efors O
(2005) Genetic and functional characterization of the Escherichia coli BarA-UvrY two-
component s ystem: poi nt m utations i n t he H AMP | inker of t he B arA s ensor gi ve a
dominant-negative phenotype. J Bacteriol 187:7317-7324.

Tomomori C, Tanaka T, Dutta R, Park H, Saha SK, Zhu Y, Ishima R, Liu D, Tong KI,
Kurokawa H, Qian H, Inouye M, Tkura M (1999) Solution structure of the homodimeric
core domain of Escherichia coli histidine kinase EnvZ. Nat Struct Biol 6:729-734.

Vakulskas CA, Pannuri A, Cortés-Selva D, Zere TY, Ahmer BM, Babitzke P, Romeo T
(2014) Global effects of the DEAD-box RNA helicase DeaD (CsdA) on gene expression
over a broad range of temperatures. Mol Microbiol 92:945-958.

Ventre I, Goodman AL, Vallet-Gely I, Vasseur P, Soscia C, Molin S, Bleves S,
Lazdunski A, Lory S, Filloux A (2006) Multiple sensors control reciprocal expression of

47


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10542406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10542406

Pseudomonas aeruginosa regulatory RNA and virulence genes. Proc Natl Acad Sci USA
103:171-176.

Walk ST, Alm EW, Gordon DM, Ram JL, Toranzos GA, Tiedje JM, Whittam TS (2009)
Cryptic lineages of the genus Escherichia. App! Environ Microbiol 75:6534-6544.

Wang X, Dubey A K, Suzuki K, Baker CS, B abitzke P, Romeo T (2005) C srA pos t-
transcriptionally re presses pgaABCD,r esponsible f ors ynthesisof a bi ofilm
polysaccharide adhesion of Escherichia coli. Mol Microbiol 56:1648-1663.

Wanner B L ( 1992) I nvolvement of phosphotransacetylase, acet ate k iase, an d ace tyl
phosphate synthesis in control of the phosphate regulon in Eschericha coli. J B acteriol
174:2124-2130-

Wanner BL (1992) I's cross regulation by phos phorylation of t wo-component r esponse
regulator proteins important in bacteria? J Bacteriol 174:2053-2058.

Waters CM y Bassler BL (2005) Quorum sensing: cell-to-cell communication in bacteria.
Annu Rev Cell Dev Biol 21:319-346.

Wei BL, Brun-Zinkernagel AM, Simecka JW, Pruss BM, Babitzke P, Romeo T (2001)a
Positive regulation of motility and fIADC expression by the RNA-binding protein CsrA of
Escherichia coli. Mol Microbiol 40:245-256.

Wei Y, Lee JM, Smulski DR, LaRossa RA (2001)b Global impact of sdid amplification
reveled by comprehensive ge ne e xpression pr ofiling of Escherichia c oli. J B acteriol
183:2265-2272.

Weilbacher T, Suzuki K, Dubey A K, Wang X, G udapaty S, M orozov I, B aker C S,
Georgellis D, B abitzke P, Romeo T (2003) A novel sRNA c omponent of the c arbon
storage regulatory system of Escherichia coli. Mol Microbiol 48:657—670.

Wilkinson J Q, L anahan M B, Yen H-C, Giovannoni JJ, Klee HJ (1995) A n e thylene-
inducible c omponent of signal transduction encoded by N ever-ripe. Science 270:1807-
1809.

Wolfe AJ (2005) The acetate switch. Microbiol Mol Biol Rev 69:12-50.

Workentine ML, Chang L, Ceri H, Turner RJ (2009) The GacS-GacA two-component
regulatory s ystem of Pseudomonas fluorescens: a b acterial two-hybrid analysis. FEMS
Microbiol Lett 292: 50-56.

Wright JS y Kadner R (2001) The phosphoryl transfer domain of UhpB interacts with the
response regulator UhpA. J Bacteriol 183: 3149-3159.

Yakhnin H, Yakhnin AV, Baker CS, Sineva E, Berezin I, Romeo T, Babitzke P (2011)
Complex r egulation of the gl obal regulatory g ene c srA: CsrA-mediated t ranslational
repression, transcription f rom f ive p romotersb yE ¢’° and E o(S), a nd i ndirect
transcriptional activation by CsrA. Mol Microbiol 81:689-704.

48



Yamamoto K e I shihama A ( 2005) T ranscriptional r esponse of Escherichia c oli to
external copper. Mol Microbiol 56:215-227.

Yuanda S, Peisach D, Pioszak AA, XuZ, Ninfa AJ (2004) Crystal structure of the C-
terminal d omain o f the tw o-component s ystem transmitter protein nitrogen re gulator II
(NRII; N trB), re gulator o fn itrogen a ssimilation in  Escherichia ¢ oli. Biochemistry
43:6670-6678.

Zhang JP y N ormark S (1996) I nduction of gene e xpression in Escherichia co li after
pilus-mediated adherence. Science 273: 1234-1236.

Zhu'Y, Qin L, Yoshida T, Inouye M (2000) Phosphatase activity of histidine kinase EnvZ
without kinase catalytic domain. Proc Natl Acad Sci USA 97:7808-7813.

49



Apéndice A. Sistemas de Dos-Componentes en Escherichia coli

En el organismo modelo E. coli, cuyo habitat 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 col., 2009], se han encontrado aproximadamente 30 SDC, los cuales
controlan d iversos asp ectos d e su fisiologia c elular. En1a si guiente tabla se resume
brevemente la funcion de los SDC en la bacteria modelo E. coli, asi como las condiciones
ambientales que funcionan como su estimulo.

Tabla 1. SDC en el organismo modelo E. coli.

Sistema Funcion Induccién Referencias
AtoS-AtoC Actival at ranscripciond el o peron Acetoacetato, h istamina, Kyriakidis y col.,
atoDAERB, el cual codifica las enzimas espermidina, e i nhibidor de 2008.
catabolicas de los 4cidos grasos la calmodulina C48/80.
BaeS-BaecR  Modulal ar esistenciaad rogas Indol y sobreexpresiond e Leblancy c ol,
mediante | a expresiond el os g enes adhesina PapG. 2011.
mdtABC, acrD, spy y yegMNOP, los
cualesco dificans istemasd e
exportacion multidrogas.
BasS-BasR Participa e nlarespuestaa estrés por Hierro extracelular. Hagiwaray col.,
exceso de hierro en el medio. Regula la 2004.
expresion del operon yfbE, el cual esta
involucradoe nl am odificacion de
lipopolisacaridos.
CheA-CheY Participae n laq uimiotaxis. EIRR  Quimioatractantes comol a Eisenbach, 1996.
CheY~P interactiia directamente con el  serina y el aspartato.
motor f lagelar F liM p ara ¢ ausar u na
rotacion en el sentido de las manecillas
del reloj.
CitA-CitB Regulador m aestroq ue actival a Citratoe nc ondiciones Kaspary co 1,
transcripcion de citCDEFXGT, citAB'y anaerobicas. 1999.
mdh, i nvolucrados en el cat abolismo
anaerobico del citrato.
CpxA-CpxR  Regulal ae xpresionde 1 asp orinas Estrés d e envoltura c elular: Batchelory col.,

OmpC y OmpF.

pH al calino, p roteinas m al

plegadas, pe  rturbaciones
fisicas o quimicas d el
ambiente.

2005. Ottoy
Silhavy, 2002.
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CreC-CreB

CusS-CusR

DcuS-DcuR

EnvZ-OmpR

KdpD-KdpE

NarQ-NarP/
NarX-Nar

NtrB-NtrC

PhoP-PhoQ

PhoR-PhoB

QseB-QseC

RstB-RstA

Controlal ae xpresion delo perdén
creABCD, el cual codifica proteinas de
diversas, como enzimas intermediarias
metabdlicas.

Actival ae xpresiond el os genes
cusCFBA 'y pcoE enr espuesta al

incremento e ne I ni vel dei onesde

cobre,y p robablementeai ones de
plata. Aumenta la expresion del operon
pcoABCD para resistencia a cobre.

Activa l a e xpresion del o peron dcuB-
fumB (DcuB y fumarasa anaer6bica B)
yd el op eron frdABCD,
(fumarato/reductasa) y el gen dctAd. Su
regulén incluye otros 39 genes, de los
cuales 1 3 p articipan ens intesis de
lipopolisacaridos y 3 en la respiracion
anaerobica del nitrato y nitrito.

Controla |l a t ranscripcion de di versos
genes, incluyendo los que codifican las
porinas de membrana externa OmpC y
OmpF.

Actival ae xpresiond els istema
KdpFABC de alta afinidad de K*.

SDC h omologos q ue c olaboran e n e 1
control de la respiracion anaerdbica.

Activa la transcripcion de nifAd, gind y
otros 0 peronesi nvolucradose nl a
fijacion y asimilacion de nitrogeno.

Adaptacion en ambientes limitantes de
Mg?*, y a otras condiciones de estrés.

Expresa 31 genes, involucradosenel
transporte/degradacion de fosfato.

Actival at ranscripciond el o peron
fILDC, q ueco dificael r egulador
maestro d e 1 os g enes flagelaresy de
motilidad. P robablemente p articipa en
el metabolismo de metales.

Involucrado en la resistencia a pridinol,
ketoprofeno y troleandomicina.

Crecimientoen m  edio
minimo y a erdbico, ¢ uando
lospr oductosde 1 a
fermentacions eu tilizan
como fuentes de carbono.

Incremento en los niveles de
iones dec obrey
probablemente de plata.

Tri  -y/od icarboxilatos
extracelulares.
Cambioss wutilese nl a

osmolaridad del medio.

Limitacidond e K o e strés
salino.

Ambas HCs responden al
nitrato y nitrito

Proteina GInB, que inhibe la
actividad cinasay activala
funcion fosfatasa.

Responde a n iveles de M g2
y Ca?".

Condiciones | imitantes de
fosfato.

Epinefrina, n orepinefrina y

la sefal d el quorum-sensing
Al-3

No determinado.

Carissy c¢ ol,

2008.

Outteny c¢ ol,
2001.

Abo-Amer y
col., 2004.

Forsty Ro berts
1994.

Hermann y
Kirsten, 2010.

Stewart, 2003.

Yuanda y col.,

2004.

Groisman, 2001.

Sola-Landa y

col., 2003.
Clatke yc ol,
2006.

Campbell y col.,
2007.
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UhpA-UhpB

YedV-
YedW

YehU-YehT
YfhK-YthA

(GIrK-GIrR)

YpdA-YpdB

ZraS-ZraR

2ArcB-ArcA

BarA-UvrY

*EvgS-EvgA

2RcsC-RcsB

aTorS-TorR

Promueve junto con el complejo CAP-
cAMP la transcripcion d el g en uhpT,
para el transporte y la utilizacion de
azucares.

Su regulon estd involucrado en la
respuesta al incremento en el nivel de
cobre extracelular.

No determinado.

Actival at ranscripcion dels RNA
GlmY ( promuevel aa cumulacién
glucosamina-6-P sintasa).

Involucrado en la sintesis flagelar.

Regula la expresion del ge n zraP,
(proteina periplasmica de unién a zinc).

Regulacion de la expresion genética, en
relacion a diferentes co ndiciones
respiratorias.

Regula p ositivamente 1 a e xpresion d e
los s RNAs C stBy Cs rC, los c uales
antagonizan co nl aact ividadd el a
proteina de regulacion global CsrA.

Resistenciaa  multiples
resistenciad cida a cél
crecimiento exponencial.

drogas y
ulas en

Regulador de las intesisd el
polisacarido cap sular. A ctival a
expresion de los ge nes de la division
celulary osmC, que codificau na
proteina de funcioén desconocida.

Actival at ranscripciond el o peron
torCAD, que co dificaa TMAO, el
principal s istemad er espiracion
anaerobica.

Glucosa 6-P extracelular.

Después de 1 a ex posicion a
cobre ( de manera
dependiente de CusR).

No determinado.

Se activa cuando las células
entran en 1 af ase
estacionaria. No se ha
determinado el estimulo.

No determinado.

Altas concentracionesd e
zinc extracelular.

Estado rédoxde 1 as
quinonas.
Formato, acetato, aci dos

grasos de cadena corta.

No determinado.

Desecacion, shock osmotico,
sobreexpresion d ea
chaperona D nal,y
mutaciones q ue af ectanl a
envoltura celular.
Trimetilamina N -oxido
(TMAO) en el medio.

Wright y
Kadner, 2001.

Yamamoto e
Ishihama, 2005.

Reichenbach y
col., 2009.

Oshimay c ol,
2002.

Leonhartsberger
y col., 2001.

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

Pernestigy col.,
2003; S uzukiy
col., 2 002;
Chavezy c¢ ol,
2010.

Eguchiy c¢ ol,
2003.

Davalos-Garcia
y col., 2001.

Ansaldiy c ol,
2001.

Nota I .S ubindicesy ab reviaturas.a. L a cinasad e estos si stemas p resenta u na
arquitectura hibrida. ~ P, fosforilado; SRNAs, RNAs pequefios no-codificantes.
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Apéndice B. Efecto de CsrA sobre el metabolismo y la fisiologia de
diferentes especies bacterianas.

Tabla 2. Ejemplos de transcritos blanco regulados directamente por CsrA en diferentes especies bacterianas.

Genes blanco Funcion Regulacion Especies Referencias
csrA Proteina de regulacion Negativa E. coi. Yakhniny ¢ ol.,
global. 2011

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

fIhDC Regulador de motilidad. Positiva E. coli Wei y col., 2001*

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

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

nhaR Regulador transcripcional. Negativa E. coli Pannuriy ¢ ol.,
2012.

pgaABCD Formacion de biopeliculas.  Negativa E. coli Wang y col., 2005

sdiA Regulador transcripcional. Negativa E. coli Yakhniny c¢ ol,
2011.

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

yedT 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 proteinas. Negativa P. aeruginosa Brenicy L oroy,
2009

PA0082 Proteina hipotética. Negativa P. aeruginosa Brenicy L oroy,
2009

PA4492 Proteina hipotética. Negativa P. aeruginosa Brenicy L oroy,
2009

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

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

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

Nota 2: Analisis in silico han identificado a cientos de probables blancos de CsrA. Favor
de ver Kulkarni y col., 2014.
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Apéndice C. Homologos del circuito BarA-UvrY-CsrA

El circuito regulatorio BarA-UvrY-CsrA se en cuentra conservado en diferentes especies
bacterianas. N otablemente en cad a una de és tas, el circuito afecta l a p atogenicidad y

virulencia.

Tabla 3. Homologos del circuito regulatorio BarA-UvrY-CsrA de E. coli.

Especies CsrA sRNAs SDC Fenotipos Referencias
E. carotovora RsmA RsmB  ExpS-ExpA Virulencia e n pa togenos Cuiy col., 2001.
depl antas, quorum-
sensing, exoproductos.
E. coli CsrA CsrB BarA-UvrY Motilidad, f ormacion de Tomenius yc ol.,
biopeliculas, metabolismo 2005; Wang y col.,
CsrC del carbono, virulencia 2005.
L. pneumophila  CsrA RsmY  LetS-LetA  Citotoxicidad, v irulencia, Hammer yc ol.,
motilidad. 2002; Molofsky y
RsmZ Swanson, 2003.
P. aeruginosa RsmA RsmY  GacS-GacA Motilidad, f ormacion de Kay y col., 2006.
biopeliculas, virulencia,
RsmZ exoproductos,  quorum-
sensing.
P. fluorescens RsmA/RsmE RsmX  GacS-GacA Motilidad, bi  ocontrol, Lapouge yc ol,
adherencia, quorum- 2008; Kay yc ol.,
RsmY sensing, exoproductos. 2005.
RsmZ
S. Typhimurium  CsrA CstB BarA-SirA  Motilidad, f ormacion de Altier y col., 2000;
biopeliculas,i  nvasiéon, Fortune y col,
CsrC virulencia. 2006; Teplitski y
col., 2003.
V. cholerae CsrA CsrB VarS-VarA  Quorum-sensing, ot ros Lenzy col., 2005.
fenotipos r egulados po r
CsrC HapR.
CstD
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Apéndice D. Listas de cepas, plasmidos y oligonucledtidos utilizados en

este trabajo

Tabla 4. Lista de cepas.

Cepa Genotipo Referencias
CF7789 MG1655 AlaclZ (Mlul) Michael Cashel
TRI1-5CF7789  CF7789 csrA::kan' Suzuki y col., 2002.

KSB&37

IFC5010

BAKSB&37

UYKSB837

ECL5336

IFC5011

IFC5012

IFC5013

IFC5014

IFC5015

IFC5016

IFC5017

CF7789 ®(csrB-lacZ)

KSB837 csrd::kan*

KSB837 barA::kan*

KSB837 uvrY::cam’

MC4100 ackA::tet"::pta

CF7789 ®(uvrY-lacZ) fusiéon de operon
TR1-5CF7789 ®(uvrY-lacZ) fusion de operon
CF7789 ®(PlacUV5-uvrY22’-’lacZ) fusion lider
TR1-5CF7789 ®(PlacUV5-uvrY22’-’lacZ) fusion lider
KSB837 ackA::tet"::pta csrA::kan”

KSB837 uvrY::cat” csrA::kan”

KSB837 barA::cam® csrA::kan'

Gudapaty y col., 2001.
Este trabajo.

Suzuki y col., 2002.
Suzuki y col., 2002.
Liu y col., 2009
Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.
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Tabla 5. Lista de plasmidos.

Plasmidos Caracteristicas Generales Referencias
pACT3 Vector de bajo niimero de copias, Cam" Dykxhoorn y col., 1996.
pEXT21 Vector de bajo nimero de copias, Sm, Sp” Dykxhoorn y col., 1996.
pBA29 barA clonado en el sitio de extremos romos Vspl de pBR322, Suzuki y col., 2002.
Tet"
pAH125 Vector CRIM para las fusiones transcripcionales /acZ, Kan®  Haldimann y Wanner, 2001.
pINT-ts Vector CRIM de integracion, termosensible. Amp* Haldimann y Wanner, 2001.
pUVS5S Vector CRIM para las fusiones tranduccionales lacZ, Amp* Edwards y col., 2011.
pAH125-bla  Vector CRIM para las fusiones transcripcionales lacZ, Amp"  Este trabajo.
pINT-cat Vector CRIM de integracion, Cam" Este trabajo.
pMX539 uvrY clonado en el sitio Smal de pACT3, Cam' Este trabajo.
pMX540 uvrY P3Q clonado en el sitio Smal de pACT3, Cam' Este trabajo.
pMX541 uvrY clonado en el sitio de extremos romos Ndel de pBA29, Este trabajo.
Tet"
pMX542 Promotor de barA clonado en pEXT21, Sp* Este trabajo.
pMX543 uvrY clonado bajo el control de 1 pr omotor de bard en Este trabajo.
pEXT21, Sp*
pMX544 csrA clonado en los sitios HindIII y Pstl de pEXT21, Sp* Este trabajo.
pMX545 csrB clonado en, Amp” Este trabajo.
pAH-uvrY Fusion del operon uvrY-lacZ, Amp® Este trabajo.
pUV-uvrY22 Fusion del | ider ( més 2 2 ¢ odones) de uvrY-lacZ, bajoel Este trabajo.

control del promotor constitutivo lacUVS5, Amp*
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Tabla 6. Lista de oligonucleotidos.

Nombre Construccion Secuencia

barAdel-Fw Anulacién barA S'ATTTAACAGTGTGACCTTAATTGTCCCATAACGGAAC
TCCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3'

barAdel-Rv Anulacién barA 5'CATAAACACAGGCACTTTGTCACCAATCTGAAACCAG

Amp-Prom-Fw Producto bla
Amp-Rv Producto bla
uvrYP-fw-Pst Fusion TC uvrY-lacZ
uvrYP-Rv-BamHI  Fusion TC uvrY-lacZ
uvrY-lead-Fw Fusion TD uvrY-lacZ
uvrY-lead22-Rv Fusion TD uvrY-lacZ
uvrY-Prom549-Fw Clonacion uvrY
UvrY-Rv-HindIII  Clonacion uvrY
uvrY-D54Q-Fw Clonacién uvryPQ

uvrY-D54Q-Rv Clonacién uvryP34Q

csrAl-Fw Clonacion csr4
csrAl-Rv Clonacion csr4
BarA-Forwdl Prom/5"UTR barA
BarA-Forwd2 Prom/5"UTR barA
uvrY ORF wvrY

UvrY-Rv-HindIIl  ORF wuvrY
csrB-Fw pGEM::csrB

csrB-Rv pGEM::csrB

CGTATGAATATCCTCCTTAGTTCC-3'
5’-GCGGCGCCTTCAAATATGTATCCGCTCATG-3'

5'- GCGCGGCCGCGGTCTGACAGTTACCAATGC-3'
5'-AACTGCAGGGCGGCGGAGTATACCATAAG-3'

5'- CGGGATCCAGAACGTTGATCAAAGGAATATC-3'

5'- GGAATTCAATGACTAACTATCAGTAGC-3'

5'- CGGGATCCTCTTCCAGAATGCGTCG-3'

5'- GGAATTCGCAGCATCAGCGTCAGC-3'

5'- CCCAAGCTTCCGTACCACCAGCATCG-3'
S'GTTGACGTGGTGCTAATGCAGATGAGTATGCCGGG3'
5'GCCCGGCATACTCATCTGCATTAGCACCACGTCAAC3
5'-CCCAAGCTTGCCAGTGTGAAAGGCTGG-3'
5'-AACTGCAGGAATGAACGGGAGTAAGCG-3'

5'- GGAATTCCCGACCACACTGGCAGC-3'
S'TGCTCTAGAAGATCTGATCATATGGAGTTCCGTTGG3'
5'CCCGGATCCCATATGATCAACGTTCTACTTGTTGAC3'
5'- CCCAAGCTTCCGTACCACCAGCATCG-3'

5" GCATTTAGCCTCAAATCTTGCGG-3’

5’- CTCGAAGCTTCCGCAAAAAGAGCATCCAG-3’

Nota 3: Abreviaturas. TC, transcripcional; TD, traduccional: Prom, promotor.
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