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RESUMEN 

Los patógenos entéricos como Salmonella han evolucionado para prosperar en el 

intestino inflamado. Los genes localizados en la isla de patogenicidad 1 de Salmonella 

(SPI-1) median la invasión a las células del epitelio intestinal y la inducción de una 

respuesta inflamatoria intestinal. De manera interesante, en el intestino se producen 

dos subpoblaciones de Salmonella: una subpoblación expresa a los genes de SPI-1 

(SPI-1ON), la cual invade al epitelio intestinal y genera una respuesta inflamatoria en el 

hospedero, mientras que la otra subpoblación no expresa a los genes de SPI-1 (SPI-

1OFF) y se replica en el lumen intestinal. A esta expresión diferencial en dos 

subpoblaciones se le conoce como expresión biestable. En el intestino inflamado se 

producen diferentes aceptores de electrones, como el tetrationato, los cuales utiliza 

Salmonella para la replicación luminal a través del metabolismo del propanediol y la 

etanolamina, usando las enzimas codificadas en los genes pdu y eut, respectivamente. 

CsrA es una proteína de unión a RNA que regula negativamente la expresión de HilD, 

el cual es el regulador transcripcional de los genes de SPI-1. Estudios previos sugieren 

que CsrA también regula la expresión de los genes pdu y eut; sin embargo, no se 

conoce el mecanismo de esta regulación. En este trabajo mostramos que CsrA regula 

positivamente la expresión de los genes pdu mediante la unión a los transcritos pocR 

y pduA, mientras que regula positivamente a los genes eut, mediante la unión al 

transcrito eutS. Además, nuestros resultados mostraron que la cascada de regulación 

SirA-CsrB/CsrC-CsrA controla la expresión de los genes pdu y eut mediada por PocR 

o EutR, los cuales son reguladores transcripcionales de la familia AraC que controlan 

positivamente la expresión de los genes pdu y eut, respectivamente. Asimismo, 

nuestros resultados indican los genes pdu y eut no se expresan de forma biestable. En 

conjunto, nuestro estudio proporciona nuevo conocimiento sobre los mecanismos de 

regulación que controlan la colonización intestinal por Salmonella.  
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ABSTRACT 

Enteric pathogens such as Salmonella have evolved to thrive in the inflamed gut. Genes 

located within the Salmonella Pathogenicity Island 1 (SPI-1) mediate invasion of cells 

from the intestinal epithelium and the induction of an intestinal inflammatory response. 

Interestingly, in the intestine two Salmonella subpopulations are generated: one 

subpopulation expresses the SPI-1 genes (SPI-1ON), which invade the intestinal 

epithelium and generate the host inflammatory response, while the other subpopulation 

does not express the SPI-1 genes (SPI-1OFF) but replicates in the intestinal lumen. This 

differential expression in two subpopulations is known as bistable expression. 

Alternative electron acceptors become available in the inflamed gut, like tetrathionate, 

which are utilized by Salmonella for luminal replication through the metabolism of 

propanediol and ethanolamine using the enzymes encoded by the pdu and eut genes, 

respectively. The RNA-binding protein CsrA negatively regulates the expression of HilD, 

the central transcriptional regulator of the SPI-1 genes. Previous studies suggest that 

CsrA also regulates the expression of the pdu and eut genes but the mechanism for this 

regulation is unknown. In this work, we show that CsrA positively regulates the pdu 

genes by binding to the pocR and pduA transcripts, while also positively regulates the 

eut genes by binding to the eutS transcript. Furthermore, our results show that the SirA-

CsrB/CsrC-CsrA regulatory cascade controls the expression of the pdu and eut genes 

mediated by PocR or EutR, the positive AraC-like transcriptional regulators for the pdu 

and eut genes, respectively. Additionally, our results indicate that the pdu and eut genes 

are not expressed in a bistable fashion. Overall, our study provides new insight about 

the regulatory mechanisms controlling Salmonella intestinal colonization.  
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1. INTRODUCCIÓN 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) causa 

infecciones gastrointestinales en humanos y en animales (Bäumler et al., 1998). Para 

la colonización intestinal de S. Typhimurium se requieren dos grupos de genes: los 

genes de SPI-1 (“Salmonella Pathogenicity Island 1”) y los genes pdu y eut. Los genes 

de SPI-1 codifican para proteínas que forman un sistema de secreción tipo 3 (SST3-1), 

proteínas efectoras, chaperonas y reguladores transcripcionales, los cuales participan 

en la invasión de Salmonella a las células del epitelio intestinal y favorecen la 

inflamación intestinal (Fàbrega & Vila, 2013). Los genes pdu y eut codifican las enzimas 

necesarias para el crecimiento de Salmonella en presencia de propanediol y 

etanolamina, respectivamente, las cuales son fuentes de carbono no fermentables que 

son metabolizadas por esta bacteria en el intestino inflamado mediante la respiración 

por tetrationato (Faber et al., 2017; Price-Carter et al., 2001; Thiennimitr et al., 2011; 

Winter et al., 2010). Los genes de SPI-1 se expresan cuando Salmonella se crece en 

medio LB (Bustamante et al., 2008; Sridhar & Steele-Mortimer, 2016), de forma 

biestable (en dos poblaciones SPI-1ON y SPI-1OFF) (Ackermann et al., 2008; Diard et al., 

2013; Hautefort et al., 2003; Sánchez-Romero & Casadesús, 2018; Sturm et al., 2011). 

Por otra parte, los genes pdu y eut se expresan a bajos niveles en LB; sin embargo, la 

expresión de los genes pdu y eut se induce en presencia de propanediol y etanolamina, 

respectivamente (Chen et al., 1995; Roof & Roth, 1992). 

Entre los diversos reguladores globales que controlan la expresión de los genes de 

SPI-1 se encuentran el sistema de dos componentes BarA/SirA y el sistema Csr 

(Fàbrega & Vila, 2013). El sistema BarA/SirA activa la expresión de csrB y csrC, que 

codifican para los RNA pequeños CsrB y CsrC (CsrB/C), los cuales se unen a la 

proteína de unión a RNA CsrA (Martínez et al., 2011; Zere et al., 2015). CsrB/C tienen 

varios sitios de unión de CsrA; así, al expresarse, CsrB/C capturan a CsrA, liberando 

la regulación postranscripcional que esta proteína ejerce sobre múltiples genes 

(Vakulskas et al., 2015). CsrA principalmente reprime la traducción de sus RNA 

mensajeros (RNAm) blanco, uniéndose sobre la secuencia Shine-Dalgarno (SD), lo 

cual los lleva a degradación; aunque también puede favorecer la traducción y/o 

estabilidad de algunos RNAm, activando así su traducción (Vakulskas et al., 2015). 

CsrA inhibe la expresión del regulador transcripcional tipo AraC, HilD, el cual activa la 

expresión de los genes de SPI-1: CsrA se une al RNAm de hilD y bloquea su traducción, 

mientras que el sistema BarA/SirA activa la expresión de CsrB/C que antagonizan el 

efecto de CsrA, favoreciendo la expresión de hilD (Hung et al., 2019; Martínez et al., 

2011). 

La expresión de los genes pdu y eut es positivamente controlada por los reguladores 

transcripcionales tipo AraC, PocR y EutR, respectivamente (Chen et al., 1995; Roof & 

Roth, 1992). Además, estudios realizados en nuestro grupo, así como otros estudios 

previos sugieren que los sistemas BarA/SirA y Csr también controlan la expresión de 
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los genes pdu, pocR y eut (Lawhon et al., 2003; Nava-Galeana et al., 2023a; Potts et 

al., 2019). Por ello, en este proyecto nos planteamos determinar de qué manera los 

sistemas BarA/SirA y Csr controlan la expresión de los genes pdu y eut, así como 

determinar si la expresión de los genes pdu y eut es biestable. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Generalidades de Salmonella y su importancia biológica 

Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, la cual incluye a bacterias Gram-

negativas en forma de bacilo, anaerobias facultativas, no formadoras de esporas, la 

mayoría es no fermentadora de lactosa y con movilidad perítrica, cuyo tamaño es de 

0.7-1.5 µm de diámetro y 2-5 µm de largo (Fàbrega & Vila, 2013; Jajere, 2019). El 

género Salmonella se divide en dos especies: S. bongori y S. enterica; esta última se 

divide en 6 subespecies: enterica (I), salamae (II), arizonae (IIIa), diarizonae (IIIb), 

houtenae (IV), e indica (VI). En conjunto, las dos especies Salmonella conforman más 

de 2600 serovariedades, con base a los antígenos de superficie O (LPS), H (flagelar) 

y K (capsular) (Grimont & Weill, 2007; Issenhuth-Jeanjean et al., 2014; Jajere, 2019).  

La subespecie enterica es responsable del 99% de infecciones por Salmonella en 

humanos y animales de sangre caliente, mientras que las otras cinco subespecies, así 

como la especie S. bongori, se encuentran escasamente en los humanos, pero se 

encuentran en animales de sangre fría y en el medio ambiente (Fookes et al., 2011; 

Giammanco et al., 2002; Jajere, 2019; Lamas et al., 2018). Salmonella enterica subsp. 

enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) generalmente produce infecciones 

gastrointestinales en humanos, aunque también puede generar infecciones sistémicas 

en personas inmunocomprometidas, así como causar ambos tipos de infecciones en 

diferentes animales hospederos, mientras que el serovar Typhi es un patógeno estricto 

de humanos que se caracteriza por generar infecciones sistémicas (Bäumler et al., 

1998; Fàbrega & Vila, 2013). 

El reservorio de Salmonella es el intestino de los humanos y de los animales; sin 

embargo, se puede encontrar en la carne, los huevos, los lácteos, los vegetales y el 

agua contaminados (Popa & Popa, 2021). La dosis infectiva que se ha reportado en 

algunos brotes puede ser tan alta como 107-109 bacterias, pero en algunos casos 

puede ser menos de 100; la dosis varía dependiendo de la cepa, la edad y la condición 

física de las personas, afectando mayormente a los niños, adultos y personas 

inmunocomprometidas (Kothary & Babu, 2001). Las infecciones con Salmonella 

representan un importante problema de salud mundial, ocasionan miles de muertes al 

año, incrementan el tiempo de hospitalización y los costos de tratamiento son altos, 

(Jajere, 2019; Majowicz et al., 2010). También representan un grave problema para la 

industria avícola y la ganadera, generando grandes pérdidas económicas (Forshell & 

Wierup, 2006). Aunado a esto, el aumento de aislados de Salmonella resistentes a los 

antibióticos, como las fluoroquinolonas y las cefalosporinas, dificultan en extremo el 

tratamiento de las infecciones que producen (Frye & Jackson, 2013; Jajere, 2019; 

Lamas et al., 2018; Popa & Popa, 2021). 
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2.2 Mecanismo de patogénesis 

El mecanismo de entrada de Salmonella al hospedero es a través de la ingesta de 

alimento o de agua contaminados con esta bacteria (dos Santos et al., 2019; Fàbrega 

& Vila, 2013; Haraga et al., 2008). La primera barrera que encuentra Salmonella es el 

pH ácido del estómago, la cual supera a través de una respuesta a la tolerancia ácida, 

compuesta de proteínas de choque por estrés ácido y bombas de flujo que transportan 

los protones en exceso del citoplasma, entre otros mecanismos (Palmer & Slauch, 

2017). Una vez que llega al intestino delgado, Salmonella debe atravesar la mucosa 

intestinal antes de adherirse a las células epiteliales. El sitio propicio para la invasión 

de Salmonella es la parte más distal de las placas de Peyer (que contienen células M), 

en el íleon terminal, antes de la válvula ileocecal (Carter & Collins, 1974; Fàbrega & 

Vila, 2013; Palmer & Slauch, 2017). En el modelo de ratón, Salmonella 

preferencialmente se adhiere y entra a las células M en las placas de Peyer, aunque la 

invasión también ocurre en las células intestinales no fagocíticas (Figura 1). Después 

de la adhesión, Salmonella inyecta sus proteínas efectoras dentro de las células 

hospederas, interfiriendo con las vías de transducción de señales de la célula intestinal, 

lo que conllevan a cambios en el citoesqueleto de actina. Como consecuencia, se 

producen ondulaciones en la membrana de la célula hospedera, similares a las 

formadas en las células fagocíticas, lo cual le permite a la bacteria introducirse dentro 

de estas células, en compartimentos denominados vacuolas contenedoras de 

Salmonella, SCV (“Salmonella containing vacuoles”), donde Salmonella sobrevive y se 

replica. Esto a su vez provoca la inducción de una respuesta inflamatoria por el 

hospedero y la producción de diarrea, ocasionando así una infección gastrointestinal 

(Fàbrega & Vila, 2013). Después, una fracción de estas SCV’s se dirige a la parte 

basolateral del epitelio, liberándose así las bacterias en la submucosa, las cuales 

pueden ser fagocitadas por macrófagos, formándose nuevamente las SCV; también, 

Salmonella puede llegar a otras células fagocíticas como las células dendríticas, los 

cuales tienen proyecciones hacia el lumen intestinal (Figura 1). La supervivencia dentro 

de los macrófagos es crucial para que Salmonella se disemine a través del sistema 

linfático, alcanzando y colonizando otros órganos, como el hígado, el bazo y la vesícula 

biliar, produciendo así una infección sistémica que se caracteriza por la fiebre entérica, 

dolor abdominal y que puede causar la muerte por un choque séptico (Bäumler et al., 

2011).  
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2.3 Factores de virulencia 

Salmonella posee diferentes estrategias de patogenicidad que emplea para causar las 

diferentes infecciones en sus hospederos. La mayoría de sus genes de virulencia se 

encuentran localizados en regiones del genoma denominadas islas de patogenicidad, 

mientras que otros se encuentran en plásmidos de virulencia o en otras regiones del 

cromosoma. Algunos de los factores de virulencia de esta bacteria incluyen el flagelo, 

las adhesinas y/o fimbrias, los sistemas de secreción tipo III, la cápsula y la biopelícula 

(dos Santos et al., 2019; Fàbrega & Vila, 2013; Jajere, 2019).  

2.3.1 Flagelo 

Los flagelos son filamentos helicoidales largos acoplados a motores rotatorios 

embebidos dentro de la membrana. Estos permiten el desplazamiento de Salmonella 

hacia sus diferentes nichos (de Jong et al., 2012). Estas estructuras están formadas 

por los productos de alrededor de 50 genes que facilitan su ensamblaje y función en 

respuesta a las condiciones ambientales (Chilcott & Hughes, 2000). La mayoría del 

género Salmonella contiene entre 5 a 10 flagelos posicionados aleatoriamente y que 

permiten su movilidad, exceptuando los serovares Gallinarum y Pullorum, que se 

Figura 1. Mecanismo de infección de Salmonella. Salmonella se adhiere al epitelio intestinal o a las células M 

(a). Salmonella inyecta sus proteínas efectoras a través del SST3-1, causando rearreglos en el citoesqueleto de 

actina, lo que genera ondulaciones en la membrana de las células hospederas (b,c). Adicionalmente, algunas 

bacterias pueden ser fagocitadas por células dendríticas que tienen proyecciones hacia el lumen intestinal (d). Una 

vez dentro del citoplasma, Salmonella se encuentra en vacuolas (SCV por “Salmonella containing vacuoles”) (e). 

Las SCV pueden dirigirse hacia la parte basolateral de la membrana y liberarse en la submucosa (f). Posteriormente, 

las bacterias pueden ser fagocitadas por macrófagos y localizarse en el citoplasma dentro de SCV (g) (Modificado 

de dos Santos et al., 2019). 
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describen como no-motiles o no flagelados (Asten & Dijk, 2005). La movilidad por 

flagelos contribuye a la invasión de Salmonella, ya que permite el contacto con la célula 

hospedera y le ayuda a encontrar el sitio de infección óptimo (Misselwitz et al., 2012; 

Sánchez-Romero & Casadesús, 2021); por lo tanto, en la ausencia del sistema flagelar 

se afecta la colonización intestinal de Salmonella y la posterior inducción de la 

inflamación por el hospedero (Stecher et al., 2004; Winter et al., 2009). 

2.3.2 Adhesinas 

La adhesión entre Salmonella y la célula hospedera es indispensable para la 

colonización (Fàbrega & Vila, 2013). En Salmonella existen varios sistemas de 

adhesión: las adhesinas fimbriales y no fimbriales, las cuales difieren de acuerdo a sus 

mecanismos de ensamblaje; no obstante, también existen estructuras de superficie 

que, aunque su función no está involucrada en la adhesión (como el flagelo y el sistema 

de secreción tipo III), también contribuyen, en parte, a este proceso (Wagner & Hensel, 

2011). Las adhesinas fimbriales son apéndices proteicos de superficie, entre los que 

se encuentran: 1) la fimbria tipo I, codificado en los genes fimAICDHF, 2) la fimbria curli 

o tafi (“thin aggregative fimbria”) codificada en los operones csgBCA y csgDEFG, 3), la 

fimbria Pef, cuyos genes pef se encuentran en el plásmido de virulencia pSLT y 4), la 

fimbria Std, codificada en el operón std (Fàbrega & Vila, 2013). Estas son importantes 

para la formación de la biopelícula, la colonización intestinal y la adhesión inicial a las 

células hospederas (dos Santos et al., 2019). Las adhesinas no fimbriales son un grupo 

heterogéneo de adhesinas que se secretan a través de un sistema de secreción tipo I, 

como SiiE y BapA, o se autotransportan a través de las membranas bacterianas, como 

ShdA, SadA o MisL (Fàbrega & Vila, 2013; Wagner & Hensel, 2011). 

2.3.3 Sistema de secreción tipo III (SST3) 

Los sistemas de secreción tipo III (SST3) son complejos proteicos que las bacterias 

utilizan para inyectar proteínas efectoras directamente al citoplasma de las células 

hospederas para modular varias respuestas del hospedero, como los rearreglos en el 

citoesqueleto, la transducción de señales y la producción de citocinas (dos Santos et 

al., 2020). Los SST3 son factores de virulencia importantes en diversas bacterias 

patógenas de los humanos, por lo que se han considerado como un blanco terapéutico 

para el desarrollo de nuevos antimicrobianos (dos Santos et al., 2020). 

Salmonella contiene dos SST3, codificados por genes presentes en dos diferentes 

regiones del genoma, conocidas como isla de patogenicidad de Salmonella 1 y 2 (SPI-

1 y SPI-2, respectivamente) (Fàbrega & Vila, 2013; Haraga et al., 2008). El SST3 de 

SPI-1 (SST3-1) es activo durante el contacto de Salmonella con sus células 

hospederas y se requiere para la invasión de células no fagocíticas, la inducción de las 

respuestas inflamatorias del hospedero, la producción de diarrea y la colonización del 

intestino. Por otra parte, el SST3 de SPI-2 (SST3-2) se expresa dentro de las SCV y se 
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requiere para la supervivencia dentro de los macrófagos y para el establecimiento de 

la infección sistémica (Haraga et al., 2008). 

2.3.4 Islas de patogenicidad (SPIs) 

Durante la evolución, Salmonella ha adquirido un gran número de genes por 

transferencia horizontal, los cuales le han permitido adaptarse a diferentes hospederos. 

La mayoría de los genes de virulencia de Salmonella se encuentran en regiones del 

genoma denominadas islas de patogenicidad o SPIs (“Salmonella Pathogenicity 

Islands”) (Fàbrega & Vila, 2013). Las SPIs son grupos de genes involucrados en la 

virulencia, los cuales se caracterizan por tener una composición diferente de los 

nucleótidos G y C con respecto al promedio del genoma bacteriano, están flanqueadas 

por secuencias repetidas y usualmente contienen genes que codifican para 

transposasas, integrasas o secuencias de inserción (Jajere, 2019). 

2.3.4.1 SPI-1 y el regulador transcripcional HilD 

En SPI-1, de 40 kb, se encuentran 39 genes que codifican para las proteínas que 

forman el SST3-1, para proteínas efectoras y chaperonas, así como para los 

reguladores transcripcionales que activan la expresión de los genes de esta isla y de 

otros genes fuera de ella (Figura 2) (Que et al., 2013). A través del SST3-1, Salmonella 

inyecta diferentes proteínas efectoras hacia el citoplasma de sus células hospederas, 

las cuales modifican distintas rutas de transducción de señales que causan rearreglos 

en el citoesqueleto, lo que favorece la invasión de Salmonella a las células del epitelio 

intestinal y la producción de diarrea (Fàbrega & Vila, 2013).  

Los genes de SPI-1 se inducen cuando Salmonella se encuentra dentro del intestino 

de sus hospederos o en condiciones de laboratorio en medios ricos en nutrientes, como 

el medio LB, en una fase estacionaria temprana de crecimiento (Bustamante et al., 

2008; Sridhar & Steele-Mortimer, 2016). Se piensa que el crecimiento de la bacteria en 

LB de alguna manera asemeja las condiciones que Salmonella encuentra en el 

intestino, ya que en ambas condiciones se favorece la expresión de los genes de SPI-

1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representación esquemática de los genes presentes en SPI-1. Los colores representan las funciones 

descritas de los genes de SPI-1 (Modificado de Fàbrega & Vila, 2013). 
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Durante la evolución, en Salmonella se han adaptado diferentes mecanismos de 

regulación de expresión genética necesarios para la supervivencia de esta bacteria en 

diferentes nichos dentro de sus hospederos. La expresión de SPI-1, así como de genes 

relacionados a SPI-1, se controla por una compleja red de regulación que actúa a 

diferentes niveles (Figura 3) (Golubeva et al., 2012; Lou et al., 2019). Tres reguladores 

transcripcionales de la familia AraC/XylS, HilD y HilC, codificados en SPI-1, y RtsA, 

codificado en otra región del cromosoma, forman un circuito de retroalimentación que 

controla positivamente la expresión de los genes de SPI-1 (Ellermeier et al., 2005). 

Estos reguladores inducen la expresión genética contrarrestando la represión que 

ejerce la proteína asociada a nucleoide H-NS, principalmente sobre el promotor de hilA 

(Olekhnovich & Kadner, 2007). En este circuito, HilD es el regulador dominante, 

mientras que HilC y RtsA amplifican la señal (Ellermeier et al., 2005). HilD induce la 

expresión de los genes de SPI-1 en cascada, induciendo directamente la expresión de 

HilA, el cual a su vez induce la expresión de InvF (Ellermeier et al., 2005; Fàbrega & 

Vila, 2013). HilA es un regulador transcripcional de la familia OmpR/ToxT que activa 

directamente la expresión de los operones de SPI-1 prg/org e inv/spa, los cuales 

codifican para las proteínas estructurales del SST3-1 y el regulador InvF (Bajaj et al., 

1995; Fàbrega & Vila, 2013). InvF es miembro de la familia de reguladores AraC/XylS 

que activa la expresión de los operones de SPI-1 sic/sip, los cuales codifican para las 

proteínas efectoras del SST3-1 y la chaperona SicA (Ellermeier et al., 2005; Fàbrega 

& Vila, 2013; Romero-González et al., 2020). 

Muchas señales regulatorias actúan sobre la expresión, la actividad o la concentración 

de HilD (Figura 3) (Golubeva et al., 2012; Lou et al., 2019; Saini et al., 2010). Por 

ejemplo, HilE inactiva a HilD a través de una interacción proteína-proteína, impidiendo 

su dimerización y su interacción con el DNA (Baxter et al., 2003; Grenz et al., 2018; 

Paredes-Amaya et al., 2018); la proteasa Lon degrada tanto a HilD como a HilC 

(Takaya et al., 2005); el regulador flagelar FliZ controla la actividad de HilD (Chubiz et 

al., 2010); los sistemas BarA/SirA y Csr controlan la traducción de hilD (Hung et al., 

2019; Martínez et al., 2011). 
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2.4 Replicación luminal de Salmonella y transmisión 

Un factor importante de resistencia a la colonización intestinal por patógenos entéricos 

es la microbiota del intestino, la cual proporciona esta protección a través de diferentes 

mecanismos, incluyendo: la producción de compuestos antibacterianos, la 

competencia por nutrientes, la generación de un ambiente anaeróbico en el lumen al 

consumir el oxígeno y el mantenimiento del metabolismo energético de las células 

intestinales (Rivera-Chávez et al., 2016, 2017; Rivera-Chávez & Bäumler, 2015). Sin 

embargo, la inducción de la inflamación del intestino es un mecanismo que Salmonella 

emplea para desplazar a la microbiota intestinal (Lupp et al., 2007; Stecher et al., 2007; 

Winter et al., 2013). La expresión de la maquinaria de invasión de Salmonella, 

codificada en SPI-1, promueve la producción de citocinas pro-inflamatorias en la célula 

hospedera, lo que posteriormente conlleva a la infiltración de neutrófilos en el lumen 

intestinal que liberan especies reactivas de oxígeno (ROS), así como la producción de 

péptidos antimicrobianos que el hospedero utiliza para contender la infección (Rivera-

Chávez & Bäumler, 2015). Las diferentes respuestas antimicrobianas producidas por 

el intestino inflamado eliminan a gran parte de la microbiota intestinal pero no a 

Salmonella, debido a que Salmonella cuenta con diferentes mecanismos para 

replicarse en estas condiciones (Figura 4) (Ilyas et al., 2017; Stecher et al., 2007): las 

ROS reaccionan con tiosulfato (un compuesto producido a partir de la oxidación del 

H2S por la mucosa intestinal), generando tetrationato (alrededor de 3 mM en el intestino 

de ratones infectados con Salmonella), el cual Salmonella utiliza como aceptor de 

electrones en el ambiente anaeróbico intestinal, a través de las enzimas codificadas en 

el operón ttr (Winter et al., 2010). Además, en el intestino inflamado, Salmonella puede 

utilizar distintas fuentes de carbono que se encuentran disponibles en ese ambiente 

Figura 3. Modelo de regulación de SPI-1. Algunos mecanismos de regulación transcripcional y postranscripcional 

sobre el regulador HilD y los genes de SPI-1. Las flechas en verde indican activación y las líneas con extremos 

romos en rojo indican represión (Adaptado de Lou et al., 2019). 
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como el propanediol y la etanolamina, mediante la respiración por tetrationato (Faber 

et al., 2017; Price-Carter et al., 2001; Thiennimitr et al., 2011; Winter et al., 2010). El 

propanediol, un subproducto generado por la microbiota intestinal (Bacteroides 

thetaiotaomicron) a partir del metabolismo de la ramnosa y fucosa (Staib & Fuchs, 

2014), puede ser metabolizado por Salmonella debido a que contiene al operón pdu 

que codifica las enzimas necesarias para metabolizar el propanediol (Price-Carter et 

al., 2001). Asimismo, la etanolamina, producida a partir de la hidrólisis de la 

fosfatidiletanolamina, un glicerofosfolípido abundante en la membrana celular de los 

enterocitos, es también metabolizado por Salmonella a través de la expresión de las 

enzimas codificadas en el operón eut (Price-Carter et al., 2001; Thiennimitr et al., 2011). 

La primera enzima necesaria en el metabolismo de propanediol y etanolamina requiere 

de vitamina B12 como cofactor, que Salmonella es capaz de sintetizar de manera 

anaeróbica mediante las enzimas que se encuentran codificadas en el operón cbi-cob 

(Price-Carter et al., 2001; Roth et al., 1996). En condiciones in vitro que mimetizan el 

ambiente intestinal se induce la expresión de proteínas involucradas en la utilización 

de propanediol y la síntesis de vitamina B12 (Sonck et al., 2009), mientras que in vivo 

se ha descrito la importancia de la utilización del propanediol y la etanolamina para la 

expansión luminal de Salmonella (Faber et al., 2017; Harvey et al., 2011; Thiennimitr et 

al., 2011). Así, Salmonella emplea estas estrategias para superar a la microbiota 

intestinal y replicarse en el intestino inflamado, lo cual favorece la transmisión de este 

patógeno (Lawley et al., 2008; Stecher et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Colonización intestinal de Salmonella. A través de la expresión de los genes de SPI-1, Salmonella es 

capaz de invadir el epitelio intestinal, generando una respuesta inflamatoria del hospedero, que conlleva a la 

producción de citocinas proinflamatorias, la producción de péptidos antimicrobianos (AMPs), así como especies 

reactivas de oxígeno (ROS) producidas por los neutrófilos. Las ROS reaccionan con el tiosulfato, generando 

tetrationato, el cual Salmonella utiliza como aceptor de electrones durante el metabolismo del propanediol y la 

etanolamina (Modificado de Wotzka et al., 2017). 
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En el intestino, solo una parte de la población de Salmonella expresa los genes de SPI-

1 a pesar de encontrarse en condiciones inductoras (Diard et al., 2013; Hautefort et al., 

2003; Sturm et al., 2011). A la expresión diferencial de los genes de SPI-1 en dos 

poblaciones, una que los expresa y otra en la que no, se le conoce como expresión 

biestable (Smits et al., 2006). La población que expresan a SPI-1 (SPI-1ON) invade el 

epitelio y genera inflamación intestinal, mientras que la población que no expresa a 

SPI-1 (SPI-1OFF) aprovecha el nicho generado por la inflamación del intestino para 

replicarse en el lumen, para lo cual se requiere de la expresión de los genes pdu, eut, 

cbi-cob y ttr (Jakobson & Tullman-Ercek, 2016). De manera interesante, la mayoría de 

las bacterias que invaden el epitelio intestinal son eliminadas por el sistema inmune, 

pero las que sobreviven generan las condiciones para que las bacterias que no invaden 

proliferen en el lumen intestinal (Ackermann et al., 2008; Diard & Hardt, 2017). Por 

ende, existe un comportamiento cooperativo o de “división de labor” entre las 

poblaciones SPI-1ON y SPI-1OFF de Salmonella para la colonización intestinal (Figura 

5); su replicación en el lumen intestinal favorece la transmisión de Salmonella hacia 

otros hospederos por la vía fecal-oral (Diard & Hardt, 2017; Lawley et al., 2008). Para 

esto es fundamental la regulación de la expresión, precisa y coordinada, de los genes 

de SPI-1 y pdu/eut.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.1 Genes pdu 

Se han descrito 23 genes pdu (“propanediol utilization”) que se requieren para la 

degradación de 1,2-propanediol (PDL), los cuales están ubicados en una misma región 

del cromosoma: pocR, pduF y pduABCDEGHJKLMNOPQSTUVWX (Figura 6A) (Bobik 

et al., 1999; Sampson & Bobik, 2008; Staib & Fuchs, 2015; Sturms et al., 2015). La 

degradación de PDL involucra varios pasos enzimáticos (Figura 6B). Comienza con la 

conversión del 1,2-propanediol a propionaldehído a través de la enzima propanediol 

Figura 5. Generación de dos poblaciones de S. Typhimurium en el lumen intestinal. (A) Expresión biestable 

de los genes de SPI-1. (B) En el lumen intestinal, las bacterias que expresan a SPI-1 (mostradas en verde), son 

capaces de invadir al epitelio intestinal, mientras que las bacterias que no expresan a SPI-1 (mostradas en azul), 

sobreviven y se replican en el intestino inflamado, asegurando la transmisión de Salmonella (Modificado de Diard & 

Hardt, 2017). 
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deshidratasa codificada por los genes pduCDE. Esta reacción se lleva a cabo en 

estructuras denominadas microcompartimentos bacterianos, los cuales son similares a 

los carboxisomas y están formados por las proteínas codificadas en los genes 

pduABJKNTU. La función de los microcompartimentos es evitar que los compuestos 

tóxicos formados (aldehídos) afecten los procesos celulares, así como para mantener 

estos intermediarios volátiles, aunque también se ha sugerido que pueden proteger a 

la primera enzima de la presencia de oxígeno (Bobik et al., 1999; Kofoid et al., 1999; 

Ravcheev et al., 2019; Sampson & Bobik, 2008). Posteriormente, el propionaldehído 

se convierte en propionil-CoA por la enzima propionaldehído deshidrogenasa 

codificada en el gen pduP, o puede convertirse a propanol por la enzima 1-propanol 

deshidrogenasa codificada en el gen pduQ. El propanol puede excretarse por la célula, 

mientras que el propionil-CoA se procesa en el citoplasma, donde: 1) puede convertirse 

en propionil-fosfato por acción de las enzimas fosfato propanoiltransferasa (pduL) o 

fosfato acetiltransferasa (pta) y después en propionato por las enzimas propionato 

quinasa (pduW o tdcD) o acetato quinasa (ackA); 2) entrar a la vía del 2-metilcitrato a 

través de las enzimas codificadas por los genes prp (involucrados en el metabolismo 

del propionato) y al ciclo de Krebs, para finalmente generar ATP mediante la respiración 

aeróbica (oxígeno) o anaeróbica (tetrationato) (Bobik et al., 1999; Price-Carter et al., 

2001; Sampson & Bobik, 2008; Winter et al., 2010; Winter & Bäumler, 2011; Yoo et al., 

2017). 
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Para la degradación de PDL se require el cofactor 5’- desoxiadenosilcobalamina (Ado-

B12, cuyo precursor es la vitamina B12) (Roth et al., 1996). Salmonella sintetiza el 

cofactor B12 con las enzimas codificadas en el operón cbi-cob, el cual se encuentra de 

manera contigua al operón pdu (Figura 7) (Bobik et al., 1999; Rondon & Escalante-

Semerena, 1992; Roth et al., 1993). Específicamente, el cofactor Ado-B12, se necesita 

para la actividad de la enzima propanediol deshidratasa (Bobik et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los operones pdu y cbi-cob se transcriben de manera divergente y su expresión se 

activa por el regulador transcripcional PocR en presencia de propanediol, a través de 

los promotores Ppdu y Pcob, respectivamente (Figura 7) (Bobik et al., 1992; Rondon & 

Escalante-Semerena, 1992). La expresión de pocR está regulada a través de tres 

promotores; el promotor Ppoc mantiene los niveles basales de PocR, mientras que, en 

presencia de propanediol, PocR activa la transcripción de pduF a partir de los 

promotores P1 y P2, cuyos transcritos se pueden extender hasta incluir al gen pocR 

(Figura 7) (Ailion et al., 1993; Chen et al., 1994, 1995; Roth et al., 1996). Los 

reguladores transcripcionales CRP/Fnr y ArcA activan la transcripción de pduF/pocR a 

partir de los promotores P1 y P2, respectivamente. En presencia de bajos nutrientes, 

CRP activa la expresión de PocR a través del promotor Ppoc, mientras que, en un 

ambiente anaeróbico también actúan los reguladores Fnr o ArcA para activar su 

expresión a través de los promotores P1 y P2 (Ailion et al., 1993; Chen et al., 1995; 

Roth et al., 1996). Asimismo, la proteína IHF se requiere para activar la expresión de 

los genes pdu y del regulador PocR (Rondon & Escalante-Semerena, 1997). Por otra 

parte, la enzima EIIANtr del sistema PTS de nitrógeno activa la expresión del operón 

pdu mediante el incremento de la síntesis del glutatión; CRP también induce la 

Figura 7. Regulación de los operones pdu y cbi-cob en S. Typhimurium. Véase el texto para más detalles. 

(Modificado de Roth et al., 1996). 

Figura 6. Metabolismo del propanediol (PDL). (A) Representación esquemática de los genes presentes en el 

operón pdu y sus funciones descritas (Modificado de Sturms et al., 2015). (B) Metabolismo del PDL: las enzimas 

codificadas por el operón pdu se encuentran indicadas en azul. El PDL es convertido en propionil-CoA dentro de 

estructuras denominadas microcompartimentos. El catabolismo del propionato se lleva a cabo por las enzimas 

codificadas en el operón prp, indicadas en morado. El intermediario entre las dos vías (propionil-CoA), se convierte 

en piruvato a través de la vía del 2-metilcitrato (MCC), incorporándose así al ciclo de Krebs, a través de la respiración 

aeróbica (oxígeno) o anaeróbica (tetrationato) (Modificado de Yoo et al., 2017). 
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expresión de los genes pdu al incrementar los niveles de EIIANtr en respuesta a la 

disponibilidad de glucosa (Rondon et al., 1995; Yoo et al., 2017, 2021). Además, la 

proteína Fis asociada al nucleoide regula negativamente la expresión de los genes pdu 

y cbi-cob (Kelly et al., 2004). 

Para la expresión de PocR y por ende de los operones pdu y cbi-cob se han propuesto 

tres estados de activación (Chen et al., 1995). Primero, el estado apagado, en el cual 

existe una expresión basal de PocR, es condiciones donde se encuentran disponibles 

fuentes de carbono preferenciales como la glucosa. Después, un estado en espera, en 

condiciones de bajos nutrientes, en presencia o ausencia de oxígeno, CRP induce la 

expresión de PduF y PocR para detectar y captar el propanediol una vez que se 

encuentre disponible. Por último, el estado encendido, en condiciones de bajos 

nutrientes, en presencia o ausencia de oxígeno, en presencia de propanediol; en este 

estado hay una alta expresión de PocR que activa la expresión de los operones pdu y 

cbi-cob a altos niveles. No obstante, la expresión de cbi-cob se activa también en un 

ambiente anaeróbico a través del sistema de dos componentes ArcB/ArcA (Andersson, 

1992; Andersson & Roth, 1989). Además, la presencia de vitamina B12 reprime la 

expresión del operón cbi-cob a través de la formación de una estructura en el RNAm 

que secuestra la secuencia SD (Richter‐Dahlfors & Andersson, 1992; Vitreschak et al., 

2003). Esto indica que el metabolismo de propanediol ocurre en un ambiente 

anaeróbico donde se sintetiza la vitamina B12 de manera endógena, aunque también 

puede ocurrir en un ambiente aeróbico pero se requiere de una fuente de vitamina B12 

exógena (Price-Carter et al., 2001). 

2.4.2 Genes eut 

Se han descrito 17 genes eut (“ethanolamine utilization”) involucrados en la utilización 

de la etanolamina (EA) como fuente de carbono y nitrógeno, los cuales constituyen dos 

unidades transcripcionales: eutSPQTDMNEJGHABCLKR y eutR (Figura 8A y 9) 

(Kofoid et al., 1999; Roof & Roth, 1988, 1989, 1992). La utilización de EA involucra 

primero su introducción a las bacterias y después varios pasos enzimáticos (Figura 8B); 

EutH facilita la entrada de EA a las bacterias (Sheppard et al., 2004). Posteriormente, 

la degradación de la EA comienza con la conversión de la etanolamina a acetaldehído 

y amonio a través de la enzima etanolamina amonio liasa codificada por los genes 

eutBC. Esta reacción se lleva a cabo en los microcompartimentos formados por las 

proteínas codificadas en los genes eutKLMNS. Posteriormente, el acetaldehído se 

convierte en etanol o en acetil-CoA por acción de las enzimas alcohol deshidrogenasa 

(eutG) o acetaldehído deshidrogenasa (eutE), respectivamente. El etanol puede ser 

excretado por la célula, mientras que el acetil-CoA se procesa en el citoplasma, donde: 

1) puede convertirse en acetil-fosfato por acción de las enzimas fosfotransacetilasa 

(eutD) o fosfato acetiltransferasa (pta) y después en acetato por la enzima acetato 

quinasa (eutP, eutQ o ackA) (Garsin, 2010; Kaval & Garsin, 2018; Moore & Escalante-

Semerena, 2016); 2) entrar al ciclo de Krebs, para finalmente generar ATP mediante la 
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respiración aeróbica (oxígeno) o anaeróbica (tetrationato) (Garsin, 2010; Kaval & 

Garsin, 2018; Price-Carter et al., 2001; Thiennimitr et al., 2011; Winter et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para la utilización de la etanolamina (EA) se requiere también el cofactor Ado-B12, el 

cual activa a la enzima etanolamina amonio liasa (Roof & Roth, 1988, 1989, 1992; 

Sheppard & Roth, 1994). 

El regulador transcripcional EutR activa la expresión del operón eut en presencia de 

EA y de vitamina B12 (Roof & Roth, 1992; Sheppard & Roth, 1994). La expresión de 

eutR se activa a través de dos promotores, P1 y P2 (Figura 9) (Garsin, 2010; Kaval & 

Garsin, 2018; Kofoid et al., 1999; Roof & Roth, 1989, 1992). P2, localizado corriente 

arriba de eutR, es un promotor débil que expresa a eutR de manera constitutiva; sin 

embargo, en presencia de EA y vitamina B12, EutR induce la expresión máxima del 

operón eut y de su propia expresión a partir del promotor P1, localizado corriente arriba 

de eutS. La enzima etanolamina amonio liasa y el regulador EutR compiten por el 

cofactor B12, lo que controla los niveles de expresión del operón eut (Sheppard & Roth, 

1994). Además, los reguladores Fis y CRP también controlan positivamente la 

expresión del operón eut; CRP en ausencia de glucosa (Kelly et al., 2004; Roof & Roth, 

1992). 

Figura 8. Metabolismo de la etanolamina (EA). (A) Representación esquemática de los genes presentes en el 

operón eut y sus funciones descritas (Modificado de Sturms et al., 2015). (B) Metabolismo de la EA: la EA es 

degradada a acetaldehído y amonio (NH3). Posteriormente, el acetaldehído es metabolizado a etanol o acetil-CoA, 

el cual puede ser incorporado al ciclo de Krebs o ser convertido en acetil-fosfato y después a acetato y ATP 

(Modificado de Garsin, 2010). 
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2.4.3 Reguladores transcripcionales PocR y EutR 

Los reguladores transcripcionales PocR y EutR son miembros de la familia AraC/XylS 

(Roth et al., 1996). Estos reguladores contienen en el C-terminal un dominio hélice-

vuelta-hélice de unión al DNA altamente conservado entre los miembros de esta 

familia, mientras que el dominio N-terminal se encuentra menos conservado y, en 

algunos casos, se ha demostrado que unen moléculas (Gallegos et al., 1997; Schleif, 

2010). Aunque no se ha confirmado que PocR y EutR reconozcan señales, en el N-

terminal de PocR se encontró un probable dominio de unión a PDL (Anantharaman & 

Aravind, 2005), lo cual concuerda con que la unión de PocR al DNA se regula 

positivamente por PDL (Rondon & Escalante-Semerena, 1996). Por otra parte, se 

sugiere que la unión de la EA y vitamina B12 induce el estado activo de EutR (Garsin, 

2010; Luzader et al., 2013; Roof & Roth, 1992). 

El regulador PocR activa directamente la expresión de cbi-cob al unirse en dos sitios 

sobre la región promotora de cbiA (el primer gen del operón cbi-cob), específicamente 

en las secuencias TGAATAGCAATATTTTGCTATT (22 pb) y 

CTGGTGTAACAATAAATTGTCATAGCGCAACAAAATAATAAAATTTAG (48 pb), que 

se encuentran entre las posiciones -601 a -578 y -526 a -478, respectivamente, con 

respecto al ATG de cbiA (Rondon & Escalante-Semerena, 1996). Sin embargo, estas 

secuencias no se encuentran conservadas en la región promotora de pduA o de pduF, 

y no se ha confirmado la unión de PocR a estos dos genes. A pesar de que algunos 

autores indican que el operón cbi-cob no se induce en presencia de EA (Bobik et al., 

1992; Rondon & Escalante-Semerena, 1992), se ha descrito un posible sitio de unión 

del regulador EutR sobre la región promotora de cbiA; la secuencia 

TATTGCCGATTTTTGAT (17 pb) que se encuentra entre las posiciones -582 a -565 pb 

con respecto al ATG de cbiA (Tsoy et al., 2009). Esto sugiere que el operón cbi-cob se 

regula por ambos reguladores PocR y EutR. Por otra parte, en E. coli se encontró que 

EutR se une a la región promotora de eutS (el primer gen del operón eut), en la 

secuencia CTTGCCGAATTTTGTTATTTACT (23 pb) que se encuentra entre las 

posiciones -73 a -50 pb con respecto al ATG de eutS; esta secuencia se encuentra 

conservada en el gen eutS de S. Typhimurium (Anderson et al., 2015; Luzader et al., 

2013; Tsoy et al., 2009). 

Adicionalmente, se ha reportado que PocR reprime la expresión del operón eut para 

evitar una mezcla perjudicial de las proteínas estructurales de los microcompartimentos 

Figura 9. Regulación del operón eut. EutR se expresa a bajos niveles a partir del promotor P2. El regulador EutR 

cambia al estado activo en presencia de etanolamina (EA) y de B12, induciendo la expresión del operón eut a partir 

del promotor P1 (Modificado de Garsin, 2010). 
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para PDL y EA (Sturms et al., 2015), aunque esto podría depender de las 

concentraciones de estos compuestos (Jakobson et al., 2015). Esto indica que no se 

metaboliza al mismo tiempo el PDL y la EA, lo que sugiere un control estricto en la 

regulación de los operones pdu y eut. 

2.5 Sistemas de regulación BarA/SirA y Csr 

Entre los diversos reguladores globales que controlan la expresión de los genes de 

SPI-1 se encuentra el sistema de dos componentes (TCS) BarA/SirA y el sistema Csr 

(Figura 3 y 10) (Hung et al., 2019; Martínez et al., 2011). Los sistemas BarA/SirA y Csr 

están presentes en diversas bacterias, donde controlan la expresión de genes con 

diferentes funciones celulares, como la virulencia, el metabolismo del carbono, la 

respuesta a estrés, la movilidad, la formación de biopelículas y la percepción del 

quórum (Pourciau et al., 2020; Vakulskas et al., 2015). 

El TCS BarA/SirA consta de la proteína cinasa sensora BarA y el regulador de 

respuesta SirA. En presencia de los ácidos grasos de cadena corta, acetato y formato 

(Alvarez et al., 2021; Chavez et al., 2010; Lawhon et al., 2002), BarA se autofosforila y, 

de esta manera, es capaz de transferir el grupo fosforilo al regulador de respuesta SirA, 

el cual induce la expresión de los RNA pequeños CsrB y CsrC (CsrB/C) que se unen a 

la proteína CsrA (Martínez et al., 2014; Vakulskas et al., 2015). CsrA se une a RNA 

mensajero (RNAm), en secuencias que contienen motivos GGA conservados que se 

encuentran localizados principalmente dentro de estructuras tipo tallo-asa (Dubey et 

al., 2005; Mercante et al., 2009). Los RNA pequeños CsrB y CsrC tienen 18 y 9 sitios 

de unión a CsrA, respectivamente; así, al expresarse, capturan a CsrA, liberando el 

efecto de CsrA sobre sus múltiples transcritos blanco (Liu et al., 1997; Pourciau et al., 

2020; Weilbacher et al., 2003). El mecanismo de regulación más común de CsrA 

involucra la unión a sitios en la región 5’ no traducida de los RNAm, uno de las cuales 

se superpone a la secuencia Shine-Dalgarno (SD), llevando a la represión de la 

traducción y a la degradación de los RNAm (Baker et al., 2002; Irie et al., 2010; Pannuri 

et al., 2012; Romeo et al., 1993; Sabnis et al., 1995; Yakhnin et al., 2011). Sin embargo, 

CsrA también puede favorecer la expresión de algunos genes mediante la unión a la 

secuencia 5’ no traducida en los RNAm, previniendo la formación de estructuras tallo-

asa que secuestran la secuencia SD, o mediante la protección de los RNAm del ataque 

por RNAsas, lo que favorece la estabilidad de los transcritos (Renda et al., 2020; 

Yakhnin et al., 2013). Debido a que SirA induce la expresión de CsrB y CsrC, los 

sistemas BarA/SirA y CsrB/C forman una cascada de regulación que actúa en una gran 

variedad de genes cuya expresión es directamente controlada por CsrA a nivel 

postranscripcional (Figura 10). 

  



29 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 10. Mecanismo de regulación de los sistemas BarA/SirA y Csr. El sistema de dos componentes 

BarA/SirA: la cinasa sensora BarA al detectar ácidos grasos de cadena corta se autofosforila y transfiere su grupo 

fosforilo al regulador de respuesta SirA (SirA-P). Entonces, SirA-P activa la expresión de los RNA pequeños CsrB 

y CsrC, los cuales contienen estructuras tipo tallo-asa que permiten la unión a la proteína de unión a RNA, CsrA. 

Por su parte, CsrA es un regulador postranscripcional que reprime la expresión de algunos de sus genes blanco al 

unirse sobre la secuencia SD o sobre el codón de inicio, evitando así la traducción de los RNAm; asimismo, es 

capaz de activar la expresión de algunos de sus genes blanco al prevenir la formación de una estructura en el 

RNAm que impide la traducción o que favorece su degradación. Por lo tanto, si CsrA reprime la expresión de algunos 

genes, SirA-CsrB/C los activa y viceversa.  
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3. ANTECEDENTES 

Un estudio previo de nuestro grupo demostró que los sistemas BarA/SirA y Csr regulan 

positivamente la expresión de HilD, el regulador de los genes de SPI-1 (Martínez et al., 

2011). La proteína CsrA se une sobre la secuencia SD y el codón de inicio del RNAm 

de hilD, impidiendo así su traducción. BarA/SirA induce la expresión de los RNA 

pequeños CsrB y CsrC, los cuales antagonizan la actividad de CsrA, permitiendo de 

esta manera la expresión de HilD. 

Por otro lado, recientemente en nuestro grupo realizamos algunos análisis proteómicos 

para determinar el efecto de la ausencia de SirA o de CsrB/C en la expresión genética 

global en S. Typhimurium (Nava-Galeana et al., 2023a). De manera interesante, estos 

análisis revelaron que BarA/SirA y CsrB/C controlan de manera opuesta la expresión 

de genes necesarios para la invasión del epitelio y para la replicación de Salmonella 

en el lumen intestinal; la ausencia de SirA o CsrB/C disminuyó la expresión de SPI-1 e 

incrementó la expresión de los genes pdu, pocR y cbi-cob (Figura 11A). Además, 

experimentos de Western blot mostraron que la sobre-expresión de CsrA disminuye la 

expresión de InvF (SPI-1) e incrementa la expresión de PduP (codificado en el operón 

pdu) (Figura 11B). Asimismo, experimentos transcriptómicos evaluados en la ausencia 

de CsrA apoyan que CsrA regula inversamente la expresión de los genes de SPI-1 y 

de los genes pdu, pocR, cbi-cob, eut y eutR (Lawhon et al., 2003; Potts et al., 2019). 

En conjunto, estos datos sugieren que los sistemas BarA/SirA y Csr regulan la 

expresión de los genes necesarios para la replicación en el lumen intestinal mediante 

el metabolismo del PDL y la EA (Figura 11C). En este proyecto nos planteamos definir 

el mecanismo por el cual los sistemas BarA/SirA y Csr controlan la expresión de los 

genes pdu y eut en S. Typhimurium. 
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Figura 11. Los sistemas BarA/SirA y Csr regulan de manera opuesta la expresión de los genes de SPI-1 y 

los genes requeridos para la replicación en el lumen intestinal. (A) Mapa de calor de la expresión de las 

proteínas de SPI-1 y de los operones pdu y cbi-cob evaluadas en las cepas mutantes de S. Typhimurium ∆csrB 

∆csrC y ∆sirA, con respecto a la cepa WT. Los valores negativos se observan en rojo (represión) y los positivos en 

azul (activación) (Modificado de Nava-Galeana et al., 2023a). (B) La expresión de InvF-FLAG y PduP-FLAG se 

analizó mediante Western blot usando el anticuerpo monoclonal anti-FLAG, en la cepa WT con los plásmidos 

indicados. Como control de carga, se analizó la expresión de GroEL, usando el anticuerpo policlonal anti-GroEL. 

Los ensayos de Western blot se determinaron a partir de muestras de cultivos crecidos en medio LB durante toda 

la noche (16 h). (C) Modelo de la regulación opuesta de los sistemas BarA/SirA y Csr sobre los genes eut/pdu/cbi-

cob y hilD (SPI-1). 
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4. HIPÓTESIS 

Los sistemas BarA/SirA y Csr controlan la expresión de los operones pdu y eut a través 

de los reguladores PocR y EutR. 

 

5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general 

• Determinar el papel de los sistemas de regulación BarA/SirA y Csr en la 

expresión de los genes pdu y eut implicados en la replicación luminal de 

Salmonella Typhimurium 

 

5.2 Objetivos específicos 

1. Determinar el efecto de SirA, CsrB/C y CsrA en la expresión de los genes pdu y 

eut en diferentes condiciones de crecimiento. 

2. Definir si SirA, CsrB/C y CsrA controlan la expresión de los reguladores de los 

genes pdu y eut, PocR o EutR. 

3. Determinar si CsrA regula directamente la expresión de los genes pdu y eut. 

4. Evaluar si los genes pdu y eut se expresan de manera biestable. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

Las cepas, plásmidos, oligonucleótidos y antibióticos usados en este estudio se 

enlistan en las tablas 1, 2 y 3. 

Tabla 1. Cepas bacterianas usadas en este estudio 

Cepa Descripción Referencia o fuente 

S. Typhimurium 

WT  Cepa WT SL1344; xyl, hisG, rpsL; StpR (Hoiseth & Stocker, 1981) 

ΔsirA Derivada de ΔsirA; StpR (Martínez et al., 2011) 

ΔcsrB ΔcsrC Derivada de ΔcsrB ΔcsrC::Km; StpR (Pérez-Morales et al., 2021) 

∆pocR::Km Derivada de SL1344; StpR, KmR (Nava-Galeana et al., 2023b) 

∆pocR Derivada de ΔpocR; StpR (Nava-Galeana et al., 2023b) 

∆eutR::Km Derivada de SL1344; StpR, KmR (Nava-Galeana et al., 2023b) 

∆eutR Derivada de ΔeutR; StpR (Nava-Galeana et al., 2023b) 

ΔsirA ∆pocR::Km Derivada de ΔsirA; StpR, KmR (Nava-Galeana et al., 2023b) 

ΔcsrB ΔcsrB 

∆pocR::Km 

Derivada de ΔcsrB ΔcsrB; StpR, KmR (Nava-Galeana et al., 2023b) 

ΔsirA ∆eutR::Km Derivada de ΔsirA; StpR, KmR (Nava-Galeana et al., 2023b) 

ΔcsrB ΔcsrB 

∆eutR::Km 

Derivada de ΔcsrB ΔcsrB; StpR, KmR (Nava-Galeana et al., 2023b) 

pocR::3XFLAG-Km Derivada de SL1344; expresa la proteína 

PocR-FLAG; StpR, KmR 

(Nava-Galeana et al., 2023b) 

pocR::3XFLAG Derivada de pocR::3XFLAG-Km; expresa 

la proteína PocR-FLAG; StpR 

(Nava-Galeana et al., 2023b) 

eutR::3XFLAG-Km Derivada de SL1344; expresa la proteína 

EutR-FLAG; StpR, KmR 

(Nava-Galeana et al., 2023b) 

eutR::3XFLAG Derivada de eutR::3XFLAG-Km; expresa 

la proteína EutR-FLAG; StpR 

(Nava-Galeana et al., 2023b) 

E. coli 

DH10β Cepa de laboratorio, StpR Invitrogen 

BL21/DE3 Cepa para la expresión de proteínas 

recombinantes 

Invitrogen 
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Tabla 2. Plásmidos usados en este estudio 

Plásmidos Descripción Referencia o 

fuente 

pKD4 Derivado de pANTSγ; contiene el gen de resistencia a 

Km, flanqueado por FRT’s; KmR 

(Datsenko & 

Wanner, 2000) 

pKD46 Derivado de pINT-ts, contiene el sistema de 

recombinación del fago λRojo bajo el promotor inducible 

por arabinosa; sensible a una temperatura mayor a 

30°C; AmpR 

(Datsenko & 

Wanner, 2000) 

pCP20 Vector de replicación termosensible e inducción térmica 

de la síntesis de la recombinasa FLP; AmpR 

(Datsenko & 

Wanner, 2000) 

pSUB11 Vector templado para el etiquetado de genes con la 

secuencia que codifica el epítopo 3XFLAG; contiene 

además el gen de resistencia a Km, flanqueado por 

FRT’s; KmR 

(Uzzau et al., 2001) 

pRS414  Vector derivado de pRS415 y pMC1403 para construir 

fusiones traduccionales a lacZ; AmpR 

(Simons et al., 

1987) 

ppduA-lacZ Plásmido derivado de pRS414 que contiene la fusión 

traduccional pduA'-'lacZ desde los nucleótidos -618 a 

+38 

(Nava-Galeana et 

al., 2023a) 

ppocR-lacZ Plásmido derivado de pRS414 que contiene la fusión 

traduccional pocR'-'lacZ desde los nucleótidos -252 a 

+68 

(Nava-Galeana et 

al., 2023b) 

peutS-lacZ Plásmido derivado de pRS414 que contiene la fusión 

traduccional eutS'-'lacZ desde los nucleótidos -589 a 

+89 

(Nava-Galeana et 

al., 2023b) 

peutR-lacZ Plásmido derivado de pRS414 que contiene la fusión 

traduccional P2-eutR'-'lacZ desde los nucleótidos -454 a 

+104 

(Nava-Galeana et 

al., 2023b) 

pMPM-K3  Vector de clonación de bajo número de copias derivado 

de p15A, contiene el promotor lac; KmR 

Mayer, 1995 

pK3-CsrA Plásmido derivado de pMPM-K3, expresa a CsrA bajo el 

promotor lac 

(Martínez et al., 

2011) 

pK3-CsrB Plásmido derivado de pMPM-K3, expresa a CsrB bajo el 

promotor lac 

(Martínez et al., 

2011) 
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pMAL-c2X Vector de expresión para la construcción de proteínas 

recombinantes fusiones a la proteína de unión a maltosa 

(MBP), promotor lac; AmpR 

New England 

Biolabs 

pMAL-PocR Plásmido derivado del pMAL-c2X que expresa la 

proteína de fusión MBP-PocR; AmpR 

(Nava-Galeana et 

al., 2023b) 

pFPV25.1 Vector con origen ColE1 (pBR322) que expresa 

constitutivamente la expresión del gen reportero 

gfpmut3 bajo el promotor de rpsM. 

(Valdivia & Falkow, 

1996) 

pUA66 Vector con origen sc101 que contiene al gen reportero 

gfpmut2 sin promotor; KmR 

(Zaslaver et al., 

2006) 

ppduA-gfp Plásmido derivado de pUA66 que contiene la fusión 

transcripcional pduA-gfp desde los nucleótidos -618 a 

+38 

Este estudio 

peutS-gfp Plásmido derivado de pUA66 que contiene la fusión 

transcripcional eutS-gfp desde los nucleótidos -589 a 

+89 

Este estudio 

Nota: Las posiciones mencionadas en las fusiones transcripcionales y traduccionales, son con respecto al codón de 

inicio de la traducción del respectivo gen.  

 

Tabla 3. Oligonucleótidos usados en este estudio 

Nombre Secuencia ( 5’-3’ )1,2 ER2 

Construcción de la cepa pocR::3XFLAG  

PocR-FLAGFw TAT CGC CAG CAG ATA AAT GAG AAT TCT CAT CCT CCA TCG 

TTA GAC TAC AAA GAC CAT GAC GG 

 

PocR-FLAGRv ACA AAA GAC TAT CAA AAA TCG GCA ATA GCA AAA TAT TGC 

TAT CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG 

 

Construcción de la cepa mutante ∆pocR::Km 

pocR-H1P1 TAA ATT AAC TGA GGG GTT TTA TCA TGA TTT CTG CGA GCG 

CTC TGT AGG CTG GAG CTG CTT CG 

 

PocR-FLAGRv ACA AAA GAC TAT CAA AAA TCG GCA ATA GCA AAA TAT TGC 

TAT CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG 

 

Caracterización de la cepa ∆pocR::Km y pocR::3XFLAG 

pocR-FwEcoRI CTT GAA TTC GGT AAG AAT TTA CCT TGT AAC C EcoRI 

pocR-R CCT GAC ACT GTA CTT CAT CAC  

Construcción de la cepa eutR::3XFLAG  
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eutR-FLAGFw AAA CCG TCG TTG ACG CTG CAT CAA CGG ATG CGG CAA TGG 

GCT GAC TAC AAA GAC CAT GAC GG 

 

eutR-FLAGRv CAC GCG CAC GTT ATC AGC AAC CGG AGA GCC TCC CCA TCA 

ATA CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG 

 

Construcción de la cepa mutante ∆eutR::Km 

eutR-H1P1 GCA TAG AAG ATC ATG AAA AAG ACC CGT ACA GCG AAT TTG 

CAC TGT AGG CTG GAG CTG CTT CG 

 

eutR-FLAGRv CAC GCG CAC GTT ATC AGC AAC CGG AGA GCC TCC CCA TCA 

ATA CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG 

 

Caracterización de la cepa ∆eutR::Km y eutR::3XFLAG 

eutR-FwEcoRI CTT GAA TTC GAA CAA CTC TTT TCT GAC GGA G EcoRI 

eutR-R CAG ACA GCA GCG AAT CCG TAG  

Caracterización de las mutantes y etiquetas con el epítopo 3XFLAG (con casete de KmR) 

K1 CAG TCA TAG CCG AAT AGC CT  

K2 CGG TGC CCT GAA TGA ACT GC  

Construcción de la fusión pduA'-'lacZ 

pduA-FwEcoRI CTT GAA TTC CTT TGA GCG CGC TCA AAC AAC EcoRI 

R2pduA-BamHI CTT GGA TCC CCT TTG GTT TCT ACC ATT CCT AG BamHI 

Construcción de la fusión pocR'-'lacZ 

pocR-FwEcoRI CTT GAA TTC GGT AAG AAT TTA CCT TGT AAC C EcoRI 

pocR-RvBamHI CTT GGA TCC GTG GCT TGT GCA AAA TCC TG BamHI 

Construcción de la fusión eutS'-'lacZ 

eutS-FwEcoRI CTT GAA TTC GAA CAC GGC GAA GAT ACA GG EcoRI 

R2eutS-BamHI CTT GGA TCC GCC AGT TCT TCA CCA GGG TG BamHI 

Construcción de la fusión P2-eutR'-'lacZ 

F2eutR-EcoRI CTT GAA TTC GTT TGC TCA GTC ATC AAG TGC EcoRI 

R2eutR-BamHI CTT GGA TCC CGC TGA TGA ACA TTG TCC ACC BamHI 

Caracterización de construcciones en el pRS414 

lacZ-rev11 GGC GAT TAA GTT GGG TAA CGC  

Construcción del plásmido pMAL-PocR 

F2PocR-MBP CTT GGA TCC ATT TCT GCG AGC GCT CTG AAC TC BamHI 

R2PocRMBP CTT CTG CAG GAC TAT CAA AAA TCG GCA ATA GC PstI 

Caracterización de construcciones en el pMAL-c2X 

pMAL-Fw (MBP) GAT GAA GCC CTG AAA GAC GCG CAG  

Construcción de la fusión pduA-gfp  

pduA-FwXhoI CTT CTC GAG CTT TGA GCG CGC TCA AAC AAC XhoI 

R2pduA-BamHI CTT GGA TCC CCT TTG GTT TCT ACC ATT CCT AG BamHI 
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Construcción de la fusión eutS-gfp  

eutS-FwXhoI CTT CTC GAG GAA CAC GGC GAA GAT ACA GG XhoI 

R2eutS-BamHI CTT GGA TCC GCC AGT TCT TCA CCA GGG TG BamHI 

Caracterización de construcciones en el pUA66 

gfp-rev32 CTC TCC ACT GAC AGA AAA TTT G  

Para ensayos de retardo (RNA) 

T7P pduA For CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG TTC TTA TAG TCC CAA CTA 

TCG GAA CAC TCC 

 

pduA Rev CCT TTG GTT TCT ACC ATT CCT AGT GCT TC  

T7P pocR For CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG ACT TTT TAT CAG GGC CAG 

GAT AAT GG 

 

pocR Rev CAT GAT AAA ACC CCT CAG TTA ATT TAT TGT TAT AAA C  

T7P eutS For CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG ACA AAA AAT TGC CAC GAT 

GAC GGC AG 

 

eutS Rev GAC CTG TTT GCC CGG CAC AAA TTC CTG AAT AAT G   

Nota: 1 La secuencia que corresponde al plásmido templado pKD4 o pSUB11 se muestra subrayada. 2 ER: Enzima 

de restricción; en letras cursivas se muestra el sitio de corte en enzimas de restricción creado dentro del 

oligonucleótido.  

6.1 Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento 

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se listan en la tabla 1. Los cultivos 

bacterianos se crecieron en medio líquido LB-Miller (LB) que contiene 1% de triptona, 

0.5% de extracto de levadura y 1% de NaCl, a pH 7.4. Los medios se suplementaron 

con los antibióticos: estreptomicina (Stp) a 100 µg/mL, ampicilina (Amp) a 200 µg/mL o 

kanamicina (Km) a 30 µg/mL. Los pre-inóculos se crecieron durante toda la noche (16 

h) en tubos con 5 mL de LB. Posteriormente, los tubos con 5 mL de LB se inocularon 

con 50 µL del pre-inóculo y se incubaron durante toda la noche (16 h) en LB a 37°C en 

agitación a 200 rpm. 

6.2 Construcción de cepas mutantes y cepas que expresan proteínas etiquetadas 

con el epítopo 3XFLAG 

La construcción de las cepas mutantes se basa en la metodología de mutagénesis 

(Datsenko & Wanner, 2000). La estrategia general se basó en reemplazar a los genes 

pocR y eutR con un gen seleccionable de resistencia a kanamicina que es generado 

por PCR utilizando oligonucleótidos que tienen 42 nucleótidos homólogos al gen que 

se desea remover. En este procedimiento, la recombinación requiere la recombinasa 

del fago λ Rojo, la cual se sintetiza bajo el control de un promotor inducible por 

arabinosa en un plásmido de bajo número de copias (pKD46) (Tabla 2). Para etiquetar 

a las proteínas PocR y EutR con el epítopo FLAG (3XFLAG), se empleó una 

modificación del sistema del fago λ Rojo para la mutagénesis descrita anteriormente. 
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Esta modificación consiste en agregar en fase la secuencia que codifica el epítopo 

3XFLAG al final del gen cromosomal que se requiere etiquetar, sustituyendo de esta 

manera el codón de término (Uzzau et al., 2001). Para esto se amplificó por PCR el 

gen de resistencia a Km a partir del plásmido pKD4 ó pSUB11 para 3XFLAG-Km, 

empleando los oligonucleótidos que proveen la región homóloga al gen de interés 

(Tabla 3). Se realizaron 5 reacciones de PCR de 100 µL y los productos se 

concentraron en 7 µL de agua realizando el siguiente protocolo. Se agregó 100 µL de 

acetato de amonio 7.5 M pH 7.8, 300 µL de fenol y 300 µL de cloroformo-alcohol 

isoamílico (50:1) a la reacción de PCR; se mezcló invirtiendo los tubos y se centrifugó 

durante 5 min a 15,000 x g. Después se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo y se 

agregó 500 µL de cloroformo-alcohol isoamílico. Se mezcló invirtiendo los tubos y se 

centrifugó durante 5 min a 15,000 x g. Se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo y 

se agregó 800 µL de etanol absoluto a cada tubo, los cuales se agitaron e incubaron a 

-70 ºC durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo, los tubos se centrifugaron durante 30 

min a 15,000 x g, se desechó el sobrenadante y se agregó 1 mL de etanol al 70%. 

Después, se centrifugó durante 10 min a 15,000 x g, se desechó el sobrenadante y se 

secaron los tubos con calor en un “Concentrator Centrifuge SpeedVac SC100” (Savant) 

durante 10 min. Posteriormente, se resuspendió el DNA en 7 µL de agua y se corrió 1 

µL de DNA en un gel de agarosa para observar su integridad. Por otra parte, se realizó 

un pre-inóculo de la cepa S. Typhimurium SL1344 WT que contiene el plásmido pKD46 

en cajas de LB adicionada con Amp, se incubó toda la noche (16 h) a 30°C. Al día 

siguiente, se inocularon 30 colonias en 25 mL de SOB suplementado con 25 µL de Amp 

y 2.5 mL de L-+-arabinosa 1 M y se incubó a 30°C a 200 rpm hasta una OD600nm de 

0.6. Estas células se centrifugaron durante 6 min a 5,000 x g a 4°C, se desechó el 

sobrenadante, se resuspendió la pastilla de células en 5 mL de agua fría y se centrifugó 

a 5,000 x g a 4°C durante 6 min. Se descartó el sobrenadante y este paso de lavado 

se repitió 2 veces más para finalmente resuspender la pastilla de células en 100 µL de 

agua fría estéril. 50 µL de estas células electrocompetentes se transformaron por 

electroporación con 3 µL de producto de PCR concentrado y, después, se incubaron 

en 1 mL de medio SOC durante 3 h a 30°C a 200 rpm. Posteriormente se sembraron 

300 µL de células en cajas de LB adicionado con Km y se incubaron a 42°C durante 

toda la noche (16 h). Las transformantes que se obtuvieron se resembraron en una caja 

LB adicionado con Km y se incubaron a 42°C con el fin de separar colonias. Finalmente, 

las colonias se sembraron en medio LB adicionado con Stp, Km o Amp, con el fin de 

analizar resistencia o sensibilidad a los antibióticos. Para la caracterización de las 

mutantes resistentes a kanamicina y sensibles a ampicilina, se realizaron distintas 

reacciones de PCR con varios juegos de oligonucleótidos externos de donde se 

removió el gen y con los oligonucleótidos K1 y K2 (Tabla 3). De esta manera se 

generaron las cepas ∆pocR::Km, ∆eutR::Km, pocR::3XFLAG-Km y eutR::3XFLAG-Km. 

Cuando se requirió, el casete de resistencia a Km que se insertó en las cepas mutantes 

o etiquetadas, se eliminó empleando el plásmido pCP20 (Tabla 2) que expresa la 
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recombinasa FLP, la cual reconoce directos repetidos FRT (“FLP recognition targets”) 

que flanquean el gen de resistencia insertado, con lo que al llevarse a cabo al 

recombinación entre estos sitios, se pierde el casete de resistencia (Datsenko & 

Wanner, 2000). De esta manera se generaron las cepas ∆pocR, ∆eutR, pocR::3XFLAG 

y eutR::3XFLAG.  

Las cepas doble y triple mutantes ∆sirA ∆pocR::Km, ∆csrB ∆csrC ∆pocR::Km, ∆sirA 

∆eutR::Km y ∆csrB ∆csrC ∆eutR::Km, se generaron al introducir la deleción ∆pocR::Km 

o ∆eutR::Km en las cepas ∆sirA y ∆csrB ∆csrC (Tabla 1), mediante transducción con el 

fago P22.  

Todas las cepas mutantes o etiquetadas se verificaron mediante PCR y secuenciación 

en la unidad de Síntesis y Secuenciación de DNA del Instituto de Biotecnología de la 

UNAM 

6.3 Construcción de plásmidos 

Para construir los plásmidos ppduA-lacZ, ppocR-lacZ, peutS-lacZ y peutR-lacZ (Tabla 

2), las regiones reguladoras de pduA, pocR, eutR y eutS se amplificaron mediante PCR 

usando los pares de oligonucleótidos pduA-FwEcoRI/R2pduA-BamHI, pocR-

FwEcoRI/pocR-RvBamHI, F2eutR-EcoRI/R2eutR-BamHI y eutS-FwEcoRI/R2eutS-

BamHI, respectivamente (Tabla 3). Los productos de PCR se digirieron con las enzimas 

de restricción EcoRI y BamHI. Estos productos de PCR digeridos se clonaron en el 

plásmido pRS414 que contiene el gen lacZ sin promotor y que codifica para la enzima 

β-galactosidasa a partir del noveno codón, el cual se digirió con las mismas enzimas. 

Para construir el plásmido pMAL-PocR (Tabla 2) que expresa a las proteína de fusión 

MBP-PocR, el gen estructural pocR se amplificó mediante PCR usando los 

oligonucleótidos F2PocR-MBP y R2PocR-MBP (Tabla 3). El producto de PCR 

resultante se digirió con las enzimas de restricción BamHI y PstI y se clonó en el vector 

pMAL-c2X digerido con las mismas enzimas. 

En todos los casos, se utilizó DNA cromosomal de la cepa WT de S. Typhimurium 

SL1344 como templado para las reacciones de PCR y una vez construidos los 

plásmidos se enviaron a la unidad de Síntesis y Secuenciación de DNA del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM para obtener y verificar su secuencia. 

6.4 Preparación de células competentes para electroporación 

En la preparación de células electrocompetentes, las cepas de interés se cultivaron en 

5 mL de medio LB adicionado con los antibióticos correspondientes y se incubaron a 

37°C en agitación a 200 rpm durante toda la noche (16 h). Al día siguiente, se utilizó 1 

mL de estos cultivos para inocular un matraz de 250 mL que contiene 100 mL de medio 

SOB adicionado con los mismos antibióticos. Estos cultivos se incubaron a 37°C en 

agitación hasta una OD600nm de 0.6. Posteriormente, los cultivos se centrifugaron 
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durante 6 min a 5,000 x g a 4°C en tubos Falcon de 50 mL estériles, se desechó el 

sobrenadante, la pastilla se lavó con 30 mL de agua MQ estéril fría, se mezcló 

ligeramente y se centrifugó en las mismas condiciones. Se descartó el sobrenadante y 

la pastilla se lavó con 30 mL de glicerol al 10% frío, se mezcló ligeramente y se 

centrifugó a 5,000 x g durante 6 min a 4°C. Finalmente, se descartó el sobrenadante y 

se resuspendió la pastilla de células en 500 µL de glicerol al 10% frío.  

Para la electroporación, se mezclaron 50 µL de células electrocompetentes y 5 µL del 

plásmido de interés o 3 µL de reacción de ligación a una celda para electroporar de 0.2 

cm (Biorad) y se le dió un pulso eléctrico de 2.5 kV durante 5 ms usando un 

electroporador MicroPulser (Biorad). Posteriormente, se agregó 1 mL de medio SOC a 

la celda, se mezcló y se recuperó el volumen en un tubo de ensayo. Estas células se 

incubaron durante 1 h a 37°C y 200 rpm. Finalmente, se sembraron 100 µL del cultivo 

en cajas Petri con LB-agar adicionado con los antibióticos correspondientes y se 

incubaron durante toda la noche (16 h) a 37°C. 

6.5 Immnunodetección de proteínas mediante Western blot 

Muestras de aproximadamente 1 mL de cultivo de toda la noche (16 h) se centrifugaron 

durante 2 min a 15,000 x g, se desechó el sobrenadante y la pastilla de bacterias se 

resuspendió en 250 µL de amortiguador de carga de proteínas 1 X con 0.1 M DTT. 

Estas muestras se calentaron a 95°C durante 5 min y se dejaron enfriar a temperatura 

ambiente. Se cargaron 50 µL de este extracto mezclado con 4 µL de marcador 

preteñido “Pageruler plus prestained protein ladder” (Termo Scientific) en geles al 15% 

de acrilamida, los cuales se corrieron a 30 mAmp durante 4 h en amortiguador de 

corrida Tris-Glicina-SDS (25 nM Tris-HCl, 250 mM Glicina y 0.1% SDS). Este gel se 

utilizó para la transferencia de las proteínas a una membrana de nitrocelulosa (0.45 

µm, Merck Millipore), en una cámara de transferencia semiseca “Trans-Blot SD Semi-

Dry Transfer Cell” (Biorad), usando amortiguador de transferencia (48 mM Tris, 39 mM 

glicina, 20% metanol, 0.04% SDS) durante 50 min a 15 V. Después de la transferencia, 

la membrana se incubó con la solución bloqueadora a 4°C en agitación suave durante 

toda la noche (16 h). Posteriormente, se removió la solución bloqueadora y se hicieron 

3 lavados a la membrana con amortiguador PBST durante 15 min en agitación suave. 

Entonces, se incubó la membrana con el anticuerpo monoclonal anti-FLAG M2 (Sigma), 

el anticuerpo monoclonal anti-MBP (Sigma) o con el anticuerpo policlonal anti-GroEL 

(StressGen), diluidos en PBST a 1:5,000, 1:3,000 o 1:100,000, respectivamente, 

durante 2-3 h en agitación suave a 4°C. Posteriormente, se retiró el anticuerpo y se 

hicieron 3 lavados a la membrana con amortiguador PBST durante 15 min en agitación 

suave. Después, se incubó la membrana con el anticuerpo monoclonal anti-ratón o con 

el anticuerpo policlonal anti-conejo (Pierce), en una dilución 1:10,000 en ambos casos, 

durante 1 hora en agitación suave. Entonces, se retiró el anticuerpo y se hicieron 3 

lavados a la membrana con amortiguador PBST durante 15 min en agitación suave. 

Posteriormente, se agregó a la membrana una mezcla 1:1 de reactivo “enhanced 
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luminol reagent” y del “oxidizing reagent” del kit de revelado “Western Lightening 

Chemiluminiscense Reagent Plus” (PerkinElmer) y se mantuvieron en agitación 

durante 1 min. Finalmente, las membranas se expusieron en películas radiográficas 

“Amersham Imager 600 films” (GE Healthcare). 

6.6 Cuantificación de la actividad específica β-galactosidasa  

Las muestras de 1.5 mL provenientes de los cultivos bacterianos se centrifugaron 

durante 3 min a 15,000 x g y las pastillas obtenidas se resuspendieron en 800 µL de 

amortiguador TDTT (50 mM Tris-HCl pH 7.8, 30 µM DTT). Las bacterias se lisaron en 

un sonicador “Vibra Cell”, con pulsos de 10 s y periodos de reposo de 5 s entre cada 

pulso, durante 6 min. Los restos celulares se separaron por centrifugación durante 15 

min a 15,000 x g y los sobrenadantes se recuperaron en tubos nuevos. 

Las proteínas totales solubles se detectaron y cuantificaron mediante un método 

colorimétrico usando el reactivo ácido bicinconínico (BCA) y sulfato cúprico del kit 

“Protein Assay Reagent” (Pierce), en microplacas de 96 pozos. Para esto, se agregó10 

µL de muestra en cada pozo por duplicado. Después, los reactivos se mezclaron en 

una proporción de 50:1 y se agregó 200 µL de esta mezcla a cada uno de los pozos de 

la placa; como blanco, se utilizó 10 µL de TDTT. La placa se incubó a 37°C durante 30 

min. Posteriormente, se calculó la concentración de proteínas totales mediante la 

lectura de absorbancia a una longitud de onda de 562 nm, en un lector automatizado 

de microplacas ELx808 (Bio-Tek Instruments Inc.), utilizando el programa Gen5. Los 

valores de absorbancia se interpolaron en una curva estándar de albúmina sérica 

bovina (BSA) de 0.1 a 1.6 mg/mL, almacenada previamente en dicho programa. 

Para determinar la actividad β-galactosidasa, se agregó 20 µL de cada muestra por 

duplicado en otra microplaca de 96 pozos, como blanco se utilizó el amortiguador 

TDTT. Entonces, se agregó 200 µL de ONPG (0.5 mg/mL en amortiguador Z 1X). La 

actividad β-galactosidasa se calculó inmediatamente después de añadir el ONPG, 

utilizando el mismo lector de placas posicionado en modo cinética, donde se tomaron 

lecturas de absorbancia a una longitud de onda de 405 nm, cada 15 s durante 5 min 

de reacción. Los valores de actividad obtenidos de cada muestra se interpolaron en 

una curva estándar de actividad β-galactosidasa (de 0 a 5400 U) previamente 

almacenada en el programa Gen5.  

Finalmente, la actividad específica β-galactosidasa (U/mg) se obtuvo al restar el valor 

del blanco y después dividir entre la concentración de proteínas totales para cada 

muestra. 

6.7 Expresión y purificación de la proteína de fusión MBP-PocR 

La cepa de E. coli BL21/DE3 (Tabla 1) que contiene el plásmido pMAL-PocR (Tabla 2) 

se creció en dos matraces de 250 mL con 100 mL de medio LB adicionado con 0.2% 

glucosa, a 37°C en agitación a 200 rpm. Para inducir la expresión de MBP-PocR se 
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agregó 1 mM de IPTG cuando el cultivo de bacterias alcanzó una OD600nm de 0.6, 

después se incubó toda la noche (16 h) a 18°C. Posteriormente, las células se 

colectaron por centrifugación a 5,000 x g durante 10 min a 4°C. La pastilla de células 

se lavó una vez con 20 mL de amortiguador de columna frío (200 mM Tris-HCl pH 7.5, 

200 mM NaCl, 1 mM EDTA y 10 mM β-mercaptoetanol) y se resuspendió en 30 mL del 

mismo amortiguador. La suspensión bacteriana se sonicó en un “Soniprep 150 

Sonicator” (Sonics and Materials Inc.). Los restos celulares se separaron por 

centrifugación a 5,000 x g durante 30 min a 4°C. El sobrenadante se pasó a otro tubo. 

En una columna desechable de 15 mL se empacó 1 mL de resina de amilosa (New 

England Biolabs), la cual se equilibró con 5 volúmenes de 10 mL de amortiguador de 

columna frío. El extracto soluble que contenía la proteína fusionada a MBP se adicionó 

tres veces a la columna de amilosa y se lavó con 13 volúmenes de amortiguador de 

columna para remover las proteínas unidas inespecíficamente a ella. Finalmente, las 

proteínas unidas a la resina se eluyeron en 10 mL de amortiguador de columna 

adicionado con 10 mM de maltosa (Sigma) y se colectaron en 10 fracciones de 1 mL 

aproximadamente. Estás fracciones se analizaron en un gel de acrilamida al 12% para 

determinar aquellas que contenían la proteína purificada. Las fracciones seleccionadas 

se concentraron en 1 mL de amortiguador de diálisis (20 mM Tris-HCl pH 8, 40 mM 

KCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT y 20% glicerol), usando un tubo “Amicon Ultra 50K device” 

(Merck Millipore) mediante centrifugación a 5,000 x g durante 20 min a 4°C. La 

concentración de proteína se determinó mediante el método de Bradford. Las alícuotas 

de la proteína purificada se almacenaron a -70°C. 

6.8 Ensayos de retardo en gel (EMSAs) de DNA 

Los fragmentos de DNA que contienen la región reguladora de los genes pduA, pocR, 

y eutR se obtuvieron por PCR usando los mismos pares de oligonucleótidos utilizados 

para construir las fusiones traduccionales a lacZ. Los productos se purificaron usando 

el kit “Zymo DNA Clean & Concentrator Kit” (Zymo Research). Aproximadamente 100 

ng de cada fragmento de DNA se mezcló con concentraciones crecientes de la proteína 

purificada MBP-PocR en 20 µL de amortiguador de unión (10 mM Tris pH 8.0, 50 mM 

KCl, 1 mM DTT, 0.5 mM EDTA, 5% glicerol y 10 μg/mL BSA). Las reacciones se 

incubaron a temperatura ambiente durante 20 min, se mezclaron con 2 µL de 

amortiguador de carga de DNA 5X [0.25% azul de bromofenol, 0.25% xileno cianol FF, 

30% glicerol y 50X Gel Red (Biotum)] y después se analizaron en un gel de acrilamida 

no desnaturalizante al 6% en amortiguador Tris-Borato-EDTA (TBE) 0.5X, a 85V a 

temperatura ambiente. Después de la corrida, los fragmentos de DNA se visualizaron 

en un transiluminador de luz UV (Bio-Rad Molecular Imager, Gel Doc TM, XR+ Imaging 

System, USA). Los complejos de la proteína MBP-PocR con y sin DNA unido se 

detectaron mediante Western blot.  
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6.9 Ensayos de retardo en gel (EMSAs) de RNA 

Los EMSAs de RNA se realizaron de acuerdo a trabajos reportados previamente 

(Yakhnin et al., 2011). La proteína CsrA-His (CsrA-H6) de E. coli, la cual es idéntica a 

la de Salmonella, se purificó como se ha reportado previamente (Mercante et al., 2006). 

El RNA se sintetizó in vitro usando el kit “RNA Maxx Transcription” (Agilent 

Technologies). Los fragmentos de PCR empleados como templado para las reacciones 

de transcripción contienen el promotor T7 y las secuencias de pocR, pduA, y eutS que 

abarcan las posiciones -91 a +3, -44 a +38 y -47 a +48, respectivamente, con respecto 

al inicio de la traducción. El RNA purificado se marcó radioactivamente en el extremo 

5’ con [γ-32P]-ATP (7,000 Ci/mmol). El RNA resuspendido en amortiguador TE se 

calentó a 90°C durante 1 min y se dejó enfriar a temperatura ambiente. Las reacciones 

de unión se realizaron en un volumen final de 10 µL con 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 

mM MgCl2, 100 mM KCl, 200 ng/µL RNA de levadura, 0.2 mg/mL BSA, 7.5% glicerol, 

20 mM DTT, 0.1 mg/mL xileno cianol FF, 0.2 nM (eutS and pduA) o 0.1 nM (pocR) de 

RNA y varias concentraciones de CsrA-H6. Los ensayos competitivos también 

contenían RNA no marcado como competidor específico o no específico. Las mezclas 

de reacción se incubaron durante 30 min a 37°C para permitir la formación del complejo 

RNA-CsrA. Las muestras se separaron en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida 

al 10% usando amortiguador TBE 0.5X. Las bandas radioactivas se visualizaron con 

un “phosphorimager” (GE Healthcare) y se cuantificaron usando el programa 

“ImageQuant 5.2”. Las constantes de disociación aparentes (Kd) de la interacción RNA-

CsrA se calcularon como se ha descrito previamente (Yakhnin et al., 2000). 

6.10 Análisis por citometría de flujo 

Las cepas WT de S. Typhimurium que contienen los plásmidos ppduA-gfp o peutS-gfp 

se crecieron en medio LB hasta una OD600nm de 0.6, entonces se agregó 12.5 mM de 

1,2-propanediol (Sigma) y 150 nM de vitamina B12 (Sigma) (para la expresión de pduA-

gfp), o 10 mM de etanolamina (Sigma) y 150 nM de vitamina B12 (para la expresión de 

eut-gfp). Se tomaron muestras cada 2 h durante 8 h, las cuales se mezclaron en un 

volumen final de 250 µL de amortiguador PBS 1X pH 7.4 filtrado con un poro de 0.22 

µm. Las células se fijaron con 250 µL de paraformaldehído (Sigma) (al 4% en PBS 1X 

pH 7.4 filtrado) durante 20 min a temperatura ambiente en oscuridad. Las células fijadas 

se centrifugaron durante 5 min a 15,000 x g. Se desechó el sobrenadante y la pastilla 

de células se resuspendió en 500 µL de PBS 1X pH 7.4 filtrado. Posteriormente, se 

realizó una dilución 1:10 en 500 µL de PBS 1X pH 7.4 filtrado. La fluorescencia de la 

proteína GFP se evaluó en el citómetro Cytoflex (Beckman Coulter) con el software 

CytExpert (Beckman Coulter). Los datos de 10,000 eventos se analizaron con el 

software FlowJo 10.0.7 (Tree Star, Inc). Las células que contienen el gen reportero gfp 

sin promotor (pUA66), o el que expresa constitutivamente al gen gfp (pFPV25.1) se 

usaron como control negativo y positivo, respectivamente. 
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6.11 Análisis estadístico 

Los resultados de las fusiones traduccionales se analizaron mediante un análisis de 

varianza (ANOVA) de una vía, seguido por la prueba post-hoc de Tukey para múltiples 

comparaciones, mientras que los datos de densitometría se analizaron mediante la 

prueba t de Student no pareada, usando el software GraphPad Prism 8.01 (GraphPad 

Software, Inc., San Diego, USA). Los valores de P < 0.05 se consideraron como 

significativos. 
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7. RESULTADOS 

7.1 SirA, CsrB/C y CsrA regulan la expresión de los genes pdu y eut 

Para examinar la regulación de los genes pdu y eut por SirA, CsrB/C y CsrA, 

construimos plásmidos con fusiones traduccionales al gen reportero lacZ, las cuales 

contienen la región reguladora corriente arriba y los primeros codones de pduA o eutS 

(pduA y eutS son los primeros genes de los operones pdu y eut, respectivamente) 

(Figura 12). Después se analizó la expresión de las fusiones traduccionales generadas 

pduA'-'lacZ y eutS'-'lacZ en la cepa WT de S. Typhimurium SL1344 y sus derivadas 

mutantes ∆sirA y ∆csrB ∆csrC, la cepa WT que sobre-expresa a CsrA a partir del 

plásmido pK3-CsrA, y en la cepa mutante ∆sirA que sobre-expresa a SirA o CsrB a 

partir de los plásmidos pK3-SirA o pK3-CsrB, respectivamente. La cepa ∆csrA no se 

analizó debido a que presenta un defecto en el crecimiento (Altier et al., 2000). Las 

cepas se crecieron en medio LB a 37°C hasta la fase estacionaria, condiciones donde 

SirA, CsrB/C y CsrA controlan la expresión de los genes de SPI-1 (condiciones 

inductoras de SPI-1) (Martínez et al., 2011; Sridhar & Steele-Mortimer, 2016). La 

expresión de las fusiones pduA'-'lacZ y eutS'-'lacZ se incrementó en ambas mutantes 

∆sirA y ∆csrB ∆csrC, así como en la cepa WT que sobre-expresa a CsrA (Figura 13). 

Además, la expresión de ambas fusiones disminuyó en la mutante ∆sirA que sobre-

expresa a SirA o CsrB (Figura 13). Estos resultados indican que SirA y CsrB/C 

controlan negativamente la expresión de los genes pdu y eut, mientras que CsrA 

controla positivamente su expresión. 
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7.2 La regulación de los genes pdu y eut por la cascada SirA-CsrB/C-CsrA 

requiere la presencia de PocR o EutR 

La expresión de los genes pdu y eut es regulada positivamente por los reguladores 

transcripcionales PocR y EutR, respectivamente (Bobik et al., 1992; Chen et al., 1995; 

Garsin, 2010; Roof & Roth, 1992). Por lo tanto, nos preguntamos si la regulación de los 

genes pdu y eut por la cascada SirA-CsrB/C-CsrA requiere de PocR o de EutR. Para 

determinar esto, analizamos la expresión de las fusiones traduccionales pduA'-'lacZ y 

eutS'-'lacZ en las cepas mutantes ∆sirA ∆pocR, ∆csrB ∆csrC ∆pocR, ∆sirA ∆eutR y 

∆csrB ∆csrC ∆eutR, así como en las cepas que sobre-expresan a CsrA en presencia o 

ausencia de PocR o EutR. El incremento en la expresión pduA'-'lacZ y eutS'-'lacZ 

causada por la ausencia de SirA o CsrB/C o por la sobre-expresión de CsrA (Figura 

13), se perdió en la ausencia del regulador PocR o EutR, respectivamente (Figura 14); 

de hecho, la expresión de pduA'-'lacZ y eutS'-'lacZ es apenas detectable en la ausencia 

de los reguladores PocR o EutR, respectivamente (Figura 14). Estos resultados 

demuestran que la regulación de los genes pdu y eut por la cascada de regulación SirA-

CsrB/C-CsrA requiere la presencia de PocR y EutR, respectivamente. 

 

 

Figura 12. Representación esquemática de los operones pdu y eut. (A) Los genes pdu y pocR; pduA es el 

primer gen del operón pdu. El regulador transcripcional PocR activa la expresión de los genes pdu mediante los 

promotores localizados corriente arriba de los genes pduA y pduF (Adaptado de Roth et al., 1996). (B) Los genes 

eut; eutS es el primer gen del operón eut. El regulador transcripcional EutR activa la expresión de los genes eut 

mediante el promotor localizado corriente arriba del gen eutS (Adaptado de Garsin, 2010). Los fragmentos de DNA 

utilizados en las fusiones pduA'-'lacZ y pocR'-'lacZ (A), así como por las fusiones eutS'-'lacZ y P2-eutR'-'lacZ (B) se 

muestran debajo de los esquemas; las posiciones indicadas de las fusiones son relativas al codón de inicio de la 

traducción. Las figuras no están a escala. 

Figura 13. La cascada SirA-CsrB/C-CsrA regula la expresión de los genes pdu y eut. La expresión de la fusión 

traduccional pduA'-'lacZ (A) y eutS'-'lacZ (B), contenidas en plásmidos, se analizó en las cepas indicadas. La 

actividad específica β-galactosidasa se determinó a partir de muestras de cultivos crecidos en medio LB durante 

toda la noche (16 h). Los datos representan el promedio y la desviación estándar de tres experimentos 

independientes hechos por duplicado. ***, representa una diferencia significativa entre las cepas indicadas, con un 

valor de p < 0.001. 
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7.3 SirA, CsrB/C y CsrA regulan la expresión de PocR y EutR 

Nuestros resultados anteriores sugieren que SirA-CsrB/C-CsrA regulan la expresión de 

los genes pdu y eut a través de PocR y EutR. Entonces, evaluamos si SirA-CsrB/C-

CsrA controla la expresión de estos reguladores. 

El gen pocR se encuentra corriente arriba de los genes pdu (Figura 12A). Entonces, 

construimos la fusión traduccional pocR'-'lacZ que contiene la región intergénica 

corriente arriba y los primeros codones de pocR (Figura 12A) y analizamos la expresión 

de esta fusión en las diferentes cepas de S. Typhimurium. La expresión de pocR'-'lacZ 

se incrementó en las cepas mutantes ∆sirA y ∆csrB ∆csrC, así como en la cepa WT 

que sobre-expresa a CsrA (Figura 15A). Además, la expresión de esta fusión disminuyó 

por la sobre-expresión de SirA o CsrB (Figura 15A). Consistente con estos resultados, 

la sobre-expresión de CsrA incrementó 3.4 veces la expresión cromosomal de PocR-

FLAG en la cepa WT (Figura 15B). Estos resultados indican que la cascada SirA-

CsrB/C-CsrA regula la expresión de pocR. Para determinar si se requiere PocR para 

esta regulación, evaluamos la expresión de la fusión pocR'-'lacZ en las cepas mutantes 

∆sirA ∆pocR, ∆csrB ∆csrC ∆pocR o en las cepas WT o ∆pocR que sobre-expresan a 

CsrA. La ausencia de SirA o CsrB/C, así como la sobre-expresión de CsrA, incrementó 

la expresión de pocR'-'lacZ en las mutantes de ∆pocR (Figura 16A), lo que indica que 

PocR no se requiere para la regulación del gen pocR por la cascada SirA-CsrB/C-CsrA. 

 

 

 

 

Figura 14. La cascada SirA-CsrB/C-CsrA requiere de PocR y EutR para regular la expresión de los genes 

pdu y eut. La expresión de la fusión traduccional pduA'-'lacZ (A) y eutS'-'lacZ (B), contenidas en plásmidos, se 

analizó en las cepas indicadas. La actividad específica β-galactosidasa se determinó a partir de muestras de cultivos 

crecidos en medio LB durante toda la noche (16 h). Los datos representan el promedio y la desviación estándar de 

tres experimentos independientes hechos por duplicado. ***, representa una diferencia significativa entre las cepas 

indicadas, con un valor de p < 0.001. 
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La fusión pocR'-'lacZ se expresó a niveles similares en la cepa WT y en su derivada 

mutante ∆pocR (Figura 16A), lo cual indica que PocR no regula su propia expresión. 

Esto último se confirmó mediante ensayos de retardamiento en gel (EMSAs) con la 

proteína MBP-PocR purificada y la región promotora de pocR y pduA. La proteína MBP-

PocR se unió específicamente a la región promotora de pduA, pero no se unió a la 

región promotora de pocR o a la del control negativo eutR (Figura 16B y C). Estudios 

previos indican que PocR activa la expresión de los genes pdu pero no a pocR (Chen 

et al., 1995), lo que concuerda con nuestros resultados. Es importante hacer notar que 

la unión de PocR al promotor del gen pduA no se había reportado previamente. 

 

 

 

Figura 15. La cascada SirA-CsrB/C-CsrA regula la expresión de PocR y EutR. La expresión de la fusión 

traduccional pocR'-'lacZ (A) y P2-eutR'-'lacZ (C), contenidas en plásmidos, se analizó en las cepas indicadas. Los 

datos representan el promedio y la desviación estándar de tres experimentos independientes hechos por duplicado. 

***, representa una diferencia significativa entre las cepas indicadas, con un valor de p < 0.001. La expresión de 

PocR-FLAG (B) y EutR-FLAG (D) se analizó mediante Western blot usando el anticuerpo monoclonal anti-FLAG, 

en la cepa WT con los plásmidos indicados. Como control de carga, se analizó la expresión de GroEL, usando el 

anticuerpo policlonal anti-GroEL. Las imágenes son representativas de 3 experimentos independientes. Los análisis 

por densitometría se realizaron con el software ImageJ. * y **, representa una diferencia significativa entre las cepas 

indicadas, con un valor de p < 0.05 y p < 0.01, respectivamente. Los ensayos de Western blot y de actividad 

específica β-galactosidasa se determinaron a partir de muestras de cultivos crecidos en medio LB durante toda la 

noche (16 h). 



49 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

eutR es el último gen del operón eut y se transcribe principalmente a través del 

promotor corriente arriba de eutS; sin embargo, se ha descrito un promotor adicional 

corriente arriba de eutR (Figura 12B) (Roof & Roth, 1992). Nuestros resultados 

muestran que la cascada SirA-CsrB/C-CsrA controla la expresión de eutS (Figura 13B), 

lo que sugiere que SirA-CsrB/C-CsrA podrían regular la expresión de eutR. Consistente 

con esto, la sobre-expresión de CsrA incrementó 2.1 veces la expresión de EutR-FLAG 

en la cepa WT (Figura 15D). Para determinar si la cascada SirA-CsrB/C-CsrA regula la 

expresión de una fusión mediada por el promotor P2 localizado corriente arriba de eutR 

(Figura 12B), construimos y analizamos la fusión traduccional P2-eutR'-'lacZ. La 

ausencia de SirA o CsrB/C no afectó la expresión de la fusión P2-eutR'-'lacZ (Figura 

15C); sin embargo, la sobre-expresión de CsrA disminuyó la expresión de la fusión P2-

eutR'-'lacZ en la cepa WT (Figura 15C), un efecto diferente al observado para CsrA 

sobre la expresión de eutS y EutR-FLAG, así como de pduA, pocR y PocR-FLAG. 

En conjunto, estos resultados indican que la cascada SirA-CsrB/C-CsrA regula la 

expresión de pocR mediante el transcrito generado por el promotor corriente arriba de 

Figura 16. La cascada SirA-CsrB/C-CsrA regula la expresión de pocR en ausencia de PocR. (A) La expresión 

de la fusión traduccional pocR'-'lacZ, contenida en plásmido, se analizó en las cepas indicadas. La actividad 

específica β-galactosidasa se determinó a partir de muestras de cultivos crecidos en medio LB durante toda la noche 

(16 h). Los datos representan el promedio y la desviación estándar de tres experimentos independientes hechos 

por duplicado. ***, representa una diferencia significativa entre las cepas indicadas, con un valor de p < 0.001. 

EMSAs no radioactivos usando la proteína MBP-PocR purificada y los fragmentos de DNA contenidos en las 

fusiones pduA'-'lacZ (B) y pocR'-'lacZ (C). El fragmento de DNA contenida en la fusión P2-eutR'-'lacZ se utilizó como 

control negativo. Los ensayos de inmunodetección usando anticuerpos monoclonales anti-MBP (paneles inferiores), 

muestran que la proteína MBP-PocR forma complejos grandes con o sin DNA unido, los cuales permanecen cerca 

de los pozos de los genes. Las imágenes son representativas de 3 experimentos independientes. 
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este gen, y también regulan la expresión de eutR mediante el transcrito generado por 

el promotor corriente arriba de eutS. 

7.4 SirA y CsrB/C regulan la expresión de pdu y eut en presencia de sus 

moléculas inductoras 

La expresión de los genes pdu y eut se activa a niveles máximos en presencia de 

propanediol y etanolamina, respectivamente; la vitamina B12 también actúa como una 

molécula inductora de la expresión de los genes eut (Chen et al., 1995; Roof & Roth, 

1992; Sheppard & Roth, 1994). Entonces, evaluamos la expresión de las fusiones 

pduA'-'lacZ y eutS'-'lacZ en presencia de propanediol y vitamina B12 o etanolamina y 

vitamina B12, respectivamente. La expresión de las fusiones pduA'-'lacZ y eutS'-'lacZ 

se incrementó significativamente en las cepas mutantes ∆sirA y ∆csrB ∆csrC en 

presencia de los moléculas inductoras (Figura 17). Estos resultados indican que SirA y 

CsrB/C regulan la expresión de pduA y eutS en presencia de sus respectivas moléculas 

inductoras. 

 

 

 

 

 

 

 

7.5 CsrA se une a los transcritos de pocR, pduA y eutS 

Para determinar si CsrA regula directamente la expresión de los genes pdu y eut, 

realizamos EMSAs utilizando la proteína CsrA-H6 purificada y los transcritos marcados 

radioactivamente de pocR, pduA y eutS. La proteína CsrA se unió a los tres transcritos, 

ya que observamos una reducción de la movilidad debido a la formación del complejo 

RNA-proteína, a una concentración de CsrA entre 1-8 nM para pocR, 8-63 nM para 

pduA y 2-16 nM para eutS (Figura 18). Posteriormente se determinó la afinidad de la 

unión de CsrA a estos transcritos calculando la constante de disociación (Kd). El análisis 

de estos datos produjo un valor de Kd de 7.4, 31 y 5.7 nM para los RNAs de pocR, pduA 

y eutS, respectivamente (Figura 18), lo que indica que CsrA tiene mayor afinidad para 

Figura 17. SirA y CsrB/C regulan la expresión de los genes pdu y eut en presencia de sus moléculas 

inductoras. La expresión de la fusión traduccional pduA'-'lacZ (A) y eutS'-'lacZ (B), contenidas en plásmidos, se 

analizó en las cepas indicadas, en ausencia o presencia de 12.5 mM de 1,2-propanediol (PDL) y 150 nM de vitamina 

B12 (A) o de 10 mM de etanolamina (EA) y vitamina B12 (B). La actividad específica β-galactosidasa se determinó 

a partir de muestras de cultivos crecidos en medio LB durante toda la noche (16 h). Los datos representan el 

promedio y la desviación estándar de tres experimentos independientes hechos por duplicado. ***, representa una 

diferencia significativa entre las cepas indicadas, con un valor de p < 0.001. 
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pocR y eutS que para pduA. Además, la especificidad de la interacción de CsrA con 

los transcritos de pocR, pduA y eutS se evaluó mediante EMSAs competitivos 

empleando como competidores específicos a los RNAs no marcados de pocR, pduA y 

eutS y como competidor no específico al RNA de phoB no marcado. Los transcritos no 

marcados de pocR, pduA y eutS son competidores efectivos, puesto que deshicieron 

el complejo formado por CsrA y los transcritos de pocR, pduA o eutS marcados (Figura 

18); en contraste, el transcrito de phoB no es capaz de deshacer dicho complejo (Figura 

18); esto indica que estas interacciones CsrA-pocR, CsrA-pduA y CsrA-eut son 

específicas. En conjunto, nuestros resultados indican que CsrA regula positivamente la 

expresión de los genes pdu al unirse a los transcritos de pocR y pduA y, además, regula 

positivamente la expresión de los genes eut al unirse al transcrito de eutS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.6 Los genes pdu y eut no se expresan de forma biestable 

Nos interesamos en investigar si los genes pdu y eut se expresan de forma biestable, 

como sucede con los genes de SPI-1, donde se generan dos subpoblaciones de 

Salmonella, una expresa a SPI-1 y la otra no (Ackermann et al., 2008; Diard et al., 2013; 

Hautefort et al., 2003; Sánchez-Romero & Casadesús, 2018; Sturm et al., 2011). Para 

Figura 18. CsrA se une específicamente a los transcritos de pocR, pduA y eutS. Los EMSAs con la proteína CsrA-

H6 purificada y los RNAs de pocR (A), pduA (B) o eutS (C) se realizaron incubando los fragmentos de RNA marcados 

de cada gen en presencia de concentraciones crecientes de CsrA. Se señalan las posiciones de los fragmentos libres 

(free) o unidos (bound). Además, se muestra la determinación de la constante de disociación Kd de la interacción CsrA 

con pocR, pduA y eutS. Para los ensayos de competencia, los fragmentos marcados de pocR, pduA y eutS se 

combinaron con 1, 30 o 100 nM de los competidores específicos (pocR, pduA y eutS) o no específicos (phoB) no 

marcados e incubados con la proteína purificada CsrA. Las imágenes son representativas de 3 experimentos 

independientes. 
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esto, primeramente, para estandarizar los ensayos y como control positivo de estos, 

construimos la fusión transcripcional invF-gfp (SPI-1) y analizamos su expresión 

mediante citometría de flujo en la cepa WT de S. Typhimurium crecida en LB. Como 

esperábamos, la fusión de invF-gfp se expresó de forma biestable; el 25.6% de las 

bacterias analizadas expresaron invF-gfp y el resto de la población no (74.4%) (Figura 

19). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente, construimos las fusiones transcripcionales pduA-gfp y eutS-gfp y 

analizamos su expresión mediante citometría de flujo en la cepa WT crecida en 

ausencia y presencia de las moléculas inductoras de los genes pdu y eut. En ausencia 

de PDL y vitamina B12 o de EA y vitamina B12, la expresión de las fusiones pduA-gfp y 

eutS-gfp es baja y no se separa claramente en poblaciones (Figura 20). La expresión 

de las fusiones pduA-gfp y eutS-gfp se incrementó en presencia de sus respectivas 

moléculas inductoras; sin embargo, no se observó expresión diferencial en poblaciones 

(Figura 20). Estos resultados indican que los genes pdu y eut no se expresan de forma 

biestable en las condiciones analizadas. 

  

Figura 19. Los genes de SPI-1 se expresan de manera biestable. La expresión de la fusión transcripcional invF-

gfp (SPI-1), contenida en plásmido, se analizó mediante citometría de flujo en la cepa WT de S. Typhimurium. Las 

muestras se tomaron a las 10 h, analizando 10,000 eventos aproximadamente. En la figura se muestran los 

histogramas representativos de tres experimentos independientes; además, se indica el porcentaje de la población 

GFPON, con respecto a la cepa WT que contiene un plásmido que expresa constitutivamente la proteína GFP (control 

positivo) o el plásmido que contiene el gen reportero gfp sin promotor (control negativo). 
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Figura 20. Los genes pdu y eut no se expresan de manera biestable. La expresión de la fusión transcripcional 

pduA-gfp (A) y eutS-gfp (B), contenidas en plásmidos, se analizó mediante citometría de flujo en la cepa WT de S. 

Typhimurium. Las moléculas inductoras, 12.5 mM de 1,2-propanediol (PDL) y 150 nM de vitamina B12 (A) o 10 mM 

de etanolamina (EA) y 150 nM de vitamina B12 (B), se añadieron a una OD600nm de 0.6 (hora 0). Las muestras se 

tomaron a los tiempos indicados (0, 2, 4, 6 y 8 h), analizando 10,000 eventos aproximadamente. En las figuras se 

muestran los histogramas representativos de tres experimentos independientes; además, se indica el porcentaje de 

la población GFPON. 
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8. DISCUSIÓN 

Dentro del intestino de sus hospederos, Salmonella debe contender contra la 

resistencia a la colonización mediada por la microbiota intestinal (Baümler & Sperandio, 

2016; Stecher, 2015). A través de la expresión de los genes de SPI-1, Salmonella 

invade el epitelio intestinal e induce una respuesta inflamatoria en el hospedero, lo que 

a su vez elimina a gran parte de las bacterias de la microbiota (Stecher et al., 2007). 

De manera interesante, los genes de SPI-1 se expresan de manera biestable, es decir, 

que se generan dos subpoblaciones genéticamente idénticas pero fenotípicamente 

distintas tanto en el modelo de ratón, como en condiciones in vitro: una subpoblación 

expresa a los genes de SPI-1 (SPI-1ON) y la otra no los expresa (SPI-1OFF) (Ackermann 

et al., 2008; Diard et al., 2013; Hautefort et al., 2003; Sánchez-Romero & Casadesús, 

2018; Sturm et al., 2011). La subpoblación SPI-1ON permite la invasión y la generación 

de las respuestas inflamatorias en el intestino, mientras que la subpoblación SPI-1OFF 

se replica en el lumen (Ackermann et al., 2008; Diard et al., 2013; Diard & Hardt, 2017; 

Lawley et al., 2008; Stecher et al., 2007; Sturm et al., 2011). La inflamación en el 

intestino promueve la generación de aceptores de electrones alternativos, como el 

tetrationato, que permiten la utilización de fuentes de carbono no fermentables como el 

propanediol y la etanolamina (Faber et al., 2017; Price-Carter et al., 2001; Thiennimitr 

et al., 2011; Winter et al., 2010b; Winter et al., 2010a). Esto juega un papel muy 

importante para la proliferación de Salmonella y su posterior transmisión hacia otros 

hospederos (Lawley et al., 2008; Stecher et al., 2007), por lo que la invasión y 

replicación luminal son procesos altamente regulados. La cascada de regulación 

BarA/SirA-CsrB/C-CsrA controla la expresión de los genes de SPI-1 en condiciones 

inductoras de SPI-1 (Martínez et al., 2011), específicamente BarA/SirA-CsrB/C induce 

la expresión de estos genes mediante el antagonismo de la represión traduccional de 

CsrA sobre el transcrito de hilD (Hung et al., 2019; Martínez et al., 2011), el cual codifica 

para el regulador maestro de los genes de SPI-1 (Ellermeier et al., 2005; Golubeva et 

al., 2012; Narm et al., 2020). Los genes pdu y eut codifican para las enzimas necesarias 

para el metabolismo del propanediol y la etanolamina, respectivamente (Kaval & 

Garsin, 2018; Sampson & Bobik, 2008). Los resultados obtenidos del presente trabajo, 

junto con trabajos previos (Lawhon et al., 2003; Nava-Galeana et al., 2023a; Potts et 

al., 2019), muestran que la cascada BarA/SirA-CsrB/C-CsrA también regula la 

expresión de los genes pdu y eut en condiciones inductoras de SPI-1, pero de una 

manera opuesta a la regulación que esta cascada ejerce sobre los genes de SPI-1 

(Figura 21). 
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Nuestros resultados indican que SirA-CsrB/C controla negativamente la expresión de 

los genes pdu y eut a través de antagonizar la regulación positiva y directa de CsrA 

sobre los transcritos pocR/pduA y eutS, respectivamente. Además, encontramos que 

CsrA se une a los transcritos de pocR y eutS con una afinidad similar a la reportada 

con su interacción con hilD (Martínez et al., 2011), mientras que la afinidad de CsrA por 

pduA es alrededor de 5 veces menor. Aunque CsrA principalmente reprime la 

traducción de algunos genes blanco (Baker et al., 2002; Irie et al., 2010; Martínez et al., 

2011; Pannuri et al., 2012; Pourciau et al., 2020; Romeo et al., 1993; Sabnis et al., 

1995; Yakhnin et al., 2011), actualmente se conocen algunos ejemplos de la regulación 

positiva de CsrA. En particular, CsrA controla positivamente la expresión del regulador 

transcripcional de los genes flagelares mediante la unión sobre dos sitios en la región 

5’ del transcrito de flhDC, protegiéndolo de la degradación por la RNAsa E (Yakhnin et 

al., 2013). Además, CsrA activa la expresión de YmdA, una proteína de función 

desconocida, a través de la unión al transcrito de ymdA evitando la formación de una 

estructura tipo tallo-asa que secuestra la secuencia SD, lo que incrementa su 

estabilidad y su traducción (Renda et al., 2020). En los EMSAs con la proteína CsrA 

(Figura 18) se utilizó la región -91 a +13, -44 a +38 y -47 a +48 con respecto al codón 

de inicio de los transcritos pocR, pduA y eutS, respectivamente. Un análisis preliminar 

de la estructura secundaria de estos transcritos usando el software RNAfold (Gruber et 

Figura 21. Modelo de la regulación de los genes pocR/pdu/eut y hilD (SPI-1) por los sistemas BarA/SirA y Csr 

y por otros mecanismos de regulación. La expresión de los genes pocR/pdu/eut y hilD (SPI-1), los cuales se 

requieren para la replicación luminal de Salmonella, así como la invasión de sus células hospederas, 

respectivamente, es controlada de manera opuesta por la cascada BarA-SirA/CsrB/C-CsrA. Las flechas color verde 

representan regulación positiva, mientras que las líneas romas en color rojo representan regulación negativa. 

Adicionalmente, la expresión de pdu/eut se induce por 1,2-propanediol (PDL) / etanolamina (EA) o por otras vías, 

mientras que la expresión de los genes de SPI-1 es regulada por otros mecanismos de regulación transcripcional 

(letras en negro) o postranscripcional (letras en azul). LCFA: ácidos grasos de cadena larga. 
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al., 2008; Lorenz et al., 2011), mostró que su secuencia SD y/o el codón de inicio se 

encuentran dentro de estructuras tipo tallo-asa (Figura 22), lo que impediría la unión 

del ribosoma a estos transcritos. Así, es probable que el efecto positivo de CsrA sobre 

pocR, pduA y eutS sea favorecer la unión del ribosoma a la secuencia SD para su 

traducción, así como favorecer la estabilidad de estos transcritos; sin embargo, aún 

queda por determinarse el mecanismo específico por el cual CsrA activa la expresión 

de estos genes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durante el metabolismo del propanediol y la etanolamina, Salmonella utiliza a la 

vitamina B12 como cofactor para las enzimas propanediol deshidratasa, codificada en 

los genes pduCDE, y por la etanolamina amonio liasa, codificada en los genes eutBC 

(Bobik et al., 1992; Kaval & Garsin, 2018; Roof & Roth, 1989; Sampson & Bobik, 2008; 

Sheppard et al., 2004). Salmonella sintetiza de manera anaeróbica el cofactor B12 a 

través de las enzimas codificadas en los genes cbi-cob (Jeter et al., 1984; Roth et al., 

1993, 1996). Además, la reducción del tetrationato requiere de las enzimas tetrationato 

reductasa, tiosulfato reductasa y sulfito reductasa, codificadas en los operones ttr, phs 

y asr, respectivamente (Hensel et al., 1999; Price-Carter et al., 2001). De manera 

interesante, nuestros resultados (Nava-Galeana et al., 2023a) y reportes previos 

(Lawhon et al., 2003; Potts et al., 2019) apoyan que la cascada BarA/SirA-CsrB/C-CsrA 

Figura 22. Predicción de la estructura de los transcritos pocR, pduA y eutS. Estructura secundaria de los 

transcritos pocR (A), pduA (B) y eutS (C) usando el servidor de RNAfold. En la figura se señala el codón de inicio 

(AUG), la probable secuencia SD y los motivos GGA; algunos de ellos se encuentran dentro de estructuras tipo tallo-

asa. 
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controla la expresión de los genes cbi-cob, phs y asr de manera similar a la de los 

genes pdu y eut. 

Que el mismo sistema de regulación controle de manera opuesta la expresión de los 

genes de SPI-1 y los genes pdu/eut sugiere que la cascada BarA/SirA-CsrB/C-CsrA 

podría participar en la generación de dos poblaciones de Salmonella con distintas 

propiedades de virulencia, una que invade el epitelio intestinal y otra que se replica en 

el lumen del intestino (Ackermann et al., 2008; Diard et al., 2013; Hautefort et al., 2003; 

Sánchez-Romero & Casadesús, 2018; Sturm et al., 2011). En este sentido, se 

esperaría que la población SPI-1OFF estaría expresando los genes pdu y eut. Sin 

embargo, en este trabajo observamos que los genes pdu y eut no se expresan de forma 

biestable. Aunque en nuestro grupo observamos que SirA se requiere para la 

generación de la subpoblación SPI-1ON (Pérez-Morales et al., 2021), existen además 

otros mecanismos de regulación que controlan la biestabilidad de los genes de SPI-1 

(Figura 21) (Chowdhury et al., 2021; Figueroa-Bossi et al., 2022). Sin embargo, los 

sistemas BarA/SirA podrían participar en la temporalidad de la expresión de los genes 

de SPI-1: en el intestino, las moléculas presentes que activen la expresión del sistema 

BarA/SirA y, por lo tanto, de los RNAs CsrB/C, activarán la expresión de hilD y 

reprimirán la expresión de los genes pdu/eut a través del antagonismo de CsrA. Esto 

permitiría la invasión y la generación de la inflamación. Posteriormente, cuando se 

detecte el propanediol o la etanolamina, se expresarán los genes pdu o eut a través de 

otras vías. Esto concuerda con estudios previos que indican que los genes pdu y eut 

no representan una ventaja en el intestino de ratones infectados con cepas de S. 

Typhimurium mutantes en el SST3-1 que no causan inflamación (Faber et al., 2017; 

Thiennimitr et al., 2011), ya que, en ausencia de inflamación, no se genera tetrationato 

que se utiliza como aceptor de electrones durante el metabolismo del propanediol y la 

etanolamina (Price-Carter et al., 2001; Winter et al., 2010b; Winter et al., 2010a). 

Las moléculas o señales presentes en el intestino que actúan a través del TCS 

BarA/SirA, o de otros sistemas de regulación, podrían determinar si los genes de SPI-

1 o los genes pdu o eut se expresan. Por ejemplo, se ha descrito que los ácidos grasos 

de cadena corta como el formato y el acetato actúan a través del TCS BarA/SirA para 

activar los genes de SPI-1 (Alvarez et al., 2021; Chavez et al., 2010; Huang et al., 2008; 

Lawhon et al., 2002). Por otra parte, otros ácidos grasos de cadena corta o de cadena 

larga, como el propionato, butirato, oleato, miristato y palmitato, reprimen la expresión 

de los genes de SPI-1 (Chowdhury et al., 2021; Gantois et al., 2006; Golubeva et al., 

2016; Hung et al., 2013; Lawhon et al., 2002). Es necesario conocer cómo estas 

moléculas o señales que actúan sobre SPI-1 afectan la expresión de los genes pdu/eut 

o viceversa. En este sentido, en un estudio previo se reportó que el propanediol, el 

inductor de los genes pdu, reprime indirectamente la expresión de SPI-1 mediante la 

producción de propionato durante el metabolismo del propanediol (Nakayama & 

Watanabe, 2006).  
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La alta competencia por nutrientes entre la microbiota y las bacterias patógenas 

requiere que estas últimas ocupen su propio nicho metabólico para proliferar en el 

intestino. Los genes asociados con la utilización de metabolitos durante la inflamación, 

como el propanediol y la etanolamina, no son funcionales en las serovariedades 

extraintestinales de Salmonella, como los serotipos Choleraesuis o Typhi (Nuccio & 

Bäumler, 2014). Además, los genes pdu y eut se encuentran en patógenos transmitidos 

por alimentos, puesto que el propanediol y la etanolamina son abundantes en la comida 

procesada (Korbel et al., 2005). De manera interesante, los genes eut se encontraron 

en otros 84 genomas secuenciados pertenecientes a diferentes fila, como 

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria 

and Chlorophlexi (Tsoy et al., 2009); no obstante, el número de genes varía entre cada 

grupo filogenético y algunos de ellos no contienen los genes que codifican para los 

microcompartimentos (Ravcheev et al., 2019; Staib & Fuchs, 2014; Tsoy et al., 2009). 

La utilización más efectiva del propanediol y la etanolamina podrían darles una ventaja 

a las bacterias patógenas sobre la microbiota (Ravcheev et al., 2019; Staib & Fuchs, 

2014). En este sentido, los genes pdu y eut se encuentran en otros patógenos 

gastrointestinales, como Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Clostridium 

perfringens, C. difficile, Shigella sp., Yersinia enterocolitica, E. coli enterohemorrágica 

y enteropatógena (Staib & Fuchs, 2014). Salmonella puede utilizar otras fuentes de 

carbono (o donadores de electrones), como el lactato (Gillis et al., 2018), galactarato y 

glucarato (Faber et al., 2016), fructosa-asparagina (Ali et al., 2014), fucosa y ácido 

siálico (Ng et al., 2013), inositol (Kröger & Fuchs, 2009), formato (Hughes et al., 2017), 

propionato (Shelton et al., 2022), succinato (Spiga et al., 2017) y H2 (Maier et al., 2013); 

además, puede usar diferentes aceptores de electrones como oxígeno (Rivera-Chávez 

et al., 2016), nitrato (Lopez et al., 2012, 2015), fumarato (Maier et al., 2013; Nguyen et 

al., 2020), entre otros (Rivera-Chávez & Bäumler, 2015). Salmonella encuentra estas 

moléculas en el intestino inflamado, lo que le permite su proliferación en este nicho, 

asegurando su transmisión por la vía fecal-oral (Baümler & Sperandio, 2016; Rivera-

Chávez & Bäumler, 2015).  

En este trabajo encontramos que CsrA activa la expresión de los genes pdu y eut 

mediante la unión directa sobre los transcritos pocR, pduA y eutS, mientras que SirA-

CsrB/C reprime la expresión de estos genes mediante el antagonismo del efecto de 

CsrA. Nuestros resultados indican que la cascada SirA-CsrB/C-CsrA requiere la 

presencia de los reguladores transcripcionales PocR y EutR para controlar la expresión 

de los genes pdu y eut, respectivamente (Figura 23). Debido a la importancia del 

metabolismo del propanediol y la etanolamina durante la infección por las 

serovariedades gastrointestinales de Salmonella y de otros patógenos que causan 

infecciones por intoxicación alimentaria, los reguladores transcripcionales o las 

enzimas involucradas en estas vías podrían servir como blancos terapéuticos para el 

desarrollo de compuestos antimicrobianos novedosos, tal como los compuestos 

antivirulencia (Clatworthy et al., 2007; Staib & Fuchs, 2014).  
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9. CONCLUSIONES 

• SirA y CsrB/C controlan negativamente la expresión de los genes pdu y eut, 

mientras que CsrA controla positivamente su expresión. 

• La regulación de los genes pdu y eut por la cascada SirA-CsrB/C-CsrA requiere 

la presencia de PocR y EutR, respectivamente. 

• La cascada SirA-CsrB/C-CsrA regula la expresión de pocR mediante el 

transcrito generado por el promotor corriente arriba de este gen, mientras que 

regula la expresión de eutR mediante el transcrito generado por el promotor 

corriente arriba de eutS. 

• SirA y CsrB/C controlan negativamente la expresión de los genes pdu y eut en 

presencia de sus moléculas inductoras (propanediol y vitamina B12 o 

etanolamina y vitamina B12). 

• CsrA regula positivamente la expresión de los genes pdu mediante la unión a 

los transcritos de pocR y pduA, así como también regula positivamente la 

expresión de los genes eut mediante la unión al transcrito de eutS. 

• Los genes pdu y eut no se expresan de forma biestable. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 23. Modelo del mecanismo de regulación de la cascada BarA/SirA-CsrB/C-CsrA sobre la expresión 

de los genes pdu y eut. Véase texto para más detalles. 
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10. PERSPECTIVAS 

• Determinar el mecanismo específico que emplea CsrA para controlar 

positivamente la expresión de pocR, pduA y eutS. 

• Definir si y cómo la cascada de regulación BarA/SirA-Csr controla la expresión 

de otros genes requeridos para la replicación de Salmonella en el lumen 

intestinal.  
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12.  ANEXO 1: Medios y soluciones 

Medio LB-Miller 

Para 1L: 10g de bacto triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl, 900 mL de 

agua Mili Q. Disolver bien y aforar a 1 L con agua Mili Q. Esterilizar por autoclave a 

121°C y 15 psi durante 20 min. Para preparar medio LB sólido, agregar 15 g de bacto 

agar. 

Medio SOB 

Para 500 mL: 10 g bacto triptona, 2.5 g extracto de levadura, 0.25 g NaCl, 1.25 mL de 

KCl 1 M. Aforar a 500 mL con agua Mili Q. Esterilizar por autoclave a 121°C y 15 psi 

durante 20 min. 

Medio SOC 

Para 100 mL: 2 g bacto triptona, 0.5 g de extracto de levadura, 0.2 mL de NaCl 5 M, 

0.25 mL de KCl 1M, 1 mL de MgCl2 1 M, 1 mL de MgSO4 1 M, 0.36 g de glucosa. Aforar 

a 100 mL con agua Mili Q. Esterilizar por autoclave a 121°C y 15 psi durante 20 min. 

Medio E 50X 

Para 50 mL: Mezclar 0.5 g de MgSO4•7H2O, 5 g de ácido cítrico, 25 g de K2HPO4 

anhidrido y 8.75g de NaNH4HPO4•4H2O. Esterilizar por autoclave a 121°C y 15 psi 

durante 20 min. 

Medio P22 

Para 100 mL: mezclar 2 mL de medio E 50X, 1 mL de glucosa al 20% y 1 mL de fago 

P22. 

Amortiguador SET 

Para 500 mL: Pesar 100 g de sacarosa, agregar 200 mL de agua Mili Q, 50 mL del de 

EDTA 0.5 M pH 8 y 12.5 mL de Tris-HCl 1 M pH 8, aforar a 500 mL con agua Mili Q. 

Esterilizar por autoclave a 121°C y 15 psi durante 20 min. 

TAE 50X 

Para 1 L: Pesar 242 g de Tris Base, disolver en 500 mL de agua Mili Q, agregar 100 

mL de EDTA 0.5 M pH 8 y 57.1 mL de ácido acético glacial, aforar a 1 L con agua Mili 

Q y filtrar con filtros de 0.44 µm. 

Amortiguador de carga de DNA 5X 
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Mezclar 125 mg azul de bromofenol, 125 mg xileno cianol FF, 25 mL glicerol y 25 mL 

agua Mili Q. 

Amortiguador de carga de proteínas 4X 

Para 320 mL: Mezclar 10 mL de Tris-HCl 2M pH 7.5, 64 mL de Glicerol al 100%, 32 mL 

de SDS al 20%, 16 mL de azul de bromofenol al 0.5% y aforar a 320 mL con agua Mili 

Q. 

Tris-HCl/SDS pH 6.8 

Para 100 mL: Pesar 6.05 g de Tris base, disolver en 50 mL de agua Mili Q y ajustar el 

pH a 6.8 con HCl. Entonces, se agregan 0.4 g de SDS, se afora a 100 mL y se filtra 

con filtros de 0.44 µm. 

Tris-HCl/SDS pH 8.8 

Para 100 mL: Pesar 18.2 g de Tris base, disolver en 50 mL de agua Mili Q y ajustar el 

pH a 8.8 con HCl. Entonces, se agregan 0.4g de SDS, se afora a 100 mL y se filtra con 

filtros de 0.44 µm. 

Amortiguador de corrida 4X para proteínas 

Para 1 L: Pesar 12 g de Tris base, 57.6 g de glicina y 4 g de SDS, disolver en 500 mL 

de agua Mili Q, aforar a 1 L y filtrar con filtros de 0.44 µm. 

Amortiguador de transferencia para Western blot 

Para 1 L: Pesar 5.82 g de Tris base, 2.93 g de glicina, 1.875 mL de SDS 20%, disolver 

en 500 mL de agua Mili Q, agregar 200 mL de metanol, aforar a 1 L y filtrar con filtros 

de 0.44 µm.  

PBS 10X pH 7.4 

Para 1 L: Pesar 80 g de NaCl, 6.1 g de Na2HPO4, 2 g de KH2PO4 y 2 g de KCl, disolver 

en 500 mL de agua Mili Q, ajustar el pH, aforar a 1 L. Esterilizar por autoclave a 121°C 

y 15 psi durante 20 min. 

PBST 

Para 1 L: Mezclar 100 mL de PBS 10X pH 7.4, 3 mL de Tween-20 y aforar a 1 L con 

agua Mili Q. 

Solución bloquedora para Western blot 

Mezclar 0.5 g de leche sin grasa en 10 mL de amortiguador PBST 
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Azul de coomassie R250 

Para 1 L: Pesar 0.55 g de azul de coomassie R250, disolver en 500 mL de agua Mili Q, 

100 mL de ácido acético glacial y 500 mL de metanol. Agitar con mosca durante toda 

la noche (16 h) y filtrar con papel Whatman. 

TDTT 

Para 200 mL: mezclar 10 mL de Tris-HCl 1 M pH 7.8 con 6 µL de DTT 1 M, aforar a 

200 mL con agua Mili Q. 

Amortiguador Z 5X 

Para 1 L: mezclar 42.58 g de Na2HPO4, 27.6 g de NaH2PO4, 3.8 g de KCl, 1.22 g de 

MgSO4, ajustar el pH a 7, aforar a 1 L y filtrar con filtro de 0.22 µm. 
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CsrA Positively and Directly Regulates the Expression of the
pdu, pocR, and eut Genes Required for the Luminal Replication
of Salmonella Typhimurium

Jessica Nava-Galeana,a Helen Yakhnin,b Paul Babitzke,b Víctor H. Bustamantea

aDepartamento de Microbiología Molecular, Instituto de Biotecnología, Universidad Nacional Autónoma de México, Cuernavaca, Morelos, México
bDepartment of Biochemistry and Molecular Biology, Center for RNA Molecular Biology, Pennsylvania State University, University Park, Pennsylvania, USA

ABSTRACT Enteric pathogens, such as Salmonella, have evolved to thrive in the
inflamed gut. Genes located within the Salmonella pathogenicity island 1 (SPI-1) mediate
the invasion of cells from the intestinal epithelium and the induction of an intestinal
inflammatory response. Alternative electron acceptors become available in the inflamed
gut and are utilized by Salmonella for luminal replication through the metabolism of
propanediol and ethanolamine, using the enzymes encoded by the pdu and eut genes.
The RNA-binding protein CsrA inhibits the expression of HilD, which is the central tran-
scriptional regulator of the SPI-1 genes. Previous studies suggest that CsrA also regulates
the expression of the pdu and eut genes, but the mechanism for this regulation is
unknown. In this work, we show that CsrA positively regulates the pdu genes by binding
to the pocR and pduA transcripts as well as the eut genes by binding to the eutS tran-
script. Furthermore, our results show that the SirA-CsrB/CsrC-CsrA regulatory cascade
controls the expression of the pdu and eut genes mediated by PocR or EutR, which are
the positive AraC-like transcriptional regulators for the pdu and eut genes, respectively.
By oppositely regulating the expression of genes for invasion and for luminal replication,
the SirA-CsrB/CsrC-CsrA regulatory cascade could be involved in the generation of two
Salmonella populations that cooperate for intestinal colonization and transmission. Our
study provides new insight into the regulatory mechanisms that govern Salmonella
virulence.

IMPORTANCE The regulatory mechanisms that control the expression of virulence
genes are essential for bacteria to infect hosts. Salmonella has developed diverse regula-
tory mechanisms to colonize the host gut. For instance, the SirA-CsrB/CsrC-CsrA regula-
tory cascade controls the expression of the SPI-1 genes, which are required for this bac-
terium to invade intestinal epithelium cells and for the induction of an intestinal
inflammatory response. In this study, we determine the mechanisms by which the SirA-
CsrB/CsrC-CsrA regulatory cascade controls the expression of the pdu and eut genes,
which are necessary for the replication of Salmonella in the intestinal lumen. Thus, our
data, together with the results of previous reports, indicate that the SirA-CsrB/CsrC-CsrA
regulatory cascade has an important role in the intestinal colonization by Salmonella.

KEYWORDS Csr, Salmonella, regulation

S almonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) causes intestinal disease
in humans and many animals (1). Two groups of genes are primarily responsible for

mediating intestinal colonization by S. Typhimurium: the SPI-1 (Salmonella pathogenicity
island 1) genes and the pdu/eut genes. The SPI-1 genes encode a type three secretion sys-
tem (TTSS-1), several effector proteins, and transcriptional regulators, which mediate the
invasion of intestinal epithelium cells as well as an intestinal inflammatory response (2, 3).
The pdu and eut genes encode enzymes that provide Salmonella with the ability to grow
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in the presence of propanediol and ethanolamine, respectively, which are nonfermentable
carbon compounds that are metabolized in the lumen of the inflamed intestine via tetra-
thionate respiration (4–7). In laboratory conditions, the SPI-1 genes are expressed when
Salmonella is grown in lysogeny broth (LB) (under SPI-1-inducing conditions) (8, 9). The pdu
and eut genes are expressed in LB at low levels, and their expression is activated in the
presence of propanediol or ethanolamine, respectively (10, 11).

A myriad of regulators control the expression of the SPI-1 genes, most of which act
on HilD, which is an AraC-like transcriptional regulator that is encoded within SPI-1
that directly or indirectly activates the expression of the SPI-1 genes and other related
genes that are located outside of SPI-1 (2, 3, 12). Among the regulators controlling HilD
are the BarA/SirA two-component system (TCS) and the Csr system (12, 13). The BarA/
SirA and Csr systems are present in numerous bacteria, in which they control a wide
variety of cellular processes by acting in a regulatory cascade (14, 15). The BarA/SirA
TCS activates the transcription of the csrB and csrC genes encoding the CsrB and CsrC
(CsrB/C) small RNAs (sRNAs), which bind to the RNA-binding protein CsrA (16, 17). CsrA
binds to sequences containing conserved GGA motifs, which are generally located
within the loops of hairpin structures in RNAs (18, 19). CsrB and CsrC contain multiple
CsrA-binding sites, and they therefore antagonize CsrA activity on target transcripts
(20, 21). The most common CsrA-mediated regulatory mechanism involves CsrA bind-
ing to multiple sites in 5' RNA leader regions, one of which overlaps the Shine-
Dalgarno (SD) sequence, thereby repressing translational initiation, which often leads
to the degradation of mRNAs (15, 22–27). However, CsrA can also activate the expres-
sion of some genes either by binding to leader sequences in mRNAs and thereby pre-
venting the formation of secondary structures that sequester the SD sequence or by
protecting mRNAs from attack by RNases and thereby stabilizing transcripts (15, 28,
29). CsrA binds to the hilD mRNA and blocks its translation, while the BarA/SirA TCS
activates the expression of the CsrB/C sRNAs that antagonize the effect of CsrA,
thereby favoring the expression of hilD (13, 30).

The expression of the pdu and eut genes is positively controlled by the AraC-like
transcriptional regulators PocR and EutR, respectively (10, 11, 31, 32). Additionally,
global expression studies implicate the BarA/SirA and Csr systems in the regulation of
the expression of the pdu and eut genes (33, 34). However, the mechanism for this reg-
ulation is unknown. In this study, we show that CsrA activates the expression of the
pdu and eut genes by directly binding to the pocR, pduA, and eutS transcripts, while
SirA-CsrB/C reduces the expression of these genes by counteracting the effect of CsrA.
Our results indicate that the regulation of the pdu and eut genes by the SirA-CsrB/C-
CsrA cascade requires the presence of the transcriptional regulators PocR and EutR,
respectively.

RESULTS
SirA, CsrB/C, and CsrA regulate pdu and eut expression. To examine the regula-

tion of the pdu and eut genes by SirA, CsrB/C, and CsrA, we first constructed plasmids
with lacZ translational fusions carrying the full-length intergenic regulatory region
upstream and the first codons of the pduA or eutS genes (the pduA and eutS are the
first genes of the pdu and eut operons, respectively) (Fig. 1). Then, the expression of
the generated pduA'-'lacZ and eutS'-'lacZ translational fusions was quantified in the WT
S. Typhimurium SL1344 strain and its isogenic DsirA and DcsrB DcsrC mutants, as well
as in the WT strain overexpressing CsrA and in the DsirA mutant overexpressing SirA or
CsrB. We did not analyze the effect of the DcsrA mutant, as this strain presented a
severe growth defect (13, 35). The bacterial strains were grown in LB at 37°C, which are
conditions under which SirA, CsrB/C, and CsrA control the expression of the SPI-1 viru-
lence genes (SPI-1-inducing conditions) (8, 9). The expression of both the pduA'-'lacZ
and eutS'-'lacZ fusions was increased in the DsirA and DcsrB DcsrC mutants as well as in
the WT strain overexpressing CsrA from the plasmid pK3-CsrA, compared with the WT
strain either with or without an empty vector (Fig. 2). Conversely, the expression of
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both fusions was decreased in the DsirA mutant overexpressing SirA or CsrB from the
plasmids pK3-SirA and pK3-CsrB, respectively, with respect to the DsirA mutant with or
without an empty vector (Fig. 2). These results indicate that SirA and CsrB/C negatively
control the expression of the pdu and eut genes, whereas CsrA positively controls their
expression.

The regulation of pdu and eut by SirA-CsrB/C-CsrA requires the presence of
PocR or EutR. The expression of the pdu and eut genes is positively controlled by the
transcriptional regulators PocR and EutR, respectively (10, 11, 31, 32). Therefore, we
asked whether the regulation of pdu and eut by the SirA-CsrB/C-CsrA cascade involves
PocR or EutR. To test this possibility, we examined expression of the pduA'-'lacZ and
eutS'-'lacZ fusions in the DsirA DpocR, DcsrB DcsrC DpocR, DsirA DeutR, and DcsrB DcsrC
eutR mutant strains as well as in strains overexpressing CsrA (pK3-CsrA) in the presence
or absence of PocR or EutR. The increased expression of pduA'-'lacZ and eutS'-'lacZ
caused by the absence of SirA or CsrB/C or by the overexpression of CsrA (Fig. 2) was
lost in the absence of the respective regulator PocR or EutR; the expression of the
pduA'-'lacZ and eutS'-'lacZ fusions was barely detectable in the absence of PocR and
EutR, respectively (Fig. 3). These results demonstrate that regulation of the pdu and eut
genes by the SirA-CsrB/C-CsrA cascade requires the presence of PocR and EutR,
respectively.

SirA, CsrB/C, and CsrA regulate PocR and EutR expression. Our results suggest
that SirA-CsrB/C-CsrA regulates the pdu and eut genes through PocR and EutR.
Therefore, we sought to determine whether SirA-CsrB/C-CsrA controls the expression
of PocR and EutR.

The pocR gene is located near the pdu genes, and it is expressed as a single gene
operon (Fig. 1A). We constructed a pocR'-'lacZ translational fusion carrying the full-
length intergenic region upstream and the first codons of pocR (Fig. 1A), and we ana-
lyzed the expression of this translational fusion in the different S. Typhimurium strains
that were assessed in this study. The expression of pocR'-'lacZ increased in the absence

FIG 1 Schematic representation of the pdu and eut operons. (A) The pdu and pocR genes. pduA is the
first gene of the pdu operon. The PocR transcriptional regulator activates the expression of the pdu genes
by acting on the promoters located upstream of pduA and pduF (adapted from [10]). (B) The eut genes.
eutS is the first gene of the eut operon. The EutR transcriptional regulator activates the expression of the
eut genes by acting on the promoter located upstream of eutS (adapted from [73]). The DNA fragments
carried by the pduA9-9lacZ and pocR9-9lacZ fusions (A) as well as by the eutS9-9lacZ and P2-eutR9-9lacZ
fusions (B) are shown; positions indicated are relative to the translational start codon.
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of SirA or CsrB/C and by the overexpression of CsrA from pK3-CsrA (Fig. 4A).
Conversely, the expression of this fusion decreased by the expression of SirA or CsrB
from pK3-SirA and pK3-CsrB, respectively (Fig. 4A). Consistent with these results, the
production of CsrA from pK3-CsrA increased the chromosomal expression of 3xFLAG-
tagged PocR (PocR-FLAG) by 3.4-fold in the WT strain (Fig. 4B). These results show that
the SirA-CsrB/C-CsrA cascade regulates the expression of pocR. To determine whether
the presence of PocR is required for this regulation, we next examined the expression
of the pocR'-'lacZ fusion in the DsirA DpocR and DcsrB DcsrC DpocR mutant strains as
well as in strains overexpressing CsrA from pK3-CsrA in the WT and DpocR genetic
backgrounds. The absence of SirA or CsrB/C as well as the overexpression of CsrA
increased the expression of pocR'-'lacZ in the DpocR mutants (Fig. 5A), indicating that
PocR is not required for the regulation of the pocR gene by the SirA-CsrB/C-CsrA
cascade.

The pocR'-'lacZ fusion was expressed at similar levels in the WT strain and its iso-
genic DpocR mutant when both were carrying an empty vector (Fig. 5A), indicating
that PocR does not autoregulate its own expression. Consistent with this finding, elec-
trophoretic mobility shift assays (EMSAs) showed MBP-PocR binding to the pduA pro-
moter region but not to the pocR or eutR promoters (Fig. 5B and C). In agreement with
these findings, previous studies indicated that PocR activates the expression of the pdu
genes but does not regulate itself (10, 36). It should be noted that PocR binding to the
pduA promoter had not been determined previously.

eutR is the last gene of the eut operon, and it is transcribed primarily from the pro-
moter located upstream of eutS; however, an additional promoter upstream of eutR

FIG 2 The SirA-CsrB/C-CsrA cascade regulates the expression of the pdu and eut genes. The b-galactosidase
activity of the pduA9-9lacZ (A) and eutS9-9lacZ (B) translational fusions was quantified in the indicated strains.
b-galactosidase assays were performed with samples taken from bacterial cultures that were grown overnight
in LB at 37°C. The data represent the average and the standard deviation of three independent experiments
done in duplicate. The P values were calculated using one-way ANOVAs with Tukey’s post hoc tests (***, P ,
0.001).
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has been reported (Fig. 1B) (11). Our results show that the SirA-CsrB/C-CsrA cascade
controls the expression of eutS (Fig. 2B), implying that SirA-CsrB/C-CsrA would also reg-
ulate the expression of eutR. Consistent with this prediction, the production of CsrA
from pK3-CsrA increased the chromosomal expression of 3xFLAG-tagged EutR (EutR-
FLAG) by 2.1-fold in the WT strain (Fig. 4D). To determine whether the SirA-CsrB/C-CsrA
cascade also regulates the expression of a translational fusion driven by promoter P2
immediately upstream of eutR (Fig. 1B), we constructed and analyzed a P2-eutR'-'lacZ
translational fusion. The absence of SirA or CsrB/C did not affect the expression of the
P2-eutR'-'lacZ fusion (Fig. 4C). Intriguingly, the production of CsrA from pK3-CsrA signif-
icantly reduced the expression of the P2-eutR'-'lacZ fusion in the WT strain (Fig. 4C),
which was an opposite effect to that observed for CsrA on eutS and EutR-FLAG (Fig. 2B,
3B, and 4D) as well as on pduA, pocR, and PocR-FLAG (Fig. 2A, 3A, 4A, 4B, and 5A).

Together, these results indicate that the SirA-CsrB/C-CsrA cascade regulates the
expression of pocR by acting on the transcript generated by the promoter upstream of
this gene and that it regulates the expression of eutR by acting on the transcript gener-
ated by the promoter upstream of eutS.

SirA and CsrB/C regulate pdu and eut expression in the presence of inducer
molecules. The expression of the pdu and eut genes is activated to high levels in the
presence of propanediol and ethanolamine, respectively; vitamin B12 has also been
shown to act as an inducer molecule for the expression of the eut genes (10, 11, 37).
We found that SirA and CsrB/C also control the expression of the pdu and eut genes in
the presence of inducer molecules (propanediol 1 vitamin B12 or ethanolamine 1 vita-
min B12), but this is to a lower extent than that observed under SPI-1-inducing condi-
tions (lacking inducers) (Fig. 6).

FIG 3 The SirA-CsrB/C-CsrA cascade requires PocR and EutR to regulate the expression of the pdu and eut
genes. The b-galactosidase activity of the pduA9-9lacZ (A) and eutS9-9lacZ (B) translational fusions was
quantified in the indicated strains. b-galactosidase assays were performed with samples taken from bacterial
cultures that were grown overnight in LB at 37°C. The data represent the average and the standard deviation
of three independent experiments done in duplicate. The P values were calculated using one-way ANOVAs
with Tukey’s post hoc tests (***, P , 0.001).
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CsrA binds to the pocR, pduA, and eutS transcripts. To determine the direct tar-
gets of CsrA for the regulation analyzed in this study, we performed EMSAs using puri-
fied CsrA-H6 and the 59-end-labeled RNA of pocR, pduA, and eutS. A band with lower
mobility was detected with a CsrA-H6 concentration between 1 and 8 nM for pocR
RNA, between 8 and 63 nM for pduA RNA, and between 2 and 16 nM for eutS RNA
(Fig. 7), indicating that CsrA binds to these three transcripts. A nonlinear least-squares
analysis of these data yielded apparent Kd values of 7.4, 31, and 5.7 nM for pocR, pduA,
and eutS RNAs, respectively (Fig. 7), indicating that CsrA has a higher affinity for pocR
and eutS than for pduA. Additionally, the specificity of the CsrA interaction with pocR,
pduA, and eutS RNAs was evaluated by competition experiments with specific (pocR,
pduA, and eutS) and nonspecific (phoB) unlabeled RNA competitors. Unlabeled pocR,
pduA, or eutS RNAs were effective competitors, whereas phoB RNA was not (Fig. 7),
indicating that these interactions are specific. Collectively, our results show that CsrA
positively regulates the expression of the pdu genes by binding to the pocR and pduA
transcripts, and it also positively regulates the expression of the eut genes by binding
to the eutS transcript.

DISCUSSION

In the mouse intestine as well as under SPI-1-inducing in vitro conditions, Salmonella
differentiates into two subpopulations that are genetically identical but phenotypically dis-
tinct: one subpopulation expresses SPI-1 genes (SPI-1ON), and the other does not (SPI-1OFF)

FIG 4 The SirA-CsrB/C-CsrA cascade regulates the expression of PocR and EutR. The b-galactosidase activity of the pocR9-9lacZ
(A) and P2-eutR9-9lacZ (C) translational fusions was quantified in the indicated strains. The data represent the average and the
standard deviation of three independent experiments done in duplicate. The P values were calculated using one-way ANOVAs
with Tukey’s post hoc tests (***, P , 0.001). Western blot analysis of PocR-FLAG (B) and EutR-FLAG (D) expression in the WT
strain carrying a chromosomal 3xFLAG-tagged pocR or eutR gene, respectively, with the indicated plasmids. Monoclonal anti-
FLAG antibodies were used to detect the FLAG-tagged proteins. As a loading control, the expression of GroEL was also
detected using polyclonal anti-GroEL antibodies. The blots were performed three times in independent experiments.
Representative images of the blots are shown. The fold change for the expression of FLAG-tagged proteins were calculated as
the ratio of AU (arbitrary units) normalized with GroEL, using the ImageJ software package. The P values were obtained by
using unpaired Student’s t tests (*, P , 0.05; **, P , 0.01). Western blots and b-galactosidase assays were performed with
samples taken from bacterial cultures that were grown overnight in LB at 37°C.
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(38–42). Different studies indicate that Salmonella colonizes the gut via a division of labor
between these two subpopulations: the SPI-1ON is able to invade cells from the intestinal epi-
thelium and trigger an inflammatory response that provides a particular niche where the
SPI-1OFF replicates in the intestinal lumen, thereby displacing the microbiota (39–41, 43–45).

FIG 6 SirA and CsrB/C regulate the expression of the pdu and eut genes in the absence or presence of
inducer molecules. The b-galactosidase activity of the pduA9-9lacZ (A) and eutS9-9lacZ (B) translational fusions
was determined in the indicated strains that were grown in the absence or presence of either 12.5 mM 1,2-
propanediol and 150 nM vitamin B12 (A) or 10 mM ethanolamine and vitamin B12 (B). b-galactosidase assays
were performed with samples taken from bacterial cultures that were grown overnight in LB at 37°C. The
data represent the average and the standard deviation of three independent experiments done in duplicate.
The P values were calculated using one-way ANOVAs with Tukey’s post hoc tests (***, P , 0.001).

FIG 5 The SirA-CsrB/C-CsrA cascade regulates the expression of pocR in the absence of PocR. (A) The
b-galactosidase activity of the pocR9-9lacZ translational fusion was quantified in the indicated strains.
b-galactosidase assays were performed with samples taken from bacterial cultures that were grown overnight
in LB at 37°C. The data represent the average and the standard deviation of three independent experiments
done in duplicate. The P values were calculated using one-way ANOVAs with Tukey’s post hoc tests (***, P ,
0.001). Nonradioactive EMSAs using purified MBP-PocR and the DNA fragments contained in the pduA9-9lacZ
(B) and pocR9-9lacZ (C) fusions. As a negative control, the DNA fragment contained in the eutR9-9lacZ fusion
was included in each DNA-binding reaction. The immunodetection assays using anti-MBP monoclonal
antibodies (the images below the EMSAs) show that the MBP-PocR protein forms overly large complexes with
(pduA) or without (pocR and eutR) bound DNA, and these remained near the wells of the gels.
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Alternative electron acceptors, such as tetrathionate (5), which is utilized by Salmonella for
propanediol and ethanolamine metabolism (4–7, 46), are generated in the inflamed gut. The
pdu and eut genes encode the enzymes necessary for the use of propanediol and ethanola-
mine as carbon sources (32, 47). The BarA/SirA-CsrB/C-CsrA regulatory cascade controls the
expression of the SPI-1 genes under SPI-1-inducing conditions (13). BarA/SirA-CsrB/C induces
the expression of these genes by antagonizing the translational repression exerted by CsrA
on the hilD transcript (13, 30), which codes for the central positive regulator of SPI-1 (48–50).
Recently, we reported that SirA is required for the generation of the SPI-1ON subpopulation
(51). Results from the present study, together with the results of previous reports (33, 34),
show that the BarA/SirA-CsrB/C-CsrA cascade also controls the expression of the pdu and eut
genes under SPI-1-inducing conditions, but, interestingly, this occurs in a manner that is op-
posite to that of the control exerted by this regulatory cascade on the SPI-1 genes (Fig. 8).
Our data indicate that SirA-CsrB/C negatively controls the pdu and eut genes by counteract-
ing the direct positive regulation of CsrA on the pocR-pduA and eutS transcripts, respectively.
We found that CsrA binds to the pocR and eutS RNAs with a similar affinity to that reported
for its interaction with hilD RNA (13) and that the affinity of CsrA for pduA RNA was approxi-
mately 5-fold lower. CsrA primarily represses the translation of target mRNAs (13, 15, 22–27).
However, positive regulation by CsrA on some transcripts has been described. For instance,
CsrA positively controls the expression of the master regulator of flagellar genes, namely,
FlhD4C2, by binding to the flhDC mRNA and thereby protecting it from degradation by
RNase E (28). Furthermore, CsrA activates the expression of YmdA, which is a protein of
unknown function, by binding to the ymdA mRNA and thereby exposing the SD sequence

FIG 7 CsrA binds specifically to the pocR, pduA, and eutS transcripts. CsrA binding to the pocR (A), pduA (B), and eutS (C) RNAs was
analyzed using EMSAs by incubating 32P-labeled RNA fragments with increasing concentrations of purified CsrA-H6. The positions of
bound and free RNA are marked. The simple binding curves for these data are shown. The Kd values of the CsrA interaction with the
pocR, pduA, and eutS transcripts are shown. For the RNA competition experiments, labeled pocR (0.1 nM), pduA (0.2 nM), or eutS
(0.2 nM) RNA was combined with 1, 30, or 100 nM unlabeled specific (pocR, pduA, and eutS) or nonspecific (phoB) competitor RNA
and was incubated with purified CsrA.
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for translation initiation (29). The precise mechanism(s) by which CsrA activates the expres-
sion of pocR, pduA, and eutS remains to be determined.

Vitamin B12 is necessary for the metabolism of propanediol and ethanolamine because
it acts as a cofactor for the propanediol dehydratase enzyme that is encoded by the pdu
genes as well as for the ethanolamine ammonia-lyase enzyme that is encoded by the eut
genes (31, 32, 47, 52, 53). Salmonella anaerobically synthesizes vitamin B12 with the
enzymes encoded in the cbi-cob operon (36, 54, 55). In addition, the reduction of tetrathio-
nate during the metabolism of propanediol and ethanolamine requires tetrathionate re-
ductase, thiosulphate reductase, and sulfite reductase enzymes, which are encoded by the
ttr, phs, and asr operons, respectively (4, 56). Interestingly, our unpublished results and pre-
vious reports support that the BarA/SirA-CsrB/C-CsrA regulatory cascade controls the
expression of the cbi-cob, phs, and asr genes in a similar way to that observed for the pdu
and eut genes (33, 34).

Based on the results described above, it is tempting to speculate that the BarA/
SirA-CsrB/C-CsrA regulatory cascade could be involved in the generation of the SPI-1ON

and SPI-1OFF subpopulations, which is a matter of our current investigation. Molecules
or cues that are present in the intestine, acting through the BarA/SirA TCS and/or other
regulatory pathways, could mediate whether the expression of SPI-1 or that of the
pdu/eut/cbi-cob genes is induced. For instance, the short-chain fatty acids (SCFAs) ace-
tate and formate act through the BarA/SirA TCS to activate SPI-1 gene expression (57–
59). Other SCFAs or long-chain fatty acids (LCFAs), such as propionate, butyrate, oleate,
myristate, and palmitate, repress the expression of the SPI-1 genes (57, 60–63). It is
necessary to know how all of these molecules or signals acting on SPI-1 affect the
expression of the pdu/eut/cbi-cob genes. This will help to integrate the possible path-
ways that oppositely control the expression of the SPI-1 and the pdu/eut/cbi-cob genes,
which could be involved in the generation of the SPI-1ON and SPI-1OFF subpopulations.
It should be noted that propanediol, which is the inducer molecule for pdu expression,
indirectly represses SPI-1 via propionate production from propanediol metabolism
(64). Our study adds an additional layer to the complex regulatory network that con-
trols Salmonella virulence.

MATERIALS ANDMETHODS
Bacterial strains and growth conditions. The bacterial strains used in this study are listed in

Table 1. The cultures for the b-galactosidase and Western blot assays were grown in test tubes contain-
ing 5 mL of lysogeny broth (LB)-Miller (1% tryptone, 0.5% yeast agar, and 1% NaCl [pH 7.5]), that were
incubated for 16 h at 37°C with shaking at 200 rpm. When necessary, the culture medium was supple-
mented with streptomycin (100 mg/mL), ampicillin (200 mg/mL), or kanamycin (30 mg/mL).

Construction of mutants and strains expressing 3xFLAG-tagged proteins. Nonpolar gene dele-
tion mutant strains were generated by the lRed recombinase system, as reported previously (65)

FIG 8 The model for the regulation of the pdu/pocR/eut and hilD (SPI-1) genes by BarA/SirA-CsrB/C-CsrA.
The expression of the pdu/pocR/eut and hilD (SPI-1) genes that are required for luminal replication and for
the invasion of host cells, respectively, is oppositely controlled by the BarA/SirA-CsrB/C-CsrA regulatory
cascade. See the text for details.
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(Table 1). The pocR and eutR genes were replaced with a selectable kanamycin resistance cassette in the
S. Typhimurium SL1344 strain, thereby generating the DpocR::kan (DTM240) and DeutR::kan (DTM242)
mutants, respectively. The DsirA DpocR::kan (DTM244), DcsrB DcsrC DpocR::kan (DTM245), DsirA DeutR::
kan (DTM246), and DcsrB DcsrC DeutR::kan (DTM247) double and triple mutants were generated by intro-
ducing the DpocR::kan (DTM240) or the DeutR::kan (DTM242) allele into the DsirA (JPTM27) or DcsrB
DcsrC (DTM134) mutants via P22 transduction. The chromosomal pocR and eutR genes were 3xFLAG-
tagged in the S. Typhimurium SL1344 strain by using the previously reported lRed recombinase system
(66), thereby generating the pocR::3xFLAG-kan (DTM248) and eutR::3xFLAG-kan (DTM250) strains, respec-
tively. When required, the kanamycin resistance cassette was excised from the respective mutant strain
by using the helper plasmid pCP20 expressing the FLP recombinase, as described previously (65),
thereby generating the S. Typhimurium DpocR (DTM241), DeutR (DTM243), pocR::3xFLAG (DTM249), and
eutR::3xFLAG (DTM251) strains. All of the mutant strains were verified via PCR amplification and
sequencing.

Construction of plasmids. The plasmids and primers used in this study are listed in Tables 1 and 2,
respectively. To construct the peutS-lacZ, ppocR-lacZ, and peutR-lacZ plasmids, the regulatory regions of
eutS, pocR, and eutR were amplified by PCR using the primer pairs eutS-FwEcoRI/R2eutS-BamHI, pocR-
FwEcoRI/pocR-RvBamHI and F2eutR-EcoRI/R2eutR-BamHI, respectively. The PCR products were digested
with EcoRI and BamHI and were then cloned into the pRS414 vector (67) digested with the same
enzymes. To construct the pMAL-PocR plasmid expressing the MBP-PocR fusion protein, the pocR struc-
tural gene was amplified by PCR using the primers F2PocR-MBP and R2PocR-MBP. The PCR product was
digested with BamHI and PstI and was cloned into vector pMAL-c2x digested with the same enzymes.
Chromosomal DNA from the WT S. Typhimurium SL1344 strain was used as the DNA template in all of
the PCRs. All of the plasmids were sequenced and then transformed via electroporation into S.
Typhimurium genetic backgrounds, as specified.

b-galactosidase assay. The protein quantification and b-galactosidase activity measurements were
performed as previously described (68, 69), with the following modifications. Samples of cells were

TABLE 1 Bacterial strains and plasmids used in this studya

Strain or plasmid Genotype or description Reference or source
Strain
S. Typhimurium
SL1344 xyl, hisG, rpsL, SmR 74
JPTM27 DsirA 13
DTM134 DcsrB DcsrC 51
DTM240 DpocR::kan This study
DTM241 DpocR This study
DTM242 DeutR::kan This study
DTM243 DeutR This study
DTM244 DsirA DpocR::kan This study
DTM245 DcsrB DcsrC DpocR::kan This study
DTM246 DsirA DeutR::kan This study
DTM247 DcsrB DcsrC DeutR::kan This study
DTM248 pocR::3XFLAG-kan This study
DTM249 pocR::3XFLAG This study
DTM250 eutR::3XFLAG-kan This study
DTM251 eutR::3XFLAG This study
E. coli DH10b Laboratory strain Invitrogen
BL21/DE3 Strain for the expression of recombinant proteins Invitrogen

Plasmids
pSUB11 pG704 derivative template plasmid for FLAG epitope tagging 66
pKD46 pINT-ts derivative containing a red recombinase system under an arabinose-inducible promoter 65
pCP20 Plasmid expressing FLP recombinase from a temp-inducible promoter, ApR 65
pRS414 pRS415 and pMC1403 derivative plasmid for lacZ translational fusions, ApR 67
ppduA-lacZ pRS414 derivative containing pduA'-'lacZ translational fusion from nucleotides2618 to138 Nava-Galeana et al., submitted
peutS-lacZ pRS414 derivative containing eutS'-'lacZ translational fusion from nucleotides2589 to189 This study
ppocR-lacZ pRS414 derivative containing pocR'-'lacZ translational fusion from nucleotides2252 to168 This study
peutR-lacZ pRS414 derivative containing P2-eutR'-'lacZ translational fusion from nucleotides2454 to1104 This study
pMPM-K3 p15A derivative low copy number cloning vector, lac promoter, KanR 75
pK3-CsrA pMPM-K3 derivative expressing CsrA from the lac promoter 13
pK3-SirA pMPM-K3 derivative expressing SirA from the lac promoter 13
pK3-CsrB pMPM-K3 derivative expressing CsrB from the lac promoter 13
pMAL-c2x Vector for constructing maltose binding protein (MBP) fusions, lac promoter, ApR New England Biolabs
pMAL-PocR pMAL-c2x derivative expressing MBP-PocR fusion protein, ApR This study

aThe coordinates for the lacZ translational fusions are relative to the first base of the start codon for each gene. SmR, streptomycin resistance; ApR, ampicillin resistance; KanR,
kanamycin resistance.
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harvested from 1.5 mL of bacterial culture, and they were then centrifuged, washed, resuspended in
800 mL of TDTT buffer (50 mM Tris-HCl [pH 7.8] and 30 mM DL-dithiothreitol [DTT]), and sonicated on an
ice bath for 3 min with periods of 10 s of sonication and 10 s of rest. The sonicated samples were centri-
fuged, and the supernatant was used for the protein and activity measurements. For the b-galactosidase
activity, 20 mL of each soluble extract was added to a 96-well microplate, and this was followed by the
addition of 200 mL of 0.5 mg/mL o-nitrophenyl b-D-galactopyranoside (ONPG) resuspended in 1� Z
buffer (60 mM Na2HPO4, 46 mM NaH2PO4, 10 mM, KCl, 2 mM MgSO4) pH 7. The rate of each reaction was
obtained by recording the change in absorbance at 405 nm every 15 s for 5 min by using an ELx808
scanning microplate reader and the Gen5 software package (BioTek). The activities were obtained via
interpolation with a standard curve (0 to 5,400 U) that was previously stored in the Gen5 software. The
protein concentration of each cell extract was obtained by using a bicinchoninic acid (BCA) protein assay
(Pierce). Bovine serum albumin was used as the protein standard. The enzyme activity and protein con-
centration values were used to calculate the b-galactosidase specific activity (U/mg).

Purification of maltose binding protein (MBP)-PocR. E. coli BL21/DE3 carrying the pMAL-PocR was
grown in two flasks containing 100 mL of LB with 0.2% glucose at 37°C in a shaken water bath. At an op-
tical density of 0.6, the expression of MBP-PocR was induced by the addition of 1 mM isopropyl-b-D-thio-
galactopyranoside (IPTG). Then, the cultures were incubated overnight at 18°C. Bacterial cells were col-
lected by centrifugation at 8,000 rpm at 4°C. The pellet was washed once with ice-cold column buffer
(200 mM Tris-HCl [pH 7.5], 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, and 10 mM b-mercaptoethanol) and resuspended
in 30 mL of the same buffer. The bacterial suspension was sonicated in a Soniprep 150 sonicator (Sonics
and Materials, Inc.). Bacterial debris was separated by centrifugation at 4°C, and the soluble extract was
loaded three times into an amylose column (New England Biolabs) equilibrated with column buffer. The
column was then washed with 13 volumes of column buffer. MBP-PocR was eluted with column buffer
containing 10 mM maltose (Sigma). The fractions were analyzed by using SDS-12% polyacrylamide gels,
and those containing purified MBP-PocR were concentrated in 1 mL of dialysis buffer (20 mM Tris-HCl
[pH 8], 40 mM KCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, and 20% [vol/vol] glycerol) using an Amicon Ultra 50K device
(Merck Millipore) at 5,000 � g for 20 min. The protein concentration was determined by the Bradford
method. Aliquots of the purified proteins were stored at 270°C.

DNA EMSAs. DNA fragments containing the intergenic region upstream of pduA, pocR, and eutR
were obtained by PCR amplification with the same primer pairs that were used to construct the respec-
tive lacZ translational fusions. The resulting DNA fragments were purified with a Zymo DNA Clean &
Concentrator Kit (Zymo Research). Each PCR product (100 ng) was mixed with increasing concentrations

TABLE 2 Primers used in this work

Primer Sequence (59–39)a,b Target gene REc

For lacZ-translational fusions
eutS-FwEcoRI CTTGAATTCGAACACGGCGAAGATACAGG eutS EcoRI
R2eutS-BamHI CTTGGATCCGCCAGTTCTTCACCAGGGTG eutS BamHI
pocR-FwEcoRI CTTGAATTCGGTAAGAATTTACCTTGTAACC pocR EcoRI
pocR-RvBamHI CTTGGATCCGTGGCTTGTGCAAAATCCTG pocR BamHI
F2eutR-EcoRI CTTGAATTCGTTTGCTCAGTCATCAAGTGC eutR EcoRI
R2eutR-BamHI CTTGGATCCCGCTGATGAACATTGTCCACC eutR BamHI

For gene deletion
pocR-H1P1 TAAATTAACTGAGGGGTTTTATCATGATTTCTGCGAGCGCTCTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG pocR No RE
eutR-H1P1 GCATAGAAGATCATGAAAAAGACCCGTACAGCGAATTTGCACTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG eutR No RE

For gene FLAG-tagging
pocR-FLAGFw TATCGCCAGCAGATAAATGAGAATTCTCATCCTCCATCGTTAGACTACAAAGACCATGACGG pocR No RE
pocR-FLAGRv ACAAAAGACTATCAAAAATCGGCAATAGCAAAATATTGCTATCATATGAATATCCTCCTTAG pocR No RE
eutR-FLAGFw AAACCGTCGTTGACGCTGCATCAACGGATGCGGCAATGGGCTGACTACAAAGACCATGACGG eutR No RE
eutR-FLAGRv CACGCGCACGTTATCAGCAACCGGAGAGCCTCCCCATCAATACATATGAATATCCTCCTTAG eutR No RE

For gene cloning
F2PocR-MBP CTT GGA TCC ATT TCT GCG AGCGCT CTG AAC TC pocR BamHI
R2PocR-MBP CTT CTG CAG GAC TAT CAA AAATCG GCA ATA GC pocR PstI

For RNA EMSAs
T7P pduA For CTAATACGACTCACTATAGGGTTCTTATAGTCCCAACTATCGGAACACTCC pduA No RE
pduA Rev CCTTTGGTTTCTACCATTCCTAGTGCTTC pduA No RE
T7P pocR For CTAATACGACTCACTATAGGGACTTTTTATCAGGGCCAGGATAATGG pocR No RE
pocR Rev CATGATAAAACCCCTCAGTTAATTTATTGTTATAAAC pocR No RE
T7P eutS For CTAATACGACTCACTATAGGGACAAAAAATTGCCACGATGACGGCAG eutS No RE
eutS Rev GACCTGTTTGCCCGGCACAAATTCCTGAATAATG eutS No RE

aItalic letters indicate the respective restriction enzyme site in the primer.
bThe sequences corresponding to the template plasmids pKD4 or pSUB11 are underlined.
cRE, restriction enzyme for which a site was generated in the primer.
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of purified MBP-PocR in 20 mL of binding buffer containing 10 mM Tris (pH 8.0), 50 mM KCl, 1 mM DTT,
0.5 mM EDTA, 5% glycerol, and 10 mg/mL bovine serum albumin (BSA). The binding reaction mixtures
were incubated at room temperature for 20 min, mixed with 2 mL of 5� DNA-loading dye (0.25% bro-
mophenol blue, 0.25% xylene cyanol FF, 30% glycerol, and 50� Gel Red [Biotum]), and then analyzed on
6% nondenaturing Tris-borate-EDTA (TBE)-buffered acrylamide gels in 0.5� TBE buffer at 85 V and room
temperature. After electrophoresis, the DNA fragments were visualized by UV light illumination (Bio-Rad
Molecular Imager, Gel Doc TM, XR1 Imaging System, USA). The MBP-PocR complex was detected by
Western blotting.

RNA EMSAs. The electrophoretic mobility shift assays (EMSAs) were performed using published proce-
dures (70). His-tagged CsrA (CsrA-H6) was purified as previously described (71). Note that the sequences of
CsrA from Salmonella and E. coli are identical. RNA was synthesized in vitro by using a RNAMaxx Transcription
Kit (Agilent Technologies). The PCR fragments that were used as the templates in the transcription reactions
contained a T7 promoter and pocR, pduA, and eutS sequences that extended from 291 to 13, 244 to 138,
and 247 to 148, relative to the start of the translation, respectively. Gel-purified RNA was 59-end-labeled
with [g -32P]-ATP (7,000 Ci/mmol). RNA suspended in TE buffer was heated to 90°C for 1 min, and this was fol-
lowed by slow cooling to room temperature. The binding reaction mixtures (10 mL) contained 10 mM Tris-
HCl (pH 7.5), 10 mM MgCl2, 100 mM KCl, 200 ng/mL yeast RNA, 0.2 mg/mL BSA, 7.5% glycerol, 20 mM DTT,
0.1 mg/mL xylene cyanol, 0.2 nM (eutS and pduA) or 0.1 nM (pocR) RNA, and various concentrations of puri-
fied CsrA-H6. The competition assay mixtures also contained unlabeled competitor RNA. The reaction mix-
tures were incubated for 30 min at 37°C to allow for CsrA-RNA complex formation. The samples were then
fractionated through native 10% polyacrylamide gels using 0.5� TBE buffer. Radioactive RNA bands were
visualized with a Typhoon 9410 phosphorimager (GE Healthcare) and quantified using the ImageQuant 5.2
software package. The apparent equilibrium binding constants (Kd) of the CsrA-RNA interaction were calcu-
lated as previously described (72).

Western blotting.Western blot assays were conducted as previously described (13), with the following
modifications. Briefly, 50 mg of bacterial soluble extracts were subjected to electrophoresis. Monoclonal anti-
FLAG M2 (Sigma), anti-MBP (Sigma), and polyclonal anti-GroEL (Pierce) antibodies were used at 1:5,000,
1:3,000, and 1:50,000 dilutions, respectively. Horseradish peroxidase-conjugated secondary anti-mouse or
anti-rabbit antibodies (Pierce) were used at 1:10,000 dilutions.

Statistical analysis. Statistical significance was analyzed by using the Prism 8 program, version 8.01
(GraphPad Software, San Diego, CA), using either one-way analyses of variance (ANOVA) with Tukey’s
post hoc tests or unpaired Student’s t tests. A P value of ,0.05 was considered to be indicative of a stat-
istically significant result.
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Proteomic analysis reveals the global effect of the BarA/SirA-Csr regulatory 
cascade in Salmonella Typhimurium grown in conditions that favor the 
expression of invasion genes 
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A B S T R A C T   

In many bacteria, the BarA/SirA and Csr regulatory systems control expression of genes encoding a wide variety 
of cellular functions. The BarA/SirA two-component system induces the expression of CsrB and CsrC, two small 
non-coding RNAs that sequester CsrA, a protein that binds to target mRNAs and thus negatively or positively 
regulates their expression. BarA/SirA and CsrB/C induce expression of the Salmonella Pathogenicity Island 1 (SPI- 
1) genes required for Salmonella invasion of host cells. To further investigate the regulatory role of the BarA/SirA 
and Csr systems in Salmonella, we performed LC-MS/MS proteomic analysis using the WT S. Typhimurium strain 
and its derived ΔsirA and ΔcsrB ΔcsrC mutants grown in SPI-1-inducing conditions. The expression of 164 
proteins with a wide diversity, or unknown, functions was significantly affected positively or negatively by the 
absence of SirA and/or CsrB/C. Interestingly, 19 proteins were identified as new targets for SirA-CsrB/C. Our 
results support that SirA and CsrB/C act in a cascade fashion to regulate gene expression in S. Typhimurium in 
the conditions tested. Notably, our results show that SirA-CsrB/C-CsrA controls expression of proteins required 
for the replication of Salmonella in the intestinal lumen, in an opposite way to its control exerted on the SPI-1 
proteins. 
Significance: The BarA/SirA and Csr global regulatory systems control a wide range of cellular processes, 
including the expression of virulence genes. For instance, in Salmonella, BarA/SirA and CsrB/C positively 
regulate expression of the SPI-1 genes, which are required for Salmonella invasion to host cells. In this study, by 
performing a proteomic analysis, we identified 164 proteins whose expression was positively or negatively 
controlled by SirA and CsrB/C in SPI-1-inducing conditions, including 19 new possible targets of these systems. 
Our results support the action of SirA and CsrB/C in a cascade fashion to control different cellular processes in 
Salmonella. Interestingly, our data indicate that SirA-CsrB/C-CsrA controls inversely the expression of proteins 
required for invasion of the intestinal epithelium and for replication in the intestinal lumen, which suggests a role 
for this regulatory cascade as a molecular switch for Salmonella virulence. Thus, our study further expands the 
insight into the regulatory mechanisms governing the virulence and physiology of an important pathogen.   

1. Introduction 

Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) is a 
Gram-negative facultative pathogenic bacterium that causes self- 
limiting gastrointestinal diseases in both humans and animals, but it 
can also cause systemic infections depending on the host susceptibility 
[1–3]. Horizontal gene transfer events have shaped Salmonella patho
genicity evolution; most of its virulence genes are encoded in Salmonella 
Pathogenicity Islands (SPIs) [1,4,5]. A Type III Secretion System (T3SS- 
1) and its effector proteins, encoded in SPI-1, are important for invasion 

and triggering an inflammatory response in the intestinal epithelium, 
leading to gastrointestinal disease [6,7]. The AraC-like transcriptional 
regulator HilD is at the top of a complex regulatory network controlling 
the expression of the SPI-1 genes and many other virulence genes 
located outside SPI-1 [8–10]. Expression of SPI-1 is induced when Sal
monella is in the host gut, as well as under laboratory conditions during 
the stationary phase of growth in rich media, such as the lysogeny broth 
(LB) [11,12]. Many regulators and signaling molecules controlling the 
expression of SPI-1 converge on HilD [8,13,14]. 

CsrA is an RNA-binding protein that negatively regulates SPI-1 by 
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binding near the Shine-Dalgarno motif and the translational initiation 
codon of hilD, thereby repressing its expression [15,16]. The BarA/SirA 
two-component regulatory system activates the expression of HilD by 
inducing the expression of the CsrB and CsrC (CsrB/C) small RNAs 
(sRNAs), which bind CsrA and thus counteract the CsrA-mediated 
translational repression on the hilD transcript [17,18]. Orthologs of 
the BarA/SirA, CsrB/C, and CsrA are present in many bacteria, where 
they control the expression of numerous genes for different biological 
processes [18,19]. CsrA binds to a GGA motif generally found within the 
loops of hairpin structures formed in its target mRNA [20,21]; CsrA 
binding modifies this RNA structure leading to translational repression 
or activation, RNA stabilization or destabilization, as well as to tran
scriptional termination [18,19]. CsrB and CsrC sRNAs carry 18 and 9 
CsrA-binding motifs, respectively, and thus, when present sequester 
CsrA and release its effect on target transcripts [18,22,23]. In Salmonella 
and Escherichia coli, the BarA/SirA (BarA/UvrY) two-component system 
induces the expression of CsrB/C and target genes in response to the 
presence of short-chain fatty acids such as formate and acetate [24–27]. 

To further investigate the role of the BarA/SirA and CsrB/C systems 
in the virulence and physiology of Salmonella, we performed label-free 
LC-MS/MS proteomics on the WT S. Typhimurium SL1344 strain and 
its isogenic ΔsirA and ΔcsrB ΔcsrC mutants grown in LB at early sta
tionary phase, conditions that favor SPI-1 expression. We found 164 
proteins that were affected by the absence of SirA and/or CsrB/C, 
including 19 new possible targets of these regulators; many of these 
proteins are involved in different biological processes, while others are 
of unknown function. We found that SirA-CsrB/C negatively regulates 
expression of the pdu and cbi-cob genes, which favor replication of Sal
monella in the lumen of inflamed gut [28,29]. Additionally, as reported 
previously [15], we observed that SirA-CsrB/C positively regulates 

expression of SPI-1 genes. Furthermore, our results support that SirA and 
CsrB/C act in a cascade fashion to regulate gene expression in Salmonella 
in the conditions tested. 

2. Results 

2.1. Proteins under the control of SirA and CsrB/C 

To gain insights into the role of the BarA/SirA and Csr systems in the 
virulence and physiology of S. Typhimurium, we performed LC-MS/MS 
label-free proteomics in conditions that induce the expression of SPI-1 
virulence genes (SPI-1-inducing conditions). The WT S. Typhimurium 
SL1344 strain and its derived ΔsirA or ΔcsrB ΔcsrC mutants, grown in LB 
at 37 ◦C, were tested. The effect of CsrA was not analyzed because the 
absence of this regulator generates a severe growth defect in S. Typhi
murium [15,30]. A total of 1268 different proteins were detected among 
the WT strain and the ΔsirA and ΔcsrB ΔcsrC mutants (Table S1). The 
expression of 164 proteins was affected in the ΔsirA or ΔcsrB ΔcsrC 
mutants, or in both, with respect to the WT strain, considering a fold 
change ≥2 or ≤ 0.5 and a statistical significance with a P value ≤0.05 
(Fig. 1A and B; Table S2). Among these 164 proteins, 83 were down
regulated and 81 were upregulated (Fig. 1C; Table S2). We used the 
NCBI, Uniprot, and KEEG databases to know or predict the function of 
the proteins that were affected in the ΔsirA and ΔcsrB ΔcsrC mutants. 
This analysis indicated that SirA and CsrB/C regulate diverse biological 
processes in Salmonella, such as metabolism, motility, stress response, 
and virulence (Fig. 2; Table S2–6). In agreement with previous studies 
[15,31–33], our proteomic analysis indicates that SirA and CsrB/C 
regulate positively SPI-1 genes and negatively flagellar genes (Fig. 2; 
Table S2–6), both required for virulence. Furthermore, also consistent 

Fig. 1. Proteins differentially expressed in the LC-MS/MS proteomic analysis. (A) Heatmap of differentially expressed proteins in the ΔcsrB ΔcsrC or ΔsirA mutants 
with respect to WT strain, or in the ΔsirA mutant with respect to the ΔcsrB ΔcsrC mutant. This figure was created with Heatmapper [77]. (B) Number of proteins 
differentially expressed in the ΔcsrB ΔcsrC or ΔsirA mutants with respect to the WT strain. (C) Number of proteins downregulated and upregulated in the ΔcsrB ΔcsrC 
or ΔsirA mutants with respect to the WT strain. 
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with previous reports [34,35], our proteomic analysis indicates that SirA 
and CsrB/C positively regulate the glgC and glgB genes (Fig. 2; 
Table S2–6), which are necessary for glycogen biosynthesis. 

Our results support that SirA-CsrB/C regulates the expression of 22 
proteins of unknown function: SL1780, SL3653, YbaY, YebF, YjbJ, YdeJ, 
YdeI, YhcH, YdcJ, YchN, YgiW, ElaA, YdiH, YgfB, YifE, YcgL, SL1061, 
YhcB, YegQ, SL1969, SLP2_0011, and YqcC (Fig. 2; Table S2). SL1061 
and SLP2_0011 do not have E. coli orthologs, suggesting that the genes 
encoding these proteins were acquired by S. Typhimurium and then 
incorporated into the regulons of SirA and CsrB/C. The referred 22 pu
tative proteins might be involved in any of the biological processes 
controlled by SirA and CsrB/C. 

Our proteomic analysis identified 145 proteins that were previously 
linked to the BarA/SirA (UvrY) and Csr systems for either Salmonella or 
E. coli (Table S2) [36–47]. Interestingly, we found 19 proteins as new 
targets for the SirA and CsrB/C systems: Tgt, SL1061, YdgJ, SL1488, 
SrfB, DhaB, PduP, PduQ, PduS, YegQ, SL2374, AsrB, AsrC, YrbD, 
SL4396, SL4470, SLP1_0061, SLP2_0011, and SogL (Table S2). 

Thus, our results show the regulons for SirA and CsrB/C under 
growth conditions relevant for S. Typhimurium virulence and reveal 
new members of these regulons. 

2.2. SirA acts through CsrB/C 

Most studies indicate that SirA and CsrB/C (or the respective 
orthologs) act together in a cascade fashion [19,48]; SirA directly acti
vates the expression of the csrB and csrC genes [17,32,49]. However, 
some studies have reported the binding of SirA to genes other than csrB 
and csrC, as well as the effect of SirA independent of CsrB/C [32,44,50]. 
When compared with data from the WT strain, the proteomic profiles 
between the ΔsirA and the ΔcsrB ΔcsrC mutants are very similar 
(Fig. 1A). These results support that SirA and CsrB/C act mainly in a 
cascade fashion in the conditions tested. To better analyze this phe
nomenon, we directly compared the proteomic profiles between the 
ΔsirA and ΔcsrB ΔcsrC mutants. A total of 25 proteins were found 
differentially expressed (Fig. 1A and Table S7), which could suggest an 
independent action of SirA and CsrB/C on these 25 proteins in the 
conditions tested. To note, one of these 25 proteins is SirA, which, as 
expected, was not detected in the ΔsirA mutant. To further explore 
whether SirA and CsrB/C could exert a regulatory effect independent of 
each other, expression of selected proteins was analyzed by lacZ trans
lational fusions. Analysis of the Normalized Spectral Abundance Factor 
(NSAF) from the proteomic data for the referred 25 proteins showed four 
different expression profiles: 1) the expression level was higher in the 

Fig. 2. Biological processes of the proteins controlled by SirA and CsrB/C. The graphic shows functional categories of downregulated and upregulated proteins in the 
ΔcsrB ΔcsrC or ΔsirA mutants with respect to the WT strain obtained with NCBI, Uniprot, KEEG, and STRING databases. 
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ΔcsrB ΔcsrC mutant than in the ΔsirA mutant and the WT strain, shown 
by 11 cases (Fig. S1A); 2) the expression level was lower in the ΔcsrB 
ΔcsrC mutant than in the ΔsirA mutant and the WT strain, shown by 5 
cases (Fig. S1B); 3) the expression level was lower in the ΔsirA mutant 
than in the ΔcsrB ΔcsrC mutant and the WT strain, shown by 5 cases 
(Fig. S1C); 4) the expression level was decreased in both the ΔsirA and 
ΔcsrB ΔcsrC mutants, compared to the WT strain, but to a lower extent in 
the ΔcsrB ΔcsrC mutant, shown by 3 SPI-1 related proteins (Fig. S1D). 
We chose to analyze by lacZ translational fusions the expression of 
proteins YqcC, CbiP, and RepA2, as representatives of the expression 
profiles one, two, and three, respectively. The expression profile four 
was not analyzed since it is well known that SirA and CsrB/C act in 
cascade on hilD to regulate SPI-1 and related proteins [15,16,38]. As a 
control, expression of HilD and YebF was also assessed since their NSAF 
proteomic profile agreed with their regulation by the SirA-CsrB/C 
cascade, that is, a similar decrease of expression in both the ΔcsrB 
ΔcsrC and ΔsirA mutants with respect to the WT strain (Fig. S2). 

Expression of the yqcC-lacZ fusion was significantly increased in the 
ΔcsrB ΔcsrC and ΔsirA mutants compared to the WT strain, slightly more 
in the ΔcsrB ΔcsrC mutant than in the ΔsirA mutant (statistically not 
significant); the pK3-CsrA plasmid expressing CsrA significantly 
increased its expression in the WT strain (Fig. 3A). These results indicate 
that the expression of the yqcC gene is positively modulated by CsrA and 
negatively by SirA and CsrB/C. 

We used the cbiA-lacZ fusion to monitor the expression of the CbiP 
protein; cbiA is the first gene of a large operon containing cbiP [51,52]. 
Expression of the cbiA-lacZ fusion was significantly increased in the 
ΔcsrB ΔcsrC and ΔsirA mutants compared with the WT strain; the pK3- 
CsrA plasmid significantly increased its expression in the WT strain 
(Fig. 3B). These results support that the expression of the cbi-cob operon 
is positively modulated by CsrA and negatively by SirA and CsrB/C. 

Expression of the repA2-lacZ fusion was not significantly affected in 
the ΔcsrB ΔcsrC and ΔsirA mutants, but it was significantly decreased by 
the pK3-CsrA plasmid in the WT strain (Fig. 3C). These results could 
indicate that at WT levels of CsrA, the repA2 gene is not controlled by 
SirA and CsrB/C. 

Expression of the yebF-lacZ fusion and, as expected, that of the hilD- 
lacZ fusion, were significantly reduced in the ΔcsrB ΔcsrC and ΔsirA 
mutants; the pK3-CsrA plasmid drastically reduced their expression in 
the WT strain (Fig. 3D and E). These results show that the expression of 
both the yebF and hilD genes is controlled negatively by CsrA and 
positively by SirA and CsrB/C. 

Together, our results support that under the conditions tested SirA 
and CsrB/C conform a regulatory cascade to regulate gene expression in 
Salmonella. Some differences observed between the proteomic profiles of 
SirA and CsrB/C can be attributable to the basal expression of CsrB/C in 
the absence of SirA [17,49,53], which could partially counteract the 
action of CsrA on some target genes or can be due to technical variations 

Fig. 3. Effect of SirA and CsrB/C on the expression of lacZ translational fusions of selected genes. Expression of the yqcC-lacZ (A), cbiA-lacZ (B), repA2-lacZ (C), yebF- 
lacZ (D), hilD-lacZ (E), and pduA-lacZ (F) translational fusions, was determined in the WT S. Typhimurium strain and in its derivative ΔsirA and ΔcsrB ΔcsrC mutants, 
as well as, in the WT strain containing the pMPM-K3 vector or the pK3-CsrA plasmid. β-galactosidase specific activity was determined from samples of bacterial 
cultures grown overnight in LB at 37 ◦C. Bars indicate the mean and standard deviations of three independent experiments performed in duplicate. P-value was 
calculated using one-way ANOVA with Tukey's post hoc test (*, P < 0.05; ***, P < 0.01; ***, P < 0.001). 
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of the global expression analysis. 

2.3. BarA/SirA and CsrB/C systems oppositely regulate the expression of 
genes for intestinal invasion and luminal replication 

Results from our proteomic analysis show positive regulation of SirA 
and/or CsrB/C on 26 SPI-1 or related proteins (Fig. 4A and Table S2). 
Interestingly, these results also show negative regulation of SirA and/or 
CsrB/C on several proteins involved in the replication of Salmonella in 
the intestinal lumen, including PduA, DhaB (PduC), PduD, PduE, PduP, 
PduQ, and PduS (Fig. 4A and Table S2), which are encoded in the pdu 
operon [54]. To confirm this latter finding, we analyzed the expression 
of the pdu operon by a lacZ translational fusion. Expression of the pduA- 
lacZ fusion was significantly increased in the ΔcsrB ΔcsrC and ΔsirA 
mutants compared to the WT strain; the pK3-CsrA plasmid significantly 
increased its expression in the WT strain (Fig. 3F). Additional proteins 
involved in the luminal replication of Salmonella whose expression was 
negatively affected by SirA and CsrB/C in our proteomic analysis are 
CbiC and CbiP. The negative regulation of these proteins by SirA and 
CsrB/C was confirmed by assessing the cbiA-lacZ translational fusion 
(Fig. 3B). 

Collectively, our results indicate that the SirA-CsrB/C-CsrA regula
tory cascade controls in an opposite way the expression of genes 
required for invasion of the intestinal epithelium (SPI-1 and related 
genes) and for replication in the intestinal lumen (pdu and cbi-cob genes) 
(Fig. 4B). 

3. Discussion 

The BarA/SirA-CsrB/C-CsrA regulatory cascade controls different 
cellular processes in numerous bacteria [18,19]. In this study, a prote
omic approach was undertaken to determine the global regulatory effect 
of SirA and CsrB/C in S. Typhimurium grown under conditions that 

favor the expression of genes mediating intestinal colonization. It is 
worth noting that the global role of CsrB/C had not been previously 
analyzed in Salmonella. We detected 164 proteins whose expression is 
controlled by SirA and/or CsrB/C in the conditions tested, which were 
associated with different biological pathways. Previous studies have 
connected 145 of these 164 proteins to the BarA/SirA and Csr systems 
[36–47]. Importantly, our study also revealed 19 proteins that to our 
knowledge represent new targets for SirA and CsrB/C. S. Typhimurium 
and E. coli K12 share only 4 of these 19 proteins: YdgJ, Tgt, YegQ (TrhP), 
and YrbD (MlaD). YdgJ is a putative oxidoreductase of unknown func
tion, Tgt is a tRNA-guanine transglycosylase that modifies tRNA mole
cules [55], YegQ (TrhP) is a U32 family peptidase responsible for tRNA 
hydroxylation [56], and YrbD (MlaD) is a subunit of the MlaFEDB ABC- 
transporter complex that maintains lipid asymmetry [57]. Interestingly, 
15 of the 19 referred proteins are present in S. Typhimurium but not in 
E. coli K12, suggesting that the corresponding genes were acquired by S. 
Typhimurium and then incorporated into the control of the ancestral 
regulatory systems SirA and CsrB/C. These 15 proteins are SL1061, 
SL1488, SrfB, DhaB, PduP, PduQ, PduS, SL2374, AsrB, AsrC, SL4396, 
SL4470, SLP1_0061, SLP2_0011, and SogL. The DhaB (PduC), PduP, 
PduQ, PduS, AsrB, and AsrC proteins are required for the luminal 
replication of Salmonella in the inflamed gut [28,29,58–60]. SrfB is a 
protein of unknown function regulated by the SPI-2 master regulator 
SsrA/B [61]. SL4470 is a hypothetical sugar isomerase encoded within 
the putative operon SL4466-SL4471; SLP1_0061 is a putative carbonic 
anhydrase encoded within pSLT plasmid; SLP2_0011 (YagA) and SogL 
are encoded within pCol1B9 plasmid, the former is a hypothetical pro
tein of unknown function, while the latter is a DNA primase; the SL4470, 
SLP1_0061, SLP2_0011 (YagA), and SogL proteins are required for the 
intestinal colonization of animals [62]. SL1488 is a glycogen 
debranching protein with 48% identity with GlgX; SL4396 is a carba
mate kinase with 55% identity with ArcC involved in metabolism of 
amino acids; SL1061 is a hypothetical secreted protein, and SL2374 is a 

Fig. 4. The BarA/SirA and Csr systems oppositely regulate SPI-1 genes and genes required for replication in the intestinal lumen. (A) Heatmap of SPI-1 proteins and 
proteins encoded in the pdu and cbi-cob operons whose expression was affected in the ΔcsrB ΔcsrC or ΔsirA mutants with respect to the WT strain. This figure was 
created with Heatmapper [77]. (B) Model for the opposite regulation mediated by BarA/SirA and Csr on genes for invasion (SPI-1) and for luminal replication (pdu 
and cbi-cob). 
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hypothetical ion-channel protein. The putative or known functions of 
these proteins are consistent with biological processes regulated by the 
BarA/SirA and Csr systems [19]. 

Our results indicate that SirA and CsrB/C act in a cascade fashion to 
regulate gene expression in Salmonella, which is also supported by pre
vious global expression studies performed in Salmonella and E. coli 
[36–47]. However, the binding of SirA to some genes other than csrB and 
csrC has been reported [32,44,50]. Thus, the action of SirA indepen
dently of CsrB/C cannot be discarded, especially under conditions other 
than those tested in this study. 

Notably, our results show that SirA and CsrB/C regulate positively 
the expression of SPI-1 and related genes, and negatively the expression 
of genes for the replication of Salmonella in the intestinal lumen, such as 
the pdu and cbi-cob genes. Previous global expression studies support 
these findings [38,45,46]. In the intestine, as well as in in vitro SPI-1- 
inducing conditions, like those assessed in this study, Salmonella dif
ferentiates in two genetically identical but phenotypically different 
subpopulations that cooperate for successful intestinal colonization 
[63–66]. One expresses the SPI-1 genes (SPI-1ON), and the other does not 
(SPI-1OFF), which indicates a bistable expression of SPI-1 [67,68]. The 
SPI-1ON population invades cells from the intestinal epithelium and in
duces an intestinal inflammatory response, which generates electron 
acceptors (such as tetrathionate) that are used for the SPI-1OFF popula
tion for replication in the intestinal lumen, using propanediol and 
ethanolamine as carbon sources [28,29,59,60]. It is tempting to specu
late that, by oppositely controlling expression of the SPI-1 genes and that 
of the pdu and cbi-cob genes, the BarA/SirA-CsrB/C-CsrA regulatory 
cascade could be involved in the generation of the two populations of 
Salmonella that cooperate for the intestinal colonization. The presence in 
the intestine of small molecules that can modulate the activity of BarA/ 
SirA-CsrB/C, such as short-chain fatty acids [24–27], would determine 
the expression of ones or other genes controlled by this regulatory 
cascade. 

Our study further expands the knowledge about the regulatory role 
of the BarA/SirA and Csr systems in the pathogenic bacterium Salmo
nella. Particularly relevant was the identification of novel targets for 
SirA and CsrB/C and the observation that these regulators could be 
involved in the generation of two populations of Salmonella that coop
erate for virulence. 

4. Material and methods 

4.1. Culture conditions 

Bacterial strains used in this study are listed in Table 1. Bacterial 
cultures were grown overnight at 37◦ in LB (1% tryptone, 0.5% yeast 
agar, and 1% NaCl, at pH 7.5); when necessary, LB was supplemented 
with antibiotics streptomycin (100 μg/ml), ampicillin (200 μg/ml) or 
kanamycin (30 μg/ml). Overnight cultures were diluted 1:100 in 50 ml 
of fresh LB in 250 ml flasks and incubated at 37 ◦C in a shaking water 
bath at 200 rpm (Gyromax 902; Amerex Instruments). For the proteomic 
analysis, samples were taken of bacterial cultures grown for 5 h (OD600, 
of 1.4). To determine β-galactosidase activity, samples were taken from 
overnight cultures. 

4.2. Sample preparation for LC-MS/MS analysis 

Cells were harvested by centrifugation at 4000 rpm for 8 min at 4 ◦C, 
washed, and resuspended in cold 10 mM sodium phosphate buffer pH 
7.4. The resuspended bacterial pellet was sonicated in an ice bath until it 
was clear. Unbroken cells and debris were eliminated by ultracentrifu
gation at 40,000 rpm for 1 h at 4 ◦C. The supernatant produced was used 
as the soluble fraction, and protein concentration was determined by 
Bradford. 20 μg of protein were precipitated overnight with cold acetone 
(Sigma) at − 20 ◦C. The protein samples were collected by centrifugation 
at 13,000 rpm for 30 min. Protein extracts were solubilized in 10 μl of 6 

M urea buffer. Then, proteins were reduced by adding 2.5 μl of reduction 
buffer (45 mM DTT and 100 mM NH4HCO3), incubated for 30 min at 
37 ◦C, then alkylated by adding 2.5 μl of alkylation buffer (100 mM 
iodoacetamide and 100 mM NH4HCO3) and incubated for 20 min at 
24 ◦C in dark. The urea concentration was reduced to 2 M with 20 μl of 
water. Next, 10 μl of the trypsin solution (5 ng/μl of trypsin sequencing 
grade, Promega) and 50 mM NH4HCO3 were added to each sample. 
Protein digestion was performed for 18 h at 37 ◦C and then stopped with 
5 μl of 5% formic acid. Protein digests were dried down in a vacuum 
centrifuge and stored at − 20 ◦C until LC-MS/MS analysis. 

4.3. LC-MS/MS analysis 

LC-MS/MS was performed at the IRCM-Proteomics Discovery Plat
form of the Montreal Clinical Research Institute. Before LC-MS/MS, 
protein digests were re-solubilized in 10 μl of 0.2% formic acid under 
agitation for 15 min. Cleanup of the digests was performed by C18 
ZipTip pipette tips (Millipore, Billerica, MA). Elutes were dried down in 
a vacuum centrifuge and then re-solubilized in 10 μl of 2% acetonitrile/ 
1% formic acid under agitation for 15 min. The LC column was a PicoFrit 
fused silica capillary column 15 cm × 75 μm (New Objective, Woburn, 
MA), self-packed with C-18 reverse-phase material Jupiter 5 μm parti
cles, 300 Å pore size (Phenomenex, Torrance, CA), using a high-pressure 
packing cell. This column was installed on the Easy-nLC II system 
(Proxeon Biosystems, Odense, Denmark) and coupled to the Orbitrap Q 
Exactive (ThermoFisher Scientific, Bremen, Germany), equipped with a 
Proxeon nanoelectrospray Flex ion source. The buffers used were 0.2% 
formic acid (buffer A) and 100% acetonitrile/0.2% formic acid (buffer 
B). Peptides were loaded at a flow rate of 600 nL/min and then eluted 

Table 1 
Bacterial strains and plasmids used in this study.  

Strain or 
plasmid 

Genotype or description Reference or 
source 

Strain 
Salmonella Typhimurium 
SL1344 xyl, hisG, rpsL, SmR [78] 
JPTM27 ΔsirA [15] 
DTM134 ΔcsrB ΔcsrC [79] 
Escherichia coli 
DH10β Laboratory strain Invitrogen  

Plasmids 
pRS414 pRS415 and pMC1403 derivative plasmid for lacZ 

translational fusions; ApR 
[74] 

pyqcC-lacZ pRS414 derivative containing yqcC-lacZ 
translational fusion from nucleotides − 183 to 
+32 

This study 

prepA2-lacZ pRS414 derivative containing repA2-lacZ 
translational fusion from nucleotides − 598 to 
+62 

This study 

pcbiA-lacZ pRS414 derivative containing cbiA-lacZ 
translational fusion from nucleotides − 616 to 
+50 

This study 

pyebF-lacZ pRS414 derivative containing yebF-lacZ 
translational fusion from nucleotides − 104 to 
+32 

This study 

philD-lacZ pRS414 derivative containing hilD-lacZ 
translational fusion from nucleotides − 444 to 
+121 

This study 

ppduA-lacZ pRS414 derivative containing pduA-lacZ 
translational fusion from nucleotides − 618 to 
+38 

This study 

pMPM-K3 p15A derivative low-copy-number cloning vector, 
lac promoter, KanR 

[80] 

pK3-CsrA pMPM-K3 derivative expressing CsrA from the lac 
promoter 

[15] 

The coordinates for the lacZ translational fusions are relative to the first base of 
the start codon for each gene. SmR, streptomycin resistance; ApR, ampicillin 
resistance; KanR, kanamycin resistance. 
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with a 2-slope gradient, at a flow rate of 250 nL/min. Solvent B 
increased from 2 to 40% in 82 min and then from 40 to 80% B in 28 min. 
LC-MS/MS data were acquired using a data-dependent top16 method, 
combined with a dynamic exclusion window of 7 s. The mass resolution 
for MS was set to 60,000 (at m/z 400), and lock masses were used to 
improve mass accuracy. Mass over charge ratio range was from 360 to 
2000 for MS scanning with a target value of 1,000,000 charges, the 
maximum ion fill time (IT) at 100 ms, the intensity threshold at 10,000, 
and the underfill ratio at 0.5%. Data-dependent MS2 scan events were 
acquired at a resolution of 17,500 with the maximum ion fill time at 50 
ms and the target value at 100,000. Nanospray and S-lens voltages were 
set to 1.3–1.7 kV and 50 V, respectively. The normalized collision energy 
used was 27 V and the capillary temperature was 250 ◦C. 

4.4. Quantification of the identified proteins 

The protein identification was carried out using the NCBI database 
against S. Typhimurium SL1344 (txid 216,597, 9610 entries), and 
analyzed with Mascot 2.5.1 (Matrix Science, London, UK), assuming the 
digestion enzyme trypsin. Mascot was searched with a fragment ion 
mass tolerance of 0.6 Da and for precursor ions tolerance of 10 ppm. 
O+18 of pyrrolysine and carbamidomethyl of cysteine were specified in 
Mascot as fixed modifications. Oxidation of methionine was specified in 
Mascot as a variable modification. Scaffold v4.7.2 (Proteome Software 
Inc., Portland, OR) [69] was used to validate MS/MS based peptide and 
protein identification. Peptide identification was accepted if they could 
establish a > 95% probability as specified by the Peptide Prophet al
gorithm [70]. Protein identification was accepted if they could establish 
a > 99% probability according to the Protein Prophet algorithm [71] 
and had at least 2 peptides. Proteins that contained similar peptides and 
could not be differentiated based on MS/MS analysis alone were 
grouped to satisfy the principles of parsimony. The label-free quantita
tive analysis was performed by the spectral counting method and then 
analyzed by the normalized spectral abundance factor (NSAF) [72,73]. 
We performed an unpaired t-test analysis (with 3 different biological 
replicas); protein ratios that differed more than two-fold and had a p ≤
0.05 were considered to be significant. 

4.5. Construction of plasmids 

Plasmids and primers used in this study are listed in Tables 1 and 2, 
respectively. To construct the pyqcC-lacZ, pcbiA-lacZ, prepA2-lacZ, 
pyebF-lacZ, philD-lacZ, and ppduA-lacZ plasmids, the regulatory re
gions of yqcC, cbiA, repA2, yebF, hilD, and pduA, were amplified by PCR 
with the primer pairs yqcCB-FwEcoRI/yqcCB-RvBamHI, cbiAP-FwE
coRI/cbiAP-RvBamHI, repA-FwEcoRI/R3-repA-BamHI, yebF-FwEcoRI/ 
yebF-RvBamHI, hilDF-EcoR/hilDR-BamH, and pduA-FwEcoRI/R2pduA- 
BamHI, respectively, using chromosomal DNA from the WT S. 

Typhimurium SL1344 strain as template. The PCR products were 
digested with EcoRI and/or BamHI restriction enzymes and then cloned 
into the pRS414 vector [74], digested with the same restriction 
enzymes. 

4.6. β-galactosidase assay 

Protein quantification and β-galactosidase activity were performed 
as previously described [75,76], with the following modifications. 
Samples were harvested from 1.5 ml of cell culture, then centrifuged, 
washed, resuspended in 0.8 ml of TDTT buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.8 
and 30 μM DL-dithiothreitol), and sonicated on an ice bath for 3 min 
with periods of 10 s of sonication and 10 s of rest. The homogenate was 
centrifuged, and the supernatant was used for protein and enzyme ac
tivity measurements. For β-galactosidase activity, 20 μl of each extract 
was added to a 96-well microplate, followed by the addition of 200 μl of 
0.5 mg/ml o-Nitrophenyl β-D-galactopyranoside (ONPG) resuspended in 
1× Z buffer (0.06 M Na2HPO4, 0.046 M NaH2PO4, 0.01 M, KCl, 0.002 M 
MgSO4, pH 7). The rate of each reaction was obtained by recording the 
change of absorbance at 405 nm every 15 s for 5 min, using an ELx808 
scanning microplate reader and the Gen5 software (Biotek). The activ
ities were obtained by interpolation with a standard curve (0–5400 U) 
that was previously stored in the Gen5 software. The protein concen
tration of each cell extract was obtained using the bicinchoninic acid 
(BCA) protein assay (Pierce). Bovine serum albumin was used as a 
protein standard. Enzyme activity and protein concentration values 
were used to calculate the β-galactosidase specific activity (U/mg). 

4.7. Statistical analysis 

Data from β-galactosidase assays were analyzed with Prism 6 pro
gram version 6.01 (GraphPad Software, San Diego, CA), using one-way 
analysis of variance (ANOVA) with Tukey's multiple comparison test. A 
P value of <0.05 was considered to be significant. 
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Table 2 
Primers used in this work.  

Primer Sequence (5′-3′)1 Target gene RE2 

For lacZ-translational fusions 
yqcCB-FwEcoRI CCTGAATTCGTGCGCAGGATGCAAACGTTC yqcC EcoRI 
yqcCB-RvBamHI CCTGGATCCAACTGCTGACGCACACGGTC yqcC BamHI 
cbiAP-FwEcoRI CCTGAATTCTCATCCTCCATCGTTATG cbiA EcoRI 
cbiAP-RvBamHI CCTGGATCCCAACCGCTTCCTGTGCCTGC cbiA BamHI 
repA-FwEcoRI CTTGAATTCCGTACAGGATTCACAATACACC repA2 EcoRI 
R3-repA-BamHI CTTGGATCCGGCTGCACGGTATTACTGGC repA2 BamHI 
yebF-FwEcoRI GCGAATTCGGACGCCGCGAGTAAAACG yebF EcoRI 
yebF-RvBamHI CCTGGATCCAGCAGGCTCAACAACGCTCC yebF BamHI 
hilDF-EcoR GAGGAATTCACTCTGACCTACCACAAAGAG hilD EcoRI 
hilDR-BamH ATTTGGATCCGTAACCTGCTGAGTCTGAC hilD BamHI 
pduA-FwEcoRI CTTGAATTCCTTTGAGCGCGCTCAAACAAC pduA EcoRI 
R2pduA-BamHI CTTGGATCCCCTTTGGTTTCTACCATTCCTAG pduA BamHI  

1 Italic letters indicate the respective restriction enzyme site in the primer. 
2 RE, restriction enzyme for which a site was generated in the primer. 
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Abstract

An intricate regulatory network controls the expression of Salmonella virulence genes. The

transcriptional regulator HilD plays a central role in this network by controlling the expression

of tens of genes mainly required for intestinal colonization. Accordingly, the expression/

activity of HilD is highly regulated by multiple factors, such as the SirA/BarA two-component

system and the Hcp-like protein HilE. SirA/BarA positively regulates translation of hilD

mRNA through a regulatory cascade involving the small RNAs CsrB and CsrC, and the

RNA-binding protein CsrA, whereas HilE inhibits HilD activity by protein-protein interaction.

In this study, we show that SirA/BarA also positively regulates translation of hilE mRNA

through the same mentioned regulatory cascade. Thus, our results reveal a paradoxical reg-

ulation exerted by SirA/BarA-Csr on HilD, which involves simultaneous opposite effects,

direct positive control and indirect negative control through HilE. This kind of regulation is

called an incoherent type-1 feedforward loop (I1-FFL), which is a motif present in certain

regulatory networks and represents a complex biological problem to decipher. Interestingly,

our results, together with those from a previous study, indicate that HilE, the repressor com-

ponent of the I1-FFL reported here (I1-FFLSirA/BarA-HilE-HilD), is required to reduce the growth

cost imposed by the expression of the genes regulated by HilD. Moreover, we and others

found that HilE is necessary for successful intestinal colonization by Salmonella. Thus,

these findings support that I1-FFLSirA/BarA-HilE-HilD cooperates to control the precise amount

and activity of HilD, for an appropriate balance between the growth cost and the virulence

benefit generated by the expression of the genes induced by this regulator. I1-FFLSirA/BarA-

HilE-HilD represents a complex regulatory I1-FFL that involves multiple regulators acting at
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(CONACYT) / México (254531) and Dirección

General de Asuntos del Personal Académico de la
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ABSTRACT The acquisition of Salmonella pathogenicity island 2 (SPI-2) conferred on
Salmonella the ability to survive and replicate within host cells. The ssrAB bicistronic op-
eron, located in SPI-2, encodes the SsrAB two-component system (TCS), which is the
central positive regulator that induces the expression of SPI-2 genes as well as other
genes located outside this island. On the other hand, CpxRA is a two-component system
that regulates expression of virulence genes in many bacteria in response to different
stimuli that perturb the cell envelope. We previously reported that the CpxRA system
represses the expression of SPI-1 and SPI-2 genes under SPI-1-inducing conditions by
decreasing the stability of the SPI-1 regulator HilD. Here, we show that under SPI-2-
inducing conditions, which mimic the intracellular environment, CpxRA represses the
expression of SPI-2 genes by the direct action of phosphorylated CpxR (CpxR-P) on the
ssrAB regulatory operon. CpxR-P recognized two sites located proximal and distal from
the promoter located upstream of ssrA. Consistently, we found that CpxRA reduces the
replication of Salmonella enterica serovar Typhimurium inside murine macrophages.
Therefore, our results reveal CpxRA as an additional regulator involved in the intracellu-
lar lifestyle of Salmonella, which in turn adds a new layer to the intricate regulatory net-
work controlling the expression of Salmonella virulence genes.

IMPORTANCE SPI-2 encodes a type III secretion system (T3SS) that is a hallmark for
the species Salmonella enterica, which is essential for the survival and replication
within macrophages. Expression of SPI-2 genes is positively controlled by the two-
component system SsrAB. Here, we determined a regulatory mechanism involved in
controlling the overgrowth of Salmonella inside macrophages. In this mechanism,
CpxRA, a two-component system that is activated by extracytoplasmic stress, directly
represses expression of the ssrAB regulatory operon; as a consequence, expression of
SsrAB target genes is decreased. Our findings reveal a novel mechanism involved in
the intracellular lifestyle of Salmonella, which is expected to sense perturbations in
the bacterial envelope that Salmonella faces inside host cells, as the synthesis of the
T3SS-2 itself.

KEYWORDS CpxRA, SPI-2, ssrAB, Salmonella, cpxRA

S almonella is a common etiological agent of gastrointestinal disease transmitted by
food or water (1, 2). The genus Salmonella is composed of two species: Salmonella

enterica, which comprises six subspecies, and Salmonella bongori. So far, over 2,600
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Two Additional Connections between the Transcriptional
Programs Controlling Invasion and Intracellular Replication of
Salmonella: HilD-SprB Positively Regulates phoP and slyA
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ABSTRACT Salmonella virulence relies on the ability of this bacterium to invade the
intestinal epithelium and to replicate inside macrophages, which are functions mainly
encoded in Salmonella pathogenicity islands 1 and 2 (SPI-1 and SPI-2), respectively.
Complex regulatory programs control the expression of SPI-1 and SPI-2 and functionally
related genes, involving the integration of ancestral regulators and regulators that
Salmonella has acquired during its evolution. Interestingly, some previous studies have
revealed cross talk between the regulatory programs for SPI-1 and SPI-2. Here, we
report two additional connections between the regulatory programs controlling the
expression of genes for invasion and intracellular replication. Our results show that the
acquired regulators HilD and SprB, both encoded in SPI-1, induce, in a cascade fashion,
the expression of PhoP and SlyA, two ancestral regulators that activate the expression
of SPI-2 and other genes required for intracellular replication. We provide evidence sup-
porting that the regulation of phoP and slyA by HilD-SprB was adapted during the
divergence of Salmonella from its closer species, Escherichia coli, with the acquisition of
SPI-1 and thus the gain of HilD and SprB, as well as through cis-regulatory evolution of
phoP and slyA. Therefore, our study further expands the knowledge about the intricate
regulatory network controlling the expression of virulence genes in Salmonella.

IMPORTANCE Bacteria have developed diverse regulatory mechanisms to control
genetic expression, in the case of pathogenic bacteria, to induce the expression of
virulence genes in particular niches during host infection. In Salmonella, an intricate
regulatory network has been determined, which controls the spatiotemporal expres-
sion of the SPI-1 and SPI-2 gene clusters that mediate the invasion to and the repli-
cation inside host cells, respectively. In this study, we report two additional pathways
of cross talk between the transcriptional programs for SPI-1 and SPI-2. Additionally,
our results support that these additional regulatory pathways were adapted during
the divergence of Salmonella from its closer species, Escherichia coli. This study fur-
ther expands the knowledge about the mechanisms determining the Salmonella
virulence.

KEYWORDS Salmonella, HilD, SprB, PhoP, SlyA, transcriptional regulation, cross talk,
intracellular replication, regulatory evolution, virulence genes

S almonella enterica serovars are a common cause of intestinal or systemic infections in
humans and many other animals. Serovar Typhimurium (S. Typhimurium) can produce

both of these infections, depending on the host, thus, it is widely used for the study of
Salmonella virulence mechanisms in laboratory assays as well as in animal models (1, 2).

Salmonella virulence mostly relies on the presence of two large clusters of chromo-
somal genes denominated Salmonella pathogenicity islands 1 and 2 (SPI-1 and SPI-2),

Editor Patricia A. Champion, University of
Notre Dame

Copyright © 2022 American Society for
Microbiology. All Rights Reserved.

Address correspondence to Víctor H.
Bustamante, victor.bustamante@ibt.unam.mx.

*Present address: Deyanira Pérez-Morales,
Departamento de Ciencias Naturales,
Universidad Autónoma Metropolitana-Unidad
Cuajimalpa, Ciudad de México, México.

§Present address: Crispín Zavala-Alvarado,
Institute Pasteur, Université de Paris,
Individualité Microbienne et Infection,
Paris, France.

The authors declare no conflict of interest.

Received 26 May 2022
Accepted 12 September 2022
Published 10 October 2022

November 2022 Volume 204 Issue 11 10.1128/jb.00204-22 1

RESEARCH ARTICLE

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 h
ttp

s:
//j

ou
rn

al
s.

as
m

.o
rg

/jo
ur

na
l/j

b 
on

 0
2 

Fe
br

ua
ry

 2
02

3 
by

 1
32

.2
48

.2
07

.1
27

.

https://doi.org/10.1128/ASMCopyrightv2
https://doi.org/10.1128/jb.00204-22
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1128/jb.00204-22&domain=pdf&date_stamp=2022-10-10

	Sin título

