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RESUMEN

Los sistemas de regulacion BarA/SirA y Csr regulan diferentes funciones celulares
en un gran numero de bacterias, como metabolismo del carbono, quorum sensing,
estrés oxidativo, movilidad, biopeliculas y virulencia. Ambos sistemas de regulacion
se conectan a través de un interesante mecanismo. BarA es una cinasa
transmembranal que se autofosforila cuando detecta acidos grasos de cadena
corta, como el acetato, y es capaz de fosforilar a su regulador de respuesta SirA.
Entonces, SirA actia como un regulador transcripcional al unirse sobre la region
reguladora de los genes csrB y csrC, activando asi su expresion. CsrB y CsrC son
RNA pequeiios (SRNASs) que se unen a la proteina de unién a RNA CsrA. A su vez,
CsrA se une sobre motivos GGA que generalmente se encuentran sobre el sitio de
unién a ribosomas (SD) o sobre el codon de inicio de algunos de sus RNA
mensajeros (RNAm) blanco, reprimiendo asi su traduccién. Adicionalmente, CsrA
activa la expresion de algunos de sus genes blanco, evitando la formacién de
estructuras que secuestran al SD o que favorecen la degradacion de los RNAm.
CsrB y CsrC contienen multiples motivos GGA que mimetizan los sitios de unién de
CsrA; asi, CsrB y CsrC atrapan a CsrA e impiden su funcion.

Estudios previos indican que los sistemas BarA/SirA y CsrB/C regulan positivamente
la expresion de los genes de la isla de patogenicidad 1 (SPI-1, por “Salmonella
Pathogenicity Island”), los cuales se requieren para la invasion de Salmonella
enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) a células hospederas. Asimismo,
se ha reportado que los sistemas BarA/SirA y Csr controlan la expresion de otros
genes en S. Typhimurium. En este trabajo nos planteamos determinar el efecto
global de los sistemas BarA/SirA y Csr en S. Typhimurium, en condiciones de
crecimiento que favorecen la expresion de los genes de SPI-1 y varios otros genes
de virulencia de esta bacteria. Para esto, realizamos un analisis protedmico
mediante LC-MS/MS, en la cepa silvestre (WT) de S. Typhimurium, y en sus
derivadas cepas mutantes AsirA y AcsrB AcsrC crecidas hasta una ODsoonm de 1.4
en medio LB a 37°C. En nuestro estudio se identificé un total de 1,268 proteinas
entre las tres cepas analizadas. La expresion de 164 de estas proteinas se afecto
en una o en ambas cepas mutantes AsirA y AcsrB AcsrC, con respecto a la cepa
WT, lo cual revel6 el regulén de los sistemas BarA/SirA 'y Csr en S. Typhimurium,
en las condiciones de crecimiento probadas. Empleando una busqueda de su
funcién biolégica en bases de datos como el KEEG, Uniprot, NCBI y STRING, se
clasificaron en funciones como virulencia, movilidad, metabolismo y otras funciones
diversas; algunas no se les logré asignar una probable funcién. Para 33 de estas
164 proteinas no hay reportes previos que indiquen que su expresion se controla



por BarA/SirA y Csr ni en Salmonella ni en E. coli, asi que representan nuevos
blancos de estos sistemas.

Interesantemente, encontramos que los sistemas BarA/SirA y CsrB/C reprimen la
expresion de los operones pdu y cbi, los cuales estan involucrados en la replicacion
de Salmonella en el lumen intestinal, mientras que activan la expresion de los genes
de SPI-1, que se necesitan para la invasion de Salmonella al epitelio intestinal. Esto
sugiere que los sistemas BarA/SirA y Csr podrian controlar la transicion entre los
estilos de vida extracelular (en el lumen del intestino) e intracelular (dentro de las
células del epitelio intestinal) de Salmonella. Adicionalmente, encontramos que la
expresion de 25 proteinas fue diferente entre las mutantes AsirA y AcsrB AcsrC, lo
que sugiere que los sistemas BarA/SirA y Csr podrian tener un efecto
independiente, uno del otro, para algunos genes. Como un ejemplo, encontramos
que la expresion de YqcC es regulada negativamente por CsrB/C, pero no por SirA.

Mediante fusiones traduccionales y Western blot, confirmamos la regulacion de los
sistemas BarA/SirA y Csr sobre la expresion de YebF, una de las proteinas
identificadas en nuestro andlisis protedmico; la expresiéon de yebF es regulada
positivamente por los sistemas BarA/SirA y los sSRNAs CsrB/C y negativamente por
CsrA. Asimismo, mostramos que YebF no tiene ningun efecto en la movilidad,
invasion o replicacion intracelular de Salmonella en células HelLa. Finalmente,
confirmamos que los sistemas BarA/SirA y CsrB/C regulan positivamente la
expresion de HilE, el cual es un regulador negativo de los genes de SPI-1.

Nuestros resultados permitieron identificar nuevos genes pertenecientes al regulén
de los sistemas BarA/SirA'y Csr en S. Typhimurium; asimismo, proveen informacion
importante acerca de nuevas funciones celulares y mecanismos moleculares
controlados por estos sistemas en Salmonella.
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INTRODUCCION
El género de Salmonellay su importancia biolégica

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y agrupa a bacterias
Gram-negativas que se dividen en dos especies: S. bongori y S. enterica. Esta
dltima se divide en seis subespecies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae,
houtenae e indica (Brenner et al., 2000; Sabbagh et al., 2010). S. enterica infecta a
animales de sangre caliente, mientras que S. bongori principalmente infecta a
animales de sangre fria como los reptiles, aunque se han llegado a detectar algunas
infecciones en humanos (Brenner et al., 2000; Giammanco et al., 2002; Fookes et
al., 2011).

La subespecie enterica se subdivide en mas de 2500 serotipos o serovares, de
acuerdo a los antigenos de superficie O (lipopolisacarido) y el H (flagelo) (Sabbagh
et al., 2010). El serovar Typhi estd restringido a infectar humanos, produciendo
infecciones sistémicas. Por su parte, el serovar Typhimurium produce
enfermedades gastrointestinales en humanos y en varios animales. Ademas, puede
causar una infeccidn sistémica en pollos pequefios y humanos inmuno-
comprometidos, asi como en ratones BALB/c, los cuales contienen una mutacién
en la proteina transportadora de membrana especifica de macrofagos, Nrampl
(SIlc11Al) (Vidal et al.,, 1995). Las infecciones gastrointestinales afectan
principalmente a nifios y adultos mayores o personas inmunodeprimidas,
especialmente en paises en subdesarrollo. La creciente deteccion de cepas de
Salmonella con mudltiples resistencias a antibiéticos (como las fluoroquinolonas y
cefalosporinas) son un obstaculo en el tratamiento de estas enfermedades y siguen
causando miles de muertes en el mundo (Crump et al, 2004; Majowicz et al 2010;
Khan et al., 2016). Ademas, S. enterica afecta también a animales de importancia
de la industria avicola y ganadera (Forshell & Wierup, 2006). Debido a que S.
enterica ssp. enterica serovar Typhimurium (a partir de ahora S. Typhimurium)
causa tanto una infeccién intestinal como sistémica de acuerdo a su hospedero, se
ha utilizado como modelo para estudiar los mecanismos de virulencia de S. enterica.

Mecanismo de patogénesis

El mecanismo de entrada de Salmonella al hospedero es mediante la ingesta de
alimentos o agua contaminados (Figura 1) (Haraga et al., 2008; Fabrega & Vila,
2013). Una vez que llega al intestino delgado, tiene que atravesar la mucosa
intestinal para ganar acceso a las células epiteliales y adherirse a ellas. Una vez alli,
la bacteria inicia el remodelamiento del citoesqueleto de los enterocitos, generando
ondulaciones en la membrana de estas células, que permiten la introduccién de
Salmonella por endocitosis en vesiculas grandes denominadas vacuolas
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contenedoras de Salmonella, necesarias para que esta bacteria sobreviva y se
replique. Después, estas vacuolas migran por la red de microttbulos a una posicién
perinuclear, muy cerca del aparato de Golgi, lo cual facilita la intercepcién de
vesiculas para obtener nutrientes que permitan que la bacteria se replique. Sin
embargo, una parte de estas vacuolas puede dirigirse a la membrana basolateral
de las células intestinales, donde las bacterias son fagocitadas por macréfagos.
Ademas, las bacterias pueden ser directamente endocitadas por las células
microplegadas (células M) o fagocitadas por células dentriticas localizadas en el
lumen intestinal. Este paso es necesario para que Salmonella se propague a otros
organos como higado y bazo, produciendo una infeccion sistémica.

Salmonella spp. / )
- ¢ /
AYR / o s ‘
s ( /i celas Células M |
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- S 1
/ \ DAY AU
A ‘
| ’ | i — — 1
| A Ol
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Ao\ -
U “‘ 5 GCélulaST O ‘\ - ©Ci|ilasB i
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() ) © Q \ed) |

| &

[ Fiebre entérica: diseminacién a
|4 nodos linféticos, higado y bazo
I

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Fig. 1. Mecanismo de infeccion de Salmonella. (Tomado y modificado de Haraga et al., 2008).

Factores de virulencia de Salmonella

Flagelo

La produccion del flagelo y, por ende, de la movilidad, les permite a las bacterias
explorar nuevos microambientes y escapar de aquellos que son perjudiciales;
ademas, la movilidad es importante en diversas bacterias patdégenas (Chilcott &
Hughes, 2000). La produccion de flagelos en Salmonella permite la aproximacion
de la bacteria al epitelio intestinal y asi adherirse e invadir estas células; por tanto,
una cepa mutante en el sistema flagelar presenta defectos en la invasiéon (Stecher
et al., 2004).

Fimbria

Las fimbrias son apéndices proteicos de superficie que tienen capacidad de unirse
a glicoproteinas. En S. Typhimurium estan involucradas en la patogenicidad al
facilitar la union de la bacteria a las células intestinales del hospedero (Kukkonen et
al., 1993).
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Plasmido

El plasmido de virulencia pSLT de Salmonella contiene el operon spvRABCD, el
cual codifica para proteinas involucradas en las etapas tempranas de la invasion;
ademas, codifica la fimbria Pef necesaria para la adhesion de la bacteria a las
células del hospedero (Rotger & Casadesus, 1999).

Sistema de secrecién tipo Il (SST3)

Salmonella expresa dos distintos sistemas de secrecion tipo Il (SST3), los cuales
son esenciales para su virulencia (Fabrega & Vila, 2013). Los SST3 son complejos
macromoleculares compuestos por mas de 20 proteinas, que consisten de una base
embebida en la membrana de la bacteria y una aguja delgada que sobresale del
espacio extracelular (Burkinshaw & Strynadka, 2014). Estos translocan una serie de
proteinas efectoras desde la bacteria hacia las células hospederas, las cuales
modifican las vias de transduccion de sefiales del hospedero que le permiten a
Salmonella invadir y replicarse dentro de estas células. Este complejo esta
ampliamente conservado en distintas bacterias y esta relacionado al sistema
flagelar (Chilcott & Hughes, 2000).

Islas de patogenicidad (SPIs) 1y 2

La adquisicion de genes por transferencia horizontal ha sido trascendental en la
evolucion de la patogenicidad de S. enterica; las funciones de los genes adquiridos
le han permitido adaptarse a las distintas condiciones ambientales de su ciclo de
vida, incluyendo las condiciones que encuentra en diferentes nichos durante la
infeccion a sus hospederos (Haraga et al., 2008). La mayoria de genes de virulencia
de S. enterica estan agrupados en el genoma en regiones denominadas islas de
patogenicidad (SPI, por “Salmonella Pathogenicity Islands”) (Fabrega & Vila, 2013).

La isla 1 (SPI-1) contiene 39 genes que codifican para un SST3 (SST3-1), varias
proteinas efectoras y sus chaperonas, asi como para reguladores transcripcionales.
Una vez que Salmonella se encuentra en el intestino de sus hospederos, el
regulador HilD, codificado en SPI-1, induce la expresion de los genes de esta isla,
asi como la de otros genes de virulencia localizados fuera de ella. Las proteinas
efectoras son inyectadas de la bacteria a las células epiteliales del intestino, a través
del SST3-1, las cuales modifican varias rutas de transducciéon de sefiales y causan
rearreglos del citoesqueleto en las células eucariotas, favoreciendo la invasion de
Salmonella a sus células hospedadoras y la produccion de diarrea (Que et al.,
2013).

Salmonella induce la inflamacion en los enterocitos a partir de las proteinas
efectoras inyectadas a estas células a través del SST3-1; esta estrategia le permite
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a la bacteria desplazar a la microbiota intestinal (Stecher et al., 2007; llyas et al.,
2017). A su vez, el proceso inflamatorio activa la respuesta inmune y el flujo de
netrofilos que liberan especies reactivas de oxigeno (ROS) en el lumen. Las ROS
reaccionan con tiosulfato (compuesto generado a partir de la oxidacién del H2S por
la mucosa intestinal), generando tetrationato (Winter 2010). Ademas, en el intestino
se encuentra el propanediol, un subproducto generado a partir del metabolismo de
ramnosa y fucosa (Price-Carter et al., 2001). Salmonella es capaz de utilizar el
propanediol como fuente de carbono, debido a que contiene los genes pdu que
codifican para las enzimas requeridas para el metabolismo de este compuesto, y
utiliza como cofactor a la vitamina Bi2, la cual es sintetizada por Salmonella a través
de las proteinas codificadas por el operdn cbi. EI metabolismo del propanediol
requiere la utilizacion del tetrationato como aceptor de electrones, el cual es
reducido a partir de las proteinas codificadas en los genes ttr, encontrados en SPI-
2 (Price-Carter et al., 2001; Winter 2010). De esta manera, Salmonella sobrevive y
se replica en el ambiente anaerdbico del intestino (llyas et al., 2017).

La isla 2 (SPI-2) contiene 44 genes que codifican para otro SST3 (SST3-2), para
diferentes proteinas efectoras y sus chaperonas, asi como para reguladores
transcripcionales. Cuando Samonella se encuentra dentro de sus células
hospederas, en vacuolas, el sistema de regulacion SsrA/B codificado en SPI-2,
induce la expresion de los genes de esta isla, asi como la de otros genes de
virulencia localizados fuera de ella. Las proteinas efectoras de SPI-2 son
translocadas de la bacteria al citoplasma de las células eucariotas, a través del
SST3-2, las cuales permiten la replicacion y sobrevivencia de Salmonella en sus
células hospederas; su replicacion y sobrevivencia en macréfagos lleva a la
diseminaciéon de la bacteria hacia diferentes 6rganos de sus hospederos,
produciendo una enfermedad sistémica (Fass & Groisman, 2009).

En condiciones de laboratorio, la expresion de los genes de SPI-1 se inducen en la
fase estacionaria temprana de crecimiento cuando se crece a Salmonella en el
medio rico en nutrientes “Lysogeny Broth” (LB); mientras que los genes de SPI-2 se
inducen en una fase estacionaria tardia de crecimiento en medio LB, asi como
creciendo a Salmonella en medios minimos, tal como el medio minimo-N (MM-N)
(Bustamante et al., 2008). Con base en esto, se piensa que la fase estacionaria
temprana de crecimiento en LB asemeja de algiin modo el ambiente intestinal, ya
gue favorece la expresion de los genes de SPI-1, y que la fase estacionaria tardia
de crecimiento en LB y el crecimiento en MM-N asemejan de alguna manera el
ambiente intracelular que encuentra Salmonella en sus células hospedadoras, ya
gue favorece la expresion de los genes de SPI-2.
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Regulacién de la expresion genética

La regulacion genética es esencial para que las bacterias puedan sobrevivir y
replicarse en el ambiente y, en el caso de las bacterias patdgenas, en distintos
nichos de sus hospederos. Diferentes reguladores especificos de la bacteria
controlan la expresion de los genes de virulencia de Salmonella, incluyendo a los
genes de SPI-1 y SPI-2, requeridos para la invasion y replicacion intracelular,
respectivamente, asi como de varios otros genes localizados en diferentes regiones
del genoma (Figura 2). El regulador transcripcional HilD, codificado en SPI-1,
controla positivamente la expresion de los reguladores transcripcionales HilA e InvF,
también codificados en SPI-1, los cuales, a su vez, activan la expresion de los
demas genes de SPI-1 (Fabrega & Vila, 2013). Otros reguladores codificados fuera
de SPI-1 también estan involucrados en la expresion de los genes de esta isla; por
ejemplo, la proteina HIlE reprime la expresion de los genes de SPI-1 al unirse e
inactivar a HilD (Baxter et al., 2003). Por otra parte, el sistema de dos componentes
SsrA/B, codificado en SPI-2, controla positivamente la expresion de los genes de
SPI-2 (Fabrega & Vila, 2013). Recientemente se demostré que cuando Salmonella
se encuentra en un ambiente intracelular, el sistema SsrA/B reprime la expresion de
los genes de SPI-1, actuando directamente sobre los genes hilD y hilA (Pérez-
Morales et al., 2017).

BarA

le

SirA

/' N\

CsrB CsrC

\ J

CsrA

|

HIID F— HIlE

Fig. 2. Cascada de regulacion sobre los genes de SPI-1 y SPI-2 en S. Typhimurium. Ver el apartado
“Regulacién de la expresion genética” para mayor detalle.
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Varios reguladores globales también controlan la expresion de SPI-1, entre estos,
el sistema de dos componentes BarA/SirA y el sistema Csr, los cuales regulan la
expresion de HilD (Martinez et al., 2011) (Figura 2). BarA es una proteina cinasa
transmembranal que se autofosforila cuando detecta una sefal, y, entonces, es
capaz de fosforilar a su regulador de respuesta SirA. En su forma fosforilada, SirA
induce directamente la expresion de los SRNAs CsrB y CsrC, los cuales tienen 18 y
9 sitios de unién para la proteina CsrA, respectivamente (Seyll & Van Melderen,
2013). CsrA es una proteina que regula negativamente la traduccion y estabilidad
de RNAm, debido a que generalmente se une a sitios que se sobreponen al sitio de
union a ribosomas (secuencia SD, “Shine-Dalgarno”) y al codén de inicio de sus
genes blanco. Ademas, CsrA también regula positivamente la expresion de algunos
genes, al prevenir la formacion de estructuras de RNA que atrapan la secuencia SD
o que favorecen la degradaciéon de los RNAm (Vakulskas et al., 2015). Cuando CsrB
y CsrC se expresan, se unen y capturan a CsrA, y de esta manera antagonizan el
efecto postranscripcional que CsrA ejerce sobre sus genes blanco (Seyll & Van
Melderen, 2013) (Figura 3).
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Fig. 3. Modelo de regulacién de la expresion de genes por los sistemas BarA/SirA y Csr. La
autofosforilacion de BarA a partir de una sefial del medio extracelular permite que se transfiera el grupo fosforilo
hacia el regulador de respuesta SirA. Entonces, SirA-P se une a la regién reguladora de csrB y csrC, lo que
permite su transcripcion. Los sSRNAs CsrB y CsrC contienen estructuras tipo tallo-asa que permiten la unién de
dimeros de CsrA. La proteina de union a RNA, CsrA, es un regulador postranscripcional que reprime la
expresion de algunos de sus genes blanco al unirse sobre la secuencia SD o sobre el codon de inicio de los
RNAm; asimismo, es capaz de activar la expresion de algunos de sus genes blanco al prevenir la formacién de
una estructura en el RNAm que impide la traduccién o que favorece su degradacion.

BarA/SirA y Csr son sistemas de regulacion global que en diversas proteobacterias
controlan la expresion de genes para diferentes funciones, como metabolismo del
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carbono, formacion de biofilm, movilidad, quorum sensing y virulencia (Tabla 1)
(Vakulskas et al., 2015).

Tabla 1. Ortélogos de los sistemas BarA/SirA 'y Csr en diversas proteobacterias

Organismo Sistema de Proteina | RNA pequefios Fenotipo regulado
dos de Unidn

componentes a RNA

Escherichia BarA/UvrY CsrA CsrB, CsrC Metabolismo del carbono,
coli tamafio celular y propiedades
de superficie
Salmonella BarA/SirA CsrA CsrB, CsrC Virulencia, movilidad,
Typhimurium metabolismo del carbono
Pseudomonas GacS/GacA RsmA RsmY, RsmzZ SST3y 6, quorum sensing,
aeruginosa formacion de biofilm, pili tipo IV
Pseudomonas GacS/GacA RsmA, RsmX, RsmY, Movilidad, factores de
fluorescens RsmE Rsmz biocontrol
Legionella LetS/LetA CsrA RsmX, RsmY, Movilidad, SST4, produccion de
pneumophila Rsmz pigmentos
Vibrio VarS/VarA CsrA CsrB, CsrC, CsrD | Quorum sensing, formacién de
cholerae biofilm
Azotobacter GacS/GacA RsmA RsmY, RsmzZ1-8 Sintesis de alginato y PHB
vinelandii
Yersinia BarA/UvrY CsrA CsrB, CsrC Virulencia
pseudotuberc
ulosis
Pectobacteriu | GacS(ExpS)/Gac RsmA RsmB Exoenzimas de degradacion
m A (ExpA) de pared celular
carotovorum

Xanthomonas - RsmA - Movilidad, SST3, exoenzimas

spp.

Pseudomonas GacS/GacA RsmA RsmB, RsmX1-5, Movilidad, factores de
syringae RsmY, RsmzZ virulencia de secrecion
Bacillus - CsrA - Movilidad
subtilis

Adaptado de Vakulskas et al., 2015

Generalidades de los sistemas BarA/SirA'y Csr

BarA (por “Bacterial adaptive response”), una proteina de 918 aminoacidos, es un
miembro de proteinas transmembranales histidina-cinasa tripartitas que catalizan la
fosforilacién de su regulador de respuesta a través de un mecanismo de fosforelevo
(ATP-His302-Asp’18-His®1) (Nagasawa et al., 1992; Altier et al., 2000a). El regulador
de respuesta SirA (por “Salmonella invasion regulator’), una proteina de 234
aminoacidos, es miembro de la familia NarL/FixJ de proteinas de unién a DNA, que
contiene un dominio receptor de la fosforilacién en el amino terminal (Asp®%) y un
dominio hélice-vuelta-hélice en su carboxilo terminal (Johnston et al., 1996;
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Pernestig et al., 2001). Aunque tanto uvrY (ortélogo de sirA en E. coli; ver Tabla 1)
como sus ortélogos se encuentran codificados corriente arriba de uvrC, que codifica
para un componente del sistema UvrABC, el cual funciona en la reparacion del DNA
por dafio a UV, UvrY no tiene ningun efecto relacionado a la reparacion del DNA
(Moolenaar et al., 1987).

En Salmonella, se describié que cepas mutantes AsirA y AbarA estan afectadas en
la invasion de la bacteria a células HEp-2, debido a que estan afectadas en la
expresion de los genes de SPI-1 (Johnston et al., 1996; Altier et al., 2000a). En S.
Typhimurium, se desmostré que SirA actia como dimero al unirse a una secuencia
invertida repetida de 18 nucleétidos (TGTGAGAGATCTCTTACA), conservada en la
region reguladora de csrB y parcialmente conservada en csrC (Martinez et al., 2014;
Zere et al., 2015). Asi, de esta manera, SirA regula la expresion de CsrB y CsrC, los
cuales son antagonistas de la proteina de union a RNA CsrA (Vakulskas et al.,
2015).

CsrA (“Carbon storage regulator”) es una proteina de 61 aminoacidos que contiene
en su estructura 5 hojas B plegada y un a-hélice en su C-terminal y, actia como
dimero (Gutiérrez et al., 2005). Se ha determinado que CsrA se une a la secuencia
RUACARGGAUGU (R= A 0 G) en los RNAm, la cual se localiza en estructuras
cortas de tipo tallo-asa como las que contienen CsrB y CsrC (Dubey et al., 2005).
De hecho, CsrB fue encontrado en E. coli en un complejo ribonucleoproteico al tratar
de purificar a CsrA-His6 (Liu et al., 1997). En ese estudio, se encontré que csrB
codifica para un sRNA de ~350 nucledtidos (369 y 363 nucledtidos en E. coli y
Salmonella, respectivamente), que contiene 18 estructuras tipo tallo-asa con el
motivo GGA en regiones de cadena sencilla, el cual es capaz de unir
aproximadamente 9 dimeros de la proteina CsrA. De esta manera, CsrB mimetiza
el sitio de union de CsrA sobre los RNAm blanco y modifica la concentraciéon de
CsrA libre en la célula (Liu et al., 1997; Altier et al., 2000a). Mas aun, la sobre-
expresion de CsrB induce la acumulacién de glucdégeno en la célula, siendo este
proceso reprimido por CsrA en la fase estacionaria (Liu et al., 1997). De igual
manera, se encontré que CsrC también es un regulador positivo de la sintesis de
glucogeno (Weilbacher et al.,, 2003; Fortune et al., 2006). Este sSRNA de ~250
nucledtidos (245 y 244 nucleétidos en E. coli y Salmonella, respectivamente),
contiene 9 estructuras tipo tallo-asa con el motivo GGA en regiones de cadena
sencilla, el cual es capaz de unir aproximadamente 4 dimeros de CsrA.

La proteina CsrA fue descrita primeramente en E. coli, mediante el estudio de
procesos que se inducen en una fase estacionaria de crecimiento; entre ellos se
encuentra la glucogénesis. Este proceso es regulado negativamente por CsrA
debido a que se une al transcrito de glgC, reprimiendo asi su expresion y
favoreciendo su degradacion (Liu et al., 1995; Vakulskas et al., 2015). Asi también,
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reprime la traduccion de algunas enzimas que participan en la gluconeogénesis
(pckA, fbp, pps y pgm) y activa a algunas de la glucdlisis (pgi, pfkA, pfkB, tpi, eno,
pykF) (Sabnis et al., 1995; Romeo, 1998).

Se ha descrito también que CsrA, tanto en E. coli como en Salmonella, induce
positivamente la formacion del flagelo al unirse y estabilizar al transcrito de flnDC,
que codifica el regulador central de los genes flagelares (Wei et al., 2001; Lawhon
et al., 2003). Sin embargo, en E. carotovora y P. fluorescens, RsmA (“Repressor of
secondary metabolites”, ortélogo de CsrA), reprime la formacién de flagelo y, por lo
tanto, la movilidad (Mukherjee et al., 1996; Goodier & Ahmer; 2001).

De manera interesante, en B. subtilis CsrA también regula la formacion del flagelo
mediante un mecanismo diferente e independiente de los sRNAs CsrB/C
(Mukherjee et al., 2011). En esta bacteria, se encontré el primer antagonista de CsrA
de identidad proteica, FliW, la cual, junto con CsrA, regula la expresion de la
flagelina Hag. Una vez que el cuerpo basal y el gancho del flagelo se forman, FIliW
secuestra a CsrA del transcrito de hag, y asi Hag se expresa y se secreta a través
del cuerpo basal para formar el filamento del flagelo. Enseguida, la proteina Hag del
citoplasma secuestra a FliW del complejo FliW-CsrA, lo que permite que CsrA
reprima nuevamente la expresion de hag. A diferencia de CsrB/C, FliW no se une a
los residuos que utiliza CsrA para unirse a los RNAm (Mukherjee et al., 2016).
Dentro del mismo estudio se realiz6 un analisis de la distribucion filogenética de
CsrA, el cual sugiere que la regulacion de la formacién del flagelo a través de CsrA
es ancestral, pero cuando se adquirié el gen csrA durante la evolucién en las y-
proteobacterias, la bacteria adapté a CsrA para regular otros procesos fisioldgicos
(Mukherjee et al., 2011).

Otro de los procesos que regula CsrA es la formacion de biofilm (Vakulskas et al.,
2015). En E. coli, CsrA reprime la expresion de pgaABCD, el cual codifica para el
polisacarido PGA gue estabiliza la estructura del biofilm (Wang et al., 2005).

El sistema Csr también regula genes de virulencia en diversas bacterias patégenas
(Vakulskas et al., 2015). En Salmonella, una cepa que carece de los genes barA,
sirA o csrB tiene defectos en la invasion de la bacteria a células HEp-2; esto debido
a que CsrA se une y reprime la expresion de hilD, que codifica para el regulador
positivo de los genes de SPI-1 (Altier et al., 2000a,b; Martinez et al., 2011).
Adicionalmente, se ha descrito que CsrA regula positivamente la expresion de la
fimbria Pef, necesaria para la adhesion de la bacteria al intestino delgado de
roedores (Baumler et al., 1996; Sterzenbach et al., 2013).

Se ha descrito que existen variaciones en el numero de componentes de los
ortélogos los sistemas BarA/SirA 'y Csr entre las diversas bacterias (Tabla 1). En P.
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fluorescens, hay un paralogo de RsmA (CsrA), RsmE, el cual es también capaz de
unirse a RsmY/Z (ortélogos de CsrB/C) (Reimmann et al., 2005). Ademas, existe
otro sSRNA llamado RsmX, que también es activado a traves del sistema GacS/GacA
(BarA/SirA) y es capaz de unirse a RsmA/E (Kay et al.,, 2005). Ademas de los
componentes RsmXYZ presentes en P. syringae, mediante un andlisis
bioinformético se encontrd a 5 paralogos de la familia RsmX (RsmX1-5) (Moll et al.,
2010). Mas aun, en A. vinelandii se han descrito 9 sRNAs, 8 de la familia RsmZ
(Rsm1-8) y 1 de la familia RsmY; estos regulan positivamente la expresion de algD,
gue codifica para la GDP-manosa deshidrogenasa involucrada en la biosintesis del
alginato (Manzo et al., 2011; Castafieda et al., 2016).

Por otra parte, se han hecho esfuerzos para determinar la sefial que activa a
BarA/UvrY (BarA/SirA) y, por lo tanto, la expresion de CsrB/C (Lawhon et al., 2002;
Chavez et al., 2010). Un estudio en Salmonella indicé que la adicién de acetato al
medio (pero no de otros &cidos grasos de cadena corta como el propionato y
butirato) en concentraciones y pH similares a las encontradas en el ileon distal
(regidn del intestino donde Salmonella invade), es capaz de restaurar la expresion
de hilA, invF y sipC (genes de SPI-1) en una cepa AbarA; no obstante, los autores
proponen que el acetato podria actuar a través de BarA (Lawhon et al., 2002). En
E. coli, también se demostré que el acetato es capaz de activar la expresion de CsrB
a través de UvrY (SirA), pero ellos también proponen que el acetato actua también
a través de BarA; asimismo, otros acidos grasos de cadena corta, como formato,
propionato, butirato, valerato y caproato, actian a través de BarA (Chavez et al.,
2010). Sin embargo, se requieren de mas estudios para determinar el mecanismo
por el cual estos compuestos son detectados.

A su vez, los niveles de CsrA aumentan cuando las células llevan a cabo la
transicion entre la fase exponencial y estacionaria de crecimiento (Vakulskas et al,
2016), incidiendo asi en los procesos que son desencadenados en la entrada de la
fase estacionaria de crecimiento (Leng et al., 2016). Adicionalmente, una cepa de
E. coli o de Salmonella que carece de csrA presenta defectos en el crecimiento
(Lawhon et al., 2003; Timmermans & Van Melderen, 2009).

Regulacion de los sistemas BarA/SirA 'y Csr

El sistema de regulacién global Csr es controlado por una compleja red de
regulacion. Yakhnin y colaboradores encontraron que la transcripcion de csrA es
mediada por 5 promotores (P1 a5), de los cuales P1 y P3 son activados por el factor
oS, mientras que P2 y P5 son activados por el factor ¢’°. (Yakhnin et al., 2011).
Ademas, la transcripcion de csrA se activa indirectamente por CsrA a través del P3;
asimismo, CsrA también es capaz de reprimir su propia traduccion al unirse a su
transcrito.
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En E. coli, CsrA modula su propia actividad al regular de manera indirecta la
expresion de CsrB y CsrC, a través del sistema BarA/UvrY (Suzuki et al., 2002;
Camacho et al., 2015). CsrA regula de manera indirecta la expresion de UvrY a nivel
transcripcional y traduccional, asi como también regula el cambio de la actividad
fosfatasa de BarA a su actividad cinasa, lo cual permite que UvrY se fosforile a
través de BarA y que active la expresion de CsrB/C. Por ello, en una cepa mutante
en csrA, los niveles de CsrB se disminuyen drasticamente (Gudapaty et al., 2001;
Suzuki et al., 2002). Cabe destacar que en ausencia de csrB o csrC existe un
mecanismo de compensacion que permite elevar los niveles de CsrC o CsrB,
respectivamente, tanto en E. coli como en Salmonella (Weilbacher et al., 2003;
Fortune et al., 2006).

Por otra parte, se ha descrito que en E. coli existe una conexion entre el sistema
Csr y la respuesta estricta, ya que el factor transcripcional DksA y la alarmona
(p)ppGpp activan la expresion de csrB y csrC de manera indirecta, posiblemente
mediante una interaccion con UvrY (Edwards et al., 2011). Ademas, dos helicasas
de RNA de tipo DeaD-box, DeaD y SrmB, tienen un efecto positivo en la expresion
de CsrB en E. coli. DeaD induce la expresion de CsrB a través de UvrY, mientras
gue SrmB induce su expresion indirectamente a través de otra proteina (Vakulskas
et al., 2014).

En E. coli, la proteina CsrD (YhdA) regula la actividad de CsrA, debido a que hace
susceptible especificamente a CsrB y CsrC a la degradacion por la RNAsa E
(principal endonucleasa involucrada en la degradacion de RNAm), pero no asi a
otros blancos de la RNAsa E (Suzuki et al., 2006). Debido a que CsrD contiene
dominios GGDEF (diguanilato ciclasas) y EAL (c-di-GMP fosfodiesterasas)
degenerados, la degradacion que ejerce sobre CsrB/C es independiente del
segundo mensajer c-di-GMP, probablemente debido a una pérdida de la funcion de
estos dominios en el metabolismo de c-di-GMP (Suzuki et al.,, 2006).
Recientemente, se ha descrito que CsrA al unirse a CsrB, evita la degradacion de
este SRNA a través de la RNAsa E; sin embargo, CsrD compite por algunos de los
sitios a los que CsrA se une en este sRNA para inducir la degradacién de CsrB
(Vakulskas et al, 2016). Ademas, CsrA regula negativamente la expresién de CsrD
al unirse sobre su RNAmM, lo que indica la presencia de otro mecanismo de
autoregulacion de CsrA (Jonas et al., 2010).

Recientemente, en E. coli se demostr6 que la uniéon de la proteina EIIAGC del
sistema PTS (“phosphoenolpyruvate: carbohydrate phosphotransferase system”) al
dominio EAL de CsrD favorece la degradacion de CsrB y CsrC (Leng et al., 2016).
El sistema PTS es un complejo de proteinas que acoplan el transporte de
carbohidratos con la (des-)fosforilacion de las proteinas que comprenden el sistema;
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si estad presente la glucosa en el medio, la proteina EIIA®® esta en su estado
desfosforilado, pero en presencia de otra fuente de carbono, EIIA® se encuentra en
su estado fosforilado (P-EIIA®®) y promueve la produccion de cAMP, el cual se une
a CRP y activan la expresion de genes involucrados en la utilizacion de fuentes
alternativas de carbono (Deutscher et al., 2014). De manera interesante, Leng y
colaboradores demostraron que el decaimiento de CsrB y CsrC aumenta al afadir
glucosa al medio, lo que sugiere que el sistema PTS podria actuar como un sensor
de glucosa del sistema Csr.

Adicionalmente, el complejo cAMP-CRP formado en ausencia de glucosa, aumenta
ligeramente la vida media de CsrB y CsrC (Leng et al., 2016). Sin embargo, también
se demostro que el complejo cAMP-CRP disminuye la expresion de csrB y csrC de
manera indirecta y directa, respectivamente (Pannuri et al., 2016). Si bien, el
complejo cAMP-CRP tiene efectos en ambos procesos de sintesis y degradacion
de CsrB/C en E. coli, este mecanismo es probablemente una manera de generar
una repuesta rapida a los cambios en el medio ambiente (Panuri et al., 2016). Sin
embargo, a diferencia de E. coli, en S. Typhimurium, el complejo cAMP-CRP induce
la expresion de CsrB y CsrC a través de SirA (Teplitski et al., 2006).

Por otra parte, tanto en E. coli como en Salmonella, csrB (pero no csrC) también es
regulado positivamente por la proteina asociada al nucleoide, IHF (Martinez et al.,
2014; Zere et al., 2015). Adicionalmente, en Salmonella, SsrB, regulador de los
genes de SPI-2, es capaz de reprimir la expresion de csrB, pero no la de csrC (datos
no publicados de nuestro grupo).

El sistema de regulacion por retroalimentacion negativa que gobierna a CsrA,
permite controlar su actividad (es decir, la concentracion de CsrA libre en la célula)
para contender con los cambios rapidos presentes en diversos ambientes
(Adamson & Lim, 2013). Aunque este complejo mecanismo de autoregulacion del
sistema Csr ha sido ampliamente estudiado en E. coli, probablemente esté presente
en las demas especies de la familia Enterobacteriaceae, incluyendo a Salmonella.
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ANTECEDENTES

En un estudio previo de andlisis de transcriptomas, se encontré que CsrA afecta la
transcripcion de muchos genes en S. Typhimurium, como los genes de SPI-1y otros
genes de virulencia, genes necesarios para la sintesis del flagelo, para la
quimiotaxis, para la sintesis y utilizacién de vitamina Bi2 y el operén de maltosa
(Lawhon et al., 2003). Sin embargo, la mutante de S. Typhimurium que carece de
CsrA esta afectada en el crecimiento, lo cual complica la comparacion de la
expresion genética entre la cepa WT y la mutante AcsrA. Asimismo, el sistema Csr
regula la expresion de sus genes blanco principalmente a nivel postranscripcional.
Asi, para determinar mejor el efecto global en la expresidn genética de los sistemas
BarA/SirA 'y Csr en S. Typhimurium, se requiere de estudios a nivel
postranscripcional, donde se analice la ausencia de la proteina SirA o los SRNAs
CsrB y CsrC, lo cual no afecta el crecimiento de esta bacteria.

Por otro lado, Zere y colaboradores realizaron un analisis de ChlIP-seq
(inmunoprecipitacion de la cromatina y secuenciacion) para determinar los sitios de
unién de SirA y UvrY en el genoma de S. Typhimurium y E. coli (Zere et al., 2015).
En dicho estudio se encontrd que SirA/UvrY se unen principalmente a las regiones
reguladoras de csrB y csrC; sin embargo, también se encontr6 que se unen a
algunos otros genes, aunque al parecer con menor afinidad. Esto sugiere que
SirA/UvrY actdan, en S. Typhimurium y E. coli, principalmente a través de CsrB y
CsrC, pero que también SirA/UvrY podrian actuar directamente, de manera
independiente a estos sSRNAs. Para determinar si SirA puede actuar de manera
dependiente e independiente de CsrB y CsrC, se requiere de un andlisis de
expresion global, a nivel postranscripcional, comparando el efecto de la ausencia
de SirA con el de la ausencia de CsrB y CsrC.

Por otra parte, en nuestro grupo se encontré que BarA/SirA y Csr controlan a nivel
traduccional la expresion de HilD, cuando se crece a S. Typhimurium en medio LB
(Martinez et al., 2011). Consistente con esto, se encontré que CsrA se une a sitios
que se sobreponen sobre la secuencia SD y el coddn de inicio de hilD. De manera
interesante, la expresion de los genes de SPI-1 se afecta drasticamente en
mutantes que carecen de SirA o de ambos CsrB y CsrC, pero no se afecta
significativamente en mutantes que carecen solo de CsrB o CsrC. Con base en
estos resultados se concluy6 que SirA regula a hilD, y asi a los genes de SPI-1, a
través de CsrB y CsrC. El hecho de que la expresion de los genes de SPI-1 se afecte
en ausencia de ambos CsrB y CsrC, pero no en la ausencia de so6lo uno de estos
SRNAs, sugiere que CsrB y CsrC podrian tener una funcion redundante para estos
genes. Debido a esto, el efecto mas claro sobre la regulacion de los genes por los
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sistemas BarA/SirA 'y Csr, sera el provisto por la ausencia de SirA y por la ausencia
de CsrB y CsrC en un estudio de expresion global.

En este proyecto nos hemos planteado las siguientes preguntas: ¢ Existen otros
genes regulados por el sistema BarA/SirA y Csr que no han sido descritos en S.
Typhimurium? y ¢ El sistema BarA/SirA actia principalmente a través de CsrB y
CsrC en S. Typhimurium? Para contestar estas preguntas realizamos un analisis a
nivel protedmico de los sistemas BarA/SirA y CsrB/C de S. Typhimurium, en
condiciones de crecimiento en las cuales se induce la expresién de genes de
virulencia y se ha determinado que los sistemas BarA/SirA y CsrB/C son activos en
esta bacteria. Para esto, se obtuvieron y compararon perfiles protedmicos de la cepa
WT, de una cepa mutante que carece del gen sirA y de una cepa mutante que
carece de ambos genes csrB y csrC, crecidas en medio LB a 37°C hasta una
ODsoonm de 1.4.

Una de las lineas de investigacion de nuestro grupo es la de determinar la funcion
de genes hipotéticos y putativos de S. Typhimurium; asi, con el presente trabajo
esperamos identificar nuevos genes regulados por los sistemas BarA/SirA y Csr.
Esto nos permitira analizar la posible funcibn de genes aun no caracterizados
regulados por BarA/SirA y Csr, en los fenotipos regulados por estos sistemas, como
virulencia y movilidad.
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HIPOTESIS

En S. Typhimurium, el sistema BarA/SirA regula la expresion de sus genes blanco
conocidos, asi como la de otros aun no identificados, actuando a través de los RNA
pequefios CsrB y CsrC.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el papel de los sistemas de regulacién BarA/SirA y Csr en la virulencia
y fisiologia de S. Typhimurium.

Objetivos especificos

1.- Identificar nuevos genes regulados por los sistemas BarA/SirA'y Csr

2.- Determinar si el sistema BarA/SirA actla principalmente a través de los sSRNAs
CsrBy CsrC

3.- Evaluar si algunos de los posibles genes identificados que son regulados por
BarA/SirA y Csr tienen un papel en invasion, replicacion intracelular o movilidad.
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MATERIALES Y METODOS

Las cepas, plasmidos, oligonucleétidos y antibidticos usados en este estudio se
enlistan en las tablas 2, 3,4y 5.

Tabla 2. Cepas bacterianas usadas en este estudio

Cepa

S. Typhimurium

Descripcién

Referencia o fuente

WT

Cepa WT SL1344; xyl, hisG, rpsL; StpR

Hoiseth & Stocker, 1981

YebF-FLAG; StpR, KmR

14028s Cepa WT 14028s ATCC

AsirA::Km Derivada de SL1344; StpR, KmR Martinez et al., 2011

AcsrB::Km Derivada de SL1344; StpR, KmR Martinez et al., 2011

AcsrC::Km Derivada de SL1344; StpR, KmR Martinez et al., 2011

AcsrB Derivada de AcsrB:: Km; StpR Martinez et al., 2011

AcsrB AcsrC::Km Derivada de AcsrB; StpR, KmR Martinez et al., 2011

AcsrB AcsrC Derivada de AcsrB AcsrC:: Km; StpR Bustamante V., datos no

publicados

AcsrC Derivada de AcsrC:: Km; StpR Este estudio

hilE-FLAG Derivada de 14028s; expresa la proteina HilE- | Bustamante V., datos no
FLAG; StpR, KmR publicados

yebF-FLAG Derivada de SL1344; expresa la proteina Este estudio

pK3-SL1770-FLAG

Derivada de SL1344; expresa la proteina
SL1770-FLAG, a partir del promotor del
plasmido pMPM-K3; StpR, KmR

Banda et al., datos no publicados

AyebF::Km Derivada de SL1344; StpR, KmR Este estudio

AflnDC::Km Derivada de SL1344; StpR, KmR Martinez-Flores et al., 2016
AhilD::Km Derivada de SL1344; StpR, KmR Bustamante et al., 2008
AssrB::Km Derivada de SL1344; StpR, KmR Worley et al., 2000

E. coli

DH5a Cepa de laboratorio, Nal® Invitrogen

DH10B Cepa de laboratorio, StpR Invitrogen

Tabla 3. Plasmidos usados en este estudio

Plasmidos Descripcion Referencia o
fuente

pFLP3 Vector que expresa la recombinasa FLP; AmpR Choi et al., 2005

pRS414 Vector derivado de pRS415 y pMC1403 para constuir fusiones Simons et al.,
traduccionales a lacZ; AmpR 1987

philE-lacz Plasmido derivado de pRS414 que contiene la fusion traduccional | Paredes C.,
hilE-lacZ desde los nucledtidos -424 a +49 datos no

publicados

pydcJ-lacz Plasmido derivado de pRS414 que contiene la fusion traduccional | Este estudio
ydcJ-lacZ desde los nucledtidos -333 a +35

pyebF-lacZz Plasmido derivado de pRS414 que contiene la fusion traduccional | Este estudio
yebF-lacZ desde los nucledtidos -104 a +32
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pSLP2_0011-lacZz Plasmido derivado de pRS414 que contiene la fusion traduccional | Este estudio
SLP2_0011-lacZ desde los nucleétidos -397 a +65

pSL2374-lacZ Plasmido derivado de pRS414 que contiene la fusion traduccional | Este estudio
SL2374-lacZ desde los nucleétidos -232 a +44

pcbi-lacz Plasmido derivado de pRS414 que contiene la fusion traduccional | Este estudio
cbiABCDETFGHJKLMNQOPcobUST-lacZ desde los nucleétidos -
576 a +47 de chiA

pygcC-lacz Plasmido derivado de pRS414 que contiene la fusion traduccional | Este estudio
yqcC-lacZ desde los nucleétidos -183 a +29

pPMPM-K3 Vector de clonacion de bajo nimero de copias derivado de p15A, | Mayer, 1995
contiene el promotor lac; KmR

pK3-CsrA Plasmido derivado de pMPM-K3, expresa a CsrA bajo el promotor | Martinez et al.,
lac 2011

pK3-CsrB Plasmido derivado de pMPM-K3, expresa a CsrB bajo el promotor | Martinez et al.,
lac 2011

pKD4 Derivado de pANTSy; contiene el gen de resistencia a Km, Datsenko &
flanqueado por FRT’s Wanner, 2000

pKD46 Derivado de pINT-ts, contiene el sistema de recombinacion del Datsenko &
fago ARojo bajo el promotor inducible por arabinosa; sensible a Wanner, 2000
una temperatura mayor a 30°C; AmpR

pSUB11 Vector templado para el etiquetado de genes con la secuencia Uzzau et al.,
que codifica el epitope 3XFLAG; contiene ademas el gen de 2001
resistencia a Km, flanqueado por FRT's

Nota: Las posiciones mencionadas en las fusiones traduccionales, son con respecto al codén de inicio de la
traduccién del respectivo gen.

Tabla 4. Oligonucleétidos usados en este estudio

Nombre Secuencia ( 5°-3’) Gen blanco
Para caraterizar mutantes o etiquetas a FLAG
SirAFpMPMT3 CAT AAG CTT CAA AAA CGA GAG CAA AAT CG SirA
SirARpMPMT3 TAA GGA TCC GTA CCG CCG GCG TCA TAC
CsrB-F/Kpnl AGC CGG TAC CTT TTG AAG GCG AAG AAA ATG csrB
CsrB-R GCA GCA GCG TTT CAA GCG
CsrCF GAC CAT TGC ACT TAT GCG AC csrC
CsrCR AGG CGT TTA CGG TCG CGC
K1 CAG TCA TAG CCG AAT AGC CT Km (kanamicina)
K2 CGG TGC CCT GAA TGA ACT GC
HilE-Kpn-5' AGC GGT ACC TCG GTA TTT AAT CTG GTA TAC AG hilE
HilE-HindllI-3' TCC GCAAGC TTG TTT TGT CC
yebF-R CCA TAG TAC CCC TCA AAT ACAG yebF
Para fusiones traduccionales a lacZ
ydcJ-FwBamHI CTT GGA TCC CGC AAC CGAATG CGC TGACT ydcJ
ydcJ-RvBamHI CCT GGA TCC TCC CGA ATC TCA TCT GCC GTG
yebF-FwWEcoRI GCG AAT TCG GAC GCC GCG AGT AAA ACG yebF
yebF-RvBamHI CCT GGA TCC AGC AGG CTC AAC AAC GCT CC
P2_11-FwEcoRI GCG AAT TCACCACAATGACGG GAGTTTTCCT SLP2_0011

P2_11-RvBamHI

CCTGGATCC TCC TCACTG CTAAGC TCC CG
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lacZ Rev-11 GGC GAT TAAGTT GGG TAA CGC lacZ (vector
pRS414)
SL2374-FwEcoRI GCG AAT TCC ATC CTG CCAGTC TGT CCA G SL2374
SL2374-RvBamHI CCT GGA TCC CGA TAC TCC ATT GTG TGA TAA CG
chiAP-FwECcoRI CCT GAATTC TCATCC TCC ATC GTT ATG chiA
chiAP-RvBamHI CCT GGATCC CAACCG CTT CCT GTG CCT GC
yqcCB-FwECoRI CCT GAATTC GTG CGC AGG ATG CAAACG TTC yqcC
yqcCB-RvBamHI CCT GGA TCC AAC TGC TGA CGC ACACGG TC
Para construir la mutante AyebF::Km
yebFH1P1 CTG AAT CAT TGT GCT AAG GAG AAA AGT ATG AAT AAA yebF
AGA GGA TGT AGG CTG GAG CTG CTT CG
yebFH2P2 CCG GCA AAA GAA GCG CAA ATT ACG CTG CTA GCG GGG
CTT ATA CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG
Para construir la cepa yebF-FLAG
yebF-FLAGFw ATC GTT GAT TGC AAA GCC GGC AAG GCG GAA TAT AAG yebF
CCC CGC GAC TAC AAA GAC CAT GAC GG
yebF-FLAGRv CAG GAATTG TCT GTT CCG GCA AAA GAA GCG CAAATT
ACG CTG CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG

Nota: En letras cursivas se muestra el sitio de corte en enzimas de restriccion creado dentro del oligonucleétido. La secuencia
gue corresponde al plasmido templado pKD4 o pSUB11 se muestra subrayada.

Tabla 5. Antibiéticos y dosis empleadas en este estudio

Estreptomicina (Stp) 100 pg/mi
Ampicilina (Amp) 200 pg/mi
Kanamicina (Km) 30 pg/ml
Acido Nalidixico (Nal) 15 pg/ml

Preparacion de muestras para el analisis por LC-MS/MS

Para el andlisis protedmico se requirié extraer las proteinas totales solubles de la
cepa WT de S. Typhimurium y sus derivadas mutantes AsirA y AcsrB AcsrC, cada
una por triplicado. Primero, se preparé un pre-inéculo de las cepas en 5 ml de medio
LB y se incub6 a 37°C y 200 rpm durante toda la noche. Entonces, se inocularon
matraces con 50 ml de medio LB a partir de 500 pl del pre-indculo; se incubaron a
37°C y 200 rpm en un bafio maria hasta una ODeoorm de 1.4. Enseguida, se
centrifugaron 25 ml del cultivo en tubos Falcon de 50 ml estériles a 4,000 rpm
durante 8 min a 4°C. La pastilla de células se lavo con 10 ml de buffer de fosfatos
10mM pH 7.4 frio; se mezclé suavemente y se centrifugd a 4,000 rpm durante 8 min
a 4°C. Después, se decanto el sobrenadante y se resuspendio la pastilla de células
en 4 ml de buffer de fosfatos 10 mM pH 7.4 frio. Posteriormente, las células se
sonicaron durante 4 min en un sonicador “Vibra Cell”, con pulsos de 9 s y periodos
de reposo de 9 s entre cada pulso. Las muestras sonicadas se centrifugaron a

27



13,000 rpm durante 30 min a 4°C. Se transfirid el sobrenadante a tubos “Ultra-Clear
Centrifuge Tubes 13x51 mm no. 344057” (Beckman Coulter), y se centrifugaron a
40,000 rpm durante 1 h a 4°C en una ultracentrifuga “Optima L-90K Clase S” con el
rotor “SW55 Ti” (Beckman Coulter). El sobrenadante se utilizd como la fraccién
soluble. Posteriormente, se cuantificd la concentracién de proteinas mediante el
método de Bradford. Se precipitaron 20 ug de proteina con 1 ml de acetona fria
(Sigma), se agitaron suavemente los tubos y se incubaron a -20°C durante toda la
noche. Entonces, los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm durante 30 min y se
descarto el sobrenadante; los tubos se secaron a temperatura ambiente durante 30
min. Las muestras de proteinas se almacenaron a -20°C previo al analisis por LC-
MS/MS.

Andlisis protedmico

Las muestras de proteinas de las cepas de S. Typhimurium WT, AsirA y AcsrB
AcsrC, fueron enviadas al “Proteomics Discovery Platform, Institut de recherches
clinigues de Montréal” en Canada. Una vez alli, las proteinas fueron digeridas con
tripsina y analizadas por LC-MS/MS; después, los péptidos obtenidos fueron
analizados con el software Mascot contra la base de datos
“‘NCBI_Salmonella_enterica_serovar_Typhimurium_st SL1344 txid216597” para
identificar las proteinas presentes en las muestras.

Para validar la identificacion de las proteinas obtenidas por LC-MS/MS, se utilizé el
software Scaffold v.4.7.4 (Proteome Software Inc., Portland, OR). La identificacion
de péptidos fue aceptada si pudo establecer una probabilidad mayor de 95% por el
“Peptide Prophet algorithm”. La identificacion de las proteinas fue aceptada si se
pudo establecer una probabilidad mayor del 99% por el “Peptide Prophet algorithm”
y si se identificaron al menos 2 péptidos para la respectiva proteina. El analisis
cuantitativo por “label-free” fue realizado por el método de conteo de espectros y
analizado mediante el factor de abundancia espectral normalizado (NSAF).
Ademas, se realizd un analisis por t de Student de cada cepa con tres réplicas,
usando un valor de p < 0.05. Se consider6 un cambio significativo, si la relacion de
la abundancia relativa de proteinas en AcsrB AcsrC/WT, AsirA/WT y AsirA/AcsrB
AcsrC fue 22 6 <0.5.

Cinética de crecimiento

Se prepard un pre-indculo de las cepas en 5 ml de medio LB con los antibiéticos
correspondientes, el cual se incubé a 37°C y 200 rpm durante toda la noche.
Después se inocularon matraces que contenian 50 ml LB+Stp con 500 ul del pre-
indculo; se incubaron a 37°C y 200 rpm en un bafio maria y se midié la ODsoonm
cada hora durante 8 h.
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Extraccién de DNA genémico y plasmidico

Para la extraccion de DNA gendmico (DNAQ) de bacterias se utilizé el protocolo de
“salting-out” modificado de Miller y colaboradores (1988), como se describe a
continuacion. A partir de un cultivo de bacterias de toda la noche crecidas en medio
LB a 37°C, se tomaron y centrifugaron 5 ml a 13,000 rpm durante 2 min. Se descart6
el sobrenadante y se resuspendio la pastilla de bacterias en 570 ul de buffer Tris
10mM pH 8. Después, se agregaron 30 pul de SDS al 20% y se mezclé durante 30
s. Se Incubd a 80°C durante 5 min y se enfrié a temperatura ambiente. Después, se
agregaron 5 ul de RNAsa a 10 mg/ml y se incubé a 37°C durante 15 min; se enfrio
a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 200 ul de NaCl 5M, se
mezcl6 durante 30 s y se incubd en hielo durante 5 min. Se centrifugd a 14,000 rpm
durante 10 min. Después, se transfirid el sobrenadante a otro tubo y se agregaron
800 ul de isopropanol; se mezcl6 durante 30 s. Se centrifug6 a 14,000 rpm durante
10 min. Se descarto el sobrenadante y se agreg6 1 ml de etanol al 70%; se mezclé
durante 30 sy se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 min. Se repiti6 el paso anterior.
Posteriormente, se descartd el sobrenadante y se seco la pastilla de DNA con calor
en un “Concentrator Centrifuge SpeedVac SC100” (Savant) durante 10 min. Para
eluir el DNA, se agregaron 150 ul de agua Mili Q estéril.

Para la extracciéon de DNA plasmidico por kit, se utilizd el protocolo de “QlAprep
spin Miniprep Kit” de QIAGEN o “Zyppy Plasmid Miniprep Kit” de Zymo Research,
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para la extraccion de DNA plasmidico por Miniprep, se tomaron 5 ml de un cultivo
de bacterias de toda la noche en medio LB a 37°C y se centrifug6 a 13,000 rpm
durante 2 min. Se descarté el sobrenadante y se resuspendio la pastilla de bacterias
en 150 ul de buffer SET. Después, se agregaron 8 pl de RNAsa (10 mg/ml) y se
incub6 a temperatura ambiente durante 5 min. Entonces, se agregaron 400 pl de
solucion salina (NaOH 0.2M /SDS 1%), se mezclo invertiendo los tubos y se incubd
en hielo durante 5 min. Después, se agregaron 300 pl de acetato de amonio 7.5M
pH 7.8, se mezclé invertiendo los tubos y se incubd en hielo durante 10 min.
Después, se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min; se transfirid el sobrenadante
a otro tubo. Entonces, se agregaron 500 ul de isopropanol y se mezcl6 invirtiendo
los tubos; estos se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min. Después, los
tubos se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 min, y se descartd el sobrenadante.
A continuacion, se agreg6 1 ml de etanol al 70%. Se centrifugd a 14,000 rpm durante
10 min. Posteriormente, se descartd el sobrenadante y se secé la pastilla de DNA
con calor en un “Concentrator Centrifuge SpeedVac SC100” (Savant) durante 10
min. Entonces, se eluy6 el DNA en 50 pl de agua Mili Q estéril.
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Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Los andlisis de DNAg, plasmidos y productos de PCR se llevaron a cabo en geles
al 1% de agarosa en buffer TAE 1X. Previo a cargar las muestras en el gel, se
mezclaron con buffer de carga de DNA 5X y se utilizé como marcador de peso
molecular el “Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder” (Thermo Scientific). Los geles se
corrieron en buffer TAE 0.5X a 100-110 V durante 1 h aproximadamente. Al finalizar
la corrida, los geles se tifieron con una solucion de bromuro de etidio a 0.5 yg/mly
se analizaron en un transiluminador de luz UV (Sigma).

Amplificacion por PCR

Para caracterizar genotipicamente las cepas mutantes, los genes etiquetados con
la secuencia que codifica al epitope 3XFLAG o para la construccion de fusiones
traduccionales, se realizaron reacciones de PCR. Para ello, se hicieron stocks de
cada oligonucledétido a una concentracion de 25 uM y, ademas, se hicieron mezclas
de reaccion con los componentes de la Tabla 6.

Tabla 6. Componentes de la mezcla de reaccion de PCR

Componentes Concentracion final

DNA templado 1-2 pl/reaccion de 100 pl
Buffer PCR 10X 1X

Mezcla de dNTPs 10 mM 0.2 mM

Solucién de MgCl2 50 mM 0.8-1.5 mM
Oligonucleétido sentido 25 uM 0.5uM

Oligonucleétido antisentido 25 uM 0.5 uM

Tag polimerasa 1 pl/reaccion de 100 pl
Agua Mili Q estéril Variable

Nota: Las mezclas de reaccién se hicieron mezclando Gnicamente el buffer de PCR 10X, los dNTPs, el MgCl,, la enzima Taq
polimerasa y el agua. Los demas componentes se agregaron directamente a cada tubo de PCR.

Dependiendo del fragmento a amplicar, asi como la Tm de los oligos empleados,
las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo de 95°C durante 5
min; 25-30 ciclos de: 95°C durante 1 min, 52-61°C durante 1 min 'y 72°C durante 1-
3 min; 1 ciclo de 72°C durante 5 min.

Electroforesis de proteinas en geles de acrilamida

Para la deteccién de proteinas de perfiles de secrecidon de SPI-1 o de proteinas para
posterior analisis por Western blot, se realizaron electroforesis de proteinas en geles
al 12 y 15% de acrilamida, respectivamente (Tabla 7).
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Tabla 7. Reactivos para preparar geles de acrilamida

Reactivo Gel separador (12%) Gel separador (15%) Gel concentrador

(4.5%)

Acrilamida 30% / 8 mi 10 ml 1.5ml
Bisacrilamida 0.8%

Tris-HCI / SDS pH 8 5 mi 5mi 25 ml
Agua milliQ 7 ml 5ml 6 ml
PSA 10% 100 ul 100 50 pl
TEMED 14 ul 14 pl 10

Los geles se corrieron en buffer de corrida Tris-Glicina/SDS a 30 mAmp, durante 4
h aproximadamente. Para tefiir el gel, se agreg6 una solucién de azul de Coomassie
R250 y se incub6 toda la noche en agitacion suave. Al dia siguiente, se agregé una
solucion de metanol 40%/4cido acético 10% e incub6 durante 3-6 h en agitacion
suave. Después se agregd agua destilada y se incub6 durante toda la noche en
agitacion suave.

Perfil de secrecion de SPI-1

Se inocularon tubos que contienen 5 ml de medio LB con 50 ul de un pre-in6culo de
toda la noche, cada muestra por duplicado; se incubaron a 37°C a 200 rpm durante
9 h. Se tomaron 3 muestras de 1.5 ml de cada cultivo y de sus réplicas; se
centrifugaron los tubos a 14,000 rpm durante 5 min. Entonces, se transfirio el
sobrenadante a otro tubo y se agregaron 200 ul de &cido tricloroacético (Sigma); se
agitaron los tubos con la mano y se dejaron precipitando las proteinas a 4°C durante
toda la noche. Después, se centrifugaron los tubos a 14,000 rpm durante 30 min; se
descartd el sobrenadante y se dej6 secando a temperatura ambiente durante 30
min. Las proteinas fueron resuspendidas en 30 ul de buffer de carga de proteinas
SDS-PAGE y 2 ul de Tris-HCI 2M pH 11. Después, se juntaron los tubos de la misma
muestra, se mezclaron ligeramente con vortex y se calentaron a 95°C durante 5 min;
se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Entonces, se cargaron 50 ul de muestra
en geles al 12% de acrilamida.

Preparacion de células competentes para electroporacion

Para la preparacion de células competentes, se prepard un pre-indculo de la cepa
de interés en 5 ml de medio LB. Después, se inoculd un matraz que contiene 100
ml de medio SOB con 1 ml del pre-inoculo. Se incubd a 37°C en agitacion hasta una
ODsoonm de 0.6. Entonces, se transfirid el cultivo a tubos Falcon de 50 ml estériles y
se centrifugd a 6,000 rpm durante 6 min a 4°C; se descarto el sobrenadante.
Enseguida, se agregaron 30 ml de agua mQ estéril fria, se mezclo ligeramente y se
centrifugo a 6,000 rpm durante 6 min a 4°C. Se descart0 el sobrenadante y se repitio
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el paso anterior. Posteriormente, se agregaron 30 ml de glicerol al 10% frio, se
mezclé ligeramente y se centrifugé a 6,000 rpm durante 6 min a 4°C; se resuspendio
la pastilla de células en 500 pl de glicerol al 10% frio. Entonces, se agregaron 40 pl
de células y 10 pl del pldsmido de interés a una celda para electroporar de 0.2 cm
(Biorad) y se electropor6 en un MicroPulser (Biorad) a un voltaje de 1.80 kV durante
5 ms. Enseguida, se agrego 1 ml de medio SOC a la celda y se recupero el volumen
en un tubo de cultivo. Se dejaron recuperando las células a 37°C y 200 rpm durante
3 h. Se plaquearon 100-200 pl en cajas con medio LB + antibi6tico correspondiente
y se incubaron a 37°C durante toda la noche.

Construccién de mutantes o etiquetadas mediante mutagénesis

La construccion de las cepas mutantes se basa en la metolodologia de mutagénesis
de Datsenko & Wanner (2000), donde se reemplaza el gen blanco con un casete de
resistencia a Kanamicina (Km) (Figura 4). Por otra parte, la adicion de una
secuencia gue codifica para una etiqueta se basa en una modificacion del protocolo
de mutagénesis descrito por Uzzau y colaboradores (2001), donde se agrega el
epitope 3XFLAG en el extremo C-terminal de la proteina, por tanto, se agrega la
secuencia que codifica para este epitope junto con un casete de resistencia a Km.
Para ello, se amplificd por PCR el gen de resistencia a Km a partir del plasmido
pKD4 6 pSUB11 para 3XFLAG-Km, empleando los oligonucleétidos que proveen la
region homoaloga al gen de interés. Para purificar el DNA de la reaccion de PCR, se
realizé el siguiente protocolo. Se agregaron 100 pl de acetato de amonio 7.5M pH
7.8, 300 pl de fenol y 300 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (50:1) a la reaccion de
PCR; se mezclo invirtiendo los tubos y se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 min.
Se transfirié la fase acuosa a un tubo de 1.5 ml. Entonces, se agregaron 500 pl de
cloroformo-alcohol isoamilico. Se mezclé invirtiendo los tubos y se centrifugd a
14,000 rpm durante 5 min. Se transfirio la fase acuosa a otro tubo. Posteriormente,
se agregaron 800 pl de etanol absoluto a cada tubo, se agitaron e incubaron durante
toda la noche a -20°C o0 a -70°C durante 1 hora. Entonces, se centrifugaron los tubos
a 14,000 rpm durante 30 min. Se desecho el sobrenadante, se agregd 1 ml de etanol
al 70% y se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 min. Se desechd el sobrenadante y
se secaron los tubos con calor en un “Concentrator Centrifuge SpeedVac SC100”
(Savant) durante 10 min. Entonces, se resuspendio el DNA en 7 pl de agua y se
corrié 1 pl de DNA en un gel de agarosa para observar su integridad. Por otra parte,
se realizé un pre-inéculo de la cepa S. Typhimurium SL1344 WT+pKD46, estriando
cajas de LB+Amp, se incubo toda la noche a 30°C. Al dia siguiente, se inocularon
de 20-40 colonias en: 25 ml de SOB + 25 ul de Amp + 2.5 ml de L-+-arabinosa 1M;
se incubo a 30°C a 200 rpm hasta una ODsoonm de 0.6. Después, se centrifugo a
6,000 rpm a 4°C durante 6 min. Entonces, se resuspendio la pastilla de células en
5 ml de agua fria, se centrifugé a 6,000 rpm a 4°C durante 6 min. Se descarto el
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sobrenadante y este paso se repitid 2 veces mas. Se resuspendieron las células en
100 pl de agua fria. Se electroporaron 3 pl de producto de PCR en 50 pl de células
competentes. Después, se dejaron recuperando las bacterias en 1 ml de medio SOC
a 30°C a 200 rpm durante 3 h. Entonces, se plaquearon 200 ul de células en cajas
de LB+Km y se incubaron a 42°C durante toda la noche. A continuacion, se rayaron
10 colonias en una caja LB+Km y se incubaron a 42°C. Se repiti0 este paso, pero
ahora también se ray6 la misma colonia en cajas LB+Amp. Las colonias que no
crecieron en las cajas de LB+Amp, se tomaron de la caja de LB+Km y se inocularon
en medio liquido LB+Km y LB+Amp. Se verifico por PCR que estas cepas ahora
contengan el casete de resistencia a Km, con un par de oligonucle6tidos externos
de donde se removio el gen y con los oligonucledétidos K1y 2 (Tabla 4).

Simbologia -—>
-—> oligos I Gen de resistencia a Km I
G-

<---
|] H1, H2 2 X Recombinasa

| = l - l ::

C--

3 l
-—>
I Gen de resistencia a Km l -

<-__
l Recombinasa

l--

4

Fig. 4. Esquema general de mutagénesis. Se amplifica el gen de resistencia a Km flanqueado por los sitios
de reconocimiento de la recombinasa FLP (FRT), asi como una secuencia homdloga al gen de interés H1y H2
(1) y se transforma en la cepa WT de S. Typhimurium que contiene el vector pKD46 que codifica para la
recombinasa ARojo (2), entonces se obtiene la cepa donde el gen WT de interés es reemplazado por un casete
de Km, y por tanto, ahora el tamafio del fragmento que amplifican los oligonucleétidos externos tienen un tamafio
diferente al del gen WT (3), para eliminar el casete de Km, se transforma el plasmido pFLP3 que expresa la
recombinasa FLP, y por tanto, el tamafio del fragmento que amplifican los oligonucleétidos externos tienen un
tamafio menor al del gen WT (4).

Remocidn del casete de resistencia a Kanamicina (Km)

Para la remocion del casete de resistencia a Km de las cepas de S. Typhimurium
AsirA::Km, AcsrB::Km, AcsrC::Km y AcsrB AcsrC::Km, se utilizd el protocolo
modificado de Datsenko & Wanner (2000), usando el plasmido pFLP3 como se
describe a continuacion (Figura 4). Se prepararon celulas competentes y se
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electroporé el plasmido pFLP3 a la cepa de interés; se dejaron recuperando las
bacterias a 37°C a 200 rpm durante 3 h. Entonces, se plaquearon 200-300 pul de las
bacterias en cajas con medio LB+Amp, la cuales se dejaron incubando a 37°C
durante toda la noche. Se tomaron 10 colonias de las transformantes obtenidas y
se rayaron en cajas con medio LB sin antibiético; se incubaron toda la noche a 37°C.
Después, esas mismas colonias se rayaron en cajas con medio LB+Km; se
incubaron toda la noche a 37°C. Posteriormente, se seleccionaron las colonias que
no crecieron en las cajas con medio LB+Km (2-4 colonias) de las cajas de LB sin
antibiotico, se inocularon en 5 ml de medio LB+Km y se incubaron a 37°C a 200 rpm
durante toda la noche. Entonces, se seleccionaron las colonias que no hayan
crecido en medio liqguido LB+Km y se estriaron a colonia sencilla a partir de la caja
de LB sin antibiético en cajas con medio LB+10% sacarosa y se incubaron a 37°C
durante toda la noche. Posteriormente, se tomaron 10 colonias de las cajas con
medio LB+10% sacarosa y se rayaron en cajas con medio LB sin antibiotico, éstas
se incubaron a 37°C durante toda la noche. Entonces, estas mismas 10 colonias se
rayaron en cajas con medio LB+Amp y se incubaron a 37°C durante toda la noche.
Después, se seleccionaron las colonias que no hayan crecido en las cajas con
medio LB+Amp y se inocularon ahora en 5 ml de medio LB+Amp y 5 ml de medio
LB+Amp+Km a partir de la caja de LB sin antibiético y se incubaron a 37°C a 200
rpm durante toda la noche. Después, se seleccionaron 2-3 colonias que no crecieron
en los medios anteriores, y se inocularon en 5 ml de medio LB a partir de la caja LB
sin antibiético y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Se verifica por PCR que
estas cepas perdieron el casete de Km, con un par de oligonucleétidos externos de
donde se removié el gen y con los oligonucleétidos K1 y 2 (Tabla 4).

Transduccion con el fago P22

La generacion de cepas mutantes o el etiquetado de genes a través de la
transduccion con el fago P22, se describe a continuacion. Primero se replicé el fago
en células de S. Typhimurium WT, para esto, se prepard un inéculo de la cepa WT
en 5 ml de medio LB y se incub6 a 37°C a 200 rpm durante toda la noche. Después,
se agreg6 1 ml de medio P22 a 200 pl del pre-inoculo y se incubé a 37°C a 200 rpm
durante toda la noche. Posteriormente, se transfirio el cultivo a un tubo de 1.5 mly
se centrifugd a 12,000 rpm durante 2 min. Se transfirié el sobrenadante a otro tubo
de 1.5 ml y se afadieron varias gotas de cloroformo, se agité6 por vortex y se
almaceno a 4°C. Para preparar el fago con la cepa donadora, se repitieron los pasos
anteriores con la cepa que contiene el fragmento a transducir. Despueés, se preparo
un indculo de la cepa receptora en 5 ml de medio LB+Stp a 37°C y 200 rpm durante
todala noche. Entonces, se mezclaron las células y el fago en tubos de 1.5 ml (Tabla
8), mediante la inversién de los tubos y se incubaron a temperatura ambiente
durante 15 min. Después, se agreg6 1 ml de medio LB, se incub6 a 37°C a 200 rpm

34



durante 1 hy se centrifugo a 12,000 rpm durante 1 min. Se descarto el sobrenadante
y se lavo la pastilla de bacterias con 200 pl de medio LB; se mezclé con vortex y se
centrifugd a 12,000 rpm durante 1 min. Se descartd el sobrenadante y se
resuspendio la pastilla de bacterias en 100 pl de medio LB. Posteriormente, se
plaquearon los 100 pl en cajas con medio LB+Km y se incub6 a 37°C durante toda
la noche. Posteriormente, se seleccionaron 2-3 colonias, se estriaron a colonia
sencilla en cajas con medio LB+Km y se incubaron a 37°C durante toda la noche.
Este paso se repitid 2 veces. Después, se rayaron 2- 3 colonias en cajas con medio
LB+Km y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Entonces, se inocularon esas
colonias en 5 ml de medio LB+Km y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Se
verifico6 por PCR la mutacién o el etiquetado de los genes, con un par de
oligonucledtidos externos y con los oligonucleétidos K1y 2 (Tabla 4).

Tabla 8. Transduccion con el fago P22.

Placa Volumendecélulas |  Volumen de fago P22
A 200 pl -
B - 5l
C 200 pl 1l
D 200 I 5ul
E 200 I 20 Wl

Ensayos de Western blot

Se tom6 una muestra de 1.5-3 ml de un cultivo de toda la noche, se centrifugd a
12,000 rpm durante 2 min y se resuspendieron las pastillas de bacterias en 300 pl
de buffer de carga de proteinas. Después, se calentaron las muestras a 95°C
durante 5 min y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Se cargaron 50 pl de
este extracto, asi como 4 pl de Marcador pretefido “Pageruler plus prestained
protein ladder” (Termo Scientific) en geles al 15% de acrilamida, los cuales se
corrieron a 30 mAmp durante 4 h. Posteriormente, se corté el gel de acuerdo al
tamafio de la proteina de interés y se incubd junto con una membrana de
nitrocelulosa (0.45 pm, Merck Millipore) durante 10 min en buffer de transferencia.
Después, se colocod la membrana y el gel de forma apilada entre tres cuadros de
papel filtro humedecido en buffer de transferencia, en una camara “Trans-Blot SD
Semi-Dry Transfer Cell” de Biorad y se transfirieron las proteinas a 15 V durante 1
h. Después de la transferencia, la membrana se incub6 con la solucion bloqueadora
a 4°C en agitacién suave durante toda la noche. Entonces, se removio la solucién
bloqueadora y se hicieron 3 lavados a la membrana con buffer PBST durante 15
min en agitacion suave. Se incubo la membrana con el anticuerpo monoclonal anti-
FLAG M2 (Sigma) o con el anticuerpo policlonal anti-GroEL (StressGen), diluidos
en PBST a 1:3,000 o 1:100,000, respectivamente, durante 3 h en agitacion suave a
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4°C. Posteriormente, se retird el anticuerpo y se hicieron 3 lavados a la membrana
con buffer PBST durante 15 min en agitacion suave. Despueés, se incubd la
membrana con el anticuerpo monoclonal anti-raton o con el anticuerpo policlonal
anti-conejo (Pierce), en una dilucién 1:10,000 en ambos casos, durante 1 hora en
agitacion suave. Entonces, se retird el anticuerpo y se hicieron 3 lavados a la
membrana con buffer PBST durante 15 min en agitacion suave. Posteriormente, se
agrego 1.5 ml de reactivo “enhanced luminol” y 1.5 ml del reactivo “oxidizing”
(PerkinElmer) a la membrana hasta cubrirla por completo. Después, la membrana
se envolvio entre dos acetatos y se pego en el casete de revelado. En el cuarto
obscuro, se coloc6 una pelicula radiografica “KODAK-Omat-LS-film” sobre la
membrana y se dejé exponiendo el tiempo necesario para detectar la sefial (0.5-5
min). Después, la pelicula se incubd en la solucién de revelado durante 2 min y se
enjuago con agua. Entonces, se incubd la pelicula en la solucion fijadora durante 1
min y se enjuago6 con agua.

Construccion de fusiones traduccionales al gen reportero lacZ

Para la construccion de los plasmidos pydcJ-lacZ, pyebF-lacZ, pSLP2_0011-lacZ,
pSL2374-lacZ, pcbi-lacZ, pyqcC-lacZ, se amplific6 mediante PCR la regién
intergénica, asi como unos nucle6tidos después del ATG (que corresponden a
aproximadamente 10 codones) (Figura 5), de los genes ydcJ, yebF, SLP2 0011,
SL2374, cbi y ygcC. Entonces, estos productos de PCR se purificaron con el kit
“‘DNA Clean & Concentrator” de Zymo Research, eluyendo en 35 pl de agua MQ
estéril. Entonces, se analizd el DNA en geles de agarosa al 1% y se cuantificd
mediante un “NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer” (Thermo Scientific). Por
otra parte, también se purifico el vector pRS414, se analizé en gel y se cuantifico de
la misma manera. Este vector, contiene el gen lacZ sin promotor, el cual codifica
para la enzima B-galactosidasa a partir del noveno codén. Entonces, tanto el DNA
como el vector se digirieron con EcoRI y/o BamHI, o dependiendo de los sitios de
corte de restriccion generados en los oligos (Tabla 4). Las reacciones de digestiéon
se realizaron por separado a 37°C durante 4 h en un volumen de reaccion de 80 pl.
Para esto, se agreg6 1.5 ul de enzima EcoRI o BamHI, 8 pl de Buffer 10X EcoRI o
BamHI, 1 ug de DNA o vector y se afor6 con agua MQ estéril. Después, se
purificaron los fragmentos digeridos con el kit de Zymo y se analizaron en un gel de
agarosa. Posteriormente, se cuantificé nuevamente tanto el DNA como el vector y
se procedio a la reaccion de ligacion en un volumen total de 20 pl, en el cual se
utilizd una concentracion de DNA:vector de 3:1 molar, 2 pl de buffer 10X T4 DNA
ligasa, 1 pl de T4 DNA ligasa y se aforo con agua MQ estéril; entonces, la reaccion
de ligacion se incub6 a 16°C durante toda la noche o a 22°C durante 1-2 h. A
continuacion, se inactivé la enzima por calor a 65°C durante 10 min. Se dej6 enfriar
a temperatura ambiente, y se transformo6 3 ul de esta reaccion en 50 pl de células
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electrocompetentes de E. coli DH5a. Estas fusiones se analizaron por PCR y
secuenciacion y después se transformaron estos pldsmidos en las respectivas
cepas de S. Typhimurium.

-104 +32

SD ATG

N

Fig. 5. Fusiones traduccionales al gen reportero lacZ. En el esquema se muestra la regién intergénica
utilizada para la construccion de la fusion traduccional yebF-lacZ, contenida en el vector pRS414 que codifica
para la enzima B-galactosidasa a partir del noveno codén.

Cuantificacién de proteinas para la determinacion de la actividad
especifica de B-galactosidasa

Se centrifugd 1.5 ml del cultivo de toda la noche a 13,000 rpm durante 2 min. Se
descarto el sobrenadante, se lavé y resuspendi6 la pastilla de bacterias con 800 pl
de buffer TDTT. La pastilla de bacterias se centrifug6 a 13,000 rpm durante 2 min'y
se resuspendié nuevamente en 800 pl de buffer TDTT. Posteriormente, las células
se sonicaron durante 3 min en un sonicador “Vibra Cell”, con pulsos de 10 sy
periodos de reposo de 10 s entre cada pulso. Las muestras sonicadas se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 15 min. Enseguida, se transfirio el sobrenadante
a tubos nuevos. En esta fraccion soluble se encuentran las proteinas totales
solubles. Para la cuantificacién de estas proteinas, se coloc6 10 ul de cada muestra
en una placa de 96 pozos (Costar), como blanco se utilizé el buffer TDTT. Entonces,
se agregaron 200 pl de los reactivos del kit “Protein Assay Reagent” (Pierce) en una
proporcién de 50:1; la placa se incub6 a 37°C durante 30 min. Posteriormente, se
calculo la concentracion de proteinas totales mediante la lectura de absorbancia a
una longitud de onda de 562 nm, en un lector automatizado de microplacas tipo
CERES 900C (Bio-Tek Instruments Inc.), utilizando el programa KC4; los valores de
absorbancia se interpolan en una curva estandar de concentracion de proteinas que
va de 0.1 a 1.5 mg/ml, almacenada en el programa KC4 del equipo.

Medicién de la actividad B-galactosidasa

Se colocaron 20 pl de cada muestra en una placa de 96 pozos, como blanco se
utilizé el buffer TDTT. Entonces, se agregaron 200 ul de ONPG (0.5 mg/ml
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resuspendido en buffer Z 1X). La actividad p-galactosidasa se calculd
inmediatamente al aiadir 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 reaccion. Los valores de actividad obtenidos
de cada muestra se interpolan en una curva estandar de actividad 3-galactosidasa
(de 0 a 5400 U), previamente almacenada en el programa KC4. Finalmente, la
actividad especifica B-galactosidasa (U/mg) se obtuvo al restar el valor del blanco y
después de dividir entre la concentracion de proteinas totales para cada muestra.

Ensayo de movilidad en agar

Se prepard un pre-indculo de las cepas a estudiar en 5 ml de medio LB con los
antibiéticos correspondientes y se incubé a 37°C a 200 rpm durante toda la noche.
Después, se inocularon matraces que contenian 20 ml de LB con 200 pul de pre-
in6culo y se incubd a 37°C a 200 rpm hasta una ODsoonm de 1. Entonces, se sembré
1 ul de cultivo en agar LB al 0.3% y se incubaron las cajas a 37°C durante 6 h
aproximadamente. La movilidad se determiné mediante el dimetro (cm) del halo de
crecimiento alrededor del inéculo inicial.

Ensayos de invasion y replicacion

Para evaluar la invasion y replicacion intracelular de Salmonella, se usé el ensayo
de proteccion por gentamicina. Para esto, las células HelLa (human cervical
adenocarcinoma epitelial cells, ATCC) fueron crecidas en medio DMEM
(“Dulbecco’s Modified Eagle Medium”, GIBCO 12100-046), suplementado con una
solucion de piruvato de sodio 10 mM (SIGMA S8636), L-glutamina 20 mM (GIBCO
25030-081) y 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (ByProductos 13001),
a 37°C con 5% CO:z. Las células HelLa se sembraron 20 h antes de la infeccion en
cajas de 24 pozos con 1x10° células por pozo. Se prepararon pre-inéculos de
Salmonella a partir de una sola colonia crecida en 3 ml de medio LB durante toda la
noche a 37°C a 200 rpm. Entonces, se sub-cultivaron 600 ul del pre-indculo en 20
ml de medio LB y se incubaron a 37°C a 200 rpm. Estos sub-cultivos fueron diluidos
(1:5) en LB hasta una ODsoonm de 0.6, aproximadamente después de 4 h de
incubacion. En este punto, se centrifugd 1 ml de cada sub-cultivo, se descartaron
900 pl de sobrenadante y se reemplazo este volumen con PBS 1X. Entoces, se hizo
una dilucion 1:10 de estas suspensiones bacterianas en medio DMEM vy se utilizo
10 pl de esta dilucion para infectar a las células HelLa; se incubo6 durante 15 min a
37°C con 5% COq2. Enseguida, las células fueron lavadas 2 veces con PBX 1X e
incubadas por 20 min adicionales con medio DMEM a 37°C con 5% CO.. Después,
las monocapas fueron incubadas con medio DMEM con 50 pg/ml de gentamicina
durante 1 h a 37°C con 5% COz2 para eliminar bacterias extracelulares. Entonces, el
medio fue removido y las células lisadas con 1 ml de deoxicolato de sodio al 0.2%.
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Para el caso de replicacion de 8 y 16 h, transcurrida la hora, se removio el medio y
se reemplazé con DMEM con 10 pg/ml de gentamicina durante las 8 o 16 h restantes
a 37°C con 5% COo.. Los lisados celulares y los in6culos iniciales fueron diluidos de
manera serial y se sembraron en cajas de LB+Stp para determinar las Unidades
formadoras de colonias (UFCs).

Analisis estadistico

Los resultados de las fusiones traduccionales fueron analizados mediante un
analisis de varianza (ANOVA), seguido por el test de Tukey para multiples
comparaciones, mientras que los resultados de los ensayos de invasion y
replicacion en células HelLa se analizaron mediante una t de Student, usando el
software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA).
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RESULTADOS

Caracterizacion de las cepas AsirA::Km, AcsrB::Km, AcsrC::Kmy AcsrB
AcsrC::Km

En nuestro grupo contamos con la cepa WT de S. Typhimurium y sus derivadas
mutantes AsirA::Km, AcsrB::Km, AcsrC::Km y AcsrB AcsrC::Km, las cuales
utilizamos en este proyecto. Asi, como primer paso nos planteamos la
caracterizacion de estas cepas mediante PCR, para confirmar que tuvieran las
mutaciones correspondientes. En todos los casos, se obtuvo el tamafio esperado
del amplicon, el cual es diferente en las cepas mutantes comparandolo con la cepa
WT (Figura 6A).

Por otra parte, se analizé también el perfil de proteinas secretadas en las cepas de
S. Typhimurium SL1344 WT, AsirA::Km, AcsrB::Km, AcsrC::Kmy AcsrB AcsrC::Km,
crecidas en medio LB durante 9 h. En estas condiciones de crecimiento se secretan
las proteinas SipA, SipB, SipC y SipD codificadas en SPI-1. Debido a que SirA, CsrB
y CsrC regulan positivamente a los genes SPI-1 (Figura 6B) (Martinez et al., 2011),
como era esperado, la secrecién de las proteinas SipA, SipB, SipC y SipD,
codificadas en SPI-1, esta reducida drasticamente en las cepas AsirA::Km y AcsrB
AcsrC::Km en comparacion con la cepa WT y no asi en las cepas AcsrB::Km y
AcsrC::Km (Figura 6C).

Para determinar si las mutantes en los genes sirA, csrB y csrC presentan algun
defecto en el crecimiento, se hizo una cinética de crecimiento de las cepas WT,
AsirA::Km, AcsrB::Km, AcsrC::Km y AcsrB AcsrC::Km. Tal como se muestra en la
Figura 6D, las cepas crecen de manera similar a la cepa WT. Por tanto, la diferencia
en los perfiles proteémicos en las cepas AsirA::Km y AcsrB AcsrC::Km seran
consecuencia de la respectiva mutacion y no de un retraso en el crecimiento.

Debido a que las cepas AsirA::Km y AcsrB AcsrC::Km presentan una mayor
reduccion de la secrecidn/expresion de proteinas codificadas en SPI-1, el analisis
proteémico se basé en comparar los perfiles protebmicos de las cepas de S.
Typhimurium WT, AsirAzKm y AcsrB AcsrC::Km, las cuales, en adelante
llamaremos simplemente, AsirA y AcsrB AcsrC, respectivamente. Por otro lado, en
nuestro grupo se determino que las fusiones transcripcionales de los genes csrB y
csrC al gen reportero cat, se expresan a un nivel maximo a las 4.5 h de crecimiento
en medio LB, a 37°C (Kuri P., 2010. Tesis de Licenciatura), indicando que los
sistemas BarA/SirA y Csr son activos durante la transicion de la fase exponencial y
estacionaria de crecimiento en LB. Asi las condiciones de crecimiento de las cepas
gue se usaron para el andlisis protedémico fueron en medio LB a 37°C después de
4.5 h de crecimiento, es decir, a una ODsoonm de 1.4.
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Fig. 6. Caracterizacion de las cepas de S. Typhimurium WT, AsirA::Km, AcsrB::Km, AcsrC::Km y AcsrB
AcsrC::Km. (A) Caracterizacién por PCR de la cepa WT de S. Typhimurium y sus derivadas mutantes
AsirA::Km, AcsrB::Km, AcsrC::Km y AcsrB AcsrC::Km. WT1 representa el tamafio del gen sirA, WT2 representa
el tamafio del gen csrB, WT3 representa el tamafio del gen csrC. El tamafio del amplicon observado en las
mutantes es distinto respecto a la cepa WT correspondiente. En la parte de abajo, se observa el esquema
general de mutagénesis (Ver Figura 4). (B) Cascada de regulacion de los sistemas BarA/SirA 'y Csr sobre HilD
y los genes de SPI-1. (C) Caracterizacion del perfil de proteinas secretadas de las cepas del panel A. Los
sobrenadantes de cultivos de las distintas cepas de S. Typhimurium crecidas en medio LB durante 9 h a 37°C,
se tomaron para analizar la secrecion de las proteinas SipA, SipB, SipC y SipD, codificadas por SPI-1. FliC es
una proteina flagelar cuya secrecion es independiente de SPI-1. (D) Cinética de crecimiento de las cepas del
panel A, crecidas en medio LB a 37°C. En la grafica se muestran los datos de ODsoonm promedio de dos
experimentos diferentes hechos por duplicado.

Analisis proteémico

Para identificar los regulones de los sistemas BarA/SirA 'y Csr en S. Typhimurium,
realizamos un analisis global de expresién genética en la cepa WT SL1344 y sus
derivadas mutantes AsirA y AcsrB AcsrC mediante protedmica “label-free” basada
en LC-MS/MS. Los resultados de nuestro estudio indican que 1,268 proteinas se
expresan entre las cepas WT, AsirA y AcsrB AcsrC crecidas en medio LB a 37°C a
una ODeoonm de 1.4 (Figura 7A). La expresion de 164 proteinas se afectdé en una o
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en ambas mutantes AsirA y AcsrB AcsrC, comparando su expresion con la cepa
WT. De estas, la expresion de 74 proteinas se afect6 en ambas mutantes; 65
proteinas se afectaron solo en la mutante AcsrB AcsrC y 25 proteinas se afectaron
s6lo en la mutante AsirA (Figura 7B). Que sOlo algunas de estas proteinas se
afectaran en so6lo una de las mutantes y no en ambas, podria indicar que existe un
efecto diferencial entre SirA 'y CsrB/C.
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Fig. 7. Clasificacién de las proteinas identificadas en el andlisis proteémico. (A) Clasificacion de las
proteinas diferencialmente expresadas en las cepas de S. Typhimurium WT, AcsrB AcsrC, y AsirA. (B)
Comparacién de las proteinas diferencialmente expresadas en las cepas S. Typhimurium del panel A. (C)
Clasificacion de las proteinas reguladas por SirA y CsrB/C en S. Typhimurium de acuerdo a su funcion biolégica,
usando las bases de datos de NCBI, Uniprot, KEEG y STRING.
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Para determinar la probable funcién de las proteinas cuya expresion se afecto en
las cepas AsirA 'y AcsrB AcsrC, se realizé un analisis de su funcién biolégica usando
las bases de datos de NCBI, Uniprot, KEEG y STRING. Entre las 164 proteinas cuya
expresion cambid en las cepas AsirA y/o AcsrB AcsrC, se encontraron 26 proteinas
cuya funcién esta relacionada con SPI-1, otras 2 proteinas de virulencia, 12 a la
movilidad, 78 al metabolismo, 24 con otras funciones y 22 a las cuales no se pudo
asignar una probable funcién (Figura 7C).

Entre las proteinas relacionadas con SPI-1 (virulencia) cuya expresion se disminuyo
en las dos cepas mutantes AsirA y AcsrB AcsrC, se encuentran varias proteinas
codificadas en SPI-1, como las efectoras AvrA, SipA, SipB, SspC y SptP, las
chaperonas SicP e InvB, los componentes del SST3-1 InvC, InvJ, OrgAB, PrgH y
Prgl-SipD y los reguladores transcripcionales HilC y HilD; ademas, se encuentran
proteinas codificadas en otras SPIs, como SiiE, SopB, SspD y PipC o en otras
regiones del genoma, como SopA, SopD, SopE y RtsA (Figura 8 y Anexo 1).
Asimismo, se encontraron algunas proteinas cuya expresion sélo se reprimié en una
de las cepas mutantes, AsirA o AcsrB AcsrC, como HilA, SpaO y SicA, codificadas
en SPI-1, asi como PhoN, codificada fuera de SPI-1. Adicionalmente, se
encontraron otras 2 proteinas relacionadas a la virulencia en S. Typhimurium, como
la chaperona fimbrial FimC, cuya expresion se reprimié en ambas mutantes, y la
probable proteina efectora SrfB, cuya expresion se activd en una de las cepas
mutantes, AsirA o AcsrB AcsrC (Figura 8 y Anexo 1).

Entre las proteinas relacionadas a la sintesis del flagelo y movilidad cuya expresién
incrementd en las dos mutantes, AsirA y AcsrB AcsrC, se encuentran FIgN, CheZ,
FIIT y FlgL (Figura 8 y Anexo 1). Asimismo, se encontraron algunas proteinas cuya
expresion soélo se activo en una de las cepas mutantes, AsirA o AcsrB AcsrC, como
YcgR, FliG, Aer, SL3126, FIgK, Tsr, CheM y Trg.

Entre las proteinas relacionadas al metabolismo cuya expresién disminuyé en las
dos mutantes, AsirA y AcsrB AcsrC, se encuentran MurQ, AIIC, HisD, CadA,
SL1490, GIgC, Udg y YjeF (relacionadas con el metabolismo del carbono y/o
aminoécidos), Mpl y YnhG (involucradas en la biogénesis de la pared celular), y
YciF y KatN (involucradas en el transporte de iones). Asimismo, entre las proteinas
cuya expresion se activé en las dos mutantes, se encuentran SL4396, TdcG, ThrA,
HutU, SL4393, TdcE, MalT, AphA, CelF, MelA, YjfQ y SL4470 (relacionadas con el
metabolismo del carbono y/o aminoacidos), MglA (involucrada en el transporte de
carbohidratos), CbiG (del metabolismo de cofactores y vitaminas), CysQ, SL1071y
AsrB (involucradas en procesos de oxido-reduccion), y Pdug, PduD, PduP, PduQ y
PduS (del metabolismo del propanediol) (Figura 8 y Anexo 1).
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Por otra parte, se encuentran proteinas relacionadas al metabolismo cuya expresion
se reprimio en soélo una de las cepas mutantes, AsirA o AcsrB AcsrC, como GabD,
SL2163, HisF, SL1488, AcnA, YfdZ, OtsB, SLP1_0061, GIgB, LdhA, OtsA, TktB,
YibF y TrpA (relacionadas con el metabolismo del carbono y/o amino&cidos), Epd y
WrbA (metabolismo de cofactores y vitaminas) y NapA, SL2374, YncB y DkgA
(involucradas en procesos de 6xido-reduccion). Asimismo, se encuentran proteinas
cuya expresion se activé en solo una de las cepas mutantes, AsirA o AcsrB AcsrC,
como AstA, DadA, HutH, SL2313, ShdB, GIloA y Fucl (relacionadas con el
metabolismo del carbono y/o aminoacidos), FadR, LpxA, GIpF y Cfa (del
metabolismo de lipidos), HemN, YhhK y CbiC (del metabolismo de cofactores y
vitaminas), YdgJ, DmsA, AsrC, DsmB, FdoG y SL2944 (involucradas en procesos
de 6xido-reduccion), DacA (de la biogénesis de la pared celular) y DhaB, PduA y
PocR (del metabolismo del propanediol) (Figura 8 y Anexo 1).

Entre las proteinas relacionadas a otras funciones celulares cuya expresion
disminuyo en las dos mutantes, AsirA y AcsrB AcsrC, se encuentra Ung (reparacion
del DNA), RpoS (respuesta a estrés), RpIW (traduccién) y NhaR, SL1423 y YehZ
(con actividad de transportadores). Asimismo, entre las proteinas cuya expresion se
activd en las dos mutantes, se encuentran Rnc y Tgt (relacionadas a la
procesamiento y modificacion del RNA) (Figura 8 y Anexo 1).

Por otra parte, entre las proteinas relacionadas a otras funciones celulares cuya
expresion se reprimio en solo una de las cepas mutantes, AsirA o AcsrB AcsrC, se
encuentran OsmE, Dps y UspA (relacionadas a la respuesta a estrés), YecO
(modificacion del RNA) y ArgT (con actividad de transportadores). Asimismo, se
encuentran proteinas cuya expresion se activo en sélo una de las cepas mutantes,
AsirA o AcsrB AcsrC, se encuentran SogL y Ssb (replicacion y recombinacion y del
DNA), TrmJ, YqcB y RhIB (modificacion y procesamiento del RNA), Rpl32
(traduccion), ModA, ZnuA y YrbD (con actividad de transportadores), FtsH
(procesamiento de proteinas) y Yihl (biogénesis del ribosoma) (Figura 8 y Anexo 1).

Entre las proteinas a las cuales no se les encontré una probable funcién, cuya
expresion disminuy6 en las dos mutantes, AsirA y AcsrB AcsrC, se encuentran
SL1780, SL3653, YbaY, YebF y YjbJ. Por otra parte, entre las proteinas cuya
expresion se reprimio en solo una de las cepas mutantes, AsirA o AcsrB AcsrC, se
encuentran YdeJ, Ydel, YhcH, YdcJ, YchN, YgiW, ElaA y YdiH. Asimismo, se
encuentran proteinas cuya expresion se activd en sélo una de las cepas mutantes,
AsirA o AcsrB AcsrC, YgfB, YifE, YcgL, SL1061, YhcB, YegQ, SL1969, SLP2_ 0011
y YqcC (Figura 8 y Anexo 1).
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Fig. 8. Clasificacion de las proteinas expresadas diferencialmente en las distintas cepas de S.
Typhimurium. Mapa de calor de las proteinas cuya expresion cambié de manera significativa en las cepas
mutantes AcsrB AcsrC y AsirA, con respecto a la cepa WT o en la mutante AsirA, con respecto a la mutante
AcsrB AcsrC. Se muestra las categorias funcionales de las proteinas relacionadas a SPI-1, otras proteinas de
virulencia, involucradas en la movilidad, en el metabolismo, otras funciones y con funcién desconocida,
obtenidas con las bases de datos del NCBI, Uniprot, KEEG y STRING. Esta grafica fue generada en el servidor
web: https://biit.cs.ut.ee/clustvis/.

Dado que la expresion de varias proteinas sblo se afectd en una de las cepas
mutantes, AsirA o AcsrB AcsrC, con respecto a la cepa WT, se hizo una
comparacion directa de las proteinas cuya expresion se afecto en la mutante AsirA,
con respecto a la mutante AcsrB AcsrC, para evaluar si podria haber un efecto
diferencial de BarA/SirA y CsrB/C sobre algunos genes (Figura 7B, 8 y Anexo 1).
En total, se identificaron 25 proteinas que cambiaron diferencialmente entre las
cepas mutantes, la mayoria de estas se habian identificado previamente en la
comparacion de las mutantes con la cepa WT. La expresién de 17 proteinas se
disminuy6 en la mutante AsirA, de las cuales se encontré que SirA no se expreso
en la cepa AsirA, lo que era esperado debido a que esta cepa carece del gen que
codifica para esta proteina. De las restantes 16 proteinas, se encuentran Trg
(movilidad), SL2944, FdoG, DdIB y AroH (metabolismo de carbono), RhIB, YrbD,
Yihl, YgcB, YeiP, NuoA, TruA, RepA2 y YbaX (otras funciones celulares) y
SLP2 0011 y YqcC (funcion desconocida) (Figura 7B, 8 y Anexo 1). De manera
contraria, la expresion de 8 proteinas se incrementé en la mutante AsirA, con
respecto a la mutante AcsrB AcsrC, entre estas proteinas se encuentran InvB, Prgl-
SipD y SptP (SPI-1), TrpA, DkgB y CbhiP (metabolismo de carbono) y ElaA y YdiH
(funcion desconocida) (Figura 7B, 8 y Anexo 1).

Caracterizacion de las cepas AsirA, AcsrB, AcsrC y AcsrB AcsrC

Para poder analizar la expresion de algunos de los genes regulados por los sistemas
BarA/SirA y CsrB/C que se identificaron en nuestros ensayos de protedmica
mediante fusiones traduccionales o experimentos de Western blot, se requerian
cepas mutantes de estos sistemas que no tuvieran el casete de resistencia a Km.
En nuestro grupo se contaban con las cepas de S. Typhimurium AsirA, AcsrB y
AcsrB AcsrC, por lo que unicamente le fue removido el casete de Km a la cepa
AcsrC::Km, mediante el método de Datsenko & Wanner (2000). Entonces, se
caracterizaron estas mutantes mediante PCR a partir de DNA genomico. En todos
los casos, se obtuvo el tamafio esperado del amplicon, donde el tamafio del gen de
cada mutante es menor comparado con el de la cepa WT (Figura 9A).

Asimismo, a estas cepas mutantes se les analizé su perfil de proteinas secretadas,
para confirmar su fenotipo esperado. La secrecion de las proteinas SipA, SipB, SipC
y SipD, codificadas en SPI-1, se redujo drasticamente en las cepas mutantes AsirA
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y AcsrB AcsrC, en comparaciéon con la cepa WT, pero no se afectd
significativamente en las cepas mutantes AcsrB y AcsrC (Figura 9B).

Asi, tanto el analisis por PCR como el perfil de proteinas secretadas indicaron que
las cepas contenian la mutacion esperada.
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Fig. 9. Caracterizacion de las cepas de S. Typhimurium WT AsirA, AcsrB, AcsrC y AcsrB AcsrC. (A)
Caracterizacion por PCR de la cepa WT de S. Typhimurium y sus derivadas mutantes AsirA, AcsrB, AcsrC y
AcsrB AcsrC. WT1 representa el tamafio del gen sirA, WT2 representa el tamafio del gen csrB, WT3 representa
el tamafio del gen csrC. El tamafio del amplicén observado en las mutantes es menor respecto a la cepa WT
correspondiente. (B) Caracterizacion del perfil de proteinas secretadas de las cepas descritas en el panel A.
Los sobrenadantes de cultivos de las distintas cepas de S. Typhimurium crecidas en medio LB durante 9 h a

37°C, se usaron para analizar la secrecion de las proteinas SipA, SipB, SipC y SipD, codificadas por SPI-1. FIiC
es una proteina flagelar cuya secrecion es independiente de SPI-1.

Confirmacién de la regulacion por SirA y/o Csr de los genes ydcJ, yebF
y yqcC mediante fusiones traduccionales a lacZ

Para validar nuestros resultados de prote6mica, se seleccionaron algunos de los
genes que mostraron regulacion por SirA y/o CsrB/C, para analizar ahora su
expresion mediante fusiones traduccionales al gen reportero lacZ. En primera
instancia, nos enfocamos a los genes que codifican para proteinas de funcién
desconocida o putativa, como YdcJ (proteina de funcion desconocida), YebF
(proteina de funcion desconocida que se secreta) y SL2374 (azlcar isomerasa
putativa), las cuales mostraron una disminucion de su expresién en una o en ambas
cepas AcsrB AcsrC y/o AsirA, con respecto a la cepa WT; asi como para las
proteinas SLP2_0011 (proteina de plasmido con funcion desconocida), CbiP
(sintasa de acido cobirico putativa) y YgcC (proteina de funcién desconocida), las

cuales mostraron una expresion diferente entre las cepas AsirA y AcsrB AcsrC
(Figura 10).
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Fig. 10. Cuantificacion relativa de la expresion de YdcJ, YebF, SL2374, SLP2_0011, CbiP y YqcC. Factor
de abundancia espectral normalizado (NSAF) de la expresion de YdcJ (A), YebF (B), SL2374 (C) SLP2_0011
(D), CbhiP (E), y YgcC (F), a partir de los datos protedmicos obtenidos por LC-MS/MS en las cepas de S.
Typhimurium WT, AsirA y AcsrB AcsrC. En la grafica se muestran los valores de las tres réplicas de cada cepa.

La expresién de YdcJ disminuyd 2.5 veces en las cepas mutantes AcsrB AcsrC y
AsirA, comparada con su expresion en la cepa WT; sin embargo, la diferencia en la
expresion en la cepa mutante AsirA con respecto a la WT tiene un valor de p > 0.05
(t de Student) (Figura 10A y Anexo 1). YdcJ es una proteina de funcién desconocida,
Su secuencia tiene 87% de identidad con la de E. coli K-12 y 93% con la de S.
bongori; ademas, el gen que codifica para esta proteina tiene un contexto genoémico
similar en S. Typhimurium, S. bongori y E. coli K-12 (Figura 11A). La expresion de
YebF disminuyo 2.5 veces en las cepas mutantes AcsrB AcsrC y AsirA, comparada
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con su expresion en la cepa WT (FiguralO y Anexo 1). YebF es una proteina de
funcion desconocida que se secreta, su secuencia tiene 76% de identidad con la de
E. coli K-12 y 92% con la de S. bongori; ademas, el gen que codifica para esta
proteina tiene un contexto genémico similar en S. Typhimurium, S. bongori y E. coli
K-12 (Figura 11B). La expresion de SL2374 disminuyd 2.5 y 2 veces en las cepas
mutantes AcsrB AcsrC y AsirA, respectivamente, comparada con su expresion en
la cepa WT; sin embargo, la diferencia en la expresion en la cepa mutante AsirA con
respecto a la WT tiene un valor de p > 0.05 (t de Student) (Figura 10C y Anexo 1).
SL2374 es una proteina de canal idnico putativo que contiene una identidad del 95%
con S. bongori, y no esta codificada en el genoma de E. coli (Figura 11C).

Por otra parte, la expresion de SLP2_0011 disminuy6 3.3 veces en la cepa AsirA,
con respecto a la cepa AcsrB AcsrC y 1.6 veces con respecto a la WT (Figura 10D
y Anexo 1). SLP2_0011 es una proteina de funcién desconocida codificada en el
plasmido pCol1B9; ademas, el gen que codifica para esta proteina no esta presente
en S. bongori ni en E. coli K-12 (Figura 11D). La expresion de CbiP aument6 2.3
veces en la cepa AsirA, con respecto a la cepa AcsrB AcsrC y 1.4 veces con
respecto a la WT (Figura 10E y Anexo 1). CbiP es una sintasa de acido cobirico
putativa, esta codificada en el operon chiABCDETFGHIJKLMNQOPCcobUST de la
sintesis de vitamina Bi2; sin embargo, este operon no esta presente en S. bongori
ni en E. coli K-12 (Figura 11E). La expresion de YqcC disminuyd 5 veces en la cepa
AsirA, con respecto a la cepa AcsrB AcsrC y 1.42 veces con respecto a la WT
(Figura 10F y Anexo 1). YqcC es una proteina de funcion desconocida codificada
en el operdn yqcCBA,; YqcB es una RNA pseudouridilato sintasa que modifica a los
tRNAs, mientras que YQcA es una flavodoxina putativa. El contexto genémico del
operon yqcCBA es similar en S. bongoriy en E. coli K-12 (Figura 11F).
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Fig. 11. Contexto gendmico de ydcJ, yebF, SLP2_0011, SL2374, chiP y yqcC. Contexto gendmico de ydcJ
(A), yebF (B), SL2374 (C), SLP2_0011 (D), chiP (E), y yqcC (F) en S. Typhimurium SL1344, S. bongori NCTC
12419y E. coli K-12 MG1655. En algunos casos los genes no estan prentes en E. coli 0 S. bongori, por lo que
no se muestran los contextos gendmicos en estas bacterias.
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Asi, se construyeron fusiones traduccionales de los genes ydcJ, yebF, SL2374,
SLP2_0011, chiP y yqcC al gen reportero lacZ, en el vector pRS414. En todos los
casos, para la construccion de estas fusiones se usaron fragmentos de DNA que
abarcan la region intergénica localizada corriente arriba de cada gen o, para el caso
de chiP, del primer gen del operén, la cual incluyé los primeros 10 codones del
respectivo gen estructural. La expresion de estas fusiones se analizé en la cepa WT
de S. Typhimurium y en sus derivadas mutantes, AsirA y AcsrB AcsrC, crecidas en
medio LB a 37°C hasta una ODesoonm de 1.4. La expresion de las fusiones ydcJ-lacZ
y yebF-lacZ disminuyo significativamente en las mutantes AsirA 'y AcsrB AcsrC, con
respecto a la cepa WT (Figura 12A y B), mientras que la expresion de yqcC-lacZ
aumento significativamente en la cepa mutante AcsrB AcsrC, pero no en la cepa
mutante AsirA (Figura 12F). Estos resultados apoyan la regulacion positiva por SirA
y CsrB/C de los genes ydcJ y yebF, asi como a regulacion negativa por CsrB/C del
gen yqcC, revelada por el analisis proteémico.

Para confirmar los resultados anteriores, se analizo la expresion de las fusiones
ydcJ-lacZ, yebF-lacZ y yqcC-lacZ en la cepa WT de S. Typhimurium SL1344,
conteniendo o no el vector pMPM-K3 o el plasmido pK3-CsrA que expresa
constitutivamente a CsrA. La expresion de ydcJ-lacZ y yebF-lacZ disminuyo, y la de
yqcC-lacZ aumentd, cuando se sobre-expresa CsrA (Figura 13). Para determinar si
el incremento en la expresion del gen yqcC en la cepa AcsrB AcsrC, con respecto
a la cepa WT o a la mutante AsirA (Figura 12F y 13C), se debe a una mayor
concentracion de CsrA libre en la cepa mutante AcsrB AcsrC, la expresion de la
fusién ygcC-lacZ también se analizé en la cepa mutante AcsrB AcsrC conteniendo
el vector pMPM-K3 o el plasmido pK3-CsrB que expresa constitutivamente a CsrB.
La expresion de CsrB disminuiria el nivel de CsrA libre. La expresion de CsrB
disminuy6 la expresion de la fusién yqcC-lacZ en la cepa mutante AcsrB AcsrC
(Figura 13C). En conjunto, estos resultados indican que CsrA regula negativamente
la expresion de los genes ydcJ y yebF, y positivamente la expresion del gen yqcC,
lo cual es consistente con los resultados descritos arriba mostrando la regulacion
positiva por SirA y CsrB/C de los genes ydcJ y yebF, y la regulacion negativa por
CsrB/C del gen yqcC.

Por otro lado, la expresién de las fusiones SL2374-lacZ, SLP2_0011-lacZ y chi-lacZ
fue similar en la cepa WT y en sus derivadas mutantes, AsirA y AcsrB AcsrC (Figura
12C, Dy E). Estos resultados contrastan con los obtenidos en el analisis proteomico,
donde se observo regulacion de estos genes por SirA y/o CsrB/C. Esta discrepancia
podria explicarse por una falta de todos los elementos de regulacion en los
fragmentos de DNA utilizados para la construccién de las fusiones de estos genes.
Alternativamente, los valores obtenidos en la protedmica para estos genes podrian
tener variaciones propias de la metodologia.
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Fig. 12. La expresion de YdcJ, YebFy YqcC, pero no de SL2374, SLP2_0011 y CbhiP, es regulada por SirA
y/o CsrB/C. La expresion de las fusiones traduccionales ydcJ-lacZ (A), yebF-lacZ (B), SL2374-lacZ (C),
SLP2_0011-lacZ (D), cbhi-lacZ (E), y yqcC-lacZ (F), contenidas en los plasmidos pydcJ-lacZ, pyebF-lacZ,
pSL2374-lacZ, pSLP2_0011-lacZ, pcbi-lacZ y pyqcC-lacZ, respectivamente, fue determinada en la cepa WT de
S. Typhimurium SL1344 y en sus derivadas mutantes, AsirA y AcsrB AcsrC. La actividad especifica B-
galactosidasa se determing a partir de muestras de cultivos crecidos en medio LB hasta una ODesoorm de 1.4
(aproximadamente 4.5 h) a 37°C. Los datos graficados representan los promedios y la desviacion estandar de
los resultados obtenidos a partir de tres experimentos independientes hechos por duplicado. *, ** y *** valores
con diferencia significativa entre las cepas indicadas; p < 0.01, p <0.001, y p < 0.0001, respectivamente.
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Fig. 13. La expresion de YdcJ, YebF y YqcC es regulada por CsrA. La expresion de las fusiones
traduccionales ydcJ-lacZ (A), yebF-lacZ (B) y yqcC-lacZ (C), contenidas en los plasmidos pydcJ-lacZ, pyebF-
lacZ y pyqcC-lacz, respectivamente, fue determinada en la cepa WT de S. Typhimurium SL1344 conteniendo o
no el vector pMPM-K3, o el plasmido pK3-CsrA que expresa CsrA a partir de un promotor constitutivo; para el
caso de yqcC-lacz, también en la cepa AcsrB AcsrC conteniendo el vector pMPM-K3 o el plasmido pK3-CsrB
que expresa CsrB a partir de un promotor constitutivo. La actividad especifica 3-galactosidasa se determin6 a
partir de muestras de cultivos crecidos en medio LB hasta una ODeoonm de 1.4 (aproximadamente 4.5 h) a 37°C.
Los datos graficados representan los promedios y la desviacion estandar de los resutados obtenidos de tres
experimentos independientes hechos por duplicado. * y ***, valores con diferencia significativa entre las cepas
indicadas; p < 0.01 y p <0.0001, respectivamente.

Confirmacién de la regulacién por SirA y Csr del gen yebF mediante
ensayos de Western blot

Para confirmar la regulacién de yebF por SirA y Csr con otra metodologia, se
construyo la cepa de S. Typhimurium yebF::3XFLAG-km, la cual expresa a YebF
etiquetada con el epitope 3X-FLAG (YebF-FLAG). Posteriormente, se transfirio,
mediante transduccion con el fago P22, el alelo yebF::3XFLAG-km a las cepas
AsirA, AcsrB, AcsrC y AcsrB AcsrC. La expresion de YebF-FLAG se analizé en
todos en estos fondos genéticos, asi como en la cepa WT conteniendo el vector
pMPM-K3 o el plasmido pK3-CsrA que expresa constitutivamente a CsrA. En las
cepas mutantes AsirA y AcsrB AcsrC se observd una disminucion en la expresion
de YebF-FLAG, con respecto a la cepa WT y a las cepas mutantes AcsrB y AcsrC
(Figura 14). Asimismo, la expresion de CsrA, a partir del plasmido pK3-CsrA,
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reprimio por completo la expresion de YebF-FLAG en la cepa WT (Figura 14). Cabe
hacer notar que la disminucion de la expresion de YebF-FLAG fue mayor en la
mutante AcsrB AcsrC que en la mutante AsirA, lo cual sugiere que se tiene una
mayor cantidad de CsrA libre en ausencia de CsrB/C que en ausencia de SirA, tal
vez debido a una expresion basal de csrB/C en ausencia de SirA.

En conjunto, estos resultados confirman que la expresidn YebF es controlada
positivamente por SirA 'y CsrB/C, y negativamente por CsrA.

AcsrB
WT AsirA AcsrC AcsrC AcsrB pMPM-K3 pK3-CsrA

YebF-FLAG |<HES < . a— . cm—

GroEL S P e N R

Fig. 14. Los sistemas BarA/SirA y Csr regulan la expresion de YebF. La expresion YebF-FLAG en la cepa
WT de S. Typhimurium y en sus derivadas mutantes AsirA, AcsrB AcsrC, AcsrB y AcsrC, asi como la cepa WT
que contiene el vector pMPM-K3 o el plasmido pK3-CsrA que expresa a CsrA a partir de un promotor
constitutivo, fue analizada por Western blot usando el anticuerpo monoclonal anti-FLAG. Las muestras se
tomaron a partir de cultivos crecidos en LB durante toda la noche a 37°C. Como control de carga, se analiz6 la
expresion de GroEL, usando el anticuerpo policlonal anti-GroEL.

La proteina YebF se secretaen S. Typhimurium

En E. coli se ha demostrado que YebF se secreta por la via Sec (Zhang et al., 2006).
Para determinar si YebF se secreta también en S. Typhimurium, se analiz,
mediante Western blot, la presencia de YebF-FLAG en los sobrenadantes de
cultivos de la cepa WT crecida en medio LB durante 9 h. Como control positivo de
secrecion, se analizé a la proteina SL1770-FLAG, la cual ha sido estudiada en
nuestro grupo (Banda et al., datos no publicados). Como control negativo de
secrecion, se analizo a la proteina citoplasmatica GroEL. Las proteinas YebF-FLAG
y SL1770-FLAG fueron detectadas tanto en el extracto total de las bacterias como
en el sobrenadante de los cultivos, en contraste, la proteina GroEL se detecté
Gnicamente en el extracto total de las bacterias (Figura 15). Estos resultados
muestran que YebF se secreta en S. Typhimurium.

Lisado de células Secretadas

YebF SL1770 YebF SL1770
«FLAG W ‘ -l -
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Fig. 15. La proteina YebF se secreta en S. Typhimurium. La expresion YebF-FLAG en la cepa WT de S.
Typhimurium SL1344, a partir de extractos celulares totales o de proteinas presentes en los sobrenadantes de
los cultivos, fue analizada por Western blot usando el anticuerpo monoclonal anti-FLAG. Las muestras para los
extractos celulares totales y de los sobrenadantes se tomaron a partir de cultivos bacterianos crecidos a 37°C
durante 9 h. Como controles positivo y negativo de la secrecion se analizo la presencia de las proteinas SL1770-
FLAG y GroEL, respectivamente.

YebF no estainvolucrado en la movilidad de S. Typhimurium

Ya que los sistemas BarA/SirA y Csr regulan la expresion de las proteinas
necesarias para la produccién del flagelo y para la quimiotaxis, investigamos si YebF
esta involucrada en la movilidad de S. Typhimurium. Para esto, se analizé la
movilidad de la cepa WT de S. Typhimurium y de la mutante AyebF en placas de
LB con un bajo contenido de agar (al 0.3%); la movilidad se observa como halos de
difusién radial alrededor del inoculo inicial. Como un control negativo de movilidad,
se analizé también la cepa mutante AflhDC, en la cual no se expresan los genes
flagelares y de quimiotaxis. La cepa WT y la mutante AyebF presentaron un fenotipo
de movilidad similar, como era esperado, la cepa mutante AflhDC no presentd
movilidad. Estos resultados indican que YebF no se requiere para la movilidad de
S. Typhimurium (Figura 16).
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Fig. 16. La ausencia de yebF no afecta la movilidad de S. Typhimurium. Visualizacion (A) y porcentaje de
movilidad (B) de la cepa WT de S. Typhimurium SL1344 y sus derivadas mutantes AyebF y AflhDC, obtenida
en placas de LB con agar suave después de 6 h de incubacion a 37°C. El porcentaje de movilidad se determiné
midiendo los diametros de los halos de movilidad de cada cepa y tomando los valores de la cepa WT como el
100%. Los datos representan el promedio y la desviacion estdndar de los resultados obtenidos a partir tres
experimentos hechos por quintuplicado. ***, valores con diferencia significativa entre las cepas indicadas; p <
0.0001.

YebF no esta involucrado en la invasion o replicacion intracelular de S.
Typhimurium en células HelLa

Los sistemas BarA/SirA y Csr regulan la expresion de un gran niamero de proteinas
necesarias para la invasiéon de Salmonella a sus células hospederas. Con base en
esto, investigamos si YebF se requiere para la invasion de S. Typhimurium a células
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HelLa, mediante el ensayo de proteccidon por gentamicina. Para esto, monocapas de
células HelLa fueron infectadas con la cepa WT de S. Typhimurium y con la mutante
AyebF y se determind el nimero de bacterias intracelulares a 1 h después de la
infecciéon. Como control positivo de un defecto en la invasion se analizé también la
mutante AhilD, la cual no expresa a los genes de SPI-1, necesarios para la invasion
de Salmonella a sus células hospederas. La cepa WT y la mutante AyebF mostraron
un fenotipo de invasion similar; en contraste, la mutante AhilD no fue capaz de
invadir a las células HelLa (Figura 17A). También investigamos si YebF se requiere
para la replicacion intracelular de S. Typhimurium en células HelLa. Para esto, se
determind el numero de bacterias intracelulares a las 8 y 16 h después de la
infeccion con la cepa WT o con la cepa mutante AyebF. Como control positivo de
un defecto en la replicacion intracelular, se analizé también la mutante AssrB, la
cual no expresa a los genes de SPI-2, importantes para la replicacion de Salmonella
dentro de sus células hospederas. La cepa WT y la mutante AyebF mostraron un
fenotipo de replicacion intracelular similar; como era esperado, la mutante AssrB
mostro un fenotipo de replicacién disminuido (Figura 17B y C). En conjunto, estos
resultados indican que YebF no esta involucrada en los fenotipos de invasién o
replicacion intracelular de S. Typhimurium en células Hela.
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Fig. 17. YebF no esta involucrada en los fenotipos de invasidon o replicacion intracelular de S.
Typhimurium en células HeLa. Monocapas de células HelLa fueron infectadas con la cepa WT de S.
Typhimurium WT o con las cepas mutantes AyebF, AhilD o AssrB. El nUmero de bacterias intracelulares se
obtuvo a 1 (A), 8 (B) y 16 (C) h después de la infeccion. El porcentaje de invasién se obtuvo tomando como
100% el namero de bacterias intracelulares de la cepa WT, a 1 h después de la infeccion. El nUmero de veces
en la replicacién se obtuvo al dividir el nimero de bacterias intracelulares obtenidas a las 8 0 16 h después de
la infeccidn entre el nimero de bacterias intracelulares obtenidas a 1 h después de la infeccién, para cada cepa.
Los datos representan el promedio y desviacion estandar de los resultados obtenidos en tres experimentos
independientes. * y *** valores con diferencia significativa entre las cepas indicadas; p < 0.01 y p < 0.0001,
respectivamente.

La expresion de HIlE es regulada por SirA 'y Csr

Resultados preliminares de nuestro grupo sugieren que la sobre-expresion de CsrA
disminuye la expresion de la proteina HIlE-FLAG en S. Typhimurium (Bustamante
et al., datos no publicados). HIlE es una proteina que interacciona e inactiva al
regulador HilD y por lo tanto afecta negativamente la expresion de los genes de SPI-
1 (Baxter et al., 2003). Con base en este antecedente nos planteamos investigar si
los sistemas BarA/SirA 'y Csr controlan la expresién de HilE. Para esto, primero se
analizé la expresion de HIlE-FLAG y de la fusion hilE-lacZ en la cepa WT de S.
Typhimurium contienendo o no el vector pMPM-K3 o el plasmido pK3-CsrA, el cual
expresa constitutivamente a CsrA. Consistente con lo observado previamente, la
sobre-expresion de CsrA, a partir del plasmido pK3-CsrA, reprimio la expresion de
HIlE-FLAG vy de la fusion hilE-lacZ (Figura 18A y B). Posteriormente se analiz6 la
expresion de HIlE-FLAG y de la fusion hilE-lacZ en la cepa WT de S. Typhimurium
y sus derivadas mutantes AsirA, AcsrB, AcsrC y AcsrB AcsrC. La expresion de HilE-
FLAG y de la fusién hilE-lacZ se disminuyé significativamente en las mutantes AsirA
y AcsrB AcsrC, pero no en las mutantes AcsrB y AcsrC, con respecto a la cepa WT
(Figura 18C y D). En conjunto, estos resultados muestran que SirA y CsrB/C regulan
positivamente la expresion de HilE, mientras que CsrA lo hace negativamente.
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Fig. 18. Los sistemas BarA/SirA y Csr regulan la expresion de HilE. La expresién de HilE-FLAG se
monitored mediante Western blot en la cepa de S. Typhimurium hilE::3XFLAG-km, en presencia o no del vector
pMPM-K3 o del plasmido pK3-CsrA que expresa constitutivamente a CsrA (A), asi como en la cepas WT y sus
derivadas mutantes AsirA, AcsrB, AcsrC y AcsrB AcsrC que contienen el alelo hilE::3XFLAG-km (C), usando
anticuerpos monoclonales anti-FLAG. La cepa WT de S. Typhimurium que no contiene el alelo hilE::3XFLAG-
km fue también analizada como un control negativo (A). Las muestras para la deteccion de HIlE-FLAG se
tomaron a partir de cultivos crecidos en medio LB durante toda la noche a 37°C. Como control de carga, se
analizé la expresion de GroEL usando el anticuerpo policlonal anti-GroEL. La expresion de la fusion hilE-lacZ,
contenida en el plasmido philE-lacZ, se determin6 en la cepa WT de S. Typhimurium, en presencia o no del
vector pMPM-K3 o del pldsmido pK3-CsrA que expresa constitutivamente CsrA (B), o en la cepa WT y sus
derivadas mutantes AsirA, AcsrB, AcsrC y AcsrB AcsrC (D). La actividad especifica de la enzima B-
galactosidasa se determind a partir de muestras de cultivos crecidos en medio LB hasta una ODeoonm de 1.4
(aproximadamente 4.5 h) a 37°C. Los datos graficados representan el promedio y la desviacion estandar de los
resultados obtenidos de tres experimentos independientes hechos por duplicado. ***, valores con diferencia
significativa entre las cepas indicadas; p < 0.0001.
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DISCUSION

En este estudio realizamos un analisis protedmico mediante LC-MS/MS, para definir
el reguldn de los sistemas BarA/SirA 'y Csr de S. Typhimurium, en condiciones de
crecimiento que favorecen la expresion de los genes de SPI-1, necesarios para la
invasion de Salmonella a células hospederas. Se identificé la expresion de 1,187
proteinas en la cepa WT, lo cual define el proteoma de S. Typhimurium en las
condiciones probadas, esto representa el 25% del total de proteinas codificadas en
el genoma y plasmidos de S. Typhimurium SL1344. La expresion de varias
proteinas sélo se detectd en una o ambas cepas mutantes analizadas (AsirA y
AcsrB AcsrC); asi, en total se detect6 la expresion de 1,268 proteinas en las cepas
probadas (Figura 7).

La expresion de 164 proteinas se afectd de manera significativa en la ausencia de
los reguladores SirA y/o CsrB/C; estas proteinas comprenderian el regulon de SirA
y/o CsrB/C. De acuerdo a nuestro analisis computacional, la mayoria de estas 164
proteinas estan relacionadas a diferentes funciones celulares, como virulencia,
movilidad, metabolismo y respuesta a diferentes tipos de estrés; a varias no se les
encontré una probable funcién (Figura 7 y Anexo 1).

Previamente, en nuestro grupo se encontré que SirA y CsrB/C inducen la expresion
de los genes de SPI-1, contrarrestando la represion que ejerce directamente CsrA
sobre la traduccion del gen hilD, el cual codifica para el regulador positivo central de
los genes de SPI-1 (Martinez et al., 2011). Consistente con esto, nuestro analisis
protedmico reveld una regulacién positiva por SirA y/o CsrB/C de muchos genes
localizados en SPI-1 (AvrA, SipA, SipB, SspC, SptP, SicP, InvB, InvC, InvJ, OrgAB,
PrgH, Prgl-SipD, HilC y HilD), asi como de varios otros genes localizados fuera de
SPI-1, pero que su expresion también se controla por HilD (SiiE, SopB, SspD, PipC,
SopA, SopD, SopE y RtsA, HilA, SpaO, SicA y PhoN) (Figura 8 y Anexo 1). Asi,
como podria esperarse, la regulaciéon de hilD por los sistemas BarA/SirA y Csr
impacta a los diferentes miembros del regulon de HilD.

Adicionalmente, se clasificaron otras 2 proteinas de virulencia, FimC y SrfB (Figura
7,8y Anexo 1). FimC es una chaperona fimbrial codificada en el operén fimAICDHF,
la cual facilita la produccion de la fimbria tipo | necesaria para la adhesion de S.
Typhimurium a las células hospederas en las primeras etapas de invasion (Fabrega
& Vila, 2013). La expresion de FimC se encuentra reprimida en las cepas mutantes
AsirA 'y AcsrB AcsrC, consistente con la represion de los genes relacionados a SPI-
1 en estas mismas cepas. Por otra parte, SrfB es una probable proteina efectora
cuya expresion esta activada en las cepas mutantes AsirA y AcsrB AcsrC (Figura 8
y Anexo 1). Aungue no se conoce la funcion de esta proteina, se ha descrito que es
regulada positivamente por FIhDC (Frye et al., 2006), por lo que podria ser parte del
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regulon de FIhDC que se reprime por SirA 'y CsrB/C, consistente con los resultados
obtenidos de SrfB en nuestros datos protedmicos.

En nuestro andlisis protedmico, se identificaron en total 26 proteinas relacionadas
a SPI-1, como reguladas por SirA y/o CsrB/C (Anexo 1). En estudios previos se
habian identificado todas estas proteinas, como reguladas por SirA y/o Csr en
Salmonella (Lawhon et al., 2003; Kulkarni et al., 2014; Zere et al., 2015; Holmqvist
et al., 2016; Colgan et al., 2016). Por otra parte, se identificaron otras 2 proteinas
relacionadas con virulencia, de estas s6lo FimC se habia descrito como regulada
por Csr en E. coli K-12 (Sowa et al., 2017; Esquerré et al., 2016; Kulkarni et al.,
2014), mientras que SrfB no se habia conectado previamente con SirA 'y Csr.

La expresion de los genes necesarios para la sintesis del flagelo y para la
guimiotaxis se controlan positivamente por el regulador transcripcional FIhDC
(Chilcott & Hughes, 2000). Estudios previos indican que CsrA se une y estabiliza al
transcrito de flnDC, incrementando su expresion y, de esta manera, CsrA induce la
expresion del regulon de FIhDC (Vakulskas et al., 2015). Asi, SirA y CsrB/C,
antagonistas de CsrA, tendrian un efecto negativo para la expresion de los genes
flagelares y de quimiotaxis. Nuestro andlisis proteémico revel6 una regulacién
negativa por SirA y/o CsrB/C sobre 12 genes del regulon de FIhDC (FlgL, CheZz,
FIgN, FIiT, FliG, YcgR, CheM, Tsr, Aer, SL3126, FIgK y Trg).

En nuestro analisis protedmico, se identificaron en total 12 proteinas relacionadas
a la movilidad, como reguladas por SirA y/o CsrB/C (Anexo 1). En estudios previos
se habian identificado 10 de estas 12 proteinas, como reguladas por SirA y/o Csr
en Salmonella o en E. coli (Lawhon et al., 2003; Edwards et al., 2011; McKee et al.,
2012; Zere et al., 2015; Esquerré et al., 2016; Holmqvist et al., 2016). Las nuevas
proteinas que se identificaron en nuestro trabajo, como reguladas por SirA y/o
CsrB/C son YcgR y Trg, involucradas en la quimiotaxis.

Se ha descrito que CsrA reprime o activa la expresion de genes involucrados en
diferentes vias metabdlicas (Timmermans & Van Melderen, 2010). Por ejemplo,
reprime la expresién de genes para la glucogénesis y gluconeogénesis, mientras
gue activa la expresion de genes para la glucélisis (Sabnis et al., 1995; Romeo,
1998). Ademas, se ha descrito que el Csr también activa y/o reprime la expresion
de los genes que participan en otras vias del metabolismo central del carbono, como
el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) o la via de las pentosas fosfato (PP)
(McKee et al., 2012). Asi, se esperaria un efecto de SirA y CsrB/C, contrario al de
CsrA, en la expresion de estos genes. Nuestro estudio protedmico revel6 una
regulacion positiva por SirA y/o CsrB/C sobre los genes glgC y glgB para la
glucogénesis, una regulacion tanto negativa sobre el gen sdhB y positiva sobre el
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gen acnA para el TCA y una regulacion negativa sobre tktB para la via PP (Figura
8 y Anexo 1).

Se ha descrito que en condiciones de crecimiento que mimetizan el ambiente del
lumen intestinal, se generan dos poblaciones de Salmonella que expresan
diferencialmente sus genes de virulencia. Una poblacion de bacterias expresa los
genes de SPI-1y por lo tanto son capaces de invadir las células del epitelio intestinal
y de inducir inflamacion intestinal, mientras que la otra poblacion de bacterias que
no expresa los genes de SPI-1, se replica en el lumen intestinal (Sturm et al., 2011)
(Figura 19A). La replicacion de Salmonella en el lumen intestinal requiere de la
expresion de genes que permiten usar fuentes de carbono especificas que se
generan en el intestino inflamado, lo cual representa una ventaja adaptativa de
Salmonella con respecto a las bacterias de la microbiota intestinal que no pueden
replicarse en el intestino inflamado (Stecher et al., 2007; Rivera-Chavez et al.,
2017). Entre los genes que permiten la replicacion de Salmonella en el lumen del
intestino inflamado son los codificados en los operones pdu, eut, cbi, ttr (codificado
en SPI-2), phs y asr. Los genes de los operones pdu y eut permiten la utilizacién de
propanediol y etanolamina como fuentes alternativas de carbono de manera
anaerobica al utilizar vitamina Bi2, que S. Typhimurium sintetiza a partir de las
enzimas codificadas en el operon cbi; asimismo, las enzimas codificadas por los
operones ttr, phs y asr, permiten la utilizacién del tetrationato como aceptor de
electrones en el ambiente anaerdbico intestinal (Price-Carter et al., 2001; Winter et
al., 2010; Yoo et al., 2017).

Como se describié anteriormente, nuestros resultados y diferentes estudios previos,
indican que SirA y CsrB/C regulan positivamente la expresion de los genes de SPI-
1 (Figura 8 y Anexo 1) (Martinez et al., 2011). Interesantemente, nuestro analisis
proteémico mostré que SirA y/o CsrB/C regulan negativamente la expresion de
genes requeridos para la replicacion de Salmonella en el intestino inflamado (PduD,
PduE, PduP, PduQ, PduS, DhaB, PduA, PocR y ChiC) (Figura 8 y Anexo 1). En
apoyo a estos resultados, en un estudio previo de transcriptomas se encontré que
CsrA induce la expresion de los genes pduA y cbiC (Lawhon et al., 2003). Asimismo,
se encontré6 mediante prediccién bioinformatica que CsrA se une al transcrito de
pduD y, ademas, en un estudio de RNAseq se encontré6 que SirA reprime la
expresion de pduA y pduE (Kulkarni et al., 2014; Colgan et al., 2016). Cabe hacer
notar que estos genes no se encuentran en E. coli K-12. En conjunto, estos
resultados sugieren que los sistemas BarA/SirA y Csr estan involucrados en el
mecanismo de regulacién que genera dos poblaciones de Salmonella con diferentes
propiedades de virulencia; cuando se active el sistema BarA/SirA se expresarian los
genes de SPI-1 y se reprimirian los genes para la replicacién en el intestino
inflamado, cuando se inactive el sistema BarA/SirA sucederia lo contrario (Figura
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19B). Respecto a esto, se ha reportado que diferentes acidos grasos presentes en
el intestino activan o reprimen la expresion de los genes de SPI-1, varios de los
cuales actian a través del sistema BarA/SirA; por ejemplo, el acetato activa su
expresion, mientras que el propionato y butirato la reprimen (Lawhon et al., 2002;
Hung et al., 2013). El propio propionato producido a partir del metabolismo del
propanediol (por las bacterias que se replican en el lumen intestinal) reprimiria la
expresion de los genes de SPI-1, formandose asi un circuito de regulacion adicional
entre estos dos procesos de invasion y replicacion extracelular de Salmonella en el
intestino (Yoo et al., 2017).
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Fig. 19. Los sistemas de regulacion BarA/SirA y Csr estan involucrados en la generacion de dos
poblaciones de S. Typhimurium en el lumen. (A) En el lumen intestinal, las bacterias que expresan a SPI-1
(mostradas en verde), son capaces de invadir a las células intestinales promoviendo el proceso inflamatorio de
estas células; a su vez, el proceso inflamatorio induce la produccién del aceptor de electrones tetrationato
(S4062%). Las bacterias que no expresan a SPI-1 (mostradas en azul), son capaces de utilizar fuentes alternativas
de carbono como el propanediol y usar el tetrationato como aceptor de electrones, para replicarse y sobrevivir
en en el lumen y, de esta manera, estas bacterias serian capaces de infectar nuevamente a las células
intestinales (Tomado y modificado de Diard & Hardt, 2017). (B) Cascada de regulacidon de los sistemas
BarA/SirA y Csr sobre la regulacién de genes necesarios para la invasion de S. Typhimurium a células
intestinales o sobre genes necesarios para la replicacion de la bacteria en el lumen intestinal. Cuando el sistema
BarA/SirA se activa por las sefiales presentes en el lumen, se expresan los SRNAs CsrB/C que capturan a CsrA,
por lo que se activa la expresién de los genes de invasion (SPI-1) y se reprimen los genes de los operones pdu
y cbi, que codifican para las proteinas necesarias para la utilizacién del propanediol como fuente alternativa de
carbono. En ausencia de la sefial requerida para activar al sistema BarA/SirA, CsrA reprime a SPI-1 y permite
gue la bacteria se replique en el lumen intestinal, al activar la expresion de los genes de los operones pdu y chi.

Células
intestinales

En nuestro analisis proteomico, se identificaron en total 78 proteinas relacionadas
al metabolismo, como reguladas por SirA y/o CsrB/C, 32 reguladas positivamente y
46 negativamente (Anexo 1). En estudios previos se habian identificado 55 de estas
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78 proteinas, como reguladas por SirA y/o Csr en Salmonella o en E. coli (Lawhon
et al., 2003; Edwards et al., 2011; McKee et al., 2012; Kulkarni et al., 2014; Zere et
al., 2015; Holmgvist et al., 2016; Esquerré et al., 2016; Colgan et al., 2016; Sowa et
al., 2017). Las nuevas proteinas que se identificaron en nuestro trabajo, como
reguladas por SirA y/o CsrB/C son: HutU, HutH, SL4470, SL2313, Fucl, SL4396,
TdcG, CadA, SL1490, SL1488, SLP1 0061, MurQ y AIIC (involucradas en el
metabolismo de carbono y aminoacidos), PduP, PduQ, PduS, DhaB y PocR
(involucradas en el metabolismo del propanediol), SL1071, AsrB, YdgJ, AsrC y
SL2374 (involucradas en procesos de 0xido-reduccion).

En un estudio previo, se describié que RpoS, el factor o° de respuesta a estrés que
promueve la transcripcion de genes necesarios durante la fase estacionaria de
crecimiento, activa la expresion de CsrA (Dong & Schellhorn, 2009; Yakhnin et al.,
2011). Recientemente, se identificd que CsrA reprime la expresion de RpoS (Sowa
etal., 2017). Adicionalmente, se identificaron otras funciones celulares relacionadas
con CsrA en estudios de inmunoprecipitaciones, como replicacion, recombinacion y
reparacion del DNA, metabolismo de proteinas y transporte (Edwards et al., 2011;
Sowa et al., 2017). Nuestro estudio protedmico reveld una regulacion positiva por
SirA y/o CsrB/C sobre los genes rpoS, osmE, dps y uspA que estan involucrados en
la respuesta a estrés. Ademas, encontramos una regulacion positiva por SirA y/o
CsrB/C sobre los genes SL1423, nhaR, yehZ y argT (actividad de transporte), yeco
(modificacion del RNA), ung (reparacion del DNA), y una regulacion negativa sobre
los genes ssb (recombinacion del DNA), tgt, trmJ, yqcB, rnc, rhIB (modificacion y
procesamiento del RNA), entre otros (Figura 8 y Anexo 1).

En nuestro analisis protedmico, se identificaron en total 24 proteinas relacionadas
a otras funciones celulares, como reguladas por SirA y/o CsrB/C, 11 reguladas
positivamente y 13 negativamente (Anexo 1). En estudios previos se habian
identificado 20 de estas 24 proteinas, como reguladas por SirA y/o Csr en
Salmonella o en E. coli (Edwards et al., 2011; McKee et al., 2012; Kulkarni et al.,
2014; Zere et al., 2015; Holmqvist et al., 2016; Esquerré et al., 2016; Sowa et al.,
2017). Las nuevas proteinas que se identificaron en nuestro trabajo, como
reguladas por SirA y/o CsrB/C son SL1423 y YrbD (con actividad de transporte
transmembranal y de fosfolipidos, respectivamente), Tgt (modificacion del RNA) y
SogL (replicacion del DNA).

Nuestro analisis protedmico revelod regulacién por SirA y/o CsrB/C de 22 proteinas
(13 reguladas positivamente y 9 negativamente) a las cuales no se les pudo asignar
una probable funcion (SL1780, SL3653, YbaY, YebF, YjbJ, YdeJ, YhcH, Ydel, YdcJ,
YchN, YgiW, ElaA, YdiH, YgfB, YifE, YcgL, SL1061, YhcB, YegQ, SL1969,
SLP2_ 0011y YqcC) (Figura 8 y Anexo 1). Los genes que codifican para 20 de estas
proteinas se conservan en E. coli K-12, los otros dos genes, SL1061 y SLP2 0011,
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se encuentran so6lo en Salmonella, en el cromosoma y el plasmido de virulencia,
respectivamente. En estudios previos se habian identificado 19 de estas 22
proteinas, como reguladas por SirA y/o Csr en Salmonella o en E. coli (Edwards et
al., 2011; McKee et al., 2012; Kulkarni et al., 2014; Zere et al., 2015; Holmqvist et
al., 2016; Esquerré et al., 2016; Colgan et al., 2016; Sowa et al., 2017). Las nuevas
proteinas que se identificaron en nuestro trabajo, como reguladas por SirA y/o
CsrB/C son SL1061, YegQ y SLP2_0011.

Para comenzar la caracterizacion a mayor detalle del regulon de SirA y/o CsrB/C
definido en este estudio, se seleccionaron las proteinas YdcJ, YebF y SL2374, las
cuales son proteinas de funcién desconocida o putativa. Nuestro analisis de
expresion mediante fusiones traduccionales al gen reportero lacZ confirmé la
regulacion por SirA y/o CsrB/C de la expresion de los genes ydcJ y yebF (Figura
Figura 12Ay B); asimimo, mostro una regulacion por CsrA de estos genes, contraria
a la de SirA y/o CsrB/C, como se esperaba (Figura 13A y B). La fusién a lacZ del
gen SL2374 no mostrd regulacion por SirA y/o CsrB/C (Figura 12C). Es probable
que los fragmentos de DNA que se usaron para la construccion de esta fusiéon no
contengan todos los elementos para su regulacion por SirA y/o CsrB/C;
alternativamente, el resultado para este gen podria representar un falso positivo del
analisis de proteomas. La regulacion de la expresion de YebF por SirA, CsrB/C y
CsrA se confirmé también por ensayos de Western blot (Figura 14).

YebF (SL1815) es una proteina de 13 kDa (117 aminoacidos), cuya secuencia tiene
76% de identidad con su ortélogo de E. coli K-12, pero no presenta algin dominio
funcional evidente. En E. coli, YebF se transloca al periplasma mediante la via de
secrecion general Sec (Zhang et al., 2006); después, YebF es secretada al medio
extracelular a través de las porinas OmpC y OmpF (Prehna et al., 2012). Aunque no
se ha definido la funcion de YebF en E. coli, esta proteina ha sido ampliamente
usada para secretar proteinas recombinantes de interés fusionadas a su extremo
C-terminal (Zhang et al., 2006). Nosotros mostramos que YebF también se secreta
en S. Typhimurium (Figura 15). Esto resulta interesante, debido a que se podrian
utilizar cepas atenuadas de S. Typhimurium en donde se utilice a YebF para la
produccion y secrecion de otras proteinas para combatir a otros patégenos en el
lumen intestinal de los hospederos. Por otro lado, en este trabajo mostramos que
YebF no se requiere para la movilidad de S. Typhimurium, ni para la invasion o
replicacion intracelular de S. Typhimurium en células HelLa (Figura 16 y 17). Asi, la
funcién celular de YebF en S. Typhimurium queda por determinarse.

En general, se ha visto que SirA y sus ortdlogos en otras bacterias regulan la
expresion de sus genes blanco a traves de los SRNAs CsrB y CsrC, o sus ortélogos
(Suzuki et al., 2002; Fortune et al., 2006; Vakulskas et al., 2015). Sin embargo, en
un estudio reciente de ChIP-seq con SirA/UvrY(-FLAG) se encontré6 mayormente
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enriquecida la region reguladora de los genes csrB y csrC, pero también se encontrd
que SirA/UvrY son capaces de unirse a otros genes, aunque la sefial de union fue
menor (Zere et al., 2015). Asi, para investigar mas sobre esto, se hizo una
comparacion directa entre los proteomas que obtuvimos en ausencia de SirA 'y en
ausencia de CsrB/C. La expresion de 25 proteinas se afectd diferencialmente en
ausencia de SirA con respecto a la ausencia de CsrB/C (Figura 8 y Anexo 1), los
cuales cumplieron con los parametros estadisticos que establecimos para
considerar como significativo los cambios en la expresion (diferencia de 2 veces y
p < 0.05) (Anexo 2 y 3); la mayoria de estas proteinas se habian identificado
previamente cuando se compararon las mutantes con la cepa WT (Figura 7, Anexo
1). La expresion de 8 proteinas se increment6 (InvB, Prgl-SipD, SptP, TrpA, DkgB,
CbiP, ElaA y YdiH) y la de 17 se disminuyé (SirA, Trg, SL2944, FdoG, DdIB, AroH,
RhIB, YrbD, Yihl, YqcB, YeiP, NuoA, TruA, RepA2, YbaX, SLP2_0011y YqcC) en
ausencia de SirA, con respecto a la ausencia de CsrB/C. Sin embargo, 4 de estas
25 proteinas mostraron un patrén de expresion similar en ausencia de SirA y en
ausencia de CsrB/C (InvB, Prgl-SipD, SptP y Trg), con respecto a la presencia de
ambos reguladores, so6lo que el efecto observado fue mayor en ausencia de SirA o
CsrB/C. Como era esperado, la expresion de la proteina SirA se reprimié en la
ausencia de SirA, representando un control de nuestro estudio. Las restantes 20
proteinas mostraron un patrén de expresion diferente en ausencia de SirA y en
ausencia de CsrB/C (Figura 8, Anexo 2y 3).

Para 3 de estas ultimas 20 proteinas (SLP2_0011, CbiP y YqcC) se analizd su
expresion mediante fusiones traduccionales al gen lacZ. Sin embargo, con estas
fusiones no se observd la regulacién por SirA y/o CsrB/C sobre los genes
SLP2 0011y chiP (Figura 12 D y E). A diferencia, la expresion de la fusién del gen
yqcC se increment0 significativamente en ausencia de CsrB/C (Figura 12F), pero
no en ausencia de SirA, un patron de expresion similar al que se encontrg en nuestro
analisis protedbmico (Figura 8, Anexo 1y 2). Interesantemente, la sobre-expresion
de CsrA incremento la expresion de yqcC, mientras que la sobre-expresiéon de CsrB
(que atrapa a CsrA) la disminuy6 (Figura 13C). Asi, el efecto diferencial de la
ausencia de SirA y la ausencia de CsrB/C observado para la expresion de yqcC, y
probablemente para otros genes, podria deberse a un diferente nivel de CsrA libre
para actuar; en ausencia de SirA puede haber expresidén basal de CsrB/C (Suzuki
et al., 2002; Martinez et al., 2014), lo cual atraparia cierto numero de moléculas de
CsrA, mientras que en ausencia de CsrB/C todas las moléculas de CsrA quedarian
libres (ya que en S. Typhimurium no se ha reportado otro factor diferente a CsrB/C
gue atrape a CsrA). El nUmero de moléculas libres podria impactar diferencialmente
de acuerdo a la afinidad de unién de CsrA a cada uno de sus genes blanco. Si esto
aplica para el resto de los genes que mostraron un patron de expresion diferente en
ausencia de SirA y en ausencia de CsrB/C queda por ser definido. Nuestros
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resultados revelan que puede haber efecto diferencial de la ausencia de SirA y de
la ausencia de CsrB/C, sobre todo en la expresion de las proteinas ChiP, DdIB,
RepA2y YbaX (Figura 8, Anexo 1, 2 y 3); sin embargo, se necesitan de mas estudios
para definir si existe una via de regulacion por SirA independiente de CsrB/C.

En nuestro trabajo también mostramos que los sistemas BarA/SirA y Csr controlan
la expresion de HIlE (Figura 18), una proteina que interacciona e inactiva a HilD, el
regulador positivo central de los genes de SPI-1 (Baxter et al., 2003). En nuestro
andlisis de protedmica no se identifico a HilE, probablemente debido a su bajo nivel
de expresion. Las proteinas poco abundantes pueden no generar los péptidos
suficientes para su deteccion (Zhou et al., 2010; Xie et al.,, 2011). Ademas, la
intensidad de la sefal de un determinado péptido también depende de la eficiencia
de la ionizacién y, por consiguiente, la correcta separacion de los iones en el
espectrometro de masas (Xie et al., 2011). Nuestros resultados indican que SirA 'y
CsrB/C regulan positivamente la expresion de HilE, mientras que CsrA lo hace
negativamente (Figura 18). SirA y CsrB/C también regulan positivamente, y CsrA
negativamente, la expresiéon de HilD (Martinez et al., 2011). Asi, SirA y CsrB/C
inducen la expresion de los genes de SPI-1 a través de inducir la expresion de HilD,
pero también inducen la expresion de HilE que inactiva a HilD (Figura 20A). Estos
resultados parecerian ser contradictorios; sin embargo, HIlE no inactiva en su
totalidad la accion de HilD, sino que mas bien actia como un modulador de su
actividad. La sobre-expresién de los genes de SPI-1 retarda el crecimiento de
Salmonella y la acciéon de HilE permitiria la expresion de los genes de SPI-1 a un
nivel que no llegue a ser perjudicial (Sturm et al., 2011) (Figura 20B). Nuestros
resultados revelaron un nuevo circuito de regulacién que controla la expresion de
los genes de virulencia de Salmonella, en el que SirA'y CsrB/C inducen la expresion
de los genes de SPI-1 a través de HilD y a la vez inducen la expresiéon de HilE para
modular la actividad de HilD y asi la expresion de los genes de SPI-1 (Figura 20).

En nuestro estudio encontramos 165 proteinas (incluyendo a HilE) cuya expresion
se regula por SirA y CsrB/C, 34 (incluyendo a HilE) de las cuales representan
nuevos blancos de estos reguladores en Salmonella o E. coli. Aunque nuestros
resultados protedmicos indican un efecto diferencial en la ausencia de SirAy en la
ausencia de CsrB/C, se requieren de mas estudios para comprobar si SirA actia de
manera independiente de CsrB/C.
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Fig. 20. Los sistemas BarA/SirA y los sRNAs CsrB/C regulan negativamente a los genes de SPI-1,
inhibiendo el efecto adverso en el crecimiento por la sobre-expresién de estos genes. (A) El sistema
BarA/SirA y los sRNAs CsrB/C regulan positivamente la expresion los genes de SPI-1 a través de HilD, pero
también regulan negativamente la expresion de estos genes a través de HilE. (B) HilE inhibe que la sobre-
expresion de los genes de SPI-1 sea perjudicial para el crecimiento de S. Typhimurium. Cinética de crecimiento
de la cepa WT de S. Typhimurium y sus derivadas mutantes AhilD, AhIlE y AhilD hilE, crecidas en medio LB a
37°C. En la gréafica se muestran los datos de ODsoonm promedio de tres experimentos diferentes hechos por

duplicado.
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CONCLUSIONES

En nuestro analisis proteémico encontramos 164 proteinas cuya expresion se afectd
por la ausencia de SirA y/o CsrB/C, 81 mostraron regulacién negativa y 83
mostraron una regulacién positiva. 33 de estas 164 proteinas representan nuevos
blancos de SirA y/o CsrB/C en Salmonella.

Las nuevas proteinas encontradas en este estudio, como reguladas por SirA y/o
CsrB/C son: SrfB (virulencia); YcgR y Trg (movilidad); HutU, HutH, SL4470, SL2313,
Fucl, SL4396, TdcG, CadA, SL1490, SL1488, SLP1_0061, MurQ, AIIC, PduP,
PduQ, PduS, DhaB, PocR, SL1071, AsrB, YdgJ, AsrC y SL2374 (metabolismo);
SL1423, YrbD, Tgty SogL (otras funciones); y SL1061, YegQ y SLP2_ 0011 (funcién
desconocida).

Para las proteinas YdcJ, YebF y YqcC, se confirmd su regulacion por SirA y/o
CsrB/C/A mediante analisis de expresion con fusiones traduccionales al gen
reportero lacZ; para el caso de YebF también por ensayos de Western blot. Nuestros
resultados indican que YebF se secreta, pero no se requiere para movilidad,
invasion o replicacion intracelular de S. Typhimurium en células Hela.

En este trabajo demostramos que SirA y CsrB/C/A también regulan la expresion de
la proteina HilE, la cual interacciona e inactiva a HilD, regulador positivo central de
los genes de SPI-1. Con esto se establece un nuevo circuito de regulacion que
controla la expresidon de genes de virulencia en Salmonella.
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PERSPECTIVAS

Complementar las cepas mutantes AsirA y AcsrB AcsrC para confirmar la regulacion
de ydcJ, yebF y hilE por SirA y/o CsrB/C.

Analizar la expresion de las fusiones ydcJ-lacZ, yebF-lacZ, y ygcC-lacZ en una cepa
mutante AbarA, asi como la expresion de ydcJ, yqcC, SL2374, SLP2_0011 y chiP
mediante Western blot.

Determinar si la expresion de hilg, ydcJ, yebF, yqcC, SL2374, SLP2_0011 y chiP
responde a acetato, butirato y propionato.

Confirmar la regulacion de los nuevos genes blanco de los sistemas BarA/SirA'y Csr
identificados en este trabajo, mediante ensayos de Western blot y andlisis de
expresion con fusiones traduccionales al gen reportero lacZ.

Analizar la probable funcion celular de los nuevos genes blanco de los sistemas
BarA/SirA y Csr identificados en este trabajo, en la virulencia y fisiologia de S.
Typhimurium.
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ANEXO 1. Datos obtenidos en este estudio

Proteinas reprimidas (83) en una o en ambas cepas mutantes AcsrB AcsrC y AsirA

Proteina p-value AesrB p-value | AsirAIWT | p-value | AsirAiicsrE | Proceso biolégico | Presente Conectado
AesrCIWT 3 AesrC? en E. previamente con
a coli K-12 CsrA®
Relacionadas a SPI-1
InvB 0.0005 02 0.0025 05 | 0.00039 2.1 | chaperona No sCo-1P1, sMic,
SRNA
Prgl-SipD 0.00033 02 0.00081 05| 00034 23 | sistema de secrecion | No sCo-IP1, sMic,
SRNA
SptP < 0.03 | < 02| 0.0088 5.8 | proteina efectora No sPred1, sMic,
0.00010 0.00010 SRNA
Hilc 0.02 0 0.02 0 1 | INF requlacion de la No sMic, sRNA
transcripcion
HilD 0.013 0 0.027 o1 0.37 | INF regulacion de la No sCo-1P1, sPred1,
transcripcion sMic, sCo-IP2,
SRNA
SicP 0.00064 0| 0.00064 0 1| INF chaperona No sCo-IP1, sMic,
SRNA
InvC < 0] < 0.03 0.37 | INF sistema de secrecion | No sMic, sSRNA
0.00010 0.00010
PrgH 0,032 0 0.047 0.09 0.37 | INF sistema de secrecion | No sCo-IP2, sMic,
SRNA
SopA 0.0002 0 0.0002 0 1| INF proteina efectora No sCo-IP1, sMic,
SRNA
SopD 0.0016 0 0.0016 0 1| INF proteina efectora No sCo-IP1, SRNA
AvrA 0.0069 0 0.0069 0 1| INF proteina efectora No SRNA
InvJ 0017 0.04 0.034 02 0.073 5.9 | sistema de secrecion | No sMic, sRNA
PipC < 0.09 0.0002 03 0.044 2.8 | chaperona No sCo-IP1, sMic,
0.00010 SRNA
SiiE 0.0072 0.1 0.0083 0.1 0.44 1.4 | proteina efectora No sCo-IP1, sRNA
SipA 0.0038 02 0.0071 03 0.19 1.4 | proteina efectora No sCo-1P1, sPred,
sMic, SRNA
SspD 0.00077 02 0.0058 04 0.075 1.9 | proteina efectora No sCo-IP1, sMic,
SRNA
OrgAB 0.0013 03|« 03 0.87 1 | sistema de secrecion | No sMic, sSRNA
0.00010
RtsA 0.0053 03 0.016 04 02 1.5 | regulacion de la No SRNA
transcripcion
SopE 0.033 03 0.033 0.3 0.76 1.1 | proteina efectora No sMic, sSRNA
Sspc 0.022 0.3 0.025 0.3 0.61 1.1 | proteina efectora No sCo-IP1, sMic,
SRNA
SopB 0.0059 03 0.03 0.5 0.028 1.8 | proteina efectora No sCo-IP1, sMic,
SRNA
SipB 0.018 04 0.029 04 0.16 1.2 | proteina efectora No sCo-IP1, sMic,
SRNA
PhoN 0.13 07 0012 03 0.1 0.4 | desfosforilacion No sCo-1P2
SicA 0.031 03 0.058 04 0.34 1.4 | chaperona No sMic, sRNA
HilA 0.00076 04 0.0029 06 0.05 1.7 | regulacion de la No sCo-IP1, sCo-
transcripcion IP2, sMic, SRNA
Spa0 0.0024 04 0.0047 06 0.088 1.7 | sistema de secrecion | No sCo-IP1, sMic,
SRNA
Otras de virulencia
FimC 0016 ‘ 01 ‘ 0.0082 ‘ 0 ‘ 037 ‘ 0 ‘ adhesion celular ‘ Si ‘ ePred1, eMic,
eCo-IP3
Metabolismo
MurQ 0.017 0.5 0.027 0.5 0.79 1.1 | metabolismo de Si =
carbono y
aminoacidos
AllC 0.0089 0 0.0089 0 1| INF Metabolismo de Si -
nucledtidos y
aminoacidos




HisD 0.05 0.2 0.05 02 1 1 | metabolismo de Si eCo-IP3
aminoacidos
CadA 0.025 0.4 0.042 05 0.056 1.3 | metabolismo de Si
aminoacidos
Glgc 0.025 0.2 0.029 04 0.26 1.9 | metabolismo de Si eProtA, ePred1,
carbono sPred1, eProtB,
ePred2, eCo-IP1,
eMic, eCo-IP3
SL1490 0.0035 02 0.0095 04 061 1.3 | metabolismo de No -
carbono
Udg 0.0009 0.4 0.008 05 0.46 1.2 | metabolismo de Si(Ugd) | eCo-IP1
carbono
YjeF 0.014 0.5 0.024 04 0.71 0.9 [ metabolismo de Si eCo-IP1, eMic
carbono
YnhG 0.0038 0 0.0038 0 1| INF biogénesis de la Si (LdtE) | eCo-IP1, eMic,
pared celular eCo-IP3
Mpl 0.024 0.5 0.047 03 0.92 1 | biogénesis de la Si ePred2, eMic,
pared celular eCo-IP3
KatN 0.00065 0| 0D.00065 0 1 [ INF transporte de ionesy | No sCo-IP1
metabolismo
YciF < 02] <= 02 093 1 | transporte de ionesy | Si sCo-IP1, sRNA
0.00010 0.00010 metabolismo
GabD 0.55 08 0.032 03 011 0.4 | metabolismo de Si eProtA, sCo-1P1,
carbono y eCo-IP1, eMic,
aminoacidos eCo-lP3
SL2163 0.21 0.8 0.014 05 0.084 0.7 | metabolismo de Si (YJhC) | eMic
carbono y
aminodcidos
HisF 044 0T 0.019 009 018 0.2 | metabolismo de Si eProtB, eCo-1P3
aminoacidos
SL1488 0.052 0.2 0.021 0.03 0.091 0.1 | metabolismo de No
carbono
AcnA D.014 0.7 0.01 05 0.3 0.8 | metabolismo de Si eProtA, sCo-IP1,
carbono eProtB, eCo-IP3
Epd 0.055 0.6 0.0087 0.5 0.56 0.9 | metabolismo de Si eMic, eCo-IP3
cofactores y
vitaminas
NapA 0.071 06 0.036 0.5 0.021 0.8 | procesos de oxido- Si eCo-IP1, sSRNA
reduccion
YfdZ 0.033 0.5 0.48 0.8 0.37 1.6 | metabolismo de Si(AlaC) | sPred1, eMic
aminoacidos
OtsB 0.015 0 0.054 0.2 0.37 | INF metabolismo de Si eProtA, sCo-IP1,
carbono eMic, eCo-IP3
GlgB 0.0094 0.1 0.19 0.5 0.25 4 | metabolismo de Si eProtA, eProtB,
carbono eCo-IP1, eMic,
eCo-IP2, eCo-IP3
SLP1_0061 0.018 0.1 0.082 0.5 0.1 3.9 [ metabolismo de No -
carbono
LdhA 0.021 0.4 0.13 0.6 0.44 1.4 | metabolismo de Si eCo-IP3
carbono
OtsA 0.045 0.4 01 0.5 0.56 1.4 | metabolismo de Si sCo-IP1, eMic,
carbono eCo-IP3
YibF 0.023 0.5 0.042 0.6 0.12 1.3 | metabolismo de Si ePred2, eCo-IP2
carbono
TkKtB 0.042 0.5 0.21 0.7 0.25 1.3 | metabolismo de Si eProtA, sCo-1P1,
carbono ePred2, eCo-IP3
WrbA 0.0069 0.5 0.65 14 0.34 2.7 | metabolismo de Si eProtA, eMic,
cofactores y eCo-IP3
vitaminas
SL2374 0.012 04 0.064 05 0.99 1 | procesos de oxido- No -
reduccion
DkgA 0.037 0.5 0.15 0.7 043 1.4 | procesos de oxido- Si eProtA, eCo-IP1,
reduccion eMic, eCo-IP3
YncB 0.047 0.5 0.26 0.7 045 1.3 | procesos de oxido- Si (CurA) | eCo-IP1, eCo-IP3
reduccion
TrpA 0.016 0.3 0.14 0.8 0.019 2.9 | metabolismo de Si eMic, eCo-1P3
aminoacidos

Otras funciones
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Ung 0.013 1] 0.013 [1] 1| INF reparacion del DNA Si sPred1

RposS 0.00045 0 0.006 02 0.12 | INF respuesta a estrés Si eProtA, eCo-1P3
RpIW 0.041 04 0.0043 0.1 0.16 0.3 | traduccion Si eCo-IP1, eCo-IP3
sSL1423 0.0074 0 0.0074 0 0.59 0.9 | actividad de No -
transportador
NhaR 0.034 0 0.034 0 1 [ INF actividad de Si eProtA, ePred2,
transportador eCo-IP1, eMic,
eCo-IP3
YehZ < 04 0.0037 0.5 0.041 1.4 | actividad de Si eMic, eCo-IP3
0.00010 transportador (OsmF)
OsmE 0.68 09 0.016 03 0.1 0.4 | respuesta a estrés Si eProtA, ePred1,
sPredl, eCo-IP3
Dps 0.0027 06 0.0039 05 0053 0.8 | respuesta a estrés Si eProtA, eCo-IP1,
eMic, e-Co-IP2,
eCo-IP3
UspA 0.0082 07 0.027 05 029 0.8 | respuesta a estrés Si sCo-IP1, ePred1,
sPred2, eProtB,
eCo-IP1, eMic,
eCo-IP2, eCo-IP3
ArgT 0.58 16 0.02 0 0.16 0 | actividad de Si eCo-IP3
transportador
YecO 0.0069 0 0.92 1.1 0.2 | INF modificacion del RNA | Si eMic
(CmoA)
Funcidn desconocida
sL1780 0.00046 0 0.00048 i} 1| INF funcién desconocida Si eProtA, ePred2,
(Yebv) eMic, eCo-IP3
SL3853 0.02 0 0.02 0 1| INF funcion desconocida Si(YibT) | ePred2, eMic,
sCo-1P2, eCo-IP3
YbayY 0.024 0.2 0.0046 0 0.13 0 | funcién desconocida Si ePredz, eMic,
SRNA, eCo-IP3
YebF 0.0024 04 0.0023 04 0.37 1 [ funcion desconocida Si eProtA, sCo-1P1,
ePred2, eCo-IP3
YibJ 0.021 0.5 0.03 0.5 0.71 1.2 | funcién desconocida | Si sCo-1P1, eCo-
IP1, eMic, eCo-
IP3
YdeJ 0.3 06 0.0035 0 0.12 0 | funcion desconocida | Si eMic
YheH 0,055 0.5 0.049 04 0.91 1 | funcion desconocida | Si ePred2, eCo-IP3
Ydel 0.089 05 0.035 0.4 073 0.8 | funcion desconocida Si sCo-IP1, eCo-
IP2, eCo-IP3
Ydecd 0.048 04 0.063 04 095 1 | funcion desconocida | Si (YdcJ) | eProtA, sCo-IP1,
eCo-IP3
YchN 0.021 04 0.89 0.9 0.25 22 | funcion desconocida Si eProtA, eMic,
eCo-IP3
Ygiw 0.019 0.5 0.046 06 0.44 1.2 | funcién desconocida | Si eProtA, sCo-IP1,
sPred1, ePred2,
eMic, eCo-IP3
ElaA 0.017 03 0.87 1 0.031 3.4 | funcion desconocida | Si ePred2
YdiH 00002 04 0.36 13 0039 3.9 | funcion desconocida Si eMic, eCo-1P3

a INF: Divisién entre cero, es decir que no se expresa la cepa del denominador (WT 6 AcsrB AcsrC)

b Abreviaturas:

eProtA: Protedmica en cepa csrA51 y AcrsB AcsrC en E. coli K-12 (Sowa et al., 2017)

sCo-IP1: Co-Inmunoprecipitacion con CsrA-3XFLAG en S. Typhimurium SL1344 (Holmgvist et al., 2016)
ePredl: Prediccion bioinformética de sitios de union de CsrA en E. coli K-12 (Kulkarni et al., 2014)
sPred1: Prediccion bioinformatica de sitios de unién de CsrA en S. Typhimurium LT2 (Kulkarni et al., 2014)
eProtB: Protedmica sobre-expresando a CsrB en E. coli K-12 (McKee et al., 2012)

ePred2: Prediccion bioinformética de sitios de unién de CsrA en E. coli K-12 (McKee et al., 2012)
eCo-IP1: Co-Inmunoprecipitacion con CsrA-His6 en E. coli K-12 (Edwards et al., 2011)

eMic: Microarreglos en cepa csrA51 en E. coli K-12 (Esquerré et al., 2016)

eCo-IP2: Co-Inmunoprecipitacion de UvrY-FLAG en E. coli K-12 (Zere et al., 2015)

sCo-IP2: Co-Inmunoprecipitacion de SirA-FLAG en S. Typhimurium 14028S (Zere et al., 2015)

sMic: Microarreglos en cepa AcsrA en S. Typhimurium 14028S (Lawhon et al., 2003)

sRNA: RNAseq en cepa AbarA/sirA432 en S. Typhimurium 4/74 (Colgan et al., 2016)

eCo-IP3: HITS-CLIP con CsrA-FLAG en E. coli K12 (Sowa et al., 2017)
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Proteinas activadas (81) en una o en ambas cepas mutantes AcsrB AcsrC y AsirA

Proteina p-value AcsrB p-value | AsirAMWT | p-value | AsirAiicsrB | Proceso bioldgico | Presente Conectado
AesrCIWT a AesrC? en E. previamente
2 coli K-12 con CsrA®
Otras de virulencia
SIfB ‘ 0.0011 18 ‘ 0.019 ‘ 2 ‘ 0.54 1.1 | probable proteina No ‘ -
efectora
Movilidad
FlgL 0.013 | INF 0.029 | INF 04 1.5 | movilidad celular Si (FlaT) | sCo-IP1, sMic,
eMic
CheZ 0.00036 21 0.026 21 0.97 1 | quimiotaxis Si sMic
FigN 0.0041 26 0.031 26 0.92 1 | ensambiaje del Si eMic, sMic
flagelo
FiT 0.017 44 0.049 36 0.48 0.8 | ensamblaje del Si eMic, sMic
flagelo
FiiG 025 9.2 0.016 10 0.59 1.4 | ensamblaje del Si eMic
flagelo
YcgR 0.085 | INF < INF 0.89 1.1 | ensamblaje del Si =
0.00010 flagelo
CheM 0.012 22 0.13 2 0.74 0.9 | quimiotaxis No sCo-1P1
Tsr 0.038 3l 039 15 0.16 0.5 | quimiotaxis Si sMic
Aer 0.00031 | INF 0.16 | INF 0.23 0.5 | quimiotaxis Si eCo-IP1, eMic
sSL3126 0.0019 | INF 0.13 | INF 0.35 0.6 | quimiotaxis No sCo-1P2
Flgk 0.027 12 0.068 10 0.55 0.8 | ensamblaje del Si eMic, ePred2
flagelo
Trg 0.0026 | INF 0.13 | INF 0.023 0.3 | quimiotaxis Si -
Metabolismo
SL4396 0012 47 0.012 41 0.53 0.9 | metabolismo de No -
carbono y
aminoacidos
TdeG 0.002 5 0.045 43 0.55 0.9 | metabolismo de Si -
carbono y
aminodacidos
ThrA 0.008 23 0.037 22 0.97 1 | metabolismo de Si eCo-1P2, eCo-
aminoacidos IP3
HutU 0.00098 3.7 0.017 3 0.31 0.8 | metabolismo de No -
aminoacidos
S5L4393 0.022 | INF < INF 0.11 0.4 | metabolismo de Si (ArgR) | eCo-IP2, eCo-
0.00010 aminoacidos IP3
MglA 0.023 55 0.034 48 0.69 0.9 | transporte de Si eMic
carbohidratos
MalT 0.0005 24 0.04 2 0.14 0.8 | metabolismo de Si sCo-IP1, eCo-
carbono IP1, eCo-1P2,
s5Co-1P2, eCo-
IP3
TdcE 0.0015 24 0.035 25 0.74 1.1 | metabolismo de Si eCo-IP1
carbono
AphA 0.008 26 0.021 21 0.13 0.8 | metabolismo de Si ePred2, eCo-
carbono IP2
CelF 0.0091 29 0.011 23 0.11 0.8 | metabolismo de Si ePred2
carbono
MelA 0.0084 4.1 0.0086 46 0.55 1.3 | metabolismo de Si eCo-IP3
carbono
YifQ 0.041 5 0.033 34 0.49 0.8 | metabolismo de Si(UIaR) | eMic
carbono
SL4470 0.00078 75 0.018 86 0.72 1.1 | metabolismo de No -
carbono
ChiG 0.00057 9.3 0.023 54 0.047 0.6 | metabolismo de No sMic
cofactores y
vitaminas
CysQ 0.0032 24 0.013 24 0.95 1 | procesos de oxido- Si eCo-IP1, eCo-
reduccion IP3
sSL1071 0.0049 27 0.018 28 0.53 1.1 | procesos de oxido- No -
reduccion
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AsrB 0.027 46 ( 0.0033 5.3 0.45 1.2 | procesos de oxido- MNo -
reduccion

PduD 0.0084 23 0.015 22 0.88 1 | metabolismo de No sPred1
propanediol

PduE 0.00059 23| 0.00031 2 0.15 0.9 | metabolismo de No SRNA
propanediol

PduP 0.0038 4.9 | 0.00012 5.3 0.37 1.1 | metabolismo de MNo -
propanediol

PduQ 0.01 7.2 | 0.0089 59 0.3 0.8 | metabolismo de MNo -
propanediol

Pdus < INF 0.0047 | INF 0.13 0.8 | metabolismo de No -

0.00010 propanediol

AstA 0.15 38 0.02 42 0.79 1.1 | metabolismo de Si sCo-1P1
aminoacidos

FadR 0.061 33 0.032 28 0.42 0.8 | metabolismo de Si ePred2, eMic,
lipidos eCo-IP3

DadA 0.039 AT 047 19 0.47 0.7 | metabolismo de Si sCo-I1P1, eMic,
aminoacidos eCo-IP3

HutH 0.019 6.1 0.083 29 0.08 0.5 | metabolismo de No -
aminoacidos

SL2313 0.022 Bl 0.46 15 0.27 0.7 | metabolismo de MNo -
carbono

GloA 0.0018 26 0.046 1.6 0.0084 0.6 | metabolismo de Si eCo-IP3
carbono

SdhB 0.0018 26 0.12 1.8 0.059 0.7 | metabolismo de Si eProtA, eProtB
carbono

Fuel 0.0025 42 0.082 2.5 0.12 06 | metabolismo de Si -
carbono

DacA 0.013 | INF 0.37 | INF 0.42 0.5 | biogénesis de la Si eMic
pared celular

LpxA 0.0052 2 0.67 12 0.19 0.7 | metabolismo de Si eCo-IP3
lipidos

GIpF 0.034 31 0.55 16 0.18 0.5 | metabolismo de Si sCo-IP1, eMic,
lipidos eCo-IP2, sCo-

IP2, eCo-IP3

Cfa 0.0051 | INF 0.37 | INF 0.16 0.3 | metabolismo de Si sCo-IP1, eMic,
lipidos eCo-IP3

HemN 0.034 2 0.74 11 0.11 0.6 | metabolismo de Si eMic
cofactores y
vitaminas

YhhK 0.037 52 0.92 12 0.055 0.2 | metabolismo de Si(PanZ, | eCo-IP2
cofactores y Pan)
vitaminas

ChiC 0.0046 56 0.14 43 0.93 1 | metabolismo de No sMic
cofactores y
vitaminas

YdgJ 0.0054 21 0.012 1.9 0.33 0.8 | procesos de Oxido- Si -
reduccion

DmsA 0.018 22 0.14 16 0.17 0.7 | procesos de oxido- Si eCo-IP1
reduccion

AsrC 0.0099 27 06 14 0.077 0.5 | procesos de oxido- MNo -
reduccion

DmsB 0.011 6.9 0.41 28 0.11 0.4 | procesos de Oxido- Si ePred2
reduccion

DhaB 0.0038 21 0.0086 19 042 0.9 | metabolismo de No -
propanediol

PduA 0.037 31 0.18 3 0.98 1 | metabolismo de No sMic, SRNA
propanediol

PocR 0.0027 | INF 0.12 | INF 0.25 0.6 | metabolismo de No -
propanediol

FdoG 0.043 2 0.48 0.7 0.0089 0.4 | procesos de oOxido- Si sPred2, eCo-
reduccion IP1, eMic, eCo-

1P3

SL2944 0.0004 27 0.046 1.3 0.0016 0.5 | procesos de oxido- Si(YqcA) | eProtA, ePred1,
reduccion ePred2, eMic

Otras funciones

Rne 0.014 10 0.048 49 0.011 0.4 | procesamiento del Si eCo-IP3
RNA

Tgt 0.018 | INF 0.0057 | INF 0.58 1.2 | modificacion del Si -

RNA
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Sogl 0.13 | INF 0.032 | INF 0.78 1.2 | replicacion del DNA | No -

FtsH 0.31 33 0.015 3.1 0.77 0.8 | Metabolismo de Si sCo-IP1, eCo-

proteinas IP1, eCo-1P3

TrmJ 0.083 27 0.032 36 0.28 1.4 | modificacion del Si eMic

RNA
Rpl32 0.25 15 0.031 3 0.073 1.7 | traduccion Si eCo-IP3
(RpmF)
Ssb 0.038 22 0.53 14 0.35 0.7 | recombinacion del Si eProtB, eMic,
DNA eCo-IP2, sCo-
IP2, eCo-IP3

ModA 0.0007 23| 0.0036 1.8 0.032 0.8 | actividad de Si eCo-1P1

transportador

ZnuA 0.049 4 0.1 25 0.33 0.7 | actividad de Si eCo-1P3

transportador

Yihl 0.00052 24 0.59 1.7 | 0.00095 0.06 | biogénesis del Si eCo-IP1, eMic,

ribosoma eCo-IP3

YqcB 0.014 | INF 1 | INF 0.012 0 | modificacion del Si(TruC) | eProtA, eCo-

RNA IP1, eMic

RhIB 0.05 24 0.83 09 0.022 0.4 | procesamiento del Si eMic, sCo-1P2,

RMNA eCo-IP3

YrbD 0.022 46 0.98 1 0.025 0.2 | actividad de Si(MiaD) | -

transportador

Funcion desconocida

Ygfe 077 12 0.021 2.1 0.3 1.4 | funcion desconocida | Si eCo-IP1, eMic,
eCo-IP3

YifE 0.0034 33 0.18 1.8 0.028 0.5 | funcion desconocida | Si eCo-IP3

Yegl 0.043 5.1 04 26 0.18 0.5 | funcion desconocida | Si eCo-IP3, eMic

SL1061 0.011 6.2 0.32 3.1 0.14 0.5 | funcion desconocida | No -

YhcB 0.036 | INF 016 | INF 019 0.4 | funcion desconocida | Si eProtA, sPred1,
eProtB, eMic,
eCo-IP3

YegQ 0.0014 | INF 0.12 | INF 0.25 0.6 | funcion desconocida | Si -

SL19e9 0.027 | INF 0.37 | INF 0.2 0.3 | funcién desconocida | YfdQ? eMic?

SLP2_0011 0.038 21 D.24 06 | 0.0056 0.3 | funcién desconocida | No -

YqcC 0.0037 3z 045 0.7 | 0.00017 0.2 | funcion desconocida | Si eProtA, sCo-
IP1, eCo-IP1,
eMic, eCo-IP3

@ INF: Division entre cero, es decir que no se expresa la cepa del denominador (WT 6 AcsrB AcsrC)

b Abreviaturas:

eProtA: Protedmica en cepa csrA51 y AcrsB AcsrC en E. coli K-12 (Sowa et al., 2017)

sCo-IP1: Co-Inmunoprecipitacion con CsrA-3XFLAG en S. Typhimurium SL1344 (Holmqvist et al., 2016)
ePredl: Prediccion bioinforméatica de sitios de union de CsrA en E. coli K-12 (Kulkarni et al., 2014)
sPred1: Prediccion bioinformética de sitios de unién de CsrA en S. Typhimurium LT2 (Kulkarni et al., 2014)
eProtB: Protedmica sobre-expresando a CsrB en E. coli K-12 (McKee et al., 2012)

ePred2: Prediccion bioinformética de sitios de unién de CsrA en E. coli K-12 (McKee et al., 2012)
eCo-IP1: Co-Inmunoprecipitacion con CsrA-His6 en E. coli K-12 (Edwards et al., 2011)

eMic: Microarreglos en cepa csrA51 en E. coli K-12 (Esquerré et al., 2016)

eCo-IP2: Co-Inmunoprecipitacion de UvrY-FLAG en E. coli K-12 (Zere et al., 2015)

sCo-1P2: Co-Inmunoprecipitacion de SirA-FLAG en S. Typhimurium 14028S (Zere et al., 2015)

sMic: Microarreglos en cepa AcsrA en S. Typhimurium 14028S (Lawhon et al., 2003)

sRNA: RNAseq en cepa AbarA/sirA432 en S. Typhimurium 4/74 (Colgan et al., 2016)

eCo-IP3: HITS-CLIP con CsrA-FLAG en E. coli K12 (Sowa et al., 2017)
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Proteinas expresadas diferencialmente (25) en las cepas mutantes AcsrB AcsrC y AsirA

Proteina p-value AcsrB p-value | AsirA/WT | p-value | AsirAlAcsrB Proceso Presente Conectado
AesrCIWT a AesrG? biologico en E. coli previamente
2 K-12 con CsrA®
Relacionados a SPI-1
InvB 0.0005 02| 0.0025 0.5 | 0.00039 2.1 | chaperona No sCo-IP1, sMic,
SRNA
Prgl-SipD 0.00033 0.2 | 0.00081 0.5 0.0034 2.3 | sistema de No sCo-IP1, sMic,
secrecion sRNA
SptP < 003 | < 0.2 | 0.0089 5.8 | proteina efectora | No sPred1, sMic,
0.00010 0.00010 sRNA
Otros de virulencia
SirA ‘ 0.063 ‘ 34 ‘ 026 ‘ 0 ‘ 0.0045 0 ‘ transcription ‘ S UVTY) ‘ eProtA, eCo-IP3
regulation
Movilidad
Trg | 0.0026 | INF | 0.13 | INF | 0.023 0.3 | quimiotaxis | Si | -
Metabolismo
TrpA 0.0186 0.3 0.14 0.8 0.019 2.9 | metabolismo de Si elMic, eCo-IP3
aminoacidos
FdoG 0.043 2 048 07 0.0089 0.4 | procesos de Si sPred2, eCo-IP1,
oxido-reduccion eMic, eCo-IP3
SL2944 0.0004 2.7 0.046 1.3 0.0016 0.5 | procesos de Si(YqcA) eProtA, ePred1,
oxido-reduccion ePred2, eMic
AroH 036 14 042 07 0.046 0.5 | metabaolismo de Si eMic, eCo-1P3
aminoacidos
CbiP 0.002 06 0.15 14 0.023 2.3 | metabolismo de No sCo-IP1, sMic
cofactores y
vitaminas
Otras funciones
DdIB 044 13 035 07 0.011 0.5 | biogénesis de la Si sPred1, eCo-IP1,
pared celular eMic, eCo-1P3
DkgB 0.24 0.2 0.43 1.9 0.01 6.7 | procesos de Si =
oxido-reduccion
Yihl 0.00052 24 0.59 1.7 | 0.00095 0.06 | biogénesis del Si eCo-IP1, eMic,
ribosoma eColP3
YqcB 0.014 [ INF 1| INF 0.012 0 | modificacion del Si(Truc) eProtA, eCo-1P1,
RMNA eMic
RhIB 0.05 24 0.83 0.9 0.022 0.4 | procesamiento Si eMic, sCo-1P2,
del RNA eCo-1P3
YrbD 0.022 46 0.98 1 0.025 0.2 | actividad de Si(MiaD) -
transportador
NuoA 0.058 4.1 0.53 05 0017 0 | fosforilacion Si eCo-IP3
oxidativa
RepA2 0.7 12 0.13 0f= 0 | replicacion del Mo -
0.00010 DNA
TruA 0.13 27 0.37 0.3 0.037 0.1 | modificacion del Si eCo-IP1, eCo-
BNA IP3
Yhax 032 1.8 017 4] 0017 0 | modificacion del Si(QueC) |-
RNA
YeiP 0.32 1.8 0.5 0.5 0.013 0.2 | traduccion Si eCo-IP1
Funcién desconocida
ElaA 0.017 0.3 0.87 1 0.031 3.4 | funcion Si ePred2
desconocida
YdiH 0.0002 0.4 0.36 1.3 0.039 3.9 | funcién Si eMic, eCo-IP3
desconocida
SLP2_0011 0.038 21 0.24 0.6 0.0056 0.3 | funcion No -
desconocida
YqeC 0.0037 3.2 0.45 0.7 | 0.00017 0.2 | funcién Si eProtA, sCo-1P1,
desconecida eCo-1P1, eMic,
eCo-IP3

@ INF: Division entre cero, es decir que no se expresa la cepa del denominador (WT 6 AcsrB AcsrC)

b Abreviaturas:
eProtA: Protedmica en cepa csrA51 y AcrsB AcsrC en E. coli K-12 (Sowa et al., 2017)
sCo-IP1: Co-Inmunoprecipitacion con CsrA-3XFLAG en S. Typhimurium SL1344 (Holmgvist et al., 2016)
ePredl: Prediccion bioinformatica de sitios de union de CsrA en E. coli K-12 (Kulkarni et al., 2014)

sPred1: Prediccion bioinformética de sitios de unién de CsrA en S. Typhimurium LT2 (Kulkarni et al., 2014)

eProtB: Protedmica sobre-expresando a CsrB en E. coli K-12 (McKee et al., 2012)

ePred2: Prediccion bioinformética de sitios de union de CsrA en E. coli K-12 (McKee et al., 2012)
eCo-IP1: Co-Inmunoprecipitacion con CsrA-His6 en E. coli K-12 (Edwards et al., 2011)
eMic: Microarreglos en cepa csrA51 en E. coli K-12 (Esquerré et al., 2016)

eCo-IP2: Co-Inmunoprecipitacion de UvrY-FLAG en E. coli K-12 (Zere et al., 2015)




sCo-IP2: Co-Inmunoprecipitacion de SirA-FLAG en S. Typhimurium 14028S (Zere et al., 2015)
sMic: Microarreglos en cepa AcsrA en S. Typhimurium 14028S (Lawhon et al., 2003)

sRNA: RNAseq en cepa AbarA/sirA“32 en S. Typhimurium 4/74 (Colgan et al., 2016)

eCo-IP3: HITS-CLIP con CsrA-FLAG en E. coli K12 (Sowa et al., 2017)
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ANEXO 2: Graficas de las proteinas expresadas diferencialmente
en las cepas AsirA y AcsrB AcsrC
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Figura |I. Cuantificacion relativa de la expresion de las proteinas expresadas diferencialmente en las
cepas mutantes AsirA y AcsrB AcsrC. Factor de abundancia espectral normalizado (NSAF) de la expresion
proteinas relacionadas a SPI-1 (A-C), virulencia (D), movilidad (E), metabolismo (F-L), otras funciones (M-U) y
funcién desconocida (V-Y), a partir de los datos protedmicos obtenidos por LC-MS/MS en las cepas de S.
Typhimurium WT, AsirA y AcsrB AcsrC. En las gréficas se muestran los valores de las tres réplicas de cada
cepa.
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ANEXO 3: Mapade calor de las proteinas obtenidas en este estudio

AcsrB AcsrCIWT AsirA I WT AsirA | AcsrB AcsrC Fold change
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FpC z6
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i
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desconocida

JUTRILLE

Figura Il. Clasificacion de las proteinas expresadas diferencialmente en las distintas cepas S.
Typhimurium. Mapa de calor que muestra el nimero de veces que cambio la expresién (fold change) de las
proteinas obtenidas en las cepas mutantes AsirA y AcsrB AcsrC, con respecto a la cepa WT o en la mutante
AsirA, con respecto a la mutante AcsrB AcsrC. Se muestra las categorias funcionales de las proteinas
relacionadas a SPI-1, otras proteinas de virulencia, involucradas en la movilidad, en el metabolismo, otras
funciones y con funcién desconocida, obtenidas con las bases de datos del NCBI, Uniprot, KEEG y STRING. *,
muestra aquellas proteinas que no entraron dentro de nuestros criterios de seleccion debido a una relacion < 2
6 > -2 o0 hien, no fueron estadisticamente significativas debido a una p > 0.05 (Comparar con la Figura 7).
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ANEXO 4. Medios y soluciones
Medio LB

Para 1L: 10g de bacto triptona, 5g de extracto de levadura, 10g de NaCl, 900 ml de Agua
destilada. Disolver bien y aforar a 1 litro con agua Mili Q. Esterilizar por autoclave a 121°C
y 15 psi durante 15-20 min. Para preparar medio LB sélido, 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 KClI
1M. Aforar a 500 ml con agua Mili Q. Esterilizar por autoclave a 121°C y 15 psi durante 15-
20 min.

Medio SOC

Para 100 ml: 2 g Bacto triptona, 0.5 g de extracto de levadura, 0.2 ml de NaCl 5M, 0.25 ml
de KCI 1M, 1 ml de MgCl, 1M, 1 ml de MgSO, 1M, 0.36 g de Glucosa. Aforar a 100ml con
agua Mili Q. Esterilizar por autoclave a 121°C y 15 psi durante 15-20 min.

Buffer SET

Para 500ml: Pesar 100 g de sacarosa, agregar 200 ml de agua Mili Q, 50ml del de EDTA
0.5M pH 8 y 12.5 ml de Tris 1M pH 8, aforar a 500 ml con agua Mili Q. Esterilizar por
autoclave a 121°C y 15 psi durante 15-20 min.

TAE 50X

Para 1L: Pesar 242 g de Tris Base, disolver en 500ml de agua Mili Q, agregar 100ml de
EDTA 0.5M pH 8 y 57.1 ml de &cido acético glacial, aforar a 1L con agua mili Q y filtrar con
filtros de 0.44.

PBS 10X pH 7.4

Para 1L: Pesar 80 g de NaCl, 6.1 g de Na;HPO,, 2 g de KH,PO. y 2 g de KCI, disolver en
500 ml de agua Mili Q, ajustar el pH, aforar a 1L. Esterilizar por autoclave a 121°C y 15 psi
durante 15-20 min.

Tris-HCI/SDS pH 6.8

Para 100ml: Pesar 6.05 g de Tris base, disolver en 50 ml de agua Mili Q y ajustar el pH a
6.8 con HCI. Entonces, se agregan 0.4 g de SDS, se afora a 100ml y se filtra con filtros de
0.44.
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Tris-HCI/SDS pH 8.8

Para 100ml: Pesar 18.2 g de Tris base, disolver en 50 ml de agua Mili Q y ajustar el pH a
8.8 con HCI. Entonces, se agregan 0.4g de SDS, se afora a 100 ml y se filtra.

Buffer de corrida 4X para proteinas

Para 1L: 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 1L y filtrar con filtros de 0.44.

Buffer de transferencia para Western blot

Para 1L: 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 200ml de metanol, aforar a 1L y filtrar con filtros de 0.44.

PBST

Para 1L: Mezclar 100 ml de PBS 10X pH 7.4, 3 ml de Tween-20 y aforar a 1L con agua Mili
Q.

Solucién bloquedora para Western blot
Mezclar 0.5 g de leche sin grasa en 10 ml de buffer PBST
Azul de coomassie R250

Para 1L: Pesar 0.55 g de Coomassie Brilliant Blue R250, disolver en 500 ml de agua Mili Q,
100 ml de acido acético glacial y 500 ml de metanol. Agitar con mosca durante toda la noche
y filtrar con papel Whatman.

Buffer de carga de DNA 5X

Mezclar 125 mg azul de bromofenol, 125 mg xylene cyanol FF, 25 ml glicerol y 25 ml agua
Mili Q

Buffer de carga de proteinas 4X

Para 320 ml: Mezclar 10 ml de Tris-HCI 2M pH 7.5, 64 ml de Glicerol al 100%, 32 ml de
SDS al 20%, 16 ml de 0.5% azul de bromofenol y aforar a 320 ml con agua Mili Q.

TDTT

Para 200 ml: mezclar 10 ml de Tris-HCI 1M pH 7.8 con 6 pl de DTT 1M, aforar a 200 ml con
agua Mili Q.
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Buffer Z 5X

Para 1L: mezclar 42.58g de Na,HPO., 27.6g de NaH;PO4, 3.8 de KCI, 1.22 de MgSOsy,
ajustar el pH a 7, aforar a 1L y filtrar con filtro de 0.22 p.

Medio E 50X

Para 50ml: Mezclar 0.5 g de MgS0O4+7H0, 5 g de acido citrico, 25 g de K;HPO4 anhidrido
y 8.75g de NaNH4HPO4+4H0. Esterilizar por autoclave a 121°C y 15 psi durante 15-20 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.
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