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1. LISTA DE ABREVIATURAS 
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2. RESUMEN 

 

Un evento evolutivo durante la divergencia de Salmonella y Escherichia coli fue la adquisición 

por transferencia horizontal de la isla de patogenicidad de Salmonella 1 (SPI-1), necesaria para la 

invasión de las células huésped por parte de Salmonella. HilD es un regulador transcripcional en SPI-

1, que induce la expresión de SPI-1 y muchos otros genes ubicados en otras regiones del cromosoma 

de Salmonella, incluyendo algunos genes ancestrales (también presentes en E. coli y otras bacterias), 

como phoH y fdnG; y yobH a través de SprB, otro regulador codificado en SPI-1. En este estudio, 

mostramos que tanto la ganancia de HilD como la evolución cis-reguladora llevaron a la integración 

de los genes phoH y fdnG en el regulón de HilD. Nuestros resultados indican que se generó una 

secuencia de unión a HilD en la región reguladora del gen phoH de S. enterica serovar Typhimurium, 

que media la activación del promotor 1 de este gen en condiciones inductoras de SPI-1; mientras que 

el gen fdnG de S. Typhimurium, pero no el gen fdnG de E. coli, se expresa y regula por HilD en las 

mismas condiciones. Además, encontramos que la represión por H-NS también se adaptó en los genes 

phoH y fdnG de S. Typhimurium y que HilD activa la expresión de estos genes al antagonizar a H-NS. 

Además, nuestros resultados revelaron que la expresión del gen phoH de S. Typhimurium también se 

activa en condiciones limitantes de fosfato, pero independientemente del sistema de dos componentes 

PhoR/B, conocido por regular el gen phoH de E. coli en respuesta a niveles bajos de fosfato. Por otro 

lado, determinamos que los genes yobH de S. Typhimurium y E. coli conservan los elementos en cis 

que median la regulación por SprB, por lo que la regulación de yobH en S. Typhimurium se adaptó 

con la adquisición de SPI-1, y no por cambios cis-regulatorios durante la divergencia de ambas 

bacterias. Igualmente, mostramos que la regulación de yobH por SprB se requiere para la función de 

la proteína YobH en la invasión de S. Typhimurium a células epiteliales, actividad que también 

conserva la proteína YobH de E. coli. En general, nuestros resultados ilustran el fenómeno de la 

regulación diferencial de genes ortólogos en bacterias e indican que la evolución cis-reguladora ha 

desempeñado un papel en la expansión del regulón de HilD. 
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3. ABSTRACT 

 

An evolutionary event during the divergence of Salmonella and Escherichia coli was the 

acquisition by horizontal transfer of Salmonella pathogenicity island 1 (SPI-1), required for Salmonella 

invasion of host cells. HilD is a transcriptional regulator in SPI-1, inducing the expression of SPI-1 

and many other genes located in other regions of the Salmonella chromosome, including some 

ancestral genes (also present in E. coli and other bacteria), such as phoH and fdnG; and yobH via SprB, 

another SPI-1-encoded regulator. In this study, we show that both HilD gain, and cis-regulatory 

evolution led to the integration of the phoH and fdnG genes into the HilD regulon. Our results indicate 

that a HilD binding sequence was generated in the regulatory region of the phoH gene of S. enterica 

serovar Typhimurium, which mediates the activation of promoter 1 of this gene under SPI-1-inducing 

conditions; while the S. Typhimurium fdnG gene, but not E. coli fdnG gene, is expressed and regulated 

by HilD under the same conditions. Furthermore, we found that repression by H-NS was also adapted 

in the phoH and fdnG genes of S. Typhimurium and that HilD activates the expression of these genes 

by antagonizing H-NS. In addition, our results revealed that S. Typhimurium phoH gene expression is 

also activated under phosphate-limiting conditions, but independently of the two-component PhoR/B 

system, known to regulate the E. coli phoH gene in response to low levels of phosphate. On the other 

hand, we determined that the yobH genes of S. Typhimurium and E. coli conserve the cis-elements 

that mediate regulation by SprB, so that the regulation of yobH in S. Typhimurium was adapted with 

the acquisition of SPI-1, and not by cis-regulatory mutations during the divergence of both bacteria. 

Likewise, we show that regulation of yobH by SprB is required for the function of YobH protein in 

the invasion of S. Typhimurium to epithelial cells, an activity that is also conserved by the YobH 

protein of E. coli. Overall, our results illustrate the phenomenon of differential regulation of 

orthologous genes in bacteria and indicate that cis-regulatory evolution has played a role in the 

expansion of the HilD regulon. 
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4. INTRODUCCIÓN 

 

4.1.El género Salmonella 

El género Salmonella perteneciente a la familia Enterobacteriaceae agrupa a bacterias Gram 

negativas en forma de bacilos, anaerobias facultativas, no formadoras de esporas y con flagelación 

perítrica (Coburn et al., 2007; Fàbrega and Vila, 2013). Este género comprende dos especies, S. 

bongori y S. enterica y esta última está formada por seis subespecies: enterica (I), salamae (II), 

arizonae (IIIa), diarizonae (IIIb), houtenae (IV) e indica (VI). Estas subespecies son clasificadas en 

más de 2600 serovariantes con base en los antígenos O (lipopolisacárido), H (flagelar) y K (capsular) 

(Brenner et al., 2000; Issenhuth-Jeanjean et al., 2014; Jajere, 2019).  

Salmonella es una de las principales causas de enfermedades transmitidas por alimentos en 

todo el mundo, por lo que representa un problema para la salud pública. La infección por Salmonella 

puede causar desde una enfermedad intestinal local que provoca diarrea (salmonelosis), hasta una 

infección sistémica severa (fiebre entérica) (Haraga et al., 2008). Aunque se han reportado 

aislamientos de S. bongori en humanos, esta especie se asocia predominantemente a animales de 

sangre fría como reptiles, anfibios y peces y a muestras ambientales (Brenner et al., 2000; Giammanco 

et al., 2002; Nastasi et al., 1988). Las serovariantes que causan enfermedades en los seres humanos y 

otros animales de sangre caliente pertenecen en su mayoría (más del 99%) a S. enterica subespecie 

enterica (Eng et al., 2015). Algunas de las serovariantes de esta subespecie tienen un rango de 

hospedero muy restringido como es el caso de S. Typhi y S. Paratyphi, las cuales causan fiebre entérica 

solamente en humanos. Sin embargo, otras serovariantes son capaces de infectar a humanos y una 

amplia variedad de animales, como S. Enteritidis y S. Typhimurium, principales agentes causantes de 

salmonelosis a nivel mundial (Raffatellu et al., 2006; Santos et al., 2001). 
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Se estima que se producen anualmente entre 16 y 22 millones de casos de fiebre tifoidea y entre 

200,000 y 600,000 muertes. La salmonelosis por su parte es la infección por Salmonella más común 

en todo el mundo, con 93,8 millones de casos que provocan 155.000 muertes por año 

aproximadamente. Sin embargo, la información de vigilancia epidemiológica suele ser escasa debido 

a informes deficientes y la inexactitud del diagnóstico, por lo que estas cifras pudieran ser aún mayores 

(Majowicz et al., 2010; Mayer and Neilson, 2010). 

 

4.2.Mecanismo de patogénesis de Salmonella 

La infección por Salmonella se produce principalmente por el consumo de alimentos y agua 

contaminados, aunque el contacto con animales domésticos y silvestres como aves de corral, ganado, 

reptiles y anfibios que pueden ser portadores de la bacteria, también constituye un riesgo de infección 

en humanos (Foley et al., 2008; Horton et al., 2013; Tauxe, 1991). El primer obstáculo por superar 

dentro del huésped es el pH ácido del estómago. Para protegerse contra el choque ácido severo, 

Salmonella activa una respuesta de tolerancia al ácido que le permite mantener el pH intracelular en 

valores superiores a los del entorno extracelular (Foster and Hall, 1991). Después de entrar en el 

intestino delgado, las bacterias atraviesan la mucosa intestinal y evitan ser destruidas por enzimas 

digestivas, sales biliares, IgA secretora, péptidos antimicrobianos y otras defensas del sistema inmune 

innato para acceder al epitelio subyacente (Haraga et al., 2008). 

Una vez en la porción distal del intestino delgado, Salmonella tiene la capacidad de invadir a 

las células epiteliales aprovechando principalmente las capacidades fagocíticas de las células M y las 

células dendríticas cuyas proyecciones se extienden hasta el lumen intestinal. Además, la bacteria 

también fuerza su propia endocitosis en células epiteliales no fagocíticas como los enterocitos, para lo 

cual se sirve de adhesinas y fimbrias que le permiten la adhesión al epitelio intestinal (Hume et al., 

2017; Santos and Bäumler, 2004; Tahoun et al., 2012). Poco después de la adhesión, el proceso de 
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invasión aparece como consecuencia de la activación de las vías de señalización de la célula huésped 

que conducen a profundos reordenamientos citoesqueléticos. Estas modificaciones internas 

interrumpen el borde en cepillo del epitelio normal e inducen la formación subsiguiente de 

invaginaciones de la membrana que envuelven a las bacterias en vesículas llamadas vacuolas 

contenedoras de Salmonella (SCV, del inglés Salmonella-containing vacuole) (Fig. 1) (Finlay et al., 

1991; Francis et al., 1993). Simultáneamente, la inducción de una respuesta secretora en el epitelio 

intestinal inicia el reclutamiento y la transmigración de fagocitos desde el espacio submucoso hacia el 

lumen intestinal. Este proceso está asociado con la producción de varias citocinas proinflamatorias 

como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y la interleucina-8 (IL-8) (Fàbrega and Vila, 2013). 

 

 

Fig. 1. Progreso de la infección causada por Salmonella. Al ser ingerida oralmente, Salmonella resiste el pH 

ácido del estómago y alcanza el lumen intestinal. Las bacterias invaden las células epiteliales, provocando la 

infección intestinal. Simultáneamente se induce una respuesta inflamatoria intestinal. Una vez que Salmonella 

atraviesa el epitelio, es internalizada por células fagocíticas del sistema inmune y diseminada a otros órganos, 

provocando una infección sistémica. PMN se refiere a leucocitos polimorfonucleares (Adaptado de Haraga et 

al., 2008). 
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Generalmente las serovariantes no tifoideas como S. Typhimurium permanecen localizadas en 

los tejidos intestinales, donde la respuesta inflamatoria del huésped ante algunas proteínas de superficie 

como la flagelina, la capa LPS y otros efectores secretados es responsable de los síntomas de la 

gastroenteritis (Fàbrega and Vila, 2013; Zhang et al., 2003). Sin embargo, en los casos de 

gastroenteritis por Salmonella, solo una pequeña proporción de las bacterias ingeridas invaden el 

epitelio intestinal. La mayor parte de la población permanece en el lumen intestinal, donde obtiene una 

ventaja selectiva sobre la microbiota residente debido a la respuesta inflamatoria del huésped en 

respuesta a la pequeña subpoblación invasora (Hume et al., 2017). Adicionalmente, en pacientes 

inmunocomprometidos y en ratones de laboratorio modificados genéticamente, S. Typhimurium puede 

llegar a sobrevivir y replicarse en células fagocíticas como los macrófagos y posteriormente en PMN 

y células mononucleares, lo que le permite la diseminación sistémica colonizando órganos como el 

bazo y el hígado, induciendo así los síntomas de la fiebre enterica (Fàbrega and Vila, 2013; Gordon et 

al., 2002). Esta capacidad que tiene S. Typhimurium de provocar una infección intestinal localizada o 

una infección sistémica dependiendo del hospedero en el que se encuentre, la han convertido en el 

modelo de estudio por excelencia de los mecanismos moleculares que emplea S. enterica en su 

interacción con el hospedero; ya sea a través de un modelo de infección en ratones, bovino o de cultivos 

celulares (Haraga et al., 2008). 

 

4.3.Factores de virulencia de Salmonella 

Para lograr con éxito el establecimiento de la infección, S. enterica posee muchas estrategias 

de virulencia para interactuar con los mecanismos de defensa del huésped. La mayoría de los genes 

que codifican los factores de virulencia más importantes se encuentran dentro de las islas de 

patogenicidad de Salmonella (SPIs, del inglés Salmonella Pathogenicity Islands), mientras que otros 

se encuentran en un plásmido de virulencia (pSLT) o en el cromosoma. Estos factores incluyen 
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sistemas de adhesión, al flagelo, los sistemas de secreción de tipo 3 (SST3) codificados en algunas 

SPIs, la cápsula y los componentes esenciales para la formación de la biopelícula (Fàbrega and Vila, 

2013; Jajere, 2019). 

 

4.3.1. Flagelo y quimiotaxis 

Los flagelos son un largo filamento helicoidal acoplado a motores giratorios dentro de la 

membrana externa y la pared celular, lo que permite que Salmonella se movilice a través de la barrera 

epitelial después de la ingestión (de Jong et al., 2012). Los flagelos se requieren no solo para la 

motilidad y la quimiotaxis, sino también para otros procesos en la patogénesis. La síntesis y función 

del sistema flagelar y de quimiotaxis requiere la expresión de más de 50 genes que se dividen en al 

menos 17 operones, cuyo regulador maestro es la proteína FlhD4C2. In vitro, la expresión de los genes 

flagelares ocurre en la fase temprana de crecimiento exponencial; mientras que en in vivo juegan un 

papel primordial en las etapas iniciales de la patogénesis, permitiendo que Salmonella alcance el 

epitelio intestinal para una adecuada adhesión e invasión (Fàbrega and Vila, 2013; Saini et al., 2010). 

 

4.3.2. Adhesinas 

La mayoría de los patógenos muestran un arsenal complejo de estructuras adhesivas que va 

desde moléculas individuales hasta nanomáquinas macromoleculares altamente elaboradas que son 

indispensables para la colonización y el establecimiento de la infección (Kline et al., 2009). Los dos 

grupos principales de estructuras adhesivas son las adhesinas fimbriales y no fimbriales, las cuales 

difieren según sus vías de ensamblaje (Soto and Hultgren, 1999).  

S. enterica codifica hasta 13 adhesinas fimbriales y al menos 7 no fimbriales, según el serotipo. 

Entre los operones fimbriales se encuentran aquellos que codifican para las fimbrias tipo I, las curli, 
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las Pef y las Std.(Hansmeier et al., 2017; Wagner and Hensel, 2011). Varios estudios han mostrado 

que las fimbrias están involucradas en varios procesos patogénicos como la formación de biopelículas, 

la colonización y el ataque inicial de la bacteria al huésped (de Jong et al., 2012). Sin embargo, la 

inactivación individual de estas adhesinas solo afecta moderadamente la virulencia en ratones, 

mientras que una combinación de tales mutaciones disminuye significativamente la capacidad 

infecciosa, lo que sugiere que su contribución puede estar enmascarada por la pluralidad y los efectos 

de compensación funcional de estos determinantes (Fàbrega and Vila, 2013; Van Der Velden et al., 

1998).  

A diferencia de las adhesinas fimbriales, las adhesinas no fimbriales son un grupo heterogéneo 

de adhesinas. Este grupo comprende adhesinas mono y oligoméricas que se secretan a través de un 

sistema de secreción de tipo I (SiiE y BapA), autotransportadas a través de las membranas bacterianas 

(MisL, ShdA y SadA) o proteínas de la membrana externa (PagN y RcK) (Hansmeier et al., 2017). 

Particularmente la adhesina gigante SiiE, codificada en SPI-4, constituye un factor de colonización 

específico del huésped en el ganado bovino y para la infección intestinal en ratones (Morgan et al., 

2004). 

 

4.3.3. Sistema de secreción tipo III 

La secreción de proteínas tiene un papel fundamental en la interacción entre las bacterias y 

otros organismos. Para lograr esto, las bacterias han desarrollado siete sistemas de secreción (tipo I al 

tipo VII) (Costa et al., 2015). De estos, el sistema de secreción tipo III (SST3) es uno de los sistemas 

más sofisticados y mejor estudiados (Portaliou et al., 2016). Los SST3 están ampliamente distribuidos 

entre las bacterias Gram-negativas y abarcan tres membranas celulares, las membranas bacterianas 

interna y externa y la membrana de la célula huésped eucariota, lo que permite que las bacterias 

secreten proteínas efectoras en las células huésped, en las que afectan las funciones celulares que 
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contribuyen a la supervivencia y colonización bacteriana. Los SST3 están relacionados evolutivamente 

con los flagelos y muchas subestructuras y componentes que están involucrados en su ensamblaje están 

altamente conservados. El ensamblaje y la función de estas complejas estructuras requieren más de 20 

proteínas. Los SST3 comprenden varias subestructuras, incluido un complejo de ATPasa citosólica, 

un anillo citoplasmático, un aparato de exportación de membrana interna, un cuerpo basal, y un poro 

de translocación que se encuentra en la membrana de la célula huésped (Abby and Rocha, 2012; Deng 

et al., 2017). 

Salmonella tienen dos SST3 distintos: uno codificado en la Isla de patogenicidad de Salmonella 

1 (SPI-1), que utiliza para invadir las células huésped, establecer las SCVs e inhibir la apoptosis de la 

célula huésped; y otro en SPI-2, que emplea para manipular el tráfico y la maduración de las SCVs y 

para promover la supervivencia y replicación intracelular (Fàbrega and Vila, 2013). 

 

4.4. Islas de patogenicidad de Salmonella 

Las islas de patogenicidad son grandes grupos de genes (10–100 kb) presentes en el genoma 

de bacterias patógenas y ausentes en el genoma de cepas no patógenas de la misma especie o 

estrechamente relacionadas. Por lo general, el contenido de G + C y el uso de codones difieren del 

resto del genoma y tienen secuencias en los extremos que presentan homología con elementos de 

inserción, transposones y profagos; características que respalda la noción de ser adquiridas a través de 

transferencia horizontal de genes. La presencia de genes asociados a la virulencia, cuyos productos 

facilitan el proceso de infección, favorece el proceso infectivo de las bacterias patógenas (Gal-Mor 

and Finlay, 2006; Nieto et al., 2016). La mayoría de los genes de virulencia de Salmonella se 

encuentran agrupados en las más de 20 SPIs descritas en este género (Desai et al., 2013). Estos genes 

desempeñan un papel crucial en la patogénesis de Salmonella, específicamente en la colonización 

intestinal, invasión, replicación y sobrevivencia intracelular (Hensel, 2004; Sana et al., 2016). 
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4.4.1. SPI-1 

SPI-1 consta de una región de 40 kb, que incluye 39 genes que codifican un sistema de 

secreción tipo 3 (SST3-1) y sus chaperonas y proteínas efectoras, así como algunos reguladores 

transcripcionales (SprB, HilC, HilD, HilA e InvF) que controlan la expresión de muchos genes de 

virulencia ubicados dentro y fuera de SPI-1 (Fig. 2) (Lou et al., 2019). SPI-1 es la isla mejor 

caracterizada dentro de Salmonella y los genes codificados en esta región son esenciales en la etapa 

de invasión a través del epitelio intestinal (dos Santos et al., 2019; Fàbrega and Vila, 2013). Los 

operones prg/org e inv/spa codifican para el complejo-aguja del SST3-1, mientras que en el operón 

sic/sip se encuentran codificadas las proteínas efectoras AvrA, SipA y SptP, así como las 

translocadoras SipBCD (Fig. 2). Estos efectores se internalizan a la célula huésped por medio del 

SST3-1, desencadenando el reordenamiento del citoesqueleto de actina y por lo tanto, la 

internalización de las bacterias (Fàbrega and Vila, 2013). 

 

Fig. 2. Representación esquemática de los genes codificados en la isla de patogenicidad 1 de Salmonella 

(SPI-1) y sus funciones putativas (Adaptado de Fàbrega and Vila, 2013). 

 

Salmonella ha adaptado mecanismos complejos que controlan la expresión de sus genes de 

virulencia en el tiempo y nicho apropiado. In vivo, los genes de SPI-1 se expresan cuando las bacterias 
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se encuentran en el lumen intestinal o en el citosol de células epiteliales (Laughlin et al., 2014), donde 

existen varias condiciones ambientales, como un bajo nivel de oxígeno, alta osmolaridad, pH 

ligeramente alcalino y la presencia de ciertos ácidos grasos, que favorecen su expresión (Altier, 2005; 

Golubeva et al., 2016; Lawhon et al., 2002). In vitro, los genes de SPI-1 se expresan durante el 

crecimiento en la fase estacionaria temprana en medios de cultivo ricos en nutrientes como el medio 

LB, condiciones que asemejan a algunas de las encontradas en el ambiente intestinal (Altier, 2005; 

Lundberg et al., 1999; Martínez et al., 2014). 

La expresión de los genes de SPI-1 está finamente controlada por reguladores que se encuentran 

tanto dentro como fuera de esta isla (Fàbrega and Vila, 2013). Los reguladores transcripcionales HilD 

y HilC, codificados en SPI-1, y RtsA, codificado en otra región del cromosoma, forman un circuito de 

retroalimentación positiva que induce la expresión de SPI-1 (Ellermeier et al., 2005) (Fig. 3). Estos 

tres reguladores pertenecientes a la familia AraC/XylS contrarrestan la represión que ejerce H-NS 

sobre sus propios promotores y sobre el promotor de hilA, permitiendo sus expresiones (Olekhnovich 

and Kadner, 2007; Schechter and Lee, 2001). En este circuito HilD es el regulador principal, mientras 

que HilC y RtsA amplifican la señal (Ellermeier et al., 2005). A su vez, HilA (familia OmpR/ToxR) 

activa la expresión de los operones prg/org e inv/spa, incluyendo a invF. Entonces InvF (familia 

AraC/XylS) induce la expresión del operón sic/sip, lo que conlleva a la expresión del resto de los genes 

de SPI-1 (Fàbrega and Vila, 2013) (Fig. 3). Además, el circuito formado por HilD, HilC y RtsA 

también puede activar la expresión de invF y algunas proteínas efectoras de manera independiente a 

HilA; lo que posibilita la expresión de SPI-1 mediante diferentes rutas (Colgan et al., 2016; Fàbrega 

and Vila, 2013; Thijs et al., 2007). 
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Fig. 3. Red reguladora de SPI-1. Las flechas verdes indican activación o autoactivación, mientras que las 

flechas rojas de punta roma indican represión. Los reguladores en azul son aquellos codificados dentro de SPI-

1. El morado se usa para los sistemas de dos componentes, mientras que las letras azules cursivas se emplean 

para los RNAs pequeños. La represión que ejerce H-NS sobre todos los reguladores del circuito de 

retroalimentación positiva que regula a SPI-1 (triangulo amarillo) se representa con una flecha roma roja de 

mayor tamaño. 

 

La proteína asociada a nucleoide H-NS juega un papel muy importante en la represión 

transcripcional de genes adquiridos por transferencia horizontal, como los de SPI-1. Diferentes 

estudios han demostrado la represión que ejerce H-NS sobre hilA, hilD, hilC y rtsA en condiciones no 

inductoras de SPI-1 (Olekhnovich and Kadner, 2007, 2006) (Fig. 3). HilE es otro regulador negativo 

de SPI-1, el cual inactiva a HilD mediante una interacción proteína-proteína que interfiere la 

dimerización de HilD e impide su interacción con el DNA (Grenz et al., 2018; Paredes-Amaya et al., 

2018). Por su parte, el regulador global CsrA se une al RNA mensajero de hilD impidiendo su 
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traducción. Sin embargo, en condiciones inductoras de SPI-1 el sistema de dos componentes 

BarA/SirA activa la expresión de los RNAs pequeños CsrB y CsrC, que secuestran a CsrA, lo que 

permite la activación de hilD y de SPI-1 (Martínez et al., 2011) (Fig. 3).  

Otro sistema de dos componentes que induce la expresión de los genes de SPI-1 es 

EnvZ/OmpR. Se plantea que este sistema actúa sobre HilD de manera postranscripcional (Fàbrega and 

Vila, 2013) y recientemente se ha determinado que su efecto positivo se debe en parte a la represión 

transcripcional que ejerce sobre el RNA pequeño MicC, el cual bloquea la traducción de hilD (Cakar 

et al., 2022). El sistema PhoQ/PhoP se activa cuando Salmonella se encuentra dentro de las SCVs y 

SPI-1 no es requerido (Ibarra et al., 2010; Laughlin et al., 2014). En estas condiciones PhoP regula 

negativamente a hilA a través de múltiples mecanismos: represión transcripcional directa del promotor 

de hilA, represión transcripcional indirecta de los promotores de hilD y rtsA, y activación del RNA 

pequeño PinT, que reprime la traducción de varios reguladores positivos de SPI-1 (Kim et al., 2019; 

Palmer et al., 2019) (Fig. 3). El sistema PhoR/PhoB se activa en condiciones de bajo fósforo inorgánico 

extracelular e induce la expresión de los genes fimYZ, que a su vez activan la expresión de HilE y por 

tanto se inactiva a HilD (Jones, 2005; Lucas et al., 2000) (Fig. 3). En condiciones inductoras de SPI-

2, en las cuales no es necesaria la expresión de SPI-1, se ha demostrado que el sistema de dos 

componentes SsrA/SsrB, principal activador de SPI-2, reprime la expresión de hilD e hilA por unión 

directa de SsrB al promotor de ambos genes (Pérez-Morales et al., 2017). Otros reguladores como FliZ 

y Fur regulan positivamente la expresión de los genes de SPI-1, el primero regula 

postranscripcionalmente la expresión de hilD y el segundo se une directamente y activa el promotor 

de hilD (Altier, 2005; Fàbrega and Vila, 2013; Teixidó et al., 2011). Por otra parte, la proteasa Lon 

regula negativamente a SPI-1 al degradar a HilD y HilC (Takaya et al., 2005) (Fig. 3). 
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4.4.1.1. HilD 

Como se mencionó anteriormente, HilD pertenece a la familia de reguladores transcripcionales 

AraC/XylS. Consta de 309 aminoácidos, su tamaño es de 34.3 kDa y tiene dos dominios HTH de unión 

a DNA en su extremo C-terminal. Además, HilD es capaz de dimerizar y de esta forma inducir la 

expresión de sus genes blanco (Grenz et al., 2018; Paredes-Amaya et al., 2018; Schechter and Lee, 

2001). 

HilD es el principal regulador de los genes de SPI-1 y actúa como un interruptor para integrar 

diversas señales ambientales e iniciar la activación de la expresión de los genes de esta isla (Ellermeier 

et al., 2005; Golubeva et al., 2012; Lawhon et al., 2002). HilD también regula, directa o indirectamente, 

la expresión de varios genes que se encuentran en otras islas genómicas, interconectando sus 

expresiones a la de los genes de SPI-1, como son los casos de sinR, gtgE, sigD y siiA (Colgan et al., 

2016; Martínez-Flores et al., 2016; Petrone et al., 2014). Asimismo, HilD induce la expresión de los 

genes de SPI-2, favoreciendo la transición del fenotipo de invasión al intracelular (Bustamante et al., 

2008); o incluso ha reclutado la movilidad para la virulencia de Salmonella, a través de la regulación 

que ejerce sobre el gen ancestral flhDC, regulador maestro de los genes del flagelo y quimiotaxis 

(Singer et al., 2014). 

 

4.4.1.2.SprB 

El regulador transcripcional SprB está codificado en SPI-1, pertenece a la familia de 

reguladores LuxR/UhpA y contiene un dominio HTH de unión a DNA en el extremo C-terminal. Sin 

embargo, SprB no regula la expresión de los genes de SPI-1, por lo que se ha planteado que su función 

es conectar la expresión de SPI-1 con la de otros genes fuera de esta isla (Eichelberg et al., 1999; Saini 

and Rao, 2010). La expresión de sprB es activada por HilA (Saini and Rao, 2010) y recientemente se 

ha determinado que HilD es capaz de antagonizar la represión que ejerce H-NS sobre su promotor 
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(Banda et al., 2019a). Recientes esfuerzos por dilucidar el regulón de SprB han mostrado que este 

regulador activa la expresión de varios genes hipotéticos y de algunos relacionados a la virulencia de 

Salmonella (Banda et al., 2019a; Smith et al., 2016). 

 

4.5. Respiración del nitrato 

La respuesta inflamatoria intestinal provocada por Salmonella proporciona, además de la 

alteración de la composición de la microbiota, una fuente localizada de nutrientes de alta energía. La 

motilidad y la quimiotaxis permiten que Salmonella acceda de manera eficiente a estos nutrientes y se 

acumulen en áreas proximales, lo que resulta en una replicación más rápida y un beneficio competitivo 

sobre la microbiota del intestino (Rivera-Chávez et al., 2013; Stecher et al., 2007). Las células del 

hospedero, sobre todo los macrófagos, liberan nitrato (NO3-) al lumen intestinal durante el proceso 

inflamatorio provocado por Salmonella. Este nitrato es preferentemente utilizado como aceptor final 

de electrones por la bacteria, presumiblemente debido a su alto potencial redox estándar (Fàbrega and 

Vila, 2013; Lopez et al., 2012). Diversos estudios destacan la importancia del nitrato como un aceptor 

de electrones energéticamente valioso que favorece la colonización del lumen intestinal inflamado de 

ratones (Lopez et al., 2015, 2012; Rivera-Chávez et al., 2013). 

Por su parte, el formiato producido por las bacterias a partir del piruvato durante la anaerobiosis 

sirve como un eficiente donador de electrones para la reducción final del nitrato a nitrito. La oxidación 

del formiato durante la respiración por nitrato es catalizada por el complejo enzimático formiato 

deshidrogenasa-N (Fdh-N) (Berg and Stewart, 1990; Wang and Gunsalus, 2003). La enzima Fdh-N es 

codificada por el operón fdnGHI y su expresión está acoplada a la expresión de la nitrato reductasa 

NarGHJI, a concentraciones medias y altas de nitrato en E. coli K-12 (Wang and Gunsalus, 2003). 

  



25 
 

5. ANTECEDENTES 

 

En estudios recientes de nuestro grupo de investigación, así como en recientes análisis de 

transcriptoma, se identificaron nuevos genes regulados por HilD en S. Typhimurium, incluyendo 

varios genes ancestrales, como phoH, yobH y fdnG (Banda et al., 2019a; Colgan et al., 2016; Martínez-

Flores et al., 2016; Smith et al., 2016). Estos genes se encuentran en muchas otras bacterias que no 

tienen a HilD, como E. coli K-12 y otras bacterias no patógenas; donde sus funciones no deben estar 

relacionada a virulencia: phoH codifica para una proteína con actividad ATPasa, yobH codifica para 

un polipéptido de función desconocida y fdnG codifica para la enzima formiato deshidrogenasa.  

Nuestros resultados previos indican que el gen phoH de S. Typhimurium, pero no phoH de E. 

coli K-12, se expresa en medios de cultivo ricos en nutrientes, como LB, condiciones que favorecen la 

expresión de los genes de SPI-1 en Salmonella (Valdespino-Díaz M.A., Tesis de Maestría). Por otro 

lado, nuestros análisis indican que tanto la secuencia de nucleótidos del gen estructural phoH, como la 

respectiva secuencia de aminoácidos, presentan una identidad mayor al 82% entre S. Typhimurium y 

E. coli K-12. En contraste, la región reguladora corriente arriba de phoH presenta baja identidad entre 

S. Typhimurium y E. coli K-12, sugiriendo que cambios en la región reguladora pueden haber generado 

nuevos mecanismos de control en Salmonella, como el mediado por HilD.  

Estudios de nuestro grupo demuestran que el gen yobH de S. Typhimurium es regulado 

indirectamente por HilD a través del regulador transcripcional SprB, el cual también se codifica en 

SPI-1 (Banda et al., 2019a). Además, una cepa de S. Typhimurium mutante en yobH presenta afectada 

la capacidad de invadir células HeLa y macrófagos RAW264.7 (Banda et al., 2019a). 

Por su parte, FdnG forma parte de la enzima formiato deshidrogenasa la cual participa en la 

cadena respiratoria del formiato-nitrato en E. coli. La enzima oxida el formiato a CO2 pasando 

electrones a la reserva de quinonas u otras proteínas para la posterior reducción del nitrato a nitrito 
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(Wang and Gunsalus, 2003). Coincidentemente S. Typhimurium se beneficia de la inflamación 

intestinal aguda, en parte mediante el uso del nitrato derivado del huésped para respirar 

anaeróbicamente y competir con éxito contra la microbiota durante el crecimiento en el lumen 

intestinal (Lopez et al., 2015). 

Estos antecedentes sugieren que la evolución de la patogenicidad de Salmonella ha involucrado 

el reclutamiento de actividades celulares ancestrales, como la de phoH, yobH y fdnG, mediante la 

adaptación de mecanismos de regulación transcripcional mediados por HilD.  
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6. HIPÓTESIS 

La evolución de la patogenicidad de Salmonella involucra el reclutamiento para la virulencia 

de las actividades celulares codificadas en los genes ancestrales phoH, yobH y fdnG, a través de la 

regulación transcripcional mediada por HilD. 

 

7. OBJETIVOS 

 

- Objetivo General 

Determinar los mecanismos moleculares involucrados en la regulación de los genes ancestrales phoH, 

yobH y fdnG por HilD y su relevancia para la virulencia de Salmonella enterica. 

 

- Objetivos Específicos 

1) Determinar el mecanismo por el cual HilD regula positivamente la expresión de los genes 

phoH, yobH y fdnG.  

2) Determinar si la regulación de phoH y fdnG por HilD y de yobH por HilD-SprB se adaptó 

mediante cambios en sus regiones reguladoras durante la divergencia de S. Typhimurium y E. 

coli K-12.  

3) Determinar si los genes phoH y fdnG están involucrados en la virulencia de S. Typhimurium. 
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8. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Las cepas, plásmidos y oligonucleótidos empleados en este trabajo se enlistan en las Tablas 1, 

2 y 3, respectivamente. 

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas 

Cepas Descripción* Referencia 

S. Typhimurium 

SL1344 Cepa silvestre; xyl, hisG, rpsL; StpR (Hoiseth and Stocker, 1981) 

DTM142 Derivada de SL1344; phoH::3XFLAG-km, 

StpR, KmR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

JPTM25 Derivada de ∆hilD::km; ∆hilD, StpR (Martínez et al., 2011) 

DTM143 Derivada de ∆hilD; ∆hilD 

phoH::3XFLAG, StpR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

DTM144 Derivada de SL1344; ∆phoB::km, StpR, 

KmR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

DTM145 Derivada de ∆phoB::km; ∆phoB, StpR (Valdespino-Díaz et al., 2022) 

DTM146 Derivada de ∆phoB; ∆phoB 

phoH::3XFLAG-km, StpR, KmR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

DTM150 Derivada de SL1344; ∆phoH::km, StpR, 

KmR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

DTM151 Derivada de SL1344; ∆siiE::km, StpR, 

KmR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

DTM122 Derivada de ΔsprB::km; ΔsprB, StpR (Banda et al., 2019a) 
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DTM125 Derivada de ΔyobH::km; ΔyobH, StpR (Banda et al., 2019a) 

DTM126  Derivada de ΔyobH; ΔyobH + 

yobH::3XFLAG-km, StpR, KmR 

(Banda et al., 2019a) 

DTM128 Derivada de yobH::3XFLAG-km; 

yobH::3XFLAG, StpR 

(Banda et al., 2019a) 

DTM132 Derivada de ΔsprB yobH::3XFLAG-km; 

ΔsprB yobH::3XFLAG, StpR 

(Banda et al., 2019a) 

DTM152 Derivada de ΔyobH; ΔyobH + 

yobHEc::3XFLAG-km, StpR, KmR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

DTM153 Derivada de ΔyobH; ΔyobH + 

yobHSTm_mut::3XFLAG-km, StpR, KmR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

DTM154 Derivada de SL1344; ΔinvC::km, StpR, 

KmR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

DTM155 Derivada de ΔinvC::km; ΔinvC, StpR Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

DTM156 Derivada de ΔinvC; ΔinvC ΔyobH::km, 

StpR, KmR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

DTM157 Derivada de ΔyobH + yobH::3XFLAG-km; 

ΔinvC::km ΔyobH + yobH::3XFLAG, 

StpR, KmR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

DTM158 Derivada de ΔyobH + yobHEc::3XFLAG-

km; ΔinvC::km ΔyobH + 

yobHEc::3XFLAG, StpR, KmR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

DTM159  Derivada de ΔyobH + yobHSTm-

_mut::3XFLAG-km; ΔinvC::km ΔyobH + 

yobHSTm_mut::3XFLAG, StpR, KmR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

fdnG::3XFLAG-km Derivada de SL1344; fdnG::3XFLAG-km, 

StpR, KmR 

Este trabajo 

E. coli 

MG1655 Cepa silvestre; prototrófica E. coli K-12 Michael Cashel 
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DH10β Cepa de laboratorio, StpR Invitrogen 

MC4100 F - (araD139) ∆(argF-lac)169λ - e14-

flhD5301 ∆(fruK-yeiR) 725(fruA25) relA1 

rpsL150(SmR) rbsR22 ∆(fimB-

fimE)632(::IS1)deoC1, StpR 

(Ferenci et al., 2009) 

 

BL21/DE3 Cepa para la expresión de proteínas 

recombinantes 

Invitrogen 

JPMC34 Derivada de MC4100 ∆hns::km; MC4100 

∆hns, StpR 

(Bustamante et al., 2011) 

JW0389 Derivada de BW25113; BW25113 

∆phoB::km, KmR 

(Baba et al., 2006) 

DTM147 Derivada de MG1655; phoH::3XFLAG-km, 

KmR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

DTM148 Derivada de BW25113 ∆phoB::km; 

BW25113 ∆phoB 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

DTM149 Derivada de BW25113 ∆phoB; BW25113 

∆phoB phoH::3XFLAG-km, KmR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

DTM160 Derivada de MG1655; yobH::3XFLAG-

km, KmR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

DTM161 Derivada de yobH::3XFLAG-km; 

yobH::3XFLAG 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

*AmpR, resistencia a ampicilina; KmR, resistencia a la kanamicina; StpR, resistencia a la estreptomicina 

 

Tabla 2. Plásmidos utilizados 

Plásmido Descripción* Referencia 

pKK232-8 Derivado del pBR322, contiene el 

gen cloranfenicol acetiltransferasa 

(cat) sin promotor, AmpR 

(Brosius, 1984) 

pphoHSTm-cat Derivado del pKK232-8, contiene 

una fusión transcripcional de phoH-

(Martínez-Flores et al., 2016) 
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cat de S. Typhimurium del 

nucleótido -653 al +416, AmpR 

pphoHEc-cat Derivado del pKK232-8, contiene 

una fusión transcripcional de phoH-

cat de E. coli del nucleótido -406 al 

+406, AmpR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

pP1phoHSTm-cat Derivado del pKK232-8, contiene 

una fusión transcripcional de phoH-

cat de S. Typhimurium del 

nucleótido -653 al +12, AmpR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

pP2phoHSTm-cat Derivado del pKK232-8, contiene 

una fusión transcripcional de phoH-

cat de S. Typhimurium del 

nucleótido -5 al +416, AmpR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

pP1phoHSTm-248+12-cat Derivado del pKK232-8, contiene 

una fusión transcripcional de phoH-

cat de S. Typhimurium del 

nucleótido -248 al +12, AmpR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

pP1phoHSTm-67+3-cat Derivado del pKK232-8, contiene 

una fusión transcripcional de phoH-

cat de S. Typhimurium del 

nucleótido -67 al +3, AmpR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

pphoHHilDmut-cat Derivada de pphoHSTm-cat, contiene 

mutaciones en el sitio de unión 

predicho de HilD, AmpR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

pphoHP1mut-cat Derivada de pphoHSTm-cat, contiene 

mutaciones en el promotor P1, AmpR 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

ppstSSTm-cat Derivado del pKK232-8, contiene 

una fusión transcripcional de pstS-

cat de S. Typhimurium del 

nucleótido -232 al +352 

(Valdespino-Díaz et al., 2022) 

pBADMycHisC Vector de expresión para construir 

fusiones MycHis en el extremo C-

Invitrogen 



32 
 

terminal, bajo un promotor inducible 

por arabinosa, AmpR 

pBAD-HilD1 Derivado de pBADMycHis, expresa 

a HilD-MycHis bajo un promotor 

inducible por arabinosa, AmpR 

(Martínez et al., 2011) 

pMPM-K6Ω Vector de clonación derivado del 

p15A, contiene un promotor 

inducible por arabinosa, KmR 

(Mayer, 1995) 

pK6-HilD Derivado del pMPM-K6Ω, expresa a 

HilD bajo un promotor inducible por 

arabinosa, KmR 

(Martínez-Flores et al., 2016) 

pMAL-HilD1 Derivado del pMAL-c2X, expresa a 

MBP-HilD a partir del promotor lac, 

AmpR 

(Bustamante et al., 2008) 

pBAD-H-NS-FH Derivado del pBADMycHisC, 

expresa a H-NS-FH a partir de un 

promotor inducible por arabinosa, 

AmpR 

(Banda et al., 2018) 

pKD46 Derivado del pINT-ts, expresa la 

recombinasa del fago λ Rojo a partir 

de un promotor inducible por 

arabinosa, AmpR 

(Datsenko and Wanner, 2000) 

pKD4 Plásmido templado derivado del 

pANTs, contiene un casete de 

kanamicina para la recombinación 

mediante el sistema del fago λ Rojo, 

AmpR 

(Datsenko and Wanner, 2000) 

pSUB11 Plásmido templado derivado del 

pGP704 para etiquetar con el epítopo 

3XFLAG 

(Uzzau et al., 2001) 

pFLP3 Derivado del pFLP2, expresa la 

recombinasa de levadura Flp, AmpR, 

TetR 

(Choi et al., 2005) 
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pyobHSTm-cat Derivado del pKK232-8, contiene 

una fusión transcripcional de yobH-

cat de S. Typhimurium del 

nucleótido -193 al +113, AmpR 

(Banda et al., 2019a) 

pyobHSTm-mut-cat Derivada de yobHSTm-cat, contiene 

mutaciones en el sitio de unión de 

SprB, AmpR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

pyobHSTm-193+10-cat Derivado del pKK232-8, contiene 

una fusión transcripcional de yobH-

cat de S. Typhimurium del 

nucleótido -193 al +10, AmpR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

pyobHSTm-61+10-cat Derivado del pKK232-8, contiene 

una fusión transcripcional de yobH-

cat de S. Typhimurium del 

nucleótido -61 al +10, AmpR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

pyobHSTm-61+10mut-cat Derivada de yobHSTm-cat-61+10, 

contiene mutaciones en el sitio de 

unión de SprB, AmpR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

pyobHSTm-33+10-cat Derivado del pKK232-8, contiene 

una fusión transcripcional de yobH-

cat de S. Typhimurium del 

nucleótido -33 al +10, AmpR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

pyobHEc-cat Derivado del pKK232-8, contiene 

una fusión transcripcional de yobH-

cat de E. coli K-12 del nucleótido -

195 al +116, AmpR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

pyobHEc-mut-cat Derivada de yobHEc-catmut, contiene 

mutaciones en el sitio de unión de 

SprB, AmpR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

pyobHEc-61+10-cat Derivado del pKK232-8, contiene 

una fusión transcripcional de yobH-

cat de E. coli K-12 del nucleótido -

61 al +10, AmpR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 
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pyobHEc-61+10mut-cat Derivada de yobHEc-cat-61+10 

contiene mutaciones en el sitio de 

unión de SprB, AmpR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

pK6-SprB Derivado del pMPM-K6Ω, expresa a 

SprB bajo un promotor inducible por 

arabinosa, KmR 

(Banda et al., 2019a) 

p2795 Derivado del pBluescript SK+, 

contiene aph FRT, AmpR, KmR 

(Husseiny and Hensel, 2005) 

p2795-YobHSTm-FLAG Derivado de p2795, contiene los 

genes yobHSTm::3XFLAG y aph 

flanqueados por FRT’s, AmpR, KmR 

(Banda et al., 2019a) 

p2795-YobHEc-FLAG Derivado de p2795, contiene los 

genes yobHEc::3XFLAG y aph 

flanqueados por FRT’s, AmpR, KmR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

p2795-YobHSTm_mut-

FLAG 

Derivado de p2795, contiene los 

genes yobHSTm_mut::3XFLAG y aph 

flanqueados por FRT’s, AmpR, KmR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

pGEN-luxCDABE Derivado de p15A, contiene el 

operón luxCDABE corriente abajo 

del promotor sintético constitutivo 

em7, AmpR 

(Lane et al., 2007) 

pyobH-lux Derivado de pGEN-luxCDABE, 

contiene una fusión transcripcional 

yobH-lux de S. Typhimurium del 

nucleótido -193 al +113, AmpR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

pWSK129 Vector de clonación, ori pSC101, 

KmR 

(Wang and Kushner, 1991) 

pPsprB-sprB Derivado de pWSK129, expresa a 

SprB a partir del promotor nativo de 

sprB, KmR 

Valdespino-Díaz et al., 2022 

(no publicado) 

pfdnGSTm-cat Derivado de pKK232-8, contiene la 

fusión transcripcional fdnG-cat de S. 

Deyanira Pérez 
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Typhimurium del nucleótido -419 al 

+198, AmpR 

pfdnGEc-cat Derivado de pKK232-8, contiene la 

fusión transcripcional fdnG-cat de E. 

coli del nucleótido -423 al +149, 

AmpR 

Este trabajo 

*Las coordenadas de las fusiones transcripcionales de phoH al gen cat se indican con respecto al sitio de inicio 

transcripcional del promotor P1 del gen. AmpR, resistencia a ampicilina; KmR, resistencia a la kanamicina; StpR, 

resistencia a la estreptomicina; TetR, resistencia a tetraciclina. 

 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados 

Nombre Secuencia (5’ – 3’)* Gen blanco Modificación 

Construcción de fusiones transcripcionales a cat 

phoH-Fw CGAGGATCCAATATGGCTGGCTGGATC

TG 

phoHSTm BamHI 

phoH-Rv14 CGAAAGCTTGTCAGTCTCTTACAGAAA

GATTAC 

phoHSTm HindIII 

phoH-Fw15 CGAGGATCCTGTAAGAGACTGACAAT

GACGC 

phoHSTm BamHI 

phoH-Rv CGAAAGCTTCCATGGATAGCACCTTGA

GT 

phoHSTm HindIII 

phoH-Fw27 CGAGGATCCTGACGCAATAGAGTAAT

GACAAAA 

phoHSTm BamHI 

phoH-Fw37 GATCCCCCGCAGTAGCTAATGATTATC

TTTTTTAGTCTCCTGCCGATGAAATAA

TCGTGTAATCTTTCTGTAAGAA 

phoHSTm  

phoH-Rv38 AGCTTTCTTACAGAAAGATTACACGAT

TATTTCATCGGCAGGAGACTAAAAAA

GATAATCATTAGCTACTGCGGGG 

phoHSTm  

phoH-Fw79 CAGCATTAATACCCGCAGTAGAAAGC

ACACAGCTTTTTTAGTCTCCTGCCGAT

G 

phoHSTm  
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phoH-Rv80 CATCGGCAGGAGACTAAAAAAGCTGT

GTGCTTTCTACTGCGGGTATTAATGCT

G 

phoHSTm  

phoH-Fw83 CTGCCGATGAAATAATCGTGCGGCTCT

TCTGTAAGAGACTGACAATG 

phoHSTm  

phoH-Rv84 CATTGTCAGTCTCTTACAGAAGAGCCG

CACGATTATTTCATCGGCAG 

phoHSTm  

SL1770-FW22 CCTGGATCCACAGCAACAGGCATACTA

C 

yobHSTm BamHI 

SL1770-RV11 GTTAAGCTTACTTCCCACCAGGATGCC yobHSTm HindIII 

grhD2-FW45 CTGTAGCGGCATTATATGTTTTTAAAG

GCAGTTCACTTGTTTCAATCAATGTAC

AC 

yobHSTm  

grhD2-RV46 GTGTACATTGATTGAAACAAGTGAACT

GCCTTTAAAAACATATAATGCCGCTAC

AG 

yobHSTm  

SL1770-FW25 CGAGGATCCCATTATATGTTTTTAGGA

ATGATTCA 

yobHSTm BamHI 

SL1770-RV26 CGAAAGCTTTTTTTAGTTAGAATAAGA

GTAGCGT 

yobHSTm HindIII 

SL1770-FW33 GATCCCATTATATGTTTTTAAAGGCAG

TTCACTTGTTTCAATCAATGTACACGC

TACTCTTATTCTAACTAAAAAA 

yobHSTm  

SL1770-RV34 AGCTTTTTTTAGTTAGAATAAGAGTAG

CGTGTACATTGATTGAAACAAGTGAAC

TGCCTTTAAAAACATATAATGG 

yobHSTm  

SL1770-FW29 GATCCTGTTTCAATCAATGTACACGCT

ACTCTTATTCTAACTAAAAAA 

yobHSTm  

SL1770-RV30 AGCTTTTTTTAGTTAGAATAAGAGTAG

CGTGTACATTGATTGAAACAG 

yobHSTm  

SL1770Ec-FW93 CGAGGATCCCAAAGCAGCAAGCAAGC

CAAC 

yobHEc BamHI 
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SL1770Ec-RV94 CGAAAGCTTCTTTGCTTCCAATCAAAA

CGCC 

yobHEc HindIII 

yobH-FW47 CTATGTCGATATTCGTGCTTTTTCAAG

GCAGGTCGCTTGCTTCAGCGCATAT 

yobHEc  

yobH-RV48 ATATGCGCTGAAGCAAGCGACCTGCCT

TGAAAAAGCACGAATATCGACATAG 

yobHEc  

yobH-FW49 GATCCTATTCGTGCTTTTTCGGAATGA

GTCGCTTGCTTCAGCGCATATTGCCGC

TACGATTAAGCGAACATAAAAA 

yobHEc  

yobH-RV50 AGCTTTTTTATGTTCGCTTAATCGTAGC

GGCAATATGCGCTGAAGCAAGCGACT

CATTCCGAAAAAGCACGAATAG 

yobHEc  

yobH-FW53 GATCCTATTCGTGCTTTTTCAAGGCAG

GTCGCTTCTTCAGCGCATATTGCCGCT

ACGATTAAGCGAACATAAAAA 

yobHEc  

yobH-RV54 AGCTTTTTTATGTTCGCTTAATCGTAGC

GGCAATATGCGCTGAAGCAAGCGACC

TGCCTTGAAAAAGCACGAATAG 

yobHEc  

fdnG-Fw CGAGGATCCTGACAAACAGTACGCTG

CCT 

fdnGSTm BamHI 

fdnG-Rv CGAAAGCTTAGCTTATAGTTTCGCGCC

TG 

fdnGSTm HindIII 

fdnGEc-Fw63 CAGGGATCCTGACGAATAACAGACTC

CCGG 

fdnGEc BamHI 

fdnGEc-Rv64 CGAAAGCTTAATTTGTAGTTTCGCGCC

TGAG 

fdnGEc HindIII 

Construcción de fusiones transcripcionales a lux 

yobH-luxF 
CCTGGATCCACAGCAACAGGCATACTA

C 

yobHSTm BamHI  

yobH-luxR GTTTACGTAACTTCCCACCAGGATGCC  yobHSTm SnaBI 

Clonaje de genes 

SL1770-FW22 CCTGGATCCACAGCAACAGGCATACTA

C 

yobHSTm BamHI 
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1770-SalIRv GGAGTCGACCGTAAAAGTAGATAATA

TCTGTCG 

yobHSTm SalI 

yobH-FBamHI CTGGGATCCTGTACATCCTGATCGCAC

ATC 

yobHEc BamHI 

yobH-R2SalI GAGGTCGACAACCTGTCGGAATATCA

AACAG 

yobHEc SalI 

srpB-sprB-F CTGGTCGACTTTCACAAGTCGCGACGA

TGTG 

sprB SalI 

sprB-sprB-R CAGTCTAGAGCTCAACACATGGTCATA

AAT 

sprB XbaI 

Inserción de genes en el cromosoma 

SL1770-FW22 CCTGGATCCACAGCAACAGGCATACTA

C 

yobHSTm  

1770FLAG-

H2P2-C 

TTATGAACAACAGCCAATATAGGGGA

ATTATTGGTGATAGTTTAATACGACTC

ACTATAGGGCG 

yobHSTm  

yobH-H1P1-

RREc 

TACCACCACGATGCCGAGAACGACCC

ATCGAAATTTTTTCACTCCAATCTCCGT

TTCACCTAC 

yobHEc  

Deleción de genes 

EyobHH1P1 GCGAACATAAAAAGAGAAGAGGTTGT

AATGCGATTCATCATTTGTAGGCTGGA

GCTGCTTCG 

yobHEc  

EyobHH2P2 GGTTATTTATTGCCCTTAACCATTATCG

ACCACGATATTGCTCATATGAATATCCT

CCTTAG 

yobHEc  

Etiquetado de genes con FLAG 

EyobHFLAG-F TGCCCGCTGTTACGCAAAAGCAATATC

GTGGTCGATAATGGTGACTACAAAGACC

ATGACGG 

yobHEc  

EyobHFLAG-R GAGTATTTTACTCAGGAGTGAGAATCT

GGTTATTTATTGCCCCATATGAATATCCT

CCTTAG 

yobHEc  
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fdnGSFg-FW GCCGGAATACAAAGCGTTTTTAGTTAA

CATCGAGAAGGCGGACTACAAAGACCA

TGACGGT 

fdnGSTm  

fdnGSFg-RV AATAATGTCCTGCGTTTCCATAGACAT

ATGTTCGCCTCCCCATATGAATATCCTCC

TTAGTTC 

fdnGSTm  

Caracterización de cepas mutantes y genes etiquetados con FLAG 

K1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT   

K2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC   

Caracterización de fusiones transcripcionales a cat 

PKKSEQ1-VB CAACGGTGGTATATCCAGTG   

PKKSEQ2-VB GAGGCCCTTTCGTCTTCAAG   

Ensayos de retardo en gel 

phoH-Fw CGAGGATCCAATATGGCTGGCTGGATC

TG 

phoHSTm BamHI 

phoH-Rv CGAAAGCTTCCATGGATAGCACCTTGA

GT 

phoHSTm HindIII 

phoH-Rv14 CGAAAGCTTGTCAGTCTCTTACAGAAA

GATTAC 

phoHSTm HindIII 

phoH-Fw15 CGAGGATCCTGTAAGAGACTGACAAT

GACGC 

phoHSTm BamHI 

phoH-Fw17 CGAGGATCCAGCGATGGGAGAGAGGA

CAC 

phoHSTm          BamHI 

phoH-Rv84 CATTGTCAGTCTCTTACAGAAGAGCCG

CACGATTATTTCATCGGCAG 

phoHSTm  

phoH-Fw41 CGAGGATCCTGGATATGGGGTTGCTGT

TTG 

phoHEc BamHI 

phoH-Rv42 CGAAAGCTTCATGGAGAGCACCTTGA

GTTG 

phoHEc HindIII 

*Las letras subrayadas indican el respectivo sitio de la enzima de restricción en el oligonucleótido. Las 

secuencias correspondientes a los plásmidos templado pKD4 o pSUB11 (Tabla 2) están en cursiva. 

 



40 
 

8.1.Medios de cultivo 

Los cultivos bacterianos se crecieron en medio LB, que contiene 0.1% triptona, 0.5 % extracto 

de levadura y 0.1% NaCl, ajustado a pH 7.5; y en MM-N (medio mínimo N), que contiene 5 mM KCl, 

7.5 mM (NH4)2SO4, 0.5 mM K2SO4, 100 mM Tris-HCl (pH 7.5), 10 μM MgCl2, 0.1% 

casaminoácidos y KH2PO4 a 640 μM o 64 μM para recrear condiciones de alto o bajo fósforo 

inorgánico respectivamente. Cuando fue necesario, los medio fueron suplementados con los siguientes 

antibióticos: ampicilina (200 μg/ml), estreptomicina (100 μg/ml), kanamicina (20 μg/ml) o tetraciclina 

(12 μg/ml). 

 

8.2.Construcción de plásmidos 

En las Tablas 2 y 3 se indican los plásmidos utilizados y construidos, así como los 

oligonucleótidos utilizados. Para construir los plásmidos pP1phoHSTm-cat, pP2phoHSTm-cat y 

pphoHSTm-248+12-cat, la secuencia corriente arriba correspondiente de phoHSTm (-653 a +12; -5 a 

+416 y -248 a +12, respectivamente, con respecto al promotor P1) se amplificó por PCR con los pares 

de oligonucleótidos phoH-Fw/phoH-Rv14, phoH-Fw15/phoH-Rv y phoH-Fw27/phoH-Rv14 

respectivamente, utilizando el DNA cromosómico de la cepa WT S. Typhimurium SL1344 como 

templado. Los plásmidos pyobHSTm-cat-193+10 y pyobHSTm-cat-61+10 se construyeron mediante 

amplificación por PCR de las secuencias de nucleótidos determinadas del gen yobHSTm con los pares 

de oligonucleótidos SL1770-FW22/SL1770-RV26 y SL1770-FW25/SL1770-RV26 respectivamente; 

usando DNA cromosómico de la cepa WT S. Typhimurium como templado. El plásmido pyobHEc-cat 

se construyó mediante amplificación por PCR de la secuencia de nucleótidos -195/+116 del gen yobHEc 

con el par de oligonucleótidos SL1770Ec-FW93/SL1770Ec-RV94 utilizando DNA cromosómico de 

la cepa WT E. coli K-12 MG1655 como templado. Todos los productos de PCR anteriores se 
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purificaron y digirieron con las enzimas BamHI y HindIII y se clonaron en los mismos sitios de 

restricción del vector pKK232-8. 

Los plásmidos pphoHHilDmut-cat y pphoHP1mut-cat, que contienen mutaciones en el sitio de unión 

a HilD predicho y el promotor P1 respectivamente, se construyeron mediante PCRs solapados 

utilizando el DNA cromosómico de la cepa WT S. Typhimurium SL1344 como templado. En primer 

lugar, se obtuvieron dos productos de PCR para cada plásmido, con los pares de oligonucleótidos 

phoH-Fw/phoH-Rv80 y phoH-Fw79/phoH-Rv para pphoHHilDmut-cat, y con los pares de 

oligonucleótidos phoH-Fw/phoH-Rv84 y phoH-Fw83/phoH-Rv para pphoHP1mut-cat. Los productos 

de PCR se purificaron y los correspondientes a cada plásmido se mezclaron y utilizaron como templado 

para un segundo PCR con los oligonucleótidos externos phoH-Fw y phoH-Rv. Los productos de PCR 

resultantes se purificaron y digirieron con las enzimas BamHI y HindIII y se clonaron en los mismos 

sitios de restricción del vector pKK232-8. Los plásmidos pyobHSTm_mut-cat y pyobHEc_mut-cat que 

contienen mutaciones en el sitio de unión de SprB se construyeron mediante PCRs solapados 

utilizando DNA cromosómico de las cepas DTM128 (yobHSTm::3XFLAG) de S. Typhimurium y 

DTM160 (yobHEc::3XFLAG) de E. coli K-12 como templado, respectivamente. Primero, los productos 

individuales se amplificaron por PCR con los pares de oligonucleótidos SL1770-FW22/grhD2-RV46 

y grhD2-FW45/1770-SalIRv para pyobHSTm_mut-cat; y SL1770Ec-FW93/yobH-RV48 y yobH-

FW47/yobHR2-SalI para pyobHEc_mut-cat. Los productos de PCR se purificaron, mezclaron y usaron 

como templado para un segundo PCR con los oligonucleótidos externos SL1770-FW22/1770-SalIRv 

para pyobHSTm_mut-cat y SL1770Ec-FW93/yobHR2-SalI para pyobHEc_mut-cat. Luego, los 

fragmentos resultantes se purificaron y usaron como templado en una nueva PCR con los pares de 

oligonucleótidos SL1770-FW22/SL1770-RV11 y SL177Ec-FW93/SL177Ec-RV94 para 

pyobHSTm_mut-cat y pyobHEc_mut-cat respectivamente. Estos productos de PCR se purificaron y 

digirieron con las enzimas BamHI y HindIII y se clonaron en los mismos sitios de restricción del vector 

pKK232-8. 
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El plásmido pphoHSTm-67+3-cat se construyó con los oligonucleótidos autocomplementarios 

phoH-Fw37 y phoH-Rv38. Estos oligonucleótidos se mezclaron en una proporción 1:1, se calentaron 

a 95 °C durante 10 min y luego se enfriaron a temperatura ambiente durante 1 h. El producto de doble 

cadena obtenido contiene extremos cohesivos para su clonación en los sitios de restricción BamHI y 

HindIII del vector pKK232-8. Los plásmidos pyobHSTm-cat-33+10, pyobHSTm-cat-61+10mut, 

pyobHEc-cat-61+10 y pyobHEc-cat-61+10mut se construyeron mediante los pares de oligonucleótidos 

autocomplementarios SL1770-FW29/SL1770-RV30, SL1770- FW33/SL1770-RV34, yobH-

FW49/yobH-RV50 y yobH-FW53/yobH-RV54 respectivamente, utilizando la misma metodología 

descrita anteriormente. Los pares de oligonucleótidos utilizados para generar pyobHSTm-cat-

61+10mut y pyobHEc-cat-61+10mut contienen mutaciones en el sitio de unión de SprB. 

El plásmido p2795-YobHEc-FLAG se construyó mediante amplificación por PCR del gen 

yobHEc::3XFLAG con el par de oligonucleótidos yobH-FBamHI/yobH-R2SalI y DNA cromosómico 

de la cepa DTM160 (yobHEc::3XFLAG) de E. coli K-12 como templado . El producto PCR purificado 

se digirió con las enzimas SalI y BamHI y se clonó en los mismos sitios de restricción del vector 

p2795. El plásmido p2795-YobHSTm_mut-FLAG, que contiene mutaciones en el sitio de unión de 

SprB, se construyó mediante PCR solapado usando DNA cromosómico de la cepa DTM128 

(yobHSTm::3XFLAG) de S. Typhimurium como templado. Primero, los productos individuales se 

amplificaron por PCR con los pares de oligonucleótidos SL1770-FW22/grhD2-RV46 y grhD2-

FW45/1770-SalIRv. Los productos de PCR se purificaron, mezclaron y usaron como templado para 

una segunda PCR con los oligonucleótidos externos SL1770-FW22 y 1770-SalIRv. Luego, el 

fragmento resultante se purificó, se digirió con las enzimas BamHI y SalI y se clonó en los mismos 

sitios de restricción del vector p2795. 

Para construir el plásmido pyobH-lux (Tabla 2), se reemplazó el promotor em7 del plásmido 

pGEN-luxCDABE (plásmido Addgene # 44918) con la respectiva región reguladora de yobHSTm. La 

región reguladora de yobHSTm se amplificó por PCR con el par de oligonucleótidos yobH-luxF/yobH-
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luxR. Los productos de PCR se digirieron con las enzimas BamHI y SnaBI y luego se clonaron en los 

mismos sitios de restricción del pGEN-luxCDABE. Para construir el plásmido psprB-sprB se 

amplificó por PCR la secuencia que abarca el gen estructural sprB junto a su región reguladora, con el 

par de oligonucleótidos sprB-sprB-F/sprB-sprB-R, utilizando el DNA cromosómico de la cepa WT S. 

Typhimurium SL1344 como templado. El producto de PCR fue digerido con las enzimas SalI y XbaI 

y clonado en los mismos sitios de restricción del vector de bajo número de copias pWSK129. 

En todos los casos descritos anteriormente, para las reacciones de ligación se cuantificó la 

concentración de DNA de los fragmentos a insertar y vector mediante un “NanoDrop 2000/2000c 

Spectrophotometer” (Thermo scientific). El producto de PCR y el vector se ligaron poniéndolos en la 

reacción de ligación en una proporción aproximada de 5:1 molar. Esta reacción se incubó a 22°C 

durante 1 h y se utilizaron de 2 a 3 μl para transformar la cepa E. coli DH10β. Para confirmar que la 

clonación del fragmento de DNA en el vector se llevó a cabo, se purificaron plásmidos de varias 

transformantes de E. coli DH10β con el kit Zyppy Plasmid Miniprep (ZYMO RESEARCH), mismos 

que fueron visualizados en un gel de agarosa al 1%. Aquellos plásmidos que contenían un inserto, 

fueron utilizados para amplificar por PCR el inserto que contenían y así corroborar su tamaño. Se 

seleccionaron los plásmidos que tuvieran el inserto correcto se enviaron a la Unidad de Síntesis y 

Secuenciación del Instituto de Biotecnología de la UNAM para obtener y verificar la secuencia de 

nucleótidos. 

 

8.3.Preparación de células electrocompetentes 

Las diferentes cepas de interés se cultivaron en 5 ml de LB adicionado con los antibióticos 

correspondientes y se incubaron a 37°C en agitación a 200 rpm durante toda la noche. Al otro día, se 

emplearon 1 ml de estos cultivos para inocular un matraz de 250 ml con 100 ml de medio de cultivo 

SOB adicionado con los mismos antibióticos. Estos cultivos se incubaron durante 2 a 3 h a 37°C a 200 
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rpm, hasta que alcanzaron una D.O.600nm de 0.6 a 0.8. Posteriormente, los cultivos se centrifugaron 

por 8 min a 8,000 rpm a 4°C en tubos Nalgene, se desechó el sobrenadante, la pastilla se lavó con 30 

ml de agua MQ fría estéril y se centrifugó en las mismas condiciones. Después, el sobrenadante se 

desechó, se resuspendió la pastilla en 30 ml de glicerol al 10% estéril frío y se procedió a centrifugar 

en las mismas condiciones. Finalmente, se desechó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 500 

μl de glicerol al 10% estéril frío. 

 

8.4.Electroporación 

Se mezclaron 50 μl de células electrocompetentes con 5 μl de DNA plasmídico. Esta mezcla 

se colocó en una celda de electroporación fría (BIORAD) y se le dio un pulso eléctrico de 2.5 kV 

durante 5.5 ms usando un electroporador “E. coli pulser” (BIORAD). Posteriormente, se agregó a la 

celda 1 ml de medio de cultivo SOC y se mezcló, después se transfirió el contenido a un tubo de ensayo 

y se incubó durante 1 h a 37°C con agitación a 200 rpm. Finalmente, se sembraron entre 100-200 μl 

del cultivo en cajas Petri con medio LB solidificado conteniendo agar al 1.5% con los antibióticos 

correspondientes e incubándose a 37°C durante 16 h aproximadamente. 

 

8.5.Construcción de cepas mutantes 

La mutagénesis se realizó de acuerdo con la técnica descrita por Datsenko y Warner (Datsenko 

and Wanner, 2000). La estrategia general se basó en reemplazar a los genes a deletar en la cepa S. 

Typhimurium SL1344 (Tabla 1), con un gen seleccionable de resistencia a kanamicina que es generado 

por PCR utilizando oligonucleótidos que tienen 42 nucleótidos homólogos al gen que se desea remover 

(H1 y H2) más la secuencia correspondiente a P1 y P2 del plásmido pKD4 (20 nucleótidos) (Tabla 3). 

En este procedimiento, la recombinación requiere la recombinasa del fago λ Rojo, la cual es sintetizada 
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bajo el control de un promotor inducible por arabinosa en un plásmido de bajo número de copias 

(pKD46) (Tabla 2).  

Inicialmente, se amplificó mediante PCR el gen cuyo producto confiere resistencia a 

kanamicina a partir del plásmido pKD4, empleando los oligonucleótidos H1P1 y H2P2 

correspondientes al gen a eliminar (Tabla 3). Se prepararon 5 mezclas de reacción de PCR y los 

productos se concentraron en uno solo. Para esto, se agregaron 100 μl de acetato de amonio pH 7.8, 

300 μl de fenol y 300 μl de cloroformo alcohol isoamílico, se mezcló y se centrifugó durante 5 min a 

14,000 rpm. Después se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo y se agregó 1 ml de etanol absoluto, 

se agitó y se dejó precipitar durante 1 h a -70°C. Transcurrido ese tiempo, se centrifugó durante 30 

min a 14,000 rpm, se desechó el sobrenadante y se agregó 1 ml de etanol al 70%. Después se centrifugó 

durante 10 min a 14,000 rpm, se desechó el sobrenadante y las pastillas se resuspendieron en 7 μl de 

agua. Se utilizó 1 μl de este producto para una electroforesis en gel de agarosa al 1% con la finalidad 

de revisar el producto concentrado.  

Por otra parte, se puso un preinóculo de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene el 

plásmido pKD46 en una caja de LB adicionada con ampicilina y se incubó durante toda la noche a 

30°C. Al otro día se inocularon 40 colonias en 25 ml de SOB suplementado con 2.5 ml de L-arabinosa 

1M y ampicilina, y se incubaron a 30°C con agitación hasta una D.O.600nm de 0.6. Estas células 

fueron preparadas para una transformación, para lo cual se centrifugaron durante 10 min a 8,000 rpm 

a 4°C, se desechó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 1 ml de agua fría estéril. 

Posteriormente se centrifugó durante 5 min a 8,000 rpm a 4°C, se desechó el sobrenadante y se 

resuspendió en 1 ml de agua fría estéril, se repitió este paso de lavado 2 veces para finalmente 

resuspender la pastilla en 100 μl de agua fría estéril. 50 μl de estas células electrocompetentes fueron 

transformadas por electroporación con 3 μl del producto de PCR concentrado y se incubaron en 1 ml 

de medio SOC durante 3 h a 30 °C. Posteriormente se sembraron 200 μl en agar LB adicionado con 

kanamicina y se incubaron a 42°C durante toda la noche. Las transformantes que se obtuvieron se 
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resembraron en agar LB adicionado con kanamicina a 42°C con el fin de separar colonias. Finalmente 

se sembraron en medio LB adicionado con estreptomicina, kanamicina o ampicilina, con el fin de 

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

aquellas colonias que fueron resistentes a kanamicina y sensibles a ampicilina se realizaron distintos 

PCR con varios juegos de oligonucleótidos (Tabla 3) que permiten amplificar regiones del gen de 

resistencia a kanamicina y/o las regiones que los flanquean. Todas las cepas mutantes fueron 

verificadas mediante secuenciación de los productos de PCR.  

Para la construcción de las cepas mutantes complementadas en el cromosoma, se siguió la 

metodología descrita anteriormente, pero con los siguientes cambios:  

En el paso de la amplificación mediante PCR del gen de resistencia a kanamicina, éste se 

amplificó junto con el gen que se quiso insertar, utilizando como molde el plásmido p2795 que 

contiene al gen a insertar. Por otro parte, la cepa de S. Typhimurium que se utilizó para preparar células 

competentes y transformarlas, fue la cepa mutante a complementar conteniendo el plásmido pKD46. 

 

8.6.Construcción de cepas que expresan genes etiquetados con el epítopo FLAG 

Para etiquetar al gen cromosomal deseado con el epítopo FLAG (3XFLAG), se empleó una 

modificación del sistema del fago λ Rojo para la mutagénesis, descrito previamente (Datsenko and 

Wanner, 2000). Esta modificación consiste en agregar en fase el epítopo FLAG al final del gen 

cromosomal que se requiere etiquetar, sustituyendo de esta manera el codón de término (Uzzau et al., 

2001). Para esto se utilizaron oligonucleótidos con homología a las regiones que flanquean el codón 

de término del gen, y que a su vez también tienen homología con regiones del plásmido pSUB11, que 

se usó como molde para amplificar el epítopo 3XFLAG junto con el gen de resistencia a kanamicina 

(3XFLAG-km). Una vez obtenidos los productos de PCR, se procedió de la misma manera que en el 

apartado “Construcción de cepas mutantes”. Cuando el gen a etiquetar era de E. coli, se utilizó la cepa 
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de E. coli MG1655 que contiene el plásmido pKD46. Al final se seleccionaron aquellas cepas cuyos 

productos de PCR correspondían al tamaño del epítopo 3XFLAG-km. Todas las cepas etiquetadas 

fueron verificadas mediante secuenciación de los productos de PCR. 

 

8.7.Cultivos bacterianos para cuantificar la expresión de los genes 

 Medio LB 

Las cepas que contienen genes etiquetados con el epítope de 3XFLAG o plásmidos que llevan 

las fusiones transcripcionales al gen reportero cat se cultivaron en 5 ml de medio LB adicionado con 

los antibióticos correspondientes y se incubaron a 37°C con agitación a 200 rpm durante toda la noche. 

Al día siguiente, se tomaron 500 μl de cada cultivo y se inocularon por cada cepa a evaluar 2 matraces 

de 250 ml con 50 ml de LB adicionado con los mismos antibióticos. Estos cultivos se incubaron a 

37°C en agitación a 200 rpm durante 6 o 9 h según correspondiera. Se tomaron muestras de 1.5 ml de 

cultivo una vez transcurrido el tiempo de incubación para analizar la expresión de las diferentes 

fusiones transcripcionales o para la detección de proteínas por medio de Western blot. Posteriormente 

se procedió a centrifugar todas las muestras durante 2 min a 13,000 rpm, se desechó el sobrenadante y 

las pastillas obtenidas se procesaron como se indica en el apartado “Inmunodetección de proteínas 

mediante Western blot”. En cambio, cuando las pastillas se utilizaron para la cuantificación de la 

actividad de específica de CAT, éstas se lavaron con 800 μl de solución de lavado TDTT (Tris-HCl, 

pH 7.8 50 mM, y DL-ditiotreitol 30 μM), y después de centrifugar en las mismas condiciones que 

anteriormente, se desechó el sobrenadante. En caso de no utilizar las pastillas inmediatamente, se 

almacenaron a -20°C, de lo contrario, se resuspendieron en 500 μl de TDTT. 

 Medio mínimo N (MM-N) 

De igual forma que para la cuantificación de la expresión de los genes en medio LB, las cepas 

que contienen los plásmidos que llevan las fusiones transcripcionales al gen reportero cat se cultivaron 
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en 5 ml de medio LB adicionado con los antibióticos para los que tienen resistencia y se incubaron a 

37°C en agitación a 200 rpm durante toda la noche. Al día siguiente se hicieron dos pastillas 

centrifugando 1.5 ml de los cultivos y se lavaron con 1 ml de medio MM-N. Posteriormente las 

pastillas se resuspendieron en 500 μl de MM-N y con cada una de ellas se inocularon dos matraces con 

50 ml de MM-N. Los cultivos se incubaron durante 16 h a 37°C en agitación a 200 rpm, hora a la cual 

se tomó una muestra de 3 ml, también midiéndose la densidad óptica de los cultivos a 600 nm. Las 

muestras se centrifugaron durante 2 min y se desechó el sobrenadante. Las pastillas obtenidas se 

procesaron como se indica en el apartado “Inmunodetección de proteínas mediante Western blot” o se 

lavaron con 800 μl de solución de lavado TDTT para la detección de la actividad específica CAT. En 

caso de no utilizar las pastillas inmediatamente, se almacenaron a -20°C, de lo contrario, se 

resuspendieron en 500 μl de TDTT. 

 

8.8.Cuantificación de la actividad enzimática específica CAT (Cloranfenicol Acetil 

Transferasa) 

La actividad de la enzima Cloranfenicol Acetil Transferasa fue medida usando una 

modificación de un método espectrofotométrico. Primero, las pastillas resuspendidas en TDTT fueron 

sonicadas durante 3 min en un sonicador “Vibra Cell”, con pulsos de 10 s y períodos de reposo de 10 

entre cada pulso, obteniéndose un tiempo total de sonicación de 6 min. Posteriormente las muestras 

sonicadas fueron centrifugadas durante 15 min a 14,000 rpm y se transfirió el sobrenadante obtenido 

a tubos nuevos. 

Para la cuantificación de las proteínas totales en los sobrenadantes obtenidos se utilizaron 

placas de cultivo celular de 96 pozos (Costar), donde se agregaron por duplicado 10 μl de cada muestra 

por pozo, utilizando como blanco 10 μl de TDTT. Después, se añadió a cada pozo 200 μl de una mezcla 

(50:1) de los reactivos A y B del estuche BCA “Protein Assay Reagent” (Pierce) y se incubó la placa 
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durante 30 min a 37°C. Posteriormente, se calculó la concentración de proteínas totales mediante la 

lectura de la absorbancia a 562 nm en un lector automatizado de microplacas tipo CERES 900 C (Bio-

Tek Instruments Inc.), utilizando el programa KC3. Los valores obtenidos se interpolaron en una curva 

estándar de concentraciones de la proteína ASB (de 0 a 1.5 mg/ml) previamente almacenada en dicho 

programa. 

Para calcular la actividad enzimática de CAT, 5 μL de cada muestra fueron agregadas por 

duplicado en otra placa de cultivo celular de 96 pozos, seguido de 200 μl de una mezcla de reacción 

de Tris-HCl pH 7.8 0.1 M, DTNB ( ácido 5, 5'-ditio-bis (2-nitrobenzoico) Research Organics) 1 mM , 

acetil-CoA 0.1 mM (Pharmacia Biotech) y cloranfenicol 0.1 mM (Sigma). La actividad de CAT se 

determinó, inmediatamente después de agregarse la mezcla de reacción, utilizando el mismo lector de 

microplacas posicionado en el modo de cinética, tomándose lecturas de absorbancia a 405 nm cada 5 

s durante 5 min de reacción. 

 

8.9.Inmunodetección de proteínas mediante Western blot 

Muestras de aproximadamente 1 ml de cultivos, crecidos de acuerdo con lo descrito 

previamente en el apartado de “Cultivos bacterianos para cuantificar la expresión de genes”, se 

centrifugaron durante 2 min a 13,000 rpm, se desechó el sobrenadante y las pastillas de bacterias 

obtenidas fueron resuspendidas en 250 μl de amortiguador de carga SDS-PAGE 1X. Estas muestras 

se calentaron a 96 °C durante 5 min y se corrieron en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15%, 

usando amortiguador de corrida Tris-Glicina-SDS (Tris-HCl 25 nM, Glicina 250 mM, SDS 0.1%). 

Este gel se utilizó para la transferencia de las proteínas a una membrana de nitrocelulosa de poro de 

0.45 μm (Millipore), en una cámara de transferencia semi-seca (Bio-Rad), usando amortiguador de 

transferencia (Tris 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20%, SDS 0.04%) durante 50 min a 15 V. Las 

membranas que contenían las proteína transferidas fueron bloqueadas con leche desgrasada al 5% en 
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PBST (PBS 1X, Tween 20 0.03%) durante toda la noche. Posteriormente la membrana se incubó en 

agitación durante 2 h con el anticuerpo monoclonal anti-FLAG M2 (SIGMA) o el anticuerpo policlonal 

anti-GroEL (StressGen), diluidos en PBST 1:10,000 o 1:100,000, respectivamente. Transcurrido este 

tiempo, la membrana se lavó 3 veces durante 10 min con PBST en agitación. Posteriormente se 

adicionó el anticuerpo secundario anti-ratón (1:10,000) o anti-conejo (1:10,000) (PIERCE) para 

detectar al anticuerpo anti-FLAG o anti-GroEL, respectivamente. Las membranas se mantuvieron en 

agitación durante 1 h. Se realizaron de nuevo 3 lavados de 10 min cada uno con PBST en agitación. A 

continuación, se agregó una mezcla 1:1 de los reactivos para revelado “enhanced luminol reagent” y 

“oxidizing reagent” del estuche comercial para revelado “Western Lightening Chemiluminiscense 

Reagent Plus” (Perkin Elmer Life Sciences) y se mantuvieron en agitación durante 1 min. Finalmente, 

las membranas se expusieron en películas radiográficas (KODAK-Omat-LS-film). 

 

8.10. Ensayos de retardo en gel (EMSA’s, Electrophoretic Mobility Shift Assays) 

Para los EMSAs con MBP-HilD o H-NS-FH, las regiones reguladoras de los genes a evaluar 

fueron amplificadas mediante PCR usando DNA cromosomal de S. Typhimurium SL1344 o E. coli 

MG1655 (Tabla 1) y los respectivos oligonucleótidos específicos (Tabla 3). Los productos de PCR 

fueron purificados usando el estuche comercial DNA Clean & Concentrator kit (ZYMO RESARCH). 

Para los EMSAs no competitivos, aproximadamente 100 ng de cada uno de los diferentes fragmentos 

de DNA se incubaron con concentraciones crecientes de la proteína purificada previamente MBP-HilD 

o H-NS-FH (Bustamante et al., 2008), en un volumen total de 20 μl. Las interacciones se realizaron a 

temperatura ambiente durante 20 min. Para los EMSAs competitivos entre HilD y H-NS, primero se 

incubaron los 100 ng del fragmento de DNA con una concentración constante de la proteína H-NS–

FH durante 15 min y transcurrido ese tiempo, se añadieron concentraciones crecientes de la proteína 

MBP-HilD, y las reacciones se incubaron durante otros 20 min. Las reacciones de retardo fueron 
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realizadas en el buffer de unión que contiene 10 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM KCl, 1 mM DTT, 0.5 

mM EDTA, 5% glicerol y 10 μg/ml ASB. Los complejos proteína-DNA se separaron en un gel de 

poliacrilamida al 6% en condiciones no desnaturalizantes en amortiguador de corrida Tris-boratos-

EDTA 0.5X. Para la visualización de los complejos DNA-proteína, los geles se tiñeron con una 

solución de bromuro de etidio 0.5 μg/ml y se visualizaron en un transiluminador con luz UV de onda 

corta (Alpha-Imager UV transiluminator Innotech Corp.).  

 

8.11. Ensayo de invasión a células HeLa 

La invasión en células HeLa (células epiteliales cervicales humanas, ATCC) se realizó por 

medio de un ensayo de protección a gentamicina como se ha descrito previamente (Ibarra et al., 2010; 

Pérez-Morales et al., 2017). Para esto, las células HeLa se crecieron en medio DMEM (“Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium”, GIBCO 12100-046), suplementado con una solución 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, 5% CO2. Para los ensayos, se sembraron 1 x 105 

células/pozo (1 ml/pozo) en placas de 24 pozos (Costar 3524, Corning Incorporated ®) de 20 a 24 h 

antes de la infección para permitir su adhesión. Se colocaron las placas en una incubadora humidificada 

a 37°C, 5% de CO2. Para la preparación de las bacterias, se estriaron las cepas a evaluar en cajas de 

LB con los antibióticos adecuados para obtener colonias aisladas. Se prepararon preinóculos a partir 

de una sola colonia de cada cepa crecidas en 3 ml de LB con los antibióticos adecuados y se incubaron 

durante 16-18 h a 37°C en agitación a 200 rpm. Transcurrido ese tiempo, se subcultivaron 600 μl de 

los preinóculos en 20 ml de LB sin antibióticos y se incubaron a 37°C con agitación de 200 rpm hasta 

alcanzar una D.O.600nm de 0.6-0.7 (dilución 1:5). Una vez que las bacterias alcanzaron la D.O. 

deseada, se centrifugó 1 ml de cada cultivo durante 2 min a 8,000 x g. Enseguida se removieron 

cuidadosamente 900 μl del sobrenadante sin deshacer la pastilla de bacterias. Después se 
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resuspendieron las pastillas en 900 μl de PBS 1X estéril y se realizó una dilución 1:10 en DMEM para 

infectar las células HeLa. Posteriormente cada pozo conteniendo las mononocapas de células HeLa se 

infectaron con 10 μl de la dilución anterior y se movió la placa para mezclar (este fue el tiempo 0). 

Enseguida se incubó la placa a 37°C, 5% CO2 durante 15 min. Transcurrido ese tiempo, se retiró el 

DMEM de cada uno de los pozos y se lavaron las monocapas de células 2 veces adicionando 1 ml de 

PBS 1X estéril a cada pozo, agitando cuidadosamente la placa y retirando el PBS. Una vez removido 

el PBS, se adicionó a cada pozo 1 ml de DMEM precalentado a 37°C y se incubó la placa a 37°C, 5% 

CO2 durante 20 min. Posteriormente, se removió el DMEM de cada pozo y se agregó 1 ml de DMEM 

suplementado con gentamicina (50 μg/ml) para eliminar a las bacterias que no invadieron. Enseguida 

se incubó la placa a 37°C, 5% CO2 durante 1 h. Después de ese tiempo, se lavaron las monocapas de 

células 1 vez adicionando a cada pozo 1 ml de PBS 1X estéril, agitando cuidadosamente la placa y 

removiendo el PBS. Enseguida se solubilizaron las monocapas de células adicionando 1 ml de solución 

de solubilización (deoxicolato de sodio al 0.2% en PBS 1X estéril) recién preparada y pipeteando la 

solución sobre las capas de células 3 veces. Inmediatamente se transfirió el contenido a tubos 

eppendorf estériles a partir de los cuales se realizaron diluciones seriales (1:10, 1:100 y 1:1,000) en 

PBS 1X estéril. Se plaquearon 10 μl de cada dilución y de la solución directa sobre cajas Petri con LB 

conteniendo 100 μg/ml de estreptomicina (5 repeticiones para obtener un promedio). Los inóculos 

iniciales también fueron diluidos de manera serial y se sembraron como se describió anteriormente. 

Las cajas se incubaron a 37°C y al siguiente día se contaron las colonias obtenidas. Los cálculos de las 

UFCs/ml se hicieron tomando en cuenta los factores de dilución. 

 

8.12. Ensayo de adherencia a células HeLa 

Se prepararon las monocapas de células HeLa en las placas de 24 pozos y los cultivos 

bacterianos de la misma manera que para el ensayo de invasión a células HeLa. Una vez que las 



53 
 

bacterias alcanzaron la D.O. deseada, se centrifugó 1 ml de cultivo durante 2 min a 8,000 x g. 

Enseguida se removieron cuidadosamente 900 μl del sobrenadante sin deshacer la pastilla de bacterias. 

Después se resuspendieron las pastillas en 900 μl de PBS 1X estéril. Posteriormente, cada pozo 

conteniendo las mononocapas de células HeLa en cultivo se infectaron con 10 μl de la solución de 

bacterias anterior y se movió la placa para mezclar (este fue el tiempo 0). Enseguida se incubó la placa 

a 37°C, 5% CO2 durante 30 min. Transcurrido ese tiempo, se retiró el DMEM de cada uno de los pozos 

y se lavaron las monocapas de células 4 veces adicionando 1 ml de PBS 1X estéril a cada pozo, 

agitando cuidadosamente la placa y retirando el PBS. Una vez removido el PBS se solubilizaron las 

monocapas de células, se realizaron diluciones seriales, se plaqueó y al siguiente día se contaron las 

UFCs/ml de igual manera que para el ensayo de invasión. 

 

8.13. Experimentos de infección en ratones 

La manipulación de los animales en este trabajo se llevó a cabo de acuerdo a los protocolos 

estandarizados aprobados por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de 

CICUAL-UNAM, por la Norma Oficial Mexica NOM-062Z00-1999 (experimentos realizados con el 

gen phoH); y por el Consejo Canadiense de Cuidado de Animales, utilizando protocolos aprobados 

por el Consejo de Ética de Revisión de Animales de la Universidad McMaster bajo el Protocolo de 

Uso de Animales # 20-12-41 (ensayos realizados con yobH). Ratones BALB/c libres de patógenos (6 

a 8 semanas de nacidos) fueron obtenidos de la Unidad de Investigación en Medicina Experimental de 

la Facultad de Medicina de la UNAM o de los Laboratorios Charles River, para los ensayos realizados 

con los genes phoH y yobH, respectivamente. Se les retiró el agua y alimento 4 h antes del tratamiento 

de los ratones con 50 mg de estreptomicina por administración orogástrica; luego se les proporcionó a 

los animales agua y comida ad libitum. Para la infección, cultivos de toda la noche de las cepas de 

Salmonella se diluyeron 1:100 en 5 ml de LB fresco y se incubaron a 37°C con agitación durante 3 h. 
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Después de 24 h del tratamiento con estreptomicina, nuevamente se les retiró el agua y alimentos 4 h 

antes de la infección de los ratones con 50 μl de una suspensión de bacterias de 1 x 108 UFCs/ml en 

PBS 1X, o de la administración de 50 μl de PBS 1X estéril (control). Un total de 12 ratones fueron 

inoculados por cada cepa bacteriana. Posteriormente, se les proporcionó a los animales agua y comida 

ad libitum.  

Los ratones se sacrificaron con una sobredosis de los anestésicos Ketamina y Xilacina 

administrados vía intraperitoneal, en una campana de trabajo (Thermo-Scientific) y el íleon, el ciego, 

el colon y el bazo se homogeneizaron en PBS frío (los tejidos intestinales se enjuagaron primero con 

PBS para eliminar el contenido luminal), se diluyeron en serie y se sembraron en medio LB que 

contenía estreptomicina (100 µg/ml) o estreptomicina y kanamicina (100 µg/mL y 50 µg/mL, 

respectivamente) para la determinación de CFU totales.  

 

 RT-qPCR para la detección de marcadores proinflamatorios inducidos por yobH 

Se usó el reactivo Trizol (Ambien) para extraer RNA de los tejidos animales después de la 

infección. Brevemente, las muestras de tejido se homogeneizaron en 1 ml de Trizol (Invitrogen) para 

la lisis celular. El RNA se extrajo mediante separación con cloroformo (BioShop) siguiendo el 

protocolo del fabricante, se precipitó con isopropanol al 100 % (BioShop) y se lavó con etanol al 75 

% (Sigma) antes del tratamiento con DNAasa I (kit Turbo DNA-free). La DNAasa I se inactivó con 

EDTA 2,5 mM y el RNA se resuspendió en agua DEPC. Para los experimentos de RT-qPCR, el cDNA 

se sintetizó a partir de RNA purificado utilizando qScript cDNA Supermix (Quantabio) y se diluyó 

1:10 antes de su uso. El gen “housekeeping” rplp0 se utilizó para la normalización; la RT-qPCR se 

realizó en un LightCycler 480 (Roche) con PerfeCTa SYBR Green Supermix (Quantabio). Las 

proporciones, normalizadas en peso, se calcularon en relación con los niveles de transcripción de rplp0. 
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 Experimento iVIS para la detección in vivo de la expresión de yobH en el intestino de ratones  

Se adquirieron ratones hembra C57BL/6 de seis a diez semanas de edad de los Laboratorios 

Charles River. Los ratones se almacenaron en una instalación de barrera SPF de nivel de bioseguridad 

2 en McMaster Central Animal Facility. Los ratones pretratados con estreptomicina fueron infectados 

con 1 x 109 CFU de Salmonella como se describió anteriormente. Posteriormente, los ratones se 

anestesiaron con isofluorano al 3,5% transportado en oxígeno al 1% y se tomaron imágenes 

dorsalmente en un espectro iVIS (PerkinElmer). Se capturaron imágenes luminiscentes cada hora 

durante 6 h y se cuantificó la luminiscencia abdominal total en cada punto de tiempo. Se utilizaron 2 

ratones por cada cepa bacteriana y el experimento se repitió una vez para un total de 4 ratones por 

cepa. 

 

8.14. Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron con el software GraphPad Prism 9.2.0 (GraphPad Inc., 

San Diego, CA), utilizando análisis de varianza (ANOVA) de una o dos vías, o la prueba t de Student 

(no apareada). Los valores de p < 0,05 se consideraron estadísticamente significativos. 
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9. RESULTADOS 

 

9.1.Adaptación de la regulación transcripcional de phoH mediada por HilD 

 

9.1.1. El gen phoH de S. Typhimurium, pero no el de E. coli K-12, es activado por HilD 

en condiciones inductoras de SPI-1 

El gen phoH codifica para una proteína (PhoH) con actividad ATPasa, de la cual se pueden 

encontrar ortólogos en una amplia gama de bacterias patógenas y no patógenas, incluyendo a 

Salmonella y E. coli K-12 (Kazakov et al., 2003; Martínez-Flores et al., 2016). De hecho, el gen 

estructural phoH y su proteína codificada, PhoH, comparten identidades del 82% y 95%, 

respectivamente, entre S. Typhimurium SL1344 y E. coli MG1655. Por el contrario, las secuencias 

intergénicas corriente arriba de phoH muestran una menor identidad (54%) y el contexto genómico no 

está conservado entre estas dos bacterias (Fig. 4A). Por lo tanto, nos preguntamos si, además de la 

ganancia de HilD por S. Typhimurium, también fue necesaria una diferenciación de la secuencia 

reguladora de phoH en S. Typhimurium para que se adaptara su regulación por HilD. Para abordar esta 

pregunta, analizamos la expresión del gen phoH de S. Typhimurium SL1344 (phoHSTm) y de E. coli 

MG1655 (phoHEc) en cepas de S. Typhimurium y E. coli que expresan o no a HilD y se cultivaron en 

condiciones inductoras de SPI-1 (LB a 37ºC). En primer lugar, construimos la fusión transcripcional 

phoHEc-cat (que lleva la secuencia intergénica completa corriente arriba de phoHEc), que es equivalente 

a la fusión transcripcional phoHSTm-cat que usamos anteriormente para mostrar la regulación del gen 

phoHSTm por HilD (Martínez-Flores et al., 2016) (Fig. 4B) (Tabla 2). A continuación, se cuantificó la 

expresión de ambas fusiones en la cepa silvestre (WT) S. Typhimurium SL1344 y su mutante derivada 

ΔhilD, así como en la cepa WT E. coli MC4100, en presencia del plásmido pK6-HilD que expresa 
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HilD o el vector pMPM-K6. De acuerdo con nuestro estudio anterior (Martínez-Flores et al., 2016), la 

expresión de la fusión phoHSTm-cat disminuyó significativamente en el mutante ΔhilD+vector y en la  

 

 

Fig. 4. Contexto genómico de los genes phoHSTm y phoHEc y representación esquemática de las fusiones 

phoHSTm-cat y phoHEc-cat. (A) Contexto genómico del gen phoH de las cepas S. Typhimurium SL1344 y E. 

coli K-12 MG1655. (B) Representación esquemática de las fusiones transcripcionales phoHSTm-cat y phoHEc-

cat que contienen completa la región intergénica corriente arriba de phoH de las cepas S. Typhimurium SL1344 

o E. coli K-12 MG1655, respectivamente. Los sitios de inicio de la transcripción se muestran mediante flechas 

dobladas. Las posiciones indicadas son relativas al sitio de inicio transcripcional del promotor 1.  

 

cepa WT E. coli+vector con respecto a la cepa WT S. Typimurium+vector; además, fue inducida por 

el plásmido pK6-HilD tanto en el mutante ΔhilD como en la cepa WT E. coli, 4 y 8 veces, 

respectivamente (Fig. 5A). Por el contrario, la fusión phoHEc-cat mostró un bajo nivel de expresión en 

todas las cepas probadas (Fig. 5B), lo que indica que la expresión del gen phoHEc no es activada por 

HilD en las condiciones de crecimiento probadas. Para confirmar estos resultados, realizamos un 

análisis de Western blot para monitorear la expresión cromosómica de la proteína PhoH-FLAG (PhoH 

etiquetada con un epítopo 3XFLAG) en el mutante S. Typhimurium ΔhilD y la cepa WT E. coli que 
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lleva el plásmido pBAD-HilD1, que expresa a HilD a partir de un promotor inducible por arabinosa. 

De acuerdo con nuestros resultados obtenidos con las fusiones transcripcionales, en las condiciones 

evaluadas se detectó la proteína PhoH-FLAG de S. Typhimurium (PhoHSTm-FLAG), pero no PhoH-

FLAG de E. coli (PhoHEc-FLAG); además, la expresión de HilD del plásmido pBAD-HilD1 aumentó 

la cantidad de PhoHSTm-FLAG en la mutante ΔhilD de forma dependiente de la dosis (Fig. 5C). Estos 

resultados muestran que el gen phoHSTm, pero no el gen phoHEc, es expresado y regulado por HilD en 

condiciones inductoras de SPI-1, lo que respalda que tanto la ganancia de HilD como la diferenciación 

de la secuencia reguladora llevaron al gen phoHSTm a expresarse en condiciones relevantes para la 

virulencia de Salmonella. 

 

 

Fig. 5. El gen phoHSTm, pero no phoHEc, se expresa y regula por HilD en condiciones inductoras de SPI-1. 

La actividad específica CAT de las fusiones transcripcionales phoHSTm-cat (A) y phoHEc-cat (B), contenidas en 

los plásmidos pphoHSTm-cat y pphoHEc-cat, respectivamente, se determinó en la cepa WT S. Typhimurium 

(STm) SL1344, su mutante ΔhilD derivado, y la cepa MC4100 de E. coli (Ec) WT, en presencia del vector 

pMPM-K6 o el plásmido pK6-HilD que expresa HilD a partir de un promotor inducible por arabinosa. La 

expresión de HilD a partir del plásmido pK6-HilD se indujo con L-arabinosa al 0,001 % añadida al medio al 

comienzo de los cultivos. Los datos representan el promedio con la desviación estándar de tres experimentos 

independientes realizados por duplicado. Se indican valores estadísticamente diferentes (*, P = 0,0148; ****, 
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P < 0,0001). (C) La expresión de la proteína PhoH-FLAG en la mutante STm ΔhilD y la cepa WT E. coli (Ec) 

MG1655 que lleva el vector pBADMycHisC (-) o el plásmido pBAD-HilD1, que expresa HilD a partir de un 

promotor inducible por arabinosa, se analizó mediante Western blot utilizando anticuerpos monoclonales anti-

FLAG. Como control, también se detectó la expresión de GroEL utilizando anticuerpos policlonales anti-

GroEL. La expresión de HilD del plásmido pBAD-HilD1 se indujo con las cantidades indicadas de L-arabinosa 

añadidas al medio 2 h después de la inoculación de los cultivos. La actividad CAT y la detección de las proteínas 

PhoH-FLAG y GroEL se determinaron a partir de muestras de cultivos bacterianos cultivados en LB a 37 °C 

durante 9 y 4 h, respectivamente. 

 

9.1.2. HilD induce específicamente la expresión del promotor P1 de phoHSTm 

Estudios previos de transcriptómica revelaron dos sitios de inicio de transcripción (IT) para el 

gen phoHSTm (Kröger et al., 2013; Ramachandran et al., 2014). Para determinar si estos IT son 

realmente generados por dos promotores diferentes (P1 y P2) y si HilD regula a ambos o solo a uno de 

ellos, construimos y analizamos la expresión de fusiones transcripcionales al gen reportero cat que 

solo contienen el promotor putativo P1 (P1phoHSTm-cat) o P2 (P2phoHSTm-cat) (Fig. 6A). La expresión 

de estas fusiones se cuantificó en la cepa WT S. Typhimurium y su mutante derivada ΔhilD que lleva 

el vector pMPM-K6 o el plásmido pK6-HilD que expresa a HilD, en condiciones inductoras de SPI-1. 

Las dos fusiones mostraron expresión en la cepa WT STm+vector, indicando que tanto el promotor P1 

como el P2 están activos en las condiciones ensayadas, siendo el promotor P1 2 veces más activo que 

el promotor P2 (Fig. 6B). Sin embargo, solo la expresión de la fusión P1phoHSTm-cat disminuyó en la 

mutante ΔhilD+vector y fue inducida por la presencia del plásmido pK6-HilD (Fig. 6B). De acuerdo 

con estos resultados, en los ensayos de retardo en gel (EMSA), la proteína purificada MBP-HilD se 

unió al fragmento phoHSTm contenido en la fusión P1phoHSTm-cat, pero no al contenido en la fusión 

P2phoHSTm-cat (Fig. 6C). Juntos, estos resultados indican que HilD regula solo el promotor P1 del gen 

phoHSTm. 
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Fig. 6. HilD regula directamente el promotor P1 de phoHSTm. (A) Representación esquemática de las 

fusiones transcripcionales P1phoHSTm-cat y P2phoHSTm-cat que contienen el promotor 1 o 2 de phoHSTm, 

respectivamente. Se muestran los sitios de inicio de la transcripción (flechas dobladas) y los promotores (azul 

y rojo). Las posiciones indicadas son relativas al sitio de inicio transcripcional del promotor 1. (B) La actividad 

específica CAT de las fusiones transcripcionales P1phoHSTm-cat y P2phoHSTm-cat, contenidas en los plásmidos 

P1phoHSTm-cat y P2phoHSTm-cat, respectivamente, se determinó en la cepa WT S. Typhimurium (STm) SL1344 

y su mutante derivada ΔhilD que porta el vector pMPM-K6 o el plásmido pK6-HilD que expresa a HilD a partir 

de un promotor inducible por arabinosa. La expresión de HilD a partir del plásmido pK6-HilD se indujo con L-

arabinosa al 0,001 % añadida al medio al comienzo de los cultivos. La actividad CAT se cuantificó a partir de 

muestras de cultivos bacterianos cultivados en LB a 37 °C durante 9 h. Los datos representan el promedio con 

la desviación estándar de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Se indican valores 

estadísticamente diferentes (****, P < 0,0001). (C) La unión de MBP-HilD a los fragmentos de phoHSTm 

contenidos en las fusiones P1phoHSTm-cat (P1) y P2phoHSTm-cat (P2) se analizó mediante EMSA competitivos 

no radiactivos. Los complejos DNA-proteína se indican con un asterisco. Los productos de PCR no específicos 

se indican con una flecha. 

 

9.1.3. Cambios en la región reguladora del promotor P1 condujeron a la regulación de 

phoHSTm por HilD 

Para delimitar la secuencia requerida para el control del promotor P1 de phoHSTm por parte de 

HilD, construimos y analizamos la expresión de dos fusiones a cat adicionales, con diferentes 

deleciones en los extremos 5' y 3' con respecto a la fusión P1phoHSTm-cat-653+12 utilizada 
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inicialmente (Tabla 2). La expresión de estas dos nuevas fusiones, P1phoHSTm-cat-248+12 y 

P1phoHSTm-cat-67+3, disminuyó de manera similar en la mutante ΔhilD+vector con respecto a la cepa 

WT STm+vector y fue inducida en la mutante ΔhilD por la presencia del plásmido pK6-HilD (Fig. 

7A). Estos resultados revelan que HilD actúa sobre la secuencia entre las posiciones -67 y +3 del 

promotor P1 de phoHSTm (P1phoHSTm), secuencia contenida en la fusión P1phoHSTm-cat-67+3. De 

acuerdo con esta conclusión, se predijo un sitio de unión a HilD entre las posiciones -59 y -25 de 

P1phoHSTm, que muestra un contenido de A+T del 62% (Fig. 7B). Estudios previos indican que los 

sitios de unión de HilD tienen un alto contenido de A+T (Olekhnovich and Kadner, 2007; Singer et 

al., 2014). 

 

 

Fig. 7. HilD induce la expresión de phoHSTm actuando sobre una secuencia reguladora diferenciada entre 

Salmonella y E. coli. (A) La actividad específica CAT de las fusiones transcripcionales P1phoHSTm-cat-248+12 

y P1phoHSTm-cat-67+3, contenidas en los plásmidos pP1phoHSTm-248+12-cat y pP1phoHSTm-67+3-cat, 

respectivamente, fue determinada en la cepa WT S. Typhimurium (STm) SL1344 y su mutante derivada ΔhilD 

transformada con el vector pMPM-K6 o el plásmido pK6-HilD que expresa a HilD a partir de un promotor 

inducible por arabinosa. La expresión de HilD a partir del plásmido pK6-HilD se indujo con L-arabinosa al 
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0,001 % añadida al medio al comienzo de los cultivos. La actividad CAT se cuantificó a partir de muestras de 

cultivos bacterianos cultivados en LB a 37 °C durante 9 h. Los datos representan el promedio con la desviación 

estándar de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Se indican valores estadísticamente 

diferentes (****, P < 0,0001). (B) Alineamiento de las secuencias P1phoH-67/+3 de S. Typhimurium (STm) 

SL1344 y E. coli (Ec) MG1655. Se muestran el sitio de unión a HilD predicho en la secuencia STm y el sitio 

de unión a PhoB (pho-box) en la secuencia Ec. Se muestran las mutaciones generadas en el sitio de unión a 

HilD predicho y en la región -10 del promotor P1phoHSTm (HilDmut y P1mut respectivamente). Las flechas 

dobladas indican el sitio de inicio de la transcripción del respectivo promotor P1. Los asteriscos indican 

nucleótidos conservados. (C) Árbol filogenético basado en la secuencia P1phoH-67/+3 de E. coli O104:H4 

(EAEC), E. coli O157:H7 (EHEC), E. coli K-12 MG1655, E. coli O78:H11 (ETEC), E. coli O127:H6 (EPEC), 

E. coli STEC_7v (STEC), E. coli K-12 ATCC 1175, E. coli 26-1 (UPEC), S. bongori, S. Choleraesuis SC- B67, 

S. Gallinarum 9184, S. Enteritidis 22510-1, S. Paratyphi A ATCC 11511, S. Typhi Ty2, S. Typhimurium SL1344 

y S. Heidelberg 41563. Se muestra la identidad con respecto a la secuencia de S. Typhimurium SL1344 con un 

mapa de calor. 

 

Para confirmar que HilD activa la expresión de phoHSTm actuando sobre el promotor P1 de este 

gen, se mutaron el sitio de unión de HilD predicho o la región -10 del promotor P1, como se indica en 

la figura 7B, en phoHSTm-cat-653+416 que lleva la región reguladora completa de phoHSTm (contiene 

los promotores P1 y P2), generando así las fusiones phoHHilDmut-cat y phoHP1mut-cat, respectivamente. 

La expresión de la fusión transcripcional silvestre y sus mutadas derivadas se cuantificó en la cepa WT 

S. Typhimurium y la mutante ΔhilD que lleva el vector pMPM-K6 o el plásmido pK6-HilD que expresa 

HilD, en condiciones inductoras de SPI-1. Como se observó previamente (Fig. 5A), la fusión silvestre 

phoHSTm-cat mostró regulación por HilD, es decir, su expresión disminuyó y aumentó en las cepas 

ΔhilD+vector y ΔhilD+pK6-HilD, respectivamente (Fig. 8A). Por el contrario, tanto las fusiones 

phoHHilDmut-cat como phoHP1mut-cat mostraron un nivel de expresión bajo que fue similar en las tres 

cepas probadas (Fig. 8A), lo que indica que la regulación de la expresión de phoHSTm por HilD se abate 

cuando el sitio de unión de HilD predicho o el promotor P1 están mutados. Luego, se realizaron EMSA 

que confirmaron que HilD se une al sitio predicho corriente arriba del promotor P1 (Fig. 8B-D). La 

proteína MBP-HilD utilizada en los EMSA aparentemente forma complejos demasiado grandes que 

quedan cerca de los pocillos del gel, con o sin los fragmentos de DNA analizados. No obstante, el 

fragmento WT P1phoH-157/+12 y el que lleva el promotor P1 mutado, pero no el que lleva la 
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secuencia de unión a HilD mutada, se unieron a MBP-HilD (Fig. 8B-D). En conjunto, estos resultados 

muestran que HilD regula positiva y específicamente el promotor P1 de phoHSTm al unirse a un sitio 

que se superpone a la región -35 de este promotor. 

 

 

Fig. 8. HilD regula positivamente phoHSTm al unirse a un sitio que se superpone al promotor P1 de este 

gen. (A) La actividad específica CAT de las fusiones transcripcionales phoHSTm-cat, phoHHilDmut-cat y 

phoHP1mut-cat, contenidas en los plásmidos pphoHSTm-cat, pphoHHilDmut-cat y pphoHP1mut-cat, respectivamente, 

se determinó en la cepa WT S. Typhimurium (STm) SL1344 y su mutante derivada ΔhilD transformadas con el 

vector pMPM-K6 o el plásmido pK6-HilD que expresa a HilD a partir de un promotor inducible por arabinosa. 

La expresión de HilD a partir del plásmido pK6-HilD se indujo con L-arabinosa al 0,001 % añadida al medio 

al comienzo de los cultivos. La actividad CAT se cuantificó a partir de muestras de cultivos bacterianos 

cultivados en LB a 37 °C durante 9 h. Los datos representan el promedio con la desviación estándar de tres 

experimentos independientes realizados por duplicado. Se indican valores estadísticamente significativos (*, P 

= 0,0148; ****, P < 0,0001). La unión de MBP-HilD al fragmento WT P1phoH-157/+12 (B), el fragmento 

P1phoHHilDmut-157/+12 mutado en el sitio de unión de HilD predicho (C) y el fragmento P1phoHP1mut-157/+14 

mutado en el promotor P1 (D) se analizó mediante EMSA no radiactivos. Los paneles superiores muestran el 

DNA libre y los complejos DNA-proteína teñidos con bromuro de etidio, y los paneles inferiores muestran la 

inmunodetección de MBP-HilD en la parte superior de los geles utilizando anticuerpos monoclonales anti-MBP. 

Los complejos DNA-proteína se indican con un asterisco. 
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Para el gen phoHEc también se han reportado dos promotores (Kim et al., 1993), que se 

encuentran en posiciones similares a las del gen phoHSTm (Fig. 4B). Como se muestra en la figura 5, 

el gen phoHEc no está regulado por HilD, lo que podría indicar que carece del sitio de acción de HilD 

ubicado corriente arriba de P1phoHSTm. Para investigar esta idea, realizamos un alineamiento de la 

secuencia -67/+3 de los correspondientes promotores P1 de phoHSTm y phoHEc (secuencias P1 -67/+3). 

Curiosamente, estas secuencias comparten solo un 45 % de identidad; además, los nucleótidos del 

supuesto sitio de unión de HilD ubicado en la secuencia de S. Typhimurium están pobremente 

conservados en la secuencia de E. coli (Fig. 7B). De manera consistente, no se predijo un sitio de unión 

a HilD en la secuencia P1 -67/+3 de E. coli. Para explorar si las diferencias mostradas por la secuencia 

P1 -67/+3 de phoHSTm y phoHEc son producto de una divergencia evolutiva entre Salmonella y E. coli, 

o son específicas de las cepas bacterianas analizadas, ampliamos el análisis de la secuencia P1 -67 /+3 

de phoH a otras serovariantes de S. enterica, a la especie S. bongori y a otras cepas K12 y patotipos de 

E. coli. Como se muestra en la figura 7C, un análisis filogenético basado en la secuencia P1 -67/+3 de 

phoH agrupó las cepas analizadas de Salmonella y E. coli en dos clados diferentes. De acuerdo con 

estos resultados, la secuencia P1 -67/+3 de S. Typhimurium está mejor conservada en las serovariantes 

de S. enterica (94-100% de identidad), y en menor medida en S. bongori (73% de identidad), que en 

las cepas de E. coli evaluadas (54-56% de identidad) (Fig. 7C). Estos resultados sugieren que durante 

la divergencia evolutiva entre Salmonella y E. coli ocurrió una diferenciación de la secuencia P1 -

67/+3 de phoH.  

En conjunto, nuestros resultados indican que durante la evolución de Salmonella se generaron 

cambios en la región reguladora de phoHSTm, que propiciaron la regulación de este gen por el regulador 

adquirido HilD, en condiciones inductoras de SPI-1. 
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9.1.4. Los genes phoHSTm y phoHEc son diferencialmente regulados por el represor H-NS  

HilD induce la expresión de sus genes blanco al contrarrestar la represión mediada por H-NS 

y en ausencia de la actividad de H-NS, estos genes se expresan independientemente de HilD (Banda 

et al., 2019b, 2019a; Bustamante et al., 2008; Fàbrega and Vila, 2013; Martínez et al., 2014; 

Olekhnovich and Kadner, 2007; Romero-González et al., 2020). Entonces, intentamos determinar si 

HilD utiliza un mecanismo similar para inducir la expresión del gen phoHSTm. Las mutantes hns de 

Salmonella muestran graves defectos de crecimiento debido a la sobreexpresión de SPI-1 y otros genes 

relacionados, y se generan mutaciones supresoras (Ali et al., 2014; Navarre et al., 2006). Así, para 

analizar el efecto de H-NS sobre el gen phoHSTm se utilizó la cepa WT E. coli MC4100 y su derivada 

mutante Δhns, que no presenta defectos de crecimiento. Los fondos genéticos de E. coli han sido útiles 

para estudiar la regulación de otros genes de Salmonella por H-NS (H-NS de S. Typhimurium SL1344 

y E. coli MC4100 comparten un 95 % de identidad) (Banda et al., 2019a; Romero-González et al., 

2020). Por otro lado, HilD induce la expresión de phoHSTm en E. coli K-12 (Fig. 5A), lo que indica 

que no se requiere ningún otro regulador específico de Salmonella para la expresión de este gen 

mediada por HilD. Cuantificamos la expresión de la fusión phoHSTm-cat en la cepa WT E. coli MC4100 

y su mutante derivada Δhns que lleva el vector pMPM-K6 o el plásmido pK6-HilD que expresa a HilD, 

cultivado en condiciones inductoras de SPI-1. Como control, la expresión de esta fusión también se 

probó en la cepa WT S. Typhimurium que porta el vector pMPM-K6. De acuerdo con los resultados 

descritos anteriormente (Fig. 5A), la expresión de la fusión phoHSTm-cat se indujo en la cepa WT 

STm+vector así como en la cepa WT E. coli+pK6-HilD, pero no en la cepaWT E. coli+vector (Fig. 

9A). Particularmente, en la cepa E. coli Δhns+vector, la expresión de la fusión phoHSTm-cat alcanzó 

niveles similares a los de la cepa WT S. Typhimurium (Fig. 9A). Estos resultados muestran que H-NS 

reprime la expresión de phoHSTm y que, en ausencia de H-NS, este gen se expresa independientemente 

de HilD, lo que respalda que HilD induce la expresión de phoHSTm al contrarrestar la represión mediada 

por H-NS. Sin embargo, la presencia del plásmido pK6-HilD aumentó aún más (dos veces) la 
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expresión de la fusión phoHSTm-cat en la mutante Δhns de E. coli (Fig. 9A), lo que indica que HilD 

también induce la expresión parcial del gen phoHSTm por un mecanismo independiente de H-NS. 

 

 

Fig. 9. HilD antagoniza la represión mediada por H-NS en phoHSTm. (A) La actividad específica CAT de la 

fusión transcripcional phoHSTm-cat, contenida en el plásmido pphoHSTm-cat, se evaluó en la cepa WT S. 

Typhimurium (STm) SL1344, así como en la cepa WT E. coli (Ec) MC4100 y su mutante derivada Δhns en 

presencia del vector pMPM-K6 o el plásmido pK6-HilD que expresa a HilD a partir de un promotor inducible 

por arabinosa. La actividad específica CAT de la fusión transcripcional phoHEc-cat, contenida en el plásmido 

pphoHEc-cat, se evaluó en la cepa WT E. coli (Ec) MC4100 y su mutante derivada Δhns. La expresión de HilD 

a partir del plásmido pK6-HilD se indujo con L-arabinosa al 0,001 % añadida al medio al comienzo de los 

cultivos. La actividad CAT se cuantificó a partir de muestras de cultivos bacterianos cultivados en LB a 37 °C 

durante 9 h. Los datos representan el promedio con desviaciones estándar de tres experimentos independientes 

realizados por duplicado. Se indican valores estadísticamente significativos (****, P < 0,0001). (B) La unión 

de H-NS-FH a los fragmentos phoH contenidos en las fusiones phoHSTm-cat y phoHEc-cat, que llevan la región 

reguladora completa de phoHSTm y phoHEc, respectivamente, se analizó mediante EMSA competitivos no 

radiactivos. Los complejos DNA-proteína se indican con un asterisco. Los productos de PCR no específicos se 

indican con una flecha. (C) EMSA no radiactivos competitivos entre HilD-MBP y H-NS-FH en el fragmento 

P1phoH-157/+12 de phoHSTm. Se añadió la proteína H-NS-FH purificada a 4 mM (carriles 3 a 6), y se añadió 

proteína MBP-HilD purificada a 0.4, 0.8 y 1.2 mM (carriles 4 a 6, respectivamente). No se añadió proteína en 

el carril 1 y se añadió MBP-HilD a 1.2 mM en el carril 2. En los EMSA, los paneles superiores muestran el 

DNA libre y los complejos ADN-proteína teñidos con bromuro de etidio, mientras que los paneles inferiores 
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muestran la inmunodetección de H-NS-FH en los complejos DNA-proteína en la parte superior (B) o dentro de 

los carriles de los geles (C), utilizando anticuerpos monoclonales anti-FLAG. 

 

A continuación, evaluamos si H-NS también reprime la expresión del gen phoHEc. Para ello, 

se cuantificó la expresión de la fusión phoHEc-cat en las cepas WT E. coli y Δhns cultivadas en 

condiciones inductoras de SPI-1. La fusión phoHEc-cat mostró niveles de expresión muy bajos en 

ambas cepas de E. coli (Fig. 9A), demostrando que, a diferencia de lo observado para phoHSTm, la 

expresión de phoHEc no es reprimida por H-NS en las condiciones probadas. 

Además, se realizaron EMSA para determinar si H-NS regula directamente a phoHSTm. Como 

era de esperar, la proteína H-NS-FH (H-NS-Flag-His6) purificada se unió al fragmento de DNA que 

abarcaba toda la región reguladora de phoHSTm, pero no la de phoHEc, en las concentraciones analizadas 

(Fig. 9B). Los complejos DNA-H-NS-FH formados con toda la región reguladora de phoHSTm parecen 

ser muy grandes ya que se retuvieron cerca de los pozos del gel (Fig. 9B); con un fragmento más corto 

de la región reguladora de phoHSTm se detectaron los complejos DNA-H-NS-FH dentro del gel (Fig. 

9C). Se conoce que H-NS se une a secuencias ricas en A+T (Fang and Rimsky, 2008); curiosamente, 

tanto la región reguladora de phoHSTm como la de phoHEc muestran un alto contenido de A+T, 57% y 

55%, respectivamente. A continuación, analizamos mediante EMSA competitivos si MBP-HilD puede 

desplazar H-NS-FH de phoHSTm. Las reacciones de unión que contenían el fragmento P1phoH-

157/+12 de phoHSTm se incubaron primero con una concentración constante de H-NS-FH y luego se 

añadieron concentraciones crecientes de MBP-HilD. También se probaron las reacciones de unión que 

contenían solo H-NS-FH o MBP-HilD. El complejo DNA-H-NS-FH fue desplazado por MBP-HilD a 

un complejo de migración más lenta que permaneció cerca de los pozos del gel, de manera similar al 

complejo formado solo por MBP-HilD; además, MBP-HilD disminuyó la cantidad de H-NS-FH unida 

al fragmento P1phoH-157/+12 (Fig. 9C). Estos resultados indican que HilD desplaza H-NS de 

phoHSTm. 
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En conjunto, estos resultados apoyan que la evolución del circuito regulatorio de phoHSTm 

condujo a la represión de este gen por parte de H-NS, que a su vez está implicada en la regulación de 

phoHSTm mediada por HilD. 

 

9.1.5. Los genes phoHSTm y phoHEc se regulan diferencialmente en respuesta a fósforo 

inorgánico 

El gen phoHEc pertenece al regulón del fosfato; su expresión es inducida por el sistema de dos 

componentes PhoR/B en respuesta a bajas concentraciones intracelulares de fósforo inorgánico (Pi) 

(Kazakov et al., 2003; Kim et al., 1993). Por lo tanto, fue de interés probar si el gen phoHSTm que fue 

reclutado en el regulón HilD conserva la regulación ancestral por el sistema PhoR/B en respuesta a 

bajo Pi. Para investigar esta noción, cuantificamos la expresión de la fusión phoHSTm-cat en la cepa 

WT S. Typhimurium y su mutante isogénica ΔphoB cultivadas en medio mínimo-N (MM-N) con una 

concentración alta o baja de Pi. Sorprendentemente, la expresión de la fusión phoHSTm-cat fue inducida 

en bajo Pi tanto en la cepa WT como en la mutante ΔphoB (Fig. 10A). Se obtuvieron resultados 

similares al analizar la expresión de la proteína PhoHSTm-FLAG (Fig. 10B). Por el contrario, la 

expresión de la proteína PhoHEc-FLAG o la fusión phoHEc-cat fue inducida por bajo Pi en la cepa WT 

E. coli, pero no, o solo levemente, en su mutante derivada ΔphoB (Fig. 10C y D). De acuerdo con estos 

resultados, un análisis in silico identificó una secuencia pho-box (sitio de unión a PhoB) reportada 

previamente en la secuencia reguladora de phoHEc, pero no predijo una pho-box en la secuencia 

correspondiente de phoHSTm (Fig. 7B) (Kim et al., 1993). La secuencia de S. Typhimurium conserva 

solo 10 de los 18 nucleótidos que forman la pho-box de E. coli (Fig. 7B). Estos resultados indican que 

tanto phoHEc como phoHSTm están regulados de manera similar por Pi pero a través de diferentes 

mecanismos, el de phoHEc involucra a PhoB y el de phoHSTm no. 
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Fig. 10. La expresión de phoHSTm se activa en bajo Pi independientemente de PhoB o HilD. La 

actividad específica CAT de las fusiones transcripcionales phoHSTm-cat (A) y pstSSTm-cat (E), 

contenidas en los plásmidos pphoHSTm-cat y ppstSSTm-cat, respectivamente, se determinó en la cepa 

WT S. Typhimurium (STm) SL1344 y sus mutantes derivadas ΔphoB y ΔhilD. Es conocido que pstS 

es regulado por PhoB; por lo tanto, se probó como un control positivo. (C) La actividad específica 

CAT de la fusión transcripcional phoHEc-cat, contenida en el plásmido pphoHEc-cat, se determinó en 

la cepa WT E. coli (Ec) BW25113 y su mutante derivada ΔphoB. Los datos representan el promedio 

con la desviación estándar de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Se indican 

valores estadísticamente significativos (*, P = 0,0108; ****, P < 0,0001). La expresión de la proteína 

PhoHSTm-FLAG en la cepa WT S. Typhimurium (STm) SL1344 y sus mutantes derivadas ΔphoB y 

ΔhilD (B), así como la expresión de la proteína PhoHEc-FLAG en la cepa WT E. coli (Ec) MG1655 y 

su mutante derivada ΔphoB (D) se analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos 

monoclonales anti-FLAG. Como control, también se detectó la expresión de GroEL utilizando 

anticuerpos policlonales anti-GroEL. La actividad CAT y la detección de las proteínas PhoH-FLAG y 

GroEL se determinaron a partir de muestras de cultivos bacterianos cultivados durante 16 h a 37 °C 

en MM-N que contenía bajo (B) o alto (A) Pi. 

 

A continuación, nos preguntamos si en S. Typhimurium la regulación por Pi independiente de 

PhoB también actúa sobre el gen pstS, que se ha demostrado que pertenece al regulón del fosfato y que 

está regulado por PhoB en diferentes bacterias. Este gen codifica un componente de un transportador 

de Pi de alta eficiencia (Santos-Beneit, 2015). Entonces construimos y evaluamos una fusión 
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transcripcional a cat del gen pstS de S. Typhimurium SL1344 (pstSSTm) en las mismas cepas bacterianas 

y condiciones de crecimiento que en el experimento anterior. La expresión de la fusión pstSSTm-cat fue 

inducida por bajo Pi en la cepa WT S. Typhimurium, pero no en su mutante derivada ΔphoB (Fig. 

10E), lo que indica que el gen pstSSTm está regulado por el Pi a través de PhoB. Consistentemente, un 

análisis computacional identificó en pstSSTm (datos no mostrados) la pho-box reportada previamente 

para el gen de E. coli (Yang et al., 2012). 

Como era de esperar, según diferentes estudios que indican que HilD no afecta la expresión de 

sus genes blanco cuando S. Typhimurium se cultiva en medios mínimos (Bustamante et al., 2008; 

Kröger et al., 2013), la regulación por Pi de phoHSTm y pstSSTm fue similar en la cepa WT y su mutante 

derivada ΔhilD (Fig. 10A, B y E). 

En conjunto, estos resultados respaldan que el gen phoHSTm evolucionó para ser regulado por 

Pi a través de un mecanismo independiente de PhoB. 

 

9.1.6. El gen phoHSTm interviene en la colonización intestinal en ratones 

La proteína PhoH tiene actividad ATPasa; sin embargo, su función permanece desconocida en 

todas las bacterias en las que se encuentra (Kazakov et al., 2003; Kim et al., 1993). Nuestros resultados 

y otros, muestran que el gen ancestral phoH pertenece al regulón de HilD (Colgan et al., 2016; 

Martínez-Flores et al., 2016), principal regulador de los genes necesarios para la invasión de S. 

Typhimurium al epitelio intestinal y el establecimiento de la colitis (Fàbrega and Vila, 2013). Para 

determinar si PhoH es necesaria para el establecimiento de la infección intestinal, se analizó la 

infección causada por la cepa WT de S. Typhimurium y su mutante derivada ΔphoH, en ratones 

pretratados con estreptomicina, el cual es utilizado como un modelo de colitis provocada por S. 

Typhimurium (Barthel et al., 2003). Como control, se incluyó a la mutante ΔsiiE, que presenta un 

fenotipo de adherencia disminuido (Gerlach et al., 2007). Nuestros resultados preliminares mostraron 
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que se recuperaron menos UFCs de la mutante ΔphoH en la heces de los ratones en comparación con 

la cepa WT, a las 24 y 48 h pos-infección. Como se esperaba, de la mutante ΔsiiE también se recuperó 

un número menor de UFCs respecto a la cepa WT a las 24 y 48 h (Fig. 11A). Estos resultados apoyan 

la idea de que PhoH está involucrado en la infección intestinal en ratones. Sin embargo, cantidades 

similares de las tres cepas probadas fueron recuperadas del bazo de los ratones, lo que sugiere que 

PhoH no se requiere para el establecimiento de la infección sistémica (Fig. 11B). No obstante, más 

estudios deben ser realizados para determinar el papel de PhoH en la colonización intestinal e infección 

sistémica en este y otros modelos de infección. 

 

 

Fig. 11. Efecto de phoHSTm en la colonización intestinal e infección sistémica de ratones por S. 

Typhimurium. Se inocularon grupos de 12 ratones pretratados con estreptomicina por vía oral con la cepa WT 

S. Typhimurium o sus mutantes derivadas ΔphoH o ΔsiiE. (A). Se determinaron los números de CFU/g de las 

heces a los 1, 2 y 3 días pos-infección (dpi). (B) Los números de CFU/g del bazo se determinaron 1 día pos-

infección. Las barras denotan los errores estándar de los promedios para cada grupo experimental. Se indican 

valores estadísticamente significativos (*, P < 0,05; **, P < 0,01; ***, P < 0,001). 
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9.2.Adaptación de la regulación transcripcional de yobH mediada por HilD-SprB 

 

9.2.1. La expresión de yobHSTm se favorece en condiciones inductoras de SPI-1 

El gen ancestral yobH se encuentra en ambas especies del género Salmonella y codifica para 

un polipéptido (YobH) de 79 aminoácidos sin caracterizar funcionalmente, pero que participa en la 

invasión de S. Typhimurium a células epiteliales (Banda et al., 2019a). Producto de un análisis 

filogenético que realizamos con YobH encontramos que además de Salmonella, este polipéptido está 

conservado en la familia Enterobacteriaceae y en otras familias también pertenecientes al orden de las 

Enterobacterales, como Erwiniaceae y Yersiniaceae (Fig. 12A y B). Este amplio y heterogéneo grupo 

de bacterias habitan diferentes nichos ecológicos y se han encontrado en el suelo, el agua y en 

asociación con organismos vivos, incluidas plantas, animales y humanos (Adeolu et al., 2016). Dentro 

de este grupo encontramos varios patógenos como S. enterica y Yersinia pestis entre otros, pero 

también cepas no patógenas como E. coli K-12 (Adeolu et al., 2016; Brady et al., 2010; Parkhill et al., 

2001). 

Precisamente encontramos que el contexto genómico de yobH se encuentra altamente 

conservado en S. Typhimurium y E. coli K-12 (Fig. 13A). De hecho, los genes estructurales yobH y 

sus proteínas YobH codificadas presentan altos porcentajes de identidad de nucleótidos y aminoácidos, 

con un 68% y 78%, respectivamente; mientras que las regiones intergénicas corriente arriba de ambos 

genes cuentan con un 65 % de identidad (Fig. 13A). Esto nos indica que la región del DNA donde se 

encuentra yobH se ha conservado en ambas bacterias. Sin embargo, estudios previos muestran que 

yobH es regulado transcripcionalmente por HilD a través de SprB, dos reguladores exclusivos de 

Salmonella (Banda et al., 2019a); regulación que parece haberse adaptado específicamente sobre yobH, 

ya que no hay indicios de que algún otro gen del contexto genómico de yobH que sea regulado por 

SprB (Fig. 13B). Por tales motivos, resulta interesante estudiar el reclutamiento de la regulación de  
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Fig. 12. YobH está conservada en las familias Enterobacteriaceae, Erwiniaceae y Yersiniaceae. (A) Árbol 

filogenético de YobH. Las secuencias de YobH se recuperaron mediante búsquedas en BLASTp 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) de la base de datos de secuencias de proteínas GenBank nr y se descargaron del 

mismo sitio Los valores de confianza de Bootstrap se calcularon a partir de 100 repeticiones. (B) Alineamiento 

de la proteína YobH de diferentes bacterias representativas de las familias Enterobacteriaceae, Erwiniaceae y 

Yersiniaceae, utilizando el programa Clustal Omega. La intensidad del color azul representa el grado de 

conservación de las secuencias de aminoácidos. 

 

yobH por HilD-SprB para la virulencia de S. Typhimurium. Para ello, comenzamos por evaluar la 

expresión cromosómica de la proteína YobH-FLAG (YobH etiquetada con 3XFLAG) en las cepas 

silvestres de S. Typhimurium y E. coli K-12, en medio LB mediante Western blot. Como se observa 

en la figura 14A, la expresión de la proteína YobH de S. Typhimiurium (YobHSTm) fue notablemente 
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mayor que la expresión de la proteína YobH de E. coli K-12 (YobHEc) (Fig. 14A). Luego, construimos 

una fusión transcripcional a cat del gen yobH de E. coli (yobHEc-cat) y medimos su expresión en la 

cepa WT E. coli en las mismas condiciones, al igual que la expresión de la fusión yobHSTm-cat en la 

cepa WT S. Typhimurium, misma que fue utilizada para analizar la regulación de yobH de S. 

Typhimurium (yobHSTm) por HilD-SprB (Banda et al., 2019a). Coincidente con la expresión de las 

proteínas, la expresión de la fusión yobHSTm-cat fue considerablemente mayor (6 veces) que yobHEc-

cat (Fig. 14B). Estos resultados indican que la expresión de yobHSTm se favorece sobre la de yobHEc, 

en condiciones inductoras de SPI-1. 

 

 

Fig. 13. El contexto genómico de yobH está conservado en S. Typhimurium y E. coli K-12. (A) 

Representación esquemática del contexto genómico de los genes yobH de S. Typhimurium SL1344 y E. coli K-

12 MG1655. (B) Representación de la expresión génica del contexto genómico de yobHSTm de la mutante 

isogénica S. Typhimurium ΔsprB (ΔsprB) respecto a WT S. Typhimurium. Los datos de expresión génica 

proceden de estudios combinados de Chip-seq y RNA-seq (Smith et al., 2016). 

 

Para determinar si yobHSTm se expresa durante la infecciones en ratones, construimos una 

fusión transcripcional yobH-lux y analizamos su expresión en las cepas WT S. Typhimurium y en su 
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mutante isogénica ΔsprB, transformadas con el vector pWSK129 o el plásmido pPsprB-sprB que 

expresa a SprB a partir de su propio promotor. Los ratones C57BL/6 se alimentaron por vía oral con 

estas cepas y la luminiscencia se cuantificó mediante imágenes in vivo cada hora durante 6 h después 

de la infección. La expresión de la fusión yobH-lux se indujo en la cepa WT (WT + vector) en los 

diferentes tiempos probados, mientras que en la mutante ΔsprB + vector la expresión se abatió casi 

por completo (Fig 14C). Además, la luminiscencia abdominal total, producto de la expresión de yobH-

lux, se pudo restaurar en la cepa ΔsprB + sprB a niveles incluso superiores a los alcanzados en la cepa 

silvestre (Fig. 14C), lo que muestra que yobHSTm se expresa y regula por SprB, durante el curso de la 

infección intestinal de S. Typhimurium en un modelo de ratón. 

 

 

Fig. 14. yobHSTm se expresa en condiciones relevantes para la virulencia de S. Typhimurium. (A) La 

expresión cromosómica de YobHSTm-FLAG y YobHEc-FLAG en S. Typhimurium y E. coli MC4100 

respectivamente, se analizó mediante Western blot en LB a 37 °C utilizando anticuerpos monoclonales anti-

FLAG. Como control de carga, la expresión de GroEL se determinó utilizando anticuerpos policlonales anti-
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GroEL. (B) La expresión de las fusiones transcripcionales yobHSTm-cat y yobHEc-cat, contenidas en los 

plásmidos pyobHSTm-cat y pyobHEc-cat respectivamente, se analizó en las cepas WT S. Typhimurium y E. coli 

MC4100, respectivamente, en LB a 37 °C. La actividad específica CAT se determinó en muestras recolectadas 

de cultivos bacterianos cultivados durante 9 h. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes 

realizados por duplicado. Se muestran diferencias estadísticamente significativas (****, P < 0,0001). (C) La 

actividad luciferasa expresada a partir de la fusión yobH-lux se midió mediante imágenes de animales vivos. 

Los ratones C57BL/6 fueron alimentados por vía oral con las cepas indicadas. Las imágenes son representativas 

de dos experimentos independientes y los datos se muestran como la media con el error estándar en cada punto 

de tiempo de cuatro animales separados. 

 

En conjunto, estos resultados muestran que yobHSTm se expresa en condiciones relevantes para 

la virulencia de S. Typhimurium, tanto in vitro como in vivo; y que la regulación mediada por SprB 

juega un papel importante en la expresión de yobHSTm durante la infección intestinal. 

 

9.2.2. Los genes yobHSTm y yobHEc conservan los elementos cis-regulatorios que median 

la regulación por SprB 

Para tratar de dilucidar los mecanismos moleculares involucrados en la adaptación de la 

regulación de yobHSTm por SprB, analizamos más en detalle las regiones intergénicas corriente arriba 

de los genes yobHSTm y yobHEc, en busca de posibles secuencias promotoras y de las secuencias que 

determinan la regulación de yobHSTm por SprB (Fig. 15A). Después de analizar dichas regiones, 

decidimos evaluar la expresión de tres fusiones transcripcionales con mismo extremo 3’ pero diferente 

extremo 5’ de yobHSTm (yobHSTm-193+10-cat, yobHSTm-61+10-cat y yobHSTm-33+10-cat), en la cepa 

WT de S. Typhimurium (WT STm) y en la mutante ΔsprB conteniendo el vector pMPM-K6 

(ΔsprB+vector) o el plásmido pK6-SprB (ΔsprB+pK6-SprB); que expresa a SprB bajo un promotor 

inducible con arabinosa. Interesantemente, las fusiones que abarcan de -193 a +10 y -61 a +10 

mantuvieron una expresión similar a la fusión completa yobHSTm-cat (-193 a +113) en la cepa WT, 

igualmente disminuyeron su expresión alrededor de 4 veces en la mutante ΔsprB+vector y sus 

expresiones se restauraron en la cepa complementada ΔsprB+pK6-SprB (Fig. 15B). En contraste, la 
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fusión que abarca de -33 a +10 no se expresó en ninguna de las cepas probadas, lo cual podría indicar 

que la región contenida en esta fusión no lleva completo el promotor de yobHSTm (Fig. 15B). Estos 

resultados indican que en la región localizada entre las posiciones -61 y +10 de yobHSTm se encuentra 

la secuencia necesaria para la expresión y regulación mediada por SprB. 

 

 

Fig. 15. yobHSTm y yobHEc son regulados por SprB. (A) Esquema de la región reguladora del gen yobH de S. 

Typhimurium SL1344 y E. coli K-12 MG1655. Las secuencias promotoras predichas están marcadas; así como 

el sitio regulador de SprB (rojo) y la secuencia por la que fue mutada (arriba). (B) La expresión de las fusiones 

yobHSTm-cat (-193+113), yobHSTm-mut-cat (-193+113Mut), yobHSTm-193+10-cat, yobHSTm-61+10-cat, yobHSTm-

61+10mut-cat y yobHSTm-33 +10-cat se evaluó en las cepas WT de S. Typhimurium (WT STm) y en su mutante 

isogénica ΔsprB conteniendo el vector pMPM-K6 (ΔsprB+vector) o el plásmido pK6-SprB (ΔsprB+pK6-SprB), 

en medio LB después de 9 h de crecimiento. La expresión de SprB a partir del plásmido pK6-SprB se indujo 

con L-arabinosa al 0,001 % añadida al medio al comienzo de los cultivos. Los datos son el promedio de tres 

experimentos independientes realizados por duplicado. Se muestran diferencias estadísticamente significativas 

(****, P < 0,0001). (C) La expresión cromosómica de la proteína YobH-FLAG de S. Typhimurium se analizó 
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mediante Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal anti-FLAG, en la cepa WT de S. Typhimurium, en 

la mutante ΔsprB y en la cepa S. Typhimurium- yobHmut (contiene mutado el sitio de regulación de SprB) en 

medio LB a 37 °C. Como control de carga, se detectó la expresión de la proteína GroEL con un anticuerpo 

policlonal anti-GroEL. (D) La expresión de las fusiones yobHEc-cat (-195+116), yobHEc-mut-cat (-195+116 Mut), 

yobHEc-61+10-cat y yobHEc-61+10mut-cat se evaluó en las cepas WT de S. Typhimurium y en la mutante ΔsprB 

que contiene el vector pMPM-K6 (ΔsprB+vector) o el plásmido pK6-SprB (ΔsprB+pK6-SprB); así como en la 

cepa WT de E. coli MC4100 que contiene el vector pMPM-K6 (WT Ec+vector) o el plásmido pK6-SprB (WT 

Ec+pK6-SprB) en medio LB después de 9 h de crecimiento. Los datos son el promedio de tres experimentos 

independientes realizados por duplicado. Se muestran diferencias estadísticamente significativas (**, P = 

0,0054; ****, P < 0,0001). (E) La expresión cromosómica de la proteína YobH-FLAG de E. coli se analizó 

mediante Western blot con un anticuerpo monoclonal anti-FLAG, en las cepas WT Ec+vector (pMPM-K6) y 

WT Ec+pK6-SprB en medio LB a 37  ͦC. Como control de carga se detectó la expresión de la proteína GroEL 

con un anticuerpo policlonal anti-GroEL.  

 

Sorpresivamente, al analizar la fusión yobHEc-cat (-195 a +116) en las mismas cepas de S. 

Typhimurium, notamos que también disminuyó su expresión (2 veces) en la cepa ΔsprB+vector 

respecto a la cepa WT, la cual se restauró en la cepa ΔsprB+pK6-SprB (Fig. 15D). De igual manera, 

la expresión de esta fusión se indujo más de 3 veces en una cepa de E. coli complementada con el 

plásmido pK6-SprB (WT Ec+pK6-SprB) respecto a la cepa WT Ec+vector (Fig. 15D). 

Coincidentemente, la proteína YobHEc-FLAG aumentó su expresión en la cepa WT Ec+pK6-SprB en 

comparación a la cepa WT Ec+vector (Fig. 15E). Estos resultados indican que los elementos en cis 

necesarios para la regulación por SprB están conservados en yobHEc. De igual manera que para el gen 

yobHSTm, en la secuencia entre las posiciones -61 a +10 se encontraron todos los elementos necesarios 

para la máxima expresión y regulación de yobHEc por SprB (Fig. 15D). 

Posteriormente, analizamos la región -61/+10 de los genes yobH de ambas bacterias y notamos 

que hay una secuencia de 7 nucleótidos idénticos (GGAATGA) en las posiciones -46 a -40 (Fig. 15A). 

Decidimos entonces cambiar esta secuencia en las fusiones yobHSTm-193+113-cat y yobHSTm-61+10-

cat. Las dos fusiones resultantes (yobHSTm-193+113mut-cat y yobHSTm-61+10mut-cat, 

respectivamente) mostraron niveles de expresión menores que los de las fusiones silvestres en WT 

STm (Fig. 15B). Asimismo, los niveles de expresión de las fusiones mutadas fueron similares en las 

cepas WT STm, ΔsprB+vector y ΔsprB+pK6-SprB (Fig. 15B). Sin embargo, los niveles de expresión 
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de las fusiones mutadas fueron ligeramente menores a los de las fusiones silvestres en la mutante 

ΔsprB+vector, por lo que estas mutaciones, además de interrumpir la regulación por SprB, pudieran 

estar afectando en parte el promotor de yobHSTm (Fig. 15B). De igual manera, la expresión de la 

proteína YobHSTm-FLAG disminuyó en una cepa que contiene los 7 nucleótidos mutados en el 

cromosoma (S. Typhimurium-yobHmut) respecto a la cepa WT; la expresión de YobHSTm-FLAG 

disminuyó de manera similar en las mutantes S. Typhimurium-yobHmut y ΔsprB (Fig. 15C). 

Mutaciones de los 7 nucleótidos conservados en S. Typhimurium y E. coli, afectaron también la 

expresión de las fusiones de E. coli yobHEc-cat (yobHEc-mut-cat) y yobHEc-61+10-cat (yobHEc-

61+10mut-cat) (Fig. 15D). 

En conjunto, estos resultados demuestran que la adaptación de la regulación de yobHSTm por 

HilD-SprB ocurrió con la adquisición por transferencia horizontal de SPI-1, que codifica para HilD y 

SprB, y no por cambios en la región reguladora del gen yobHSTm respecto a yobHEc. 

 

9.2.3. La regulación de yobH por SprB se requiere para la función de YobH en la adhesión 

e invasión de S. Typhimurium a células HeLa 

Con el objetivo de comprobar si la adaptación de la regulación de yobH por SprB es importante 

para la función de YobH en la invasión de S. Typhimurium; realizamos ensayos de invasión a células 

HeLa. Nuestros resultados mostraron que en la cepa S. Typhimurium-yobHmut (contiene mutado el 

sitio de regulación de SprB en el cromosoma) disminuyó aproximadamente 2 veces la capacidad de 

invadir, respecto a la cepa WT, disminución similar a la que se produjo en la cepa ΔyobH; mientras 

que en la cepa ∆yobH +yobH, complementada en el cromosoma con el gen yobH silvestre, se pudieron 

recuperar los porcentajes de invasión (Fig. 16A). 

La adhesión a las células huésped es un paso previo e indispensable para la invasión de S. 

Typhimurium (Fàbrega and Vila, 2013; Zierler and Galan, 1995). Por ello realizamos ensayos de 
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adhesión a células HeLa utilizando como control una cepa no invasiva de S. Typhimurium ∆invC 

(∆invC) (Klein et al., 2017). Interesantemente, una doble mutante ∆invC ∆yobH disminuyó 

aproximadamente a la mitad su adhesión a células HeLa, mismo efecto que se observó en la doble 

mutante complementada con el gen yobH mutado en el sitio de regulación de SprB (∆invC 

∆yobH+yobHmut) (Fig. 16B). Cuando la cepa ∆invC ∆yobH se complementó con el gen yobH silvestre 

se pudo reestablecer la adhesión a niveles similares a los de ∆invC (Fig. 16B). 

 

 

Fig. 16. La regulación de yobH mediada por SprB interviene en la adhesión e invasión de S. Typhimurium 

a células HeLa. (A) Células HeLa fueron infectadas con las cepas WT de S. Typhimurium (WT) y sus mutantes 

∆yobH, ∆yobH+yobH-FLAG-kan (∆yobH+yobHSTm), ∆yobH+yobHmut-FLAG-kan (∆yobH+yobHSTm Mut) y 

∆yobH+yobHEc-FLAG-kan (∆yobH+yobHEc). La invasión se cuantificó por el conteo de UFCs intracelulares 

después de 1h pos-infección mediante el ensayo de protección a gentamicina. (B) Células HeLa fueron 

infectadas con las cepas no invasivas de S. Typhimurium: ∆invC, ∆invC ∆yobH, ∆invC ∆yobH+yobH-FLAG-

kan (∆invC ∆yobH+yobHSTm), ∆invC ∆yobH+yobHmut-FLAG-kan (∆invC ∆yobH+yobHSTm Mut), and ∆invC 

∆yobH+yobHEc-FLAG-kan (∆invC ∆yobH+yobHEc). La adhesión se cuantificó por el conteo de UFCs 30min 

pos-infección. Los porcientos de invasión y adhesión se calcularon en relación con el total de bacterias de cada 

cepa (inóculo). Los datos son el promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Se 

muestran diferencias estadísticamente significativas (***, P = 0,0006; ****, P < 0,0001). 
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Estos resultados demuestran que yobH actúa como un factor de adhesión de S. Typhimurium 

durante la invasión a células epiteliales HeLa y que la regulación mediada por SprB es requerida para 

llevar a cabo dicha función. 

Por otra parte, como el gen yobH de E. coli también puede ser regulado por SprB, decidimos 

realizar los ensayos de invasión y adhesión complementando las cepas ∆yobH y ∆invC ∆yobH con el 

gen yobHEc (∆yobH+yobHEc y ∆invC ∆yobH+yobHEc, respectivamente). Interesantemente, los 

porcentajes de invasión y adhesión pudieron restaurarse de igual manera que cuando se complementó 

con el gen yobH silvestre de S. Typhimurium (Fig. 16A y B), demostrando que la proteína YobH de 

E. coli conserva la actividad requerida para la adhesión e invasión de S. Typhimurium a células 

hospederas. 

 

9.2.4. La actividad de YobH no se requiere durante la infección de S. Typhimurium en 

ratones 

Nuestros resultados muestran que la regulación de yobHSTm por SprB es necesaria para la 

función de YobH en la adherencia e invasión de S. Typhimurium a sus células hospederas. Esto nos 

llevó a analizar si el reclutamiento de la regulación de yobH por SprB es igualmente importante en el 

establecimiento de la infección en ratones. Para ello, se analizó la infección causada por las cepas WT 

de S. Typhimurium, la mutante ΔyobH y las mutantes complementadas ΔyobH+yobHSTm-FLAG-kan 

(ΔyobH+yobH) y ∆yobH+yobHSTm-mut-FLAG-kan (ΔyobH+yobHMUT), en un modelo de colitis en 

ratón. Contrario a lo esperado, ni la ausencia de YobHSTm, ni la pérdida de su regulación por SprB 

causaron una atenuación de la infección intestinal o sistémica de S. Typhimurium en los ratones; ya 

que las cantidades de UFCs recuperadas de las cepas ΔyobH y ΔyobH+yobHMUT fueron similares a las 

de las cepas WT y ΔyobH+yobH en el íleon, ciego, colon y el bazo (Fig. 17A). De igual manera, la 
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expresión de la interleucina proinflamatoria 6 (il6) y la proteína de defensa antibacteriana LCN2 (lcn2) 

fue similar en los ratones infectados con la cepa WT y con las cepas ΔyobH complementadas (Fig. 

17B). Estos resultados sugieren que la actividad de YobH no interviene en el establecimiento de la 

infección de S. Typhimurium en el modelo de ratón. Sin embargo, estudios similares deben realizarse 

en otros modelos animales empleados en el estudio de la infección causada por Salmonella. 

 

 

Fig. 17. YobH y su regulación por SprB no intervienen en la infección de S. Typhimurium en un modelo 

de colitis en ratón. (A) Ratones pretratados con estreptomicina fueron infectados con las cepas WT de S. 

Typhimurium (wt), ∆yobH, ∆yobH+yobH, o ∆yobH+yobHMUT. Los ratones fueron sacrificados cuatro días 

después de ser infectados y el número de UFCs recuperadas por gramo de tejido fue calculado en cada ratón. 

Cada punto representa un animal individual, las líneas indican la geometría de cada grupo. Dentro de cada tejido, 

las cepas se compararon mediante un ANOVA de dos vías respecto a la cepa wt y se corrigieron para 

comparaciones múltiples con la prueba de Bonferroni. *, P < 0,05. (B) La expresión de los genes il6 y lcn2 de 

las muestras de tejido de cada ratón se midió mediante RT-qPCR, después de la infección. La expresión del gen 

rplp0 se midió para la normalización. Las proporciones, normalizadas a la cepa wt, se calcularon en relación 

con los niveles de transcripción de rplp0. Cada punto representa un animal individual, las barras y el error 

indican la media y la desviación estándar de cada grupo. Los grupos se compararon contra un valor de 1 a través 
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de un ANOVA de dos vías y se corrigieron para comparaciones múltiples con la prueba de Bonferroni *, P < 

0,05; **, P < 0,01. 

 

9.3.Adaptación de la regulación transcripcional de fdnG mediada por HilD 

 

9.3.1. El gen fdnG de S. Typhimurium, pero no el gen de E. coli K-12, es regulado por 

HilD en condiciones inductoras de SPI-1 

fdnGHI es un operón ancestral con ortólogos en una gran variedad de bacterias mayormente 

pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria, que codifica a la enzima formiato deshidrogenasa-N 

(Fdn-N), involucrada en la oxidación y transporte electrónico del formiato al nitrato durante la 

respiración anaerobia (Martinez-Guerrero et al., 2008; Wang and Gunsalus, 2003). Sin embargo, 

estudios previos de transcriptómica global sugieren que en S. Typhimurium se adaptó específicamente 

la regulación de fdnGHI por HilD, un regulador adquirido y exclusivo de Salmonella (Colgan et al., 

2016) (Fig. 18B). El contexto genómico de fdnGHI está conservado en dos bacterias relacionadas 

evolutivamente, como lo son S. Typhimurium y E. coli K-12, a excepción de algunos genes específicos 

de cada bacteria que se encuentran en la región entre los genes narU y yddG (Fig. 18A). 

Particularmente, el primer gen del este operón, fdnG, y su proteína codificada FdnG, presentan una 

identidad en secuencia del 86% y 93%, respectivamente, entre S. Typhimurium y E. coli K-12; 

mientras que las regiones intergénicas corriente arriba de ambos genes solo guardan un 56% de 

identidad (Fig. 18A).  
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Fig. 18. El contexto genómico de fdnG está conservado en S. Typhimurium y E. coli K-12. (A) 

Representación esquemática del contexto genómico de los genes fdnG de S. Typhimurium SL1344 y E. coli K-

12 MG1655. Los genes ortólogos se representan con el mismo color. Se muestran la identidad de secuencia de 

los genes fdnG y las proteínas FdnG de ambas bacterias, y de las regiones intergénicas corriente arriba. (B) 

Representación de la expresión génica del contexto genómico de fdnGSTm de la mutante isogénica S. 

Typhimurium ΔhilD (ΔhilD) respecto a WT S. Typhimurium (WT STm). Los datos de expresión génica 

proceden de estudios de RNA-seq (Colgan et al., 2016). 

 

Tomando en cuenta que HilD es un regulador adquirido por Salmonella y ausente en E. coli, y 

que el contexto genómico de fdnG en ambas bacterias está conservado, nos preguntamos si además de 

la ganancia de HilD, fueron necesarios cambios cis-regulatorios que fijaran la regulación de fdnG por 

HilD en S. Typhimurium. Para determinar esto se construyeron dos fusiones transcripcionales al gen 

reportero cat, que abarcan las regiones intergénicas corriente arriba de los genes fdnG de S. 

Typhimurium (fdnGSTm-cat) y E. coli (fdnGEc-cat), respectivamente, y se analizaron sus expresiones 

en condiciones inductoras de SPI-1. La expresión de la fusión fdnGSTm-cat se evaluó en la cepa silvestre 

de S. Typhimurium (WT STm) y en una cepa silvestre de E. coli transformada con el vector pMPM-

K6 (WT Ec+vector) o el plásmido pK6-HilD (WT Ec+pK6-HilD), que expresa HilD a partir de un 
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promotor inducible por arabinosa. La expresión de la fusión fdnGSTm-cat se indujo en la cepa WT STm, 

mientras que en la cepa WT Ec+vector se redujo su expresión alrededor de 4 veces, consistente con 

estudios anteriores que refieren la regulación positiva de HilD sobre fdnGSTm (Colgan et al., 2016) 

(Fig. 19A). La expresión de HilD a través del plásmido pK6-HilD incrementó la expresión de la fusión 

fdnGSTm-cat a niveles similares a los de la cepa WT de S. Typhimurium (Fig. 19A), lo que sugiere que 

la expresión de fdnGSTm mediada por HilD no requiere otro regulador específico de Salmonella. Por 

otra parte, la expresión de la fusión fdnGEc-cat se analizó de igual manera en las cepas WT Ec+vector 

y WT Ec+pK6-HilD. Sin embargo, los niveles de expresión resultaron muy bajos en comparación a 

los de la fusión fdnGSTm-cat, incluso en presencia del plásmido pK6-HilD, lo que indica que el gen 

fdnG de E. coli no es regulado por HilD en las condiciones evaluadas (Fig. 19A). Luego de observar 

la pobre expresión de la fusión fdnGEc-cat en LB, quisimos descartar la posibilidad de que faltaran 

secuencias reguladoras en la fusión transcripcional que habíamos construido. Por esto, evaluamos 

ambas fusiones en condiciones que han sido reportadas como inductoras de fdnGEc, esto es crecimiento 

en anaerobiosis en medio mínimo N (MM-N) y en presencia de nitrato (NaNO3) (Wang and Gunsalus, 

2003). En dichas condiciones, las fusiones fdnGSTm-cat y fdnGEc-cat aumentaron significativamente 

sus expresiones en comparación a cuando no se añadió NaNO3 al medio de cultivo (Fig. 19B). Lo 

anterior indica que ambas fusiones cuentan con las regiones reguladoras necesarias para su expresión 

y regulación ancestral por nitrato y anaerobiosis. 
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Fig. 19. fdnGSTm, pero no fdnGEc, se expresa y regula por HilD en condiciones inductoras de SPI-1. (A) ) 

La actividad CAT de la fusión fdnGSTm-cat se determinó en la cepa WT S. Typhimurium (STm) y en las cepas 

WT E. coli (Ec) MC4100 en presencia del vector pMPM-K6 o el plásmido pK6-HilD que expresa a HilD a 

través de un promotor inducible por arabinosa. La actividad de la fusión transcripcional fdnGEc-cat se determinó 

en las cepas WT E. coli (Ec) MC4100 en presencia del vector pMPM-K6 o el plásmido pK6-HilD. La actividad 

CAT se determinaron a partir de muestras de cultivos bacterianos crecidos en LB a 37 °C durante 6 h en 

agitación. La expresión de HilD a partir del plásmido pK6-HilD se indujo con L-arabinosa al 0,01 % añadida al 

medio al comienzo de los cultivos. Se muestran diferencias estadísticamente significativas (****, P < 0,0001). 

(B) La actividad CAT de las fusiones fdnGSTm-cat y fdnGEc-cat se determinó en la cepa WT STm y WT Ec, 

respectivamente, a partir de muestras de cultivos bacterianos crecidos en medio mínimo N (MM-N) en presencia 

(7 mM) o ausencia (0 mM) de NaNO3 en anaerobiosis durante 16 h. Se muestran diferencias estadísticamente 

significativas (****, P < 0,0001). (C) La expresión cromosómica de la proteína FdnG-FLAG de S. 

Typhimurium se analizó mediante Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal anti-FLAG, en la cepa 

WT de S. Typhimurium (STm) y en la mutante STm ΔhilD transformada con el vector pBADMycHisC (-) o el 

plásmido pBAD-HilD1, que expresa HilD a partir de un promotor inducible por arabinosa. Como control, 

también se detectó la expresión de GroEL utilizando anticuerpos policlonales anti-GroEL. Los cultivos 

bacterianos se crecieron en LB a 37 °C durante 6 h en agitación, y la expresión de HilD del plásmido pBAD-

HilD1 se indujo con las cantidades indicadas de L-arabinosa añadidas al medio 3 h después de la inoculación 

de los cultivos. 

 

Para confirmar la regulación de fdnGSTm por HilD, realizamos un análisis de Western blot para 

evaluar la expresión cromosómica de la proteína FdnG-FLAG (FdnG etiquetada con un epítopo 
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3XFLAG), en la cepa WT S. Typhimurium y en su mutante isogénica ΔhilD (STm ΔhilD), 

transformada con el vector pBADMycHisC (-) o el plásmido pBAD-HilD1, que expresa HilD a partir 

de un promotor inducible por arabinosa. La proteína FdnG-FLAG de S. Typhimurium (FdnGSTm-

FLAG) se detectó en menor medida en la cepa STm ΔhilD respecto a la cepa WT STm; mientras que 

la expresión de HilD a partir del plásmido pBAD-HilD1 restauró la detección de FdnGSTm-FLAG en 

la mutante ΔhilD (Fig. 19C). 

En conjunto, estos resultados muestran que el gen fdnGSTm, pero no el gen fdnGEc, es activado 

por HilD en condiciones inductoras de SPI-1; lo que sugiere que tanto la ganancia de HilD, como la 

diferenciación de la secuencia reguladora, llevaron al gen fdnGSTm a expresarse distintivamente en 

condiciones relevantes para la virulencia de Salmonella. 

 

9.3.2. Los genes fdnGSTm y fdnGEc son diferencialmente regulados por el represor H-NS 

Como mencionamos anteriormente, HilD induce la expresión de sus genes blanco 

contrarrestando la represión mediada por H-NS y en ausencia de la actividad de H-NS estos genes se 

expresan independientemente de HilD (Banda et al., 2019a; Bustamante et al., 2008; Olekhnovich and 

Kadner, 2007). Quisimos determinar entonces si HilD sigue un mecanismo similar para inducir la 

expresión de fdnGSTm. En esta ocasión inactivamos a H-NS en S. Typhimurium sobreexpresando la 

mutante H-NSG113D para generar una dominancia negativa. Esta mutante tiene afectada la unión al 

DNA pero aún forma heterodímeros con los monómeros H-NS WT (Ueguchi et al., 1996). Entonces, 

se cuantificó la actividad de la fusión fdnGSTm-cat en la cepa WT S. Typhimurium y en su mutante 

derivada ∆hilD que contiene los plásmidos pT6-HNS-G113D o pT6-HNS-WT, que expresan H-

NSG113D y H-NS WT, respectivamente, o transformada con el vector pMPM-T6. La expresión de H-

NSG113D, pero no de H-NS WT, aumentó la expresión de fdnGSTm-cat en la mutante ∆hilD, a niveles 

incluso mayores a los alcanzados en la cepa WT STm (Fig. 20A). De manera similar, la proteína 
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FdnGSTm-FLAG incrementó su expresión en la cepa ∆hilD+pT6-HNS-G113D, respecto a la misma 

cepa transformada con el plásmido pT6-HNS-WT o con el vector pMPM-T6 (Fig. 20B). Estos 

resultados muestran que H-NS reprime la expresión de fdnGSTm-cat y que en ausencia de la actividad 

de H-NS este gen se expresa independientemente de HilD, lo que apoya la idea que HilD induce la 

expresión de fdnGSTm contrarrestando la represión mediada por H-NS. Por el contrario, la fusión 

fdnGEc-cat mostró niveles de expresión muy bajos tanto en la cepa WT Ec, como en la cepa ∆hns Ec 

(Fig.20A), mostrando que, a diferencia de lo observado para fdnGSTm, la expresión de fdnGEc no se 

induce en ausencia de H-NS en las condiciones probadas. 

En total, estos resultados apoyan que durante la diferenciación evolutiva de Salmonella y E. 

coli K-12 ocurrieron cambios en la región reguladora de fdnGSTm, que establecieron la represión de 

este gen por H-NS y la acción de HilD como un factor anti-H-NS; haciendo que fdnGSTm se exprese 

en condiciones relevantes para la virulencia de Salmonella. 

 

 

Fig. 20. HilD antagoniza la represión de H-NS sobre fdnGSTm. (A) La actividad específica CAT de la fusión 

fdnGSTm-cat se evaluó en la cepa WT S. Typhimurium (STm) y en su mutante derivada ΔhilD transformada con 

el vector pMPM-T6 (ΔhilD+vector), el plásmido pT6-HNS-WT o con el plásmido pT6-HNS-G113D, que 

expresan las proteínas H-NS WT y H-NSG113D, respectivamente, a partir de un promotor inducible por arabinosa. 

La expresión de H-NS WT y H-NSG113D se indujo con L-arabinosa al 0,1 % añadida al medio al comienzo de 
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los cultivos. La actividad de la fusión fdnGEc-cat se evaluó en las cepas WT E. coli (Ec) MC4100 y en su 

derivada mutante Δhns. Se muestran diferencias estadísticamente significativas (****, P < 0,0001). (B) La 

expresión cromosomal de la proteína FdnG-3XFLAG (FdnG-FLAG) de S. Typhimurium SL1344 se analizó 

mediante Western blot en la cepa WT STm y en su derivada mutante ΔhilD transformada con el vector pMPM-

T6, el plásmido pT6-HNS-WT o con el plásmido pT6-HNS-G113D. Como control de carga se analizó la 

expresión de la proteína GroEL. La actividad CAT y la expresión de FdnG-FLAG se determinaron a partir de 

muestras de cultivos bacterianos crecidos en LB a 37 °C durante 6 h en agitación. 
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10. DISCUSIÓN 

 

La regulación diferencial de genes ortólogos es un mecanismo importante para la variabilidad 

fenotípica entre bacterias estrechamente relacionadas (Choi and Groisman, 2020; Ilyas et al., 2018; 

Osborne et al., 2009; Perez and Groisman, 2009; Winfield and Groisman, 2004). En este estudio, 

definimos el mecanismo por el cual HilD induce la expresión de phoHSTm y fdnGSTm, y mostramos 

que, tanto la ganancia de HilD como cambios cis-regulatorios, propiciaron la regulación 

transcripcional de estos genes mediada por HilD en S. Typhimurium; lo que llevó a una expresión 

diferencial de phoH y fdnG entre S. Typhimurium y E. coli K-12. La regulación de phoH y fdnG 

mediada por HilD en S. Typhimurium es resumida en las figuras 21 y 22, respectivamente. 
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Fig. 21. Representación de la adaptación reguladora de phoH por HilD en S. Typhimurium. Se indica 

como la adquisición de HilD y mutaciones cis-reguladoras llevaron a una expresión y regulación diferencial de 

phoHSTm respecto a phoHEc. 

 

Nuestros datos indican que en ausencia del represor H-NS, los genes phoHSTm y fdnGSTm 

alcanzan niveles de expresión similares a los de la cepa WT S. Typhimurium, independientemente de 

HilD. Encontramos que H-NS reprime directamente la expresión del gen phoHSTm, pero no del gen 

phoHEc. Además, determinamos que HilD desplaza a H-NS del gen phoHSTm. Igualmente, fdnGSTm, 

pero no fdnGEc, es reprimido por H-NS en condiciones inductoras de SPI-1. Estos resultados respaldan 

que HilD induce la expresión de phoHSTm y fdnGSTm al antagonizar el efecto negativo de H-NS, al 

igual que en varios otros genes blanco (Banda et al., 2019b, 2019a; Bustamante et al., 2008; Martínez 

et al., 2014; Olekhnovich and Kadner, 2007, 2006; Schechter and Lee, 2001). Curiosamente, 

observamos que la sobreexpresión de HilD aumentó aún más la expresión del gen phoHSTm en ausencia 

de H-NS, lo que sugiere que HilD, además de actuar como un factor anti-H-NS, podría antagonizar la 

acción de un represor adicional o mejorar la unión de la RNA polimerasa sobre el promotor de este 

gen. De acuerdo con esta noción, un informe anterior indica que HilD contrarresta la represión ejercida 

por la proteína asociada a nucleoide Hha sobre el gen rtsA (Olekhnovich and Kadner, 2007). Además, 

la evidencia de otro estudio sugiere que HilD recluta la RNA polimerasa en el promotor de hilA 

(Boddicker et al., 2003). 
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Fig. 22. Representación de la adaptación reguladora de fdnG por HilD en S. Typhimurium. Se indica 

como la adquisición de HilD y la evolución cis-reguladora llevaron a una expresión y regulación diferencial de 

fdnGSTm respecto a fdnGEc, en condiciones relevantes para la virulencia de Salmonella. 

 

Un análisis previo de RNA-seq reveló dos sitios de inicio de la transcripción para el gen 

phoHSTm (Kröger et al., 2013; Ramachandran et al., 2014). En consecuencia, nuestros resultados 

muestran que dos promotores (P1 y P2) transcriben este gen en condiciones inductoras de SPI-1. 

Encontramos que HilD regula positivamente el promotor P1, pero no el promotor P2, al unirse a un 

sitio que se superpone a la región -35 del promotor P1. Hasta donde conocemos, no se ha definido 

ningún otro mecanismo regulador que no sea el mediado por el sistema PhoB/R para el gen phoH en 

ninguna otra bacteria. 

En nuestro estudio detectamos solo niveles basales de expresión para los genes phoHEc y fdnGEc 

en condiciones inductoras de SPI-1, incluso en presencia de HilD. De acuerdo con este hallazgo, 

análisis computacionales revelaron que la secuencia reguladora requerida para la expresión del gen 
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phoHSTm mediada por HilD (secuencia P1 -67/+3) está poco conservada en el gen phoHEc, incluida la 

secuencia de unión a HilD en phoHSTm. Además, un análisis filogenético basado en la secuencia P1 -

67/+3 de phoH agrupó las cepas de Salmonella y E. coli en dos clados diferentes. Por lo tanto, nuestros 

resultados respaldan que tanto la adquisición de HilD como la diferenciación evolutiva de la secuencia 

P1 -67 a +3 adaptaron la regulación positiva de phoH por HilD en S. Typhimurium, lo que llevó a que 

este gen se expresara en condiciones de crecimiento relevantes para la virulencia de Salmonella. Un 

análisis computacional similar predijo un sitio de regulación de HilD en fdnGSTm, pero no en fdnGEc 

(datos no mostrados); sin embargo, más estudios deben realizarse para determinar si dicha secuencia 

es responsable de la expresión diferencial entre fdnGSTm y fdnGEc. 

Curiosamente, la diferenciación de la región reguladora de phoHSTm y fdnGSTm también adaptó 

la represión de estos genes por H-NS, que a su vez está involucrada en sus expresión mediada por 

HilD. Esto nos lleva a especular que la regulación por parte de HilD de otros genes ancestrales, como 

flhDC, también fue adaptada mediante una evolución cis-reguladora. Por otro lado, cambios cis-

reguladores en S. Typhimurium con respecto a S. bongori llevaron a que los genes srfN, ugtL y flhDC 

fueran regulados por el regulador transcripcional de SPI-2, SsrB, y por lo tanto, tuvieran un papel en 

la virulencia de S. Typhimurium (Choi and Groisman, 2020; Ilyas et al., 2018; Osborne et al., 2009). 

Así, estos estudios indican que los cambios cis-regulatorios han jugado un papel importante en la 

evolución de la patogenicidad de Salmonella. Es razonable pensar que la integración de los genes 

phoHSTm y fdnGSTm en el regulón de HilD fue favorable para la virulencia de S. Typhimurium. Nuestros 

resultados indican que la eliminación de phoHSTm disminuye ligeramente la colonización intestinal 

temprana, pero no afecta la infección sistémica de ratones por S. Typhimurium. Un fenotipo similar 

observamos con la deleción del gen siiE, que codifica una adhesina gigante no fimbrial que se ha 

demostrado que es necesaria para la colonización intestinal (Gerlach et al., 2007; Morgan et al., 2004). 

Por el contrario, la eliminación de phoHSTm no afectó la invasión de S. Typhimurium a células HeLa o 

macrófagos murinos RAW264.7 (Valdespino-Díaz, 2018). Entonces, se requieren más estudios sobre 
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el posible papel de phoH en la patogenicidad de S. Typhimurium; sobre todo, teniendo en cuenta que 

incluso cuando phoH se conserva en muchas bacterias, su función biológica permanece desconocida 

en todas ellas. Por otra parte, nuestros resultados preliminares no muestran que fdnG se requiera para 

la invasión de S. Typhimurium a células HeLa (datos no mostrados). Sabiendo la función de la enzima 

formiato deshidrogenasa-N en la oxidación y transporte de electrones del formiato al nitrato, y la 

ventaja adaptativa que la respiración del nitrato le genera a S. Typhimurium en el intestino inflamado 

de ratones (Lopez et al., 2015, 2012; Rivera-Chávez et al., 2016, 2013); resulta fundamental entonces 

analizar el papel de fdnG durante la colonización intestinal de S. Typhimurium en ratones u otros 

modelos animales, para determinar si su función ancestral ha sido reclutada para la virulencia. 

Adicional a la adaptación de la regulación por HilD y H-NS, encontramos otro rasgo en 

phoHSTm que también fue generado por la evolución cis-reguladora; la expresión de este gen fue 

inducida por bajo Pi independientemente del sistema de dos componentes PhoR/B. Un trabajo anterior 

indica que solo una pequeña parte de los genes de S. Typhimurium que son inducidos por bajo Pi 

pertenecen al regulón del sistema PhoR/B (Jiang et al., 2018). Por lo tanto, S. Typhimurium parece 

tener un sistema regulador alternativo a PhoR/B para activar phoHSTm y muchos otros genes en 

respuesta a la limitación de Pi. Nuestros resultados indican que HilD, así como PhoP y SsrB, dos 

reguladores transcripcionales que inducen la expresión de genes de virulencia de Salmonella en MM-

N con bajo Pi, no están involucrados en la activación de phoHSTm en esas condiciones (Valdespino-

Díaz, 2018). Estudios transcriptómicos han demostrado que la expresión de phoHSTm es inducida por 

varios tipos de estrés que S. Typhimurium enfrenta dentro de los huéspedes, tales como alta 

concentración de NaCl, bajo Fe2+, anaerobiosis, exposición a peróxido u óxido nítrico, entre otros 

(Kröger et al., 2013). Así, varios reguladores podrían coordinarse para activar la expresión de phoHSTm 

en respuesta a diferentes señales, lo cual queda por determinar. 

Un estudios previo de nuestro grupo demostró que HilD regula indirectamente la expresión de 

yobHSTm a través del regulador transcripcional SprB (Banda et al., 2019a). En el actual trabajo 



95 
 

mostramos que la actividad ancestral de YobH fue reclutada para la virulencia de S. Typhimurium a 

través de la regulación positiva que ejerce SprB sobre yobHSTm (Fig. 23). 

 

 

Fig. 23. Reclutamiento de la actividad de YobH para la virulencia de S. Typhimurium. Se indica como la 

actividad de YobH fue reclutada para la virulencia de S. Typhimurium, a través de la regulación mediada por el 

circuito HilD-SprB. 

 

Nuestros resultados muestran que la expresión de yobHSTm es mayor a la de yobHEc en 

condiciones inductoras de SPI-1. Interesantemente, observamos que el regulador SprB también es 

capaz de inducir la expresión del gen yobHEc, sin la necesidad de ningún otro regulador específico de 

Salmonella. Además, encontramos una secuencia de siete nucleótidos idénticos cercanos a la región -

35 de ambos promotores (de -46 a -40), necesaria para la regulación de yobHSTm y yobHEc por SprB. 

Estos resultados respaldan la idea de que la adaptación de la regulación de yobHSTm por HilD-SprB 

ocurrió con el reconocimiento, por SprB, de una secuencia reguladora en yobHSTm, la cual se conserva 

en yobHEc, y no por cambios cis-regulatorios originados durante la divergencia de Salmonella y E. coli 

K-12. En un estudio anterior se encontró que SprB se requiere para la expresión de yobHSTm incluso 
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en ausencia de H-NS, por lo que no actúa como factor anti-H-NS (Banda et al., 2019a). Entonces, se 

necesitan realizar estudios ulteriores para determinar si SprB actúa como un activador transcripcional 

clásico o como antagonista de un represor diferente a H-NS. 

YobH es un factor de virulencia que se requiere para la invasión de S. Typhimurium a células 

hospederas (Banda et al., 2019a). Nosotros mostramos que mutaciones en el sitio de regulación de 

SprB -46/-40 de yobHSTm disminuyeron la capacidad de S. Typhimurium de adherirse e invadir células 

HeLa, lo cual indica que la actividad de YobHSTm ha sido reclutada para la virulencia de la bacteria, a 

través de la regulación positiva mediada por el circuito regulatorio HilD-SprB. Diferentes estudios 

refieren que en S. Typhimurium existen otros genes de virulencia, además de yobH, que son regulados 

por el circuito HilD-SprB, como ugtL y slrP (Banda et al., 2019a; Smith et al., 2016), los cuales están 

involucrados en la colonización intestinal de S. Typhimurium en ratones, pollos, cerdos y vacas 

(Chaudhuri et al., 2013; Choi and Groisman, 2017; Goto et al., 2017; Tsolis et al., 1999). Nuestros 

datos también indican que los fenotipos de adhesión e invasión a células HeLa, atenuados en una cepa 

de S. Typhimurium carente de yobH, pueden ser restaurados insertando una copia del gen yobHEc en 

el cromosoma de la mutante. Esto nos sugiere que la función de YobH relacionada a la virulencia de 

S. Typhimurium está conservada entre S. Typhimurium y E. coli K-12. A pesar de que nuestros 

resultados ilustran que yobHSTm se expresa en el intestino de ratones de manera dependiente de la 

activación por SprB, no encontramos que YobH esté implicado en la respuesta inflamatoria intestinal, 

ni en la infección intestinal o sistémica de S. Typhimurium en un modelo de colitis en ratón. Sin 

embargo, los resultados obtenidos en la invasión a células HeLa, y el hecho de que YobH sea secretada 

(datos no mostrados), sugieren que YobH puede funcionar como un factor de adhesión en S. 

Typhimurium. Esto nos hace pensar que probablemente la simple eliminación de yobH no sea 

suficiente para notar una atenuación de la infección en ratones, teniendo en cuenta que la contribución 

de las adhesinas puede quedar enmascarada por la presencia de otras adhesinas y los efectos de 

compensación funcional de estos determinantes (Van Der Velden et al., 1998). Además, S. enterica 
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cuenta con varias adhesinas con funciones altamente específicas que le confieren a la bacteria tropismo 

por un determinado huésped (Boyen et al., 2006). Ejemplo de esto es la variante de la adhesina fimbrial 

FimH de S. Gallinarum y S. Pullorum, incapaz de unirse a líneas celulares murinas ni humanas, pero 

sí a leucocitos de pollo, lo que en parte explica la especificidad de estas serovariantes por huéspedes 

aviares (Guo et al., 2009; Kisiela et al., 2006). Por su parte, existen reportes de que la adhesina ShdA 

participa en la colonización y persistencia de S. Typhimurium en el intestino de ratones, pero no en el 

intestino de cerdos (Boyen et al., 2006; Kingsley et al., 2003). Consistente con esta noción, un análisis 

previo mediante secuenciación de sitio de inserción dirigida por transposones (TraDIS), mostró que 

una cepa de S. Typhimurium mutante en yobH tenía un fenotipo de colonización intestinal disminuido 

en pollos y vacas, pero no en la infección sistémica en el modelo de ratón (Chaudhuri et al., 2013). 

Todo esto refuerza la idea de emplear otras líneas celulares y modelos animales, que permitan ampliar 

nuestros resultados sobre la función de YobH en la patogenicidad de S. Typhimurium. 

En resumen, nuestro trabajo muestra que la regulación diferencial de genes ortólogos es una 

fuente importante de variabilidad fenotípica entre bacterias estrechamente relacionadas, que 

contribuye a la evolución de la virulencia de bacterias patógenas como S. Typhimurium. Además, 

aportamos evidencias de cómo la diferenciación evolutiva de regiones reguladoras puede conducir al 

rearreglo de circuitos de regulación transcripcional, que permiten el reclutamiento de actividades 

ancestrales para la virulencia de las bacterias (Fig. 24). 
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11. CONCLUSIONES 

 

 La regulación positiva del gen phoH de S. Typhimurium mediada por HilD, involucró la 

adquisición de HilD, así como cambios en la región reguladora de phoHSTm que condujeron a 

su activación y represión por HilD y H-NS, respectivamente, en condiciones relevantes para la 

virulencia de la bacteria. 

 La adaptación de la regulación del gen phoHSTm mediada por HilD, permitió una expresión 

diferencial de phoH en condiciones inductoras de SPI-1 entre S. Typhimurium y E. coli. 

 La evolución cis-reguladora condujo a la regulación del promotor P1 de phoHSTm por HilD. 

 La evolución cis-reguladora condujo a la regulación de phoHSTm por el represor H-NS, mientras 

que el gen phoHEc no es regulado por H-NS. 

 HilD funciona como un antirepresor de H-NS para inducir la expresión de phoHSTm. 

 La evolución cis-reguladora condujo a que phoHSTm se exprese en condiciones limitantes de 

Pi, independientemente de PhoR/B, mientras que el gen phoHEc sí es regulado por PhoR/B. 

 La actividad ancestral de phoHSTm ha sido reclutada para intervenir en las etapas tempranas de 

la colonización intestinal de S. Typhimurium, en un modelo de colitis en ratón. 

 La regulación positiva de yobHSTm, mediada por el circuito HilD-SprB, se estableció con la 

adquisición de los reguladores transcripcionales mediante transferencia horizontal en 

Salmonella, y no por cambios en la región reguladora de yobHSTm durante la diferenciación 

evolutiva de Salmonella y E. coli. 

 Los genes yobHSTm y yobHEc conservan los elementos en cis que median la regulación por 

SprB, pero la expresión de yobHSTm se favorece en condiciones inductoras de SPI-1, debido a 

la adquisición de SprB por Salmonella. 
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 La regulación de yobH por SprB es requerida para la función de YobH en la adhesión e invasión 

de S. Typhimurium a células HeLa. 

 La actividad de YobHSTm en la adhesión e invasión de S. Typhimurium a células HeLa está 

conservada en la proteína YobHEc. 

 yobHSTm se expresa y regula por SprB en el intestino de ratones, pero no se requiere en la 

infección intestinal ni sistémica de S. Typhimurium en un modelo de colitis en ratón. 

 El gen fdnG de S. Typhimurium, pero no el gen fdnG de E. coli K-12, es regulado por HilD en 

condiciones inductoras de SPI-1. 

 El gen fdnGSTm, pero no el gen fdnGEc, es reprimido por H-NS en condiciones inductoras de 

SPI-1. 

 La regulación positiva de fdnGSTm mediada por HilD involucró la adquisición de HilD, así 

como cambios en la región reguladora de fdnGSTm que condujeron a su activación y represión 

por HilD y H-NS, respectivamente, en condiciones relevantes para la virulencia de Salmonella. 
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Fig. 24. Rearreglo de circuitos regulatorios de genes ancestrales en S. enterica mediados por HilD. La 

regulación transcripcional de los genes ancestrales phoH y fdnG mediada por HiD, se adaptó con la adquisición 

del regulador HilD por Salmonella y con la generación de mutaciones en la región reguladora de phoH y fdnG, 

que propiciaron la represión por H-NS y la acción de HilD como un antirepresor de H-NS. La adaptación de la 

regulación transcripcional del gen ancestral yobH, mediada por el circuito regulatorio HilD-SprB, se estableció 

gracias a la adquisición de ambos reguladores por Salmonella y al reconocimiento por SprB de secuencias de 

regulación presentes en la región reguladora de yobH. Este rearreglo de circuitos regulatorios ha reclutado las 

actividades ancestrales de PhoH y YobH para la virulencia de S. enterica. 
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12. PERSPECTIVAS 

 

 Determinar la función fisiológica de phoH en E. coli. 

 Determinar el mecanismo adicional mediante el cual HilD induce la expresión de phoHSTm. 

 Determinar el mecanismo que emplea SprB para regular la expresión de yobH. 

 Determinar si YobH actúa como un factor de adhesión en otros modelos animales. 

 Determinar si la regulación del gen fdnG por HilD es importante para la virulencia de S. 

Typhimurium (en cultivos de células o en ratones).  

 Determinar las secuencias involucradas en la regulación del gen fdnG de S. Typhimurum por 

HilD y H-NS. 
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