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RESUMEN 

 

Durante su evolución, las bacterias del género Salmonella han adquirido gran parte de sus 

genes de virulencia a través de transferencia horizontal de DNA, los cuales se encuentran 

mayormente agrupados en las islas de patogenicidad de Salmonella (SPI). La adquisición de 

estos genes ha contribuido a la divergencia evolutiva entre Salmonella y Escherichia coli a partir 

de una ancestro común hace aproximadamente 100 millones de años. En SPI-1 se codifica el 

regulador transcripcional adquirido HilD, el cual induce la expresión de los genes de SPI-1 y de 

otros genes que se encuentran en otras regiones del cromosoma de Salmonella, incluyendo 

algunos genes ancestrales (también presentes en E. coli y otras bacterias) como fdnG. En este 

estudio mostramos que la adaptación de la regulación transcripcional de fdnG por HilD en S. 

ser. Typhimurium involucró la ganancia de este regulador transcripcional, así como cambios cis-

regulatorios en la región reguladora de fdnG. Nuestros resultados muestran que el gen fdnG de 

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

inductoras de SPI-1. Además, encontramos que en el gen fdnG de S. ser.  Typhimurium también 

se adaptó la regulación por el represor H-NS y que HilD antagoniza la represión de H-NS para 

inducir la expresión de fdnG. Interesantemente,  nuestros resultados indican que además de 

actuar como un factor anti-H-NS, HilD pudiera estar induciendo la expresión de fdnG mediante 

un mecanismo independiente de H-NS. En general, nuestro estudio evidencia la regulación 

diferencial de genes ortólogos entre bacterias cercanas evolutivamente, a través de la 

regulación mediada por un regulador adquirido por transferencia horizontal; y muestra la 

importancia que ha tenido la evolución cis-reguladora en la expansión del regulón de HilD. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Salmonella y su importancia  

El género Salmonella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, comprende bacterias 

Gram-negativas entre las cuales se encuentran algunas bacterias patógenas que infectan tanto 

a animales como a humanos (dos Santos et al., 2019; Fàbrega y Vila, 2013). Las bacterias que 

pertenecen a este género tienen forma de bastón, son anaerobias facultativas y presentan una 

motilidad perítrica. Salmonella se divide en dos especies: Salmonella bongori, la cual es aislada 

principalmente de anfibios, reptiles y peces, es decir, de vertebrados de sangre fría, raramente 

asociada con infecciones humanas; y Salmonella entérica que es la principal causa de 

enfermedad en animales y humanos (Brenner et al., 2000; Fookes et al., 2011). 

Salmonella enterica se divide a su vez en seis subespecies, las cuales son: (I) S. enterica subsp. 

enterica, (II) S. enterica subsp. salamae, (IIIa) S. enterica subsp. arizonae, (IIIb) S. enterica 

subsp. diarizonae, (IV) S. enterica subsp. houtenae y (VI) S. enterica subsp. indica. Sin 

embargo, la subespecie enterica, es la de mayor importancia médica, ya que casi todos los 

serotipos que causan enfermedades en humanos y animales pertenecen a ésta. Dentro de la 

subespecie enterica se han reportado más de 2,700 serovariantes las cuales son clasificadas 

según su estructura flagelar (H), somática (O) y capsular (K) (Brenner et al., 2000; Chattaway 

et al., 2021; Jajere, 2019). 

Salmonella enterica subsp. enterica es capaz de generar una enfermedad sistémica, 

clínicamente conocida como fiebre tifoidea o fiebre entérica. Las serovariantes que la provocan 

son Typhi (S. ser. Typhi) y Paratyphi (S. ser. Paratyphi), las cuales son patógenos exclusivos 
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de humanos (Edsall et al., 1960; House et al., 2001). Las manifestaciones clínicas incluyen 

fiebre, dolor abdominal, diarrea transitoria o estreñimiento y ocasionalmente erupciones 

maculopapulares. El sello distintivo patológico de la fiebre entérica es la infiltración de células 

mononucleares y la hipertrofia del sistema reticuloendotelial, incluidos los parches intestinales 

de Peyer, los ganglios linfáticos mesentéricos, el bazo y la médula ósea. Sin tratamiento, la 

mortalidad es del 10 al 15% (Ohl y Miller, 2001; Raffatellu et al., 2006). 

Las otras serovariantes de la subsp. enterica causan una infección intestinal localizada conocida 

como enterocolitis o salmonelosis, las serovariantes más importantes que la generan son 

Typhimurium (S. ser. Typhimurium) y Enteritidis (S. ser. Enteritidis) (Galanis et al., 2006; 

Hendriksen et al., 2011; Wagenaar et al., 2013). La enfermedad en humanos generalmente 

sigue a la ingestión de bacterias en alimentos o agua contaminados, con síntomas que ocurren 

entre 6 y 72 horas después del consumo. El inicio de los síntomas está marcado por un inicio 

agudo, calambres, dolor abdominal y diarrea con o sin sangre. Las náuseas y los vómitos 

también son frecuentes. Comúnmente la enfermedad afecta el íleon y también se puede generar 

inflamación en el intestino grueso, con infecciones raras en el yeyuno, el duodeno y el 

estómago; la OMS considera alrededor de 550 millones de casos de salmonelosis cada año, de 

los cuales aproximadamente 33 millones conllevan a la muerte (Coburn et al., 2007; Fàbrega y 

Vila, 2013).  

Las infecciones por serovariantes no tifoideas se presentan típicamente como una enfermedad 

diarreica autolimitada. Sin embargo, la infección gastrointestinal por S. ser. Typhimurium puede 

evolucionar a una infección sistémica en pacientes inmunodeprimidos y en ratones de 

laboratorio modificados genéticamente, diseminándose a otros órganos como el bazo y el 
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hígado (Acheson y Hohmann, 2001; Fàbrega and Vila, 2013; Gordon, 2008). Esta capacidad de 

provocar ambos tipos de infecciones dependiendo del hospedero en el que se encuentre, hacen 

que S. ser. Typhimurium se tome como modelo de estudio de los mecanismos de patogenicidad 

de S. enterica (Callaway et al., 2008). 

 

1.2. Patogénesis 

La infección de Salmonella inicia generalmente después de la ingesta de alimentos o agua 

contaminada, 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 (Bueno et al., 2012; Horton et al., 2013; Jones y Falkow, 1996). 

Al llegar al estómago las bacterias deben hacer frente a la acidez del medio, para lo cual activan 

una respuesta de tolerancia ácida que mantiene el pH intracelular por encima del pH 

extracelular, permitiendo su sobrevivencia (dos Santos et al., 2019; Fàbrega y Vila, 2013; Foster 

y Hall, 1991). Posteriormente, al entrar en el intestino delgado, las bacterias deben alcanzar y 

atravesar la mucosa intestinal antes de encontrarse y adherirse al epitelio latente. En ratones, 

las bacterias se adhieren y son asimiladas preferentemente a las células M de los parches de 

Peyer por endocitosis y también pueden ser fagocitadas directamente del lumen intestinal por 

células dendríticas (Broz et al., 2012; Haraga et al., 2008).  

Salmonella también es capaz de invadir las células epiteliales no fagocíticas del intestino 

mediante un mecanismo que implica un sistema de secreción tipo lll (SST3) ubicado en la Isla 

de patogenicidad 1 de Salmonella (SPI-1; Salmonella Pathogenicity Island) (Hansen-Wester y 
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Hensel, 2001; Hueck, 1998). Salmonella utiliza este sistema de secreción para invadir 

activamente las células epiteliales a través de la inyección de proteínas efectoras en el citosol 

de los enterocitos, lo cual genera un rearreglo en el citoesqueleto de actina de estos. Esto 

provoca invaginaciones de la membrana de los enterocitos que permiten que las bacterias sean 

endocitadas y se ubiquen dentro de las vacuolas contenedoras de Salmonella (SCV), en donde 

pueden sobrevivir y multiplicarse (Fàbrega y Vila, 2013; Haraga et al., 2008; López et al., 2012; 

Ly y Casanova, 2007). (Fig. 1). 

 

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

intestinal (a). Salmonella se adhiere al epitelio intestinal utilizando muchos de los factores de adherencia presentes 

en su superficie celular. Las proteínas efectoras se liberan dentro de los enterocitos causando cambios en su 

citoesqueleto que provocan invaginaciones en la membrana de estos, posibilitando la invasión de las bacterias (b-
c). Salmonella también puede ser fagocitada directamente del lumen intestinal por células dendríticas con 

proyecciones que atraviesan el epitelio (d). Una vez dentro de la célula hospedera (enterocitos o fagocitos), 

Salmonella se ubica dentro de las SCV donde se multiplica (e). Después de invadir el epitelio intestinal, las 

bacterias son liberadas a la submucosa donde pueden ser fagocitadas por fagocitos como los macrófagos y 

diseminar la infección (g). (Modificado de Dos Santos et al., 2018).  
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Simultáneamente se induce una respuesta secretora en el epitelio intestinal e inicia el 

reclutamiento y la transmigración de fagocitos desde la submucosa hacia el lumen intestinal, lo 

anterior, asociado con la producción de varias citocinas proinflamatorias como el factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF- ⍺) y la interleucina-8 (IL-8) que finalmente inducen la respuesta 

inflamatoria (dos Santos et al., 2019; Santos et al., 2009).  

Luego que las SCVs se transportan hacia la cara basal del epitelio, las bacterias son liberadas 

a la submucosa. En la submucosa, las bacterias pueden ser fagocitadas por células como los 

macrófagos y Salmonella es capaz de formar nuevamente las SCVs y sobrevivir dentro de estas 

células, con lo cual se puede diseminar a otros órganos, como el hígado y bazo, donde 

preferentemente se replica causando una infección sistémica (Fàbrega y Vila, 2013; Haraga et 

al., 2008) (Fig. 1). 

 

1.3. Factores de virulencia de Salmonella 

Para llevar a cabo el proceso de infección, Salmonella posee muchas estrategias para competir 

con los mecanismos de defensa del huésped. La adquisición de factores de virulencia 

codificados por genes dentro de islas de patogenicidad se considera la principal fuerza 

impulsora en la evolución del patógeno gastrointestinal Salmonella enterica; mientras que otros 

factores de virulencia se encuentran en un plásmido (pSLT) o en otras zonas del cromosoma. 

 

1.3.1. Flagelo  

Los flagelos son apéndices giratorios y helicoidales largos que se encuentran en la superficie 

de la célula bacteriana y permiten a la bacteria nadar en medios líquidos y pulularse sobre 
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superficies sólidas. Los componentes estructurales de los flagelos incluyen principalmente tres 

elementos: cuerpo basal, gancho y filamento (Li y Verma, 2002; Macnab, 1999). Tras la 

infección, los flagelos ayudan a la bacteria a llegar al sitio de invasión, las células M, que 

recubren el intestino delgado (Jones et al., 1992; Saini et al., 2011). Los flagelos también se 

caracterizan por ser un fuerte inductor de inflamación, principalmente por la inducción de 

interleucina 8 (IL-8) y la activación de NF-κβ (Coburn et al., 2007; Gewirtz et al., 2001) y una 

cepa mutante en el sistema flagelar presenta defectos en la invasión a células epiteliales 

(Stecher et al., 2004). 

 

Los principales reguladores del ensamblaje flagelar incluyen FlhD, FlhC, FliA, FliZ, FlgM, FliD y 

FliT (Ohnishi et al., 1992; Yanagihara et al., 1999). La expresión de los genes flagelares está 

bajo control de una jerarquía transcripcional de tres clases de promotores. En la parte superior 

de la cascada de regulación está el operón flhDC, que está bajo el control de un promotor de 

clase 1 flagelar dependiente del factor transcripcional σ70. Se requiere un complejo FlhD4C2 

funcional para la transcripción subsiguiente de los promotores flagelares de clase 2. Un 

producto génico de clase 2, σ 28 (codificado por el gen fliA), es un factor de transcripción sigma 

que dirige a la RNA polimerasa para transcribir los promotores flagelares de clase 3 y así 

culminar el ensamblaje del flagelo (Liu y Matsumura, 1995; Singer et al., 2014).  

 

1.3.2. Adhesinas  

Las adhesinas son estructuras que se encuentran en la superficie celular de algunas bacterias. 

En la mayoría de los casos, el proceso de adhesión se produce a través de interacciones 

receptor-ligando, donde un receptor en la superficie de un tejido está unido por un ligando en la 
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superficie bacteriana. El ligando, que es una proteína bacteriana especializada llamada 

adhesina, puede adoptar varias estructuras que se pueden dividir en dos principales grupos: 

adhesinas fimbriales y adhesinas no fimbriales (Gerlach et al., 2007; Rehman et al., 2019). 

 

Las adhesinas no fimbriales son estructuras cortas monoméricas u oligoméricas y suelen ser 

secretadas por mecanismos autotransportadores (también conocidos como secreción tipo V). 

Se han descrito varias adhesinas no fimbriales en Salmonella: MisL, implicada en la 

colonización intestinal (Dorsey et al., 2005) y ShdA, necesaria para la persistencia del S. ser. 

Typhimurium en el ciego murino y para la eliminación eficaz y prolongada de la bacteria en las 

heces (Kingsley et al., 2002), son miembros de la familia de los autotransportadores; mientras 

que BapA se caracterizó como una adhesina participante en interacciones homotípicas durante 

la formación de biopelículas (Gerlach et al., 2007; Latasa et al., 2005).  

 

Por otro lado, las adhesinas fimbriales son apéndices largos, poliméricos, parecidos a pelos, 

Salmonella tiene 13 loci fimbriales predichos, los cuales se inducen in vivo y son necesarios 

para entrar en el intestino. Las fimbrias de Salmonella atraviesan la capa mucosa para invadir 

el epitelio del huésped (Gerlach et al., 2007; Girard y Mourez, 2006; Prouty et al., 2004), luego 

se adhieren al epitelio (Dufresne et al., 2018) y a las células M (Jones et al., 1994) y ayudan a 

invadir los enterocitos no fagocíticos en el epitelio intestinal (Dufresne et al., 2018). 

 

1.3.3. Plásmido 

La característica más sobresaliente del plásmido de virulencia pSLT es aumentar la tasa de 

crecimiento de la bacteria durante la fase sistémica de la enfermedad. (Ahmer et al., 1999; Gulig 
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y Doyle, 1993). Este fenotipo es conferido por una región de 8 kb del plásmido que contiene los 

genes spvRABCD (Guiney et al., 1994). Los genes spvB y spvC codifican los principales 

factores principales de la virulencia de S. ser. Typhimurium expresados por plásmidos (Matsui 

et al., 2001). Ambos se translocan a través del sistema de secreción tipo 3 de la Isla de 

Patogenicidad 2 (SST3-2) a las células huésped. SpvB desestabiliza el citoesqueleto y se 

asocia con la citotoxicidad de la célula huésped (Browne et al., 2008; Tezcan-Merdol et al., 

2001). SpvC tiene actividad fosfotreonina liasa y puede inactivar las proteínas cinasas de 

mamíferos Erk1/2, JNK y p38, interfiriendo algunas rutas de señalización de las células 

hospederas (Li et al., 2007; Mazurkiewicz et al., 2008). 

 

Otros loci en el plásmido incluyen la región pef (plasmid-encoded fimbriae, por sus siglas en 

ingles), que ha sido implicada en la adhesión bacteriana a las células epiteliales intestinales. 

Otro gen interesante en el plásmido de virulencia es tlpA, que codifica un termómetro aparente 

en el sentido de que regula su propia transcripción según la temperatura (Hurme et al., 1997). 

Pese a los numerosos factores que sirven a Salmonella en cualquiera de sus etapas infectivas 

en el huésped, la mayoría de los genes que codifican los factores de virulencia más importantes 

se encuentran en islas de patogenicidad de Salmonella (SPI) (Fàbrega y Vila, 2013; Porwollik y 

McClelland, 2003). 

 

1.3.4. Islas de patogenicidad de Salmonella enterica 

Las islas de patogenicidad (PAIs, “Pathogenicity Islands” por sus siglas en inglés (Hallstrom y 

McCormick, 2014) son elementos genéticos en los cromosomas de un gran número de 

patógenos (Schmidt y Hensel, 2004). La adquisición de PAIs por transferencia horizontal de 
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genes permite que las bacterias adquieran rápidamente funciones complejas de virulencia de 

otras especies (Fàbrega y Vila, 2013; Hensel, 2004).  

Aunque las PAIs son diversas en estructura y función, se observaron varias características 

comunes. (i) Llevan uno o más genes de virulencia. (ii) Están presentes en los genomas de una 

bacteria patógena pero ausentes de los genomas de un representante no patógeno de la misma 

especie o una especie estrechamente relacionada. (iii) Ocupan regiones genómicas 

relativamente grandes. La mayoría están en el rango de 10 a 200 kb. (iv) A menudo difieren del 

genoma central en su composición de bases guanina y citosina (G + C) y también muestran un 

uso diferente de codones (Gal-Mor y Finlay, 2006; Hacker et al., 1997; Hensel, 2004). 

Muchos de los fenotipos de virulencia de Salmonella enterica están codificados por genes en 

PAIs, que se denominan "Islas de patogenicidad de Salmonella" o "SPIs". Esto incluye los 

fenotipos de virulencia más prominentes, como la invasión de la célula huésped y la patogénesis 

intracelular (Hensel, 2004; Schmidt y Hensel, 2004), por tanto, la adquisición de SPIs ha sido 

clave para el desarrollo de su papel como patógeno gastrointestinal. Por ejemplo, la adquisición 

de SPIs ha significado la ganancia de dos sistemas de secreción de tipo III (SST3-1 y SST3-2) 

codificados en SPI-1 y SPI-2 respectivamente, imprescindibles para la invasión del epitelio 

intestinal del huésped y la subsiguiente supervivencia intracelular (dos Santos et al., 2019; 

Haraga et al., 2008).  

Estudios filogenéticos han demostrado que Salmonella y Escherichia coli divergieron de un 

ancestro común hace aproximadamente 100 millones de años (Bäumler et al., 1998; Doolittle 

et al., 1996; Porwollik y McClelland, 2003). La adquisición de islas de patogenicidad a través de 

la transferencia horizontal de genes ha sido uno de los principales factores en la divergencia 
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entre estas dos baterias. Particularmente la ganancia de SPI-1 y SPI-2 han permitido que 

Salmonella evolucionara como un patógeno intracelular, mientras que E. coli permaneció como 

una bacteria comensal o un patógeno oportunista incapaz de invadir las células del epitelio 

intestinal (Bäumler, 1997; Bäumler et al., 1998; Ochman y Groisman, 1996) (Fig. 2). 

 

 

Fig. 2. Diferenciación de Escherichia coli y Salmonella serovar Typhimurium. A partir de un ancestro común 

Salmonella serovar Typhimurium divergió de E. coli hace aproximadamente 100 millones de años. Una de las 

características distintivas del género Salmonella ha sido la adquisición de Islas de patogenicidad como SPI-1, cuyo 

principal activador es el regulador transcripcional HilD, codificado en la propia SPI-1 (Modificado de Porwollik y 

McClelland, 2003). 

 

Estudios filogenéticos de especies de Salmonella basados en el uso de NGS (Next-Generation 

Sequencing, por sus siglas en inglés) han demostrado diferencias entre Salmonella bongori y 

Salmonella enterica, colocando al primero en términos evolutivos en una posición intermedia 

entre Escherichia coli y Salmonella enterica (Fookes et al., 2011). Las dos especies de 

Salmonella divergieron hace 40-63 millones de años y su historia evolutiva ha dado lugar a 

importantes diferencias entre ellas (McQuiston et al., 2008). La separación de estas dos 

especies está representada por la adquisición de SPI-2 por Salmonella enterica, utilizada para 

la replicación bacteriana y la diseminación sistémica de la infección una vez que las bacterias 

invaden el epitelio de las células no fagocíticas y las células M (Wallis and Galyov, 2000).  
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En la actualidad se han descrito más de una veintena de SPIs diferentes dentro de S. enterica, 

varias de las cuales tienen un papel importante en la virulencia de S. ser. Typhimurium (Fàbrega 

y Vila, 2013; Lamas et al., 2018; Ray et al., 2022).  

 

1.3.4.1. Isla de Patogenicidad de Salmonella 1 (SPI-1) 

SPI-1 es una de las cinco islas de patogenicidad mejor caracterizadas de Salmonella. Tiene un 

tamaño de aproximadamente 40 kb entre genes que son consecutivos en E. coli K-12 y se 

encuentra en el centiosoma 63 en el cromosoma de S. ser.  Typhimurium. SPI-1 está flanqueado 

por fhlA y mutS y consta de 39 genes; el contenido de G + C de SPI-1 es significativamente 

menor (42%) que el contenido promedio del genoma de Salmonella (52%) (Hensel, 2004; Lou 

et al., 2019; Mills et al., 1995).  

SPI-1 codifica varias proteínas efectoras que son codificadas por los operones sic/sip y el gen 

avrA que son translocadas a las células huésped a través del SST3-1 (operones prg/org e 

inv/spa), el cual funciona como una jeringa molecular y es indispensable en la invasión 

dependiente de SPI-1. Además, existen otras proteínas efectoras codificadas en otras zonas 

del genoma, que también son inyectadas a través de este sistema de secreción (Fàbrega y Vila, 

2013; Lostroh y Lee, 2001; Marcus et al., 2000; Que et al., 2013).  

SPI-1 también codifica chaperonas (operón sic/sip), las cuales protegen las proteínas 

relacionadas con SPI-1 contra la degradación, evitan interacciones prematuras y median su 

reconocimiento por el SST3-1. Los reguladores transcripcionales HilA, HilC, HilD, InvF y SprB 

también están codificados en SPI-1 y su activación regula la expresión de genes que se 
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encuentran dentro y fuera de esta isla de patogenicidad (Fig. 3) (Banda et al., 2019; Ellermeier 

et al., 2005; Fàbrega y Vila, 2013; Hensel, 2004; Mills et al., 1995).  

 

 

Fig. 3. 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).  

 

SPI-1 está presente en S. bongori y todas las subespecies y serotipos de S. enterica que han 

sido aislados hasta el momento. Esto llevó a la hipótesis de que SPI-1 es una adquisición 

bastante antigua obtenida posterior a la separación de los géneros Escherichia y Salmonella a 

partir de un antepasado común (Fig. 2). Se observó un alto grado de similitud de secuencia para 

los genes que codifican el SST3-1 en SPI-1 y el grupo de genes de invasión mxi/spa en el 

plásmido de virulencia de Shigella spp., lo que sugiere una ascendencia común (Hensel, 2004; 

Ochman y Groisman, 1996).  

In vivo, los genes de SPI-1 se expresan cuando las bacterias se encuentran en el lumen 

intestinal o asociadas al epitelio o a enterocitos en proceso de extrusión, así como en 

subpoblaciones de bacterias hiperreplicativas en el citosol de células epiteliales. In vitro, los 

genes de SPI-1 se expresan durante el crecimiento en la fase estacionaria temprana en medios 
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de cultivo ricos en nutrientes como el medio LB, bajo condiciones que se asemejan al ambiente 

intestinal como lo es la baja concentración de oxígeno, la alta osmolaridad y el pH ligeramente 

alcalino (Altier, 2005; Fàbrega y Vila, 2013; Martínez et al., 2014). 

 

1.3.4.2. Regulación de SPI-1 

Debido a que SPI-1 contiene genes que son fundamentales para la invasión de Salmonella, la 

regulación de su expresión es crucial. En esta regulación participan reguladores que se 

encuentran codificados dentro y fuera de la isla (Fàbrega y Vila, 2013). En SPI-1 se encuentran 

los reguladores transcripcionales HilD, HilC e InvF que pertenecen a la familia de reguladores 

transcripcionales AraC/XylS (Schechter y Lee, 2001), así como HilA que es miembro de la 

familia de ToxR/OmpR (Bajaj et al., 1995). 

 

HilD, HilC y RtsA (codificada en un operón ubicado en una isla integrada en tRNAPheU en S. ser. 

Typhimurium y también perteneciente a la familia de reguladores AraC/XylS (Ellermeier y 

Slauch, 2003), forman un circuito de retroalimentación positiva que regulan la expresión de los 

genes de SPI-1 a través de la inducción de la expresión de hilA, en respuesta a diversas señales 

intracelulares y ambientales (Ellermeier et al., 2005; Saini y Rao, 2010). HilA activa directamente 

la expresión de algunos genes de SPI-1, como los operones que codifican para los 

componentes del SST3-1, y el que codifica para InvF, regulador que a su vez activa la expresión 

del resto de genes de SPI-1 (Darwin y Miller, 1999; Eichelberg y Galán, 1999). El circuito 

formado entre HilD, HilC y RtsA también puede activar la expresión de InvF y algunas proteínas 
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efectoras de una manera independiente de HilA (Fig.4) (Baxter et al., 2003; Fàbrega y Vila, 

2013; Narm et al., 2020). 

 

 
Fig. 4. Modelo de activación de SPI-1. Las flechas negras indican activación transcripcional de los genes. HilA e 
InvF, en acción combinada, activan al resto de los genes de SPI-1. (Modificado de Ellermeier et al., 2005) 

 

 

Otros reguladores codificados fuera de SPI-1 también están involucrados en la expresión de los 

genes de esta isla; por ejemplo, el sistema de dos componentes BarA/SirA, que es uno de varios 

reguladores conservados evolutivamente que regulan a SPI1 (Ahmer et al., 1999; Altier et al., 

2000). Este sistema aumenta la expresión de los genes de virulencia, disminuye la expresión 

de genes de motilidad, participa en la formación de la biopelícula y en el almacenamiento de 

carbono (Teplitski et al., 2006, 2003). SirA activa los RNA reguladores CsrB y CsrC, los cuales 

antagonizan la represión traduccional mediada por la proteína CsrA sobre hilD, lo que permite 

la activación de SPI-1 (Martínez et al., 2014b, 2011; Pérez-Morales et al., 2021; Teplitski et al., 

2006).  
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La proteína parecida 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). Por otra parte, la 

proteína HilE reprime la expresión de los genes de SPI-1 al unirse e inactivar a HilD mediante 

una interacción proteína-proteína, la cual interfiere la dimerización de HilD e impide su 

interacción con el DNA (Baxter et al., 2003; Paredes-Amaya et al., 2018). Además, el sistema 

de dos componentes SsrA/B, codificado en SPI-2, el cual controla positivamente la expresión 

de los genes de SPI-2 reprime la expresión de los genes de SPI-1 cuando Salmonella se 

encuentra en un ambiente intracelular, actuando directamente sobre los genes hilD e hilA 

(Pérez-Morales et al., 2017). 

 

1.3.4.3. Regulador HilD 

HilD es un miembro de la familia de reguladores transcripcionales AraC/XylS y está codificado 

en SPI-1, consta de 309 aminoácidos, su tamaño es de 34.3 kDa y presenta dos dominios HTH 

de unión a DNA en su extremo C-terminal (Schechter y Lee, 2001). 

HilD regula positivamente la expresión de varios genes, dentro y fuera de SPI-1. Sobre algunos 

de estos actúa directamente, contrarrestando la represión que ejerce la proteína H-NS sobre 

los promotores de dichos genes; y sobre otros actúa de forma indirecta a través de otros 

reguladores (Banda et al., 2019, 2018; Colgan et al., 2016; Martínez-Flores et al., 2016).  

HilD es el principal activador de los genes de SPI-1 (Ellermeier et al., 2005; Saini et al., 2010). 

Sin embargo, también es capaz de regular genes fuera de dicha isla. Por ejemplo, se ha 
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demostrado que activa la expresión del sistema de dos componentes ssrAB, que regula 

positivamente los genes de SPI-2, esencial para la replicación y sobrevivencia de Salmonella 

dentro de las células hospederas, y así ́para la infección sistémica (Bustamante et al., 2008). El 

operón flhDC, que controla la expresión de los genes flagelares y quimiotaxis, es también 

regulado directamente por HilD, formando un circuito que interrelaciona la expresión de estos 

genes con los de SPI-1 (Singer et al., 2014). Así, HilD regula la expresión de un gran número 

de genes necesarios para la virulencia de Salmonella (Ellermeier et al., 2005; Gaviria-Cantin et 

al., 2017; Saini et al., 2010). 

 

1.4. Respiración por nitrato  

La microbiota intestinal tiene importantes funciones protectoras para el huésped, no obstante, 

las bacterias enteropatógenas son capaces de competir y contrarrestar a la microbiota gracias 

a estrategias de virulencia especifica (Becker et al., 2015; Fàbrega y Vila, 2013). En el caso de 

S. ser. Typhimurium, se conoce que la respuesta inflamatoria generada por la bacteria 

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 acumule en áreas proximales, lo que resulta en una 

replicación más rápida y un beneficio competitivo sobre la microbiota (Rivera-Chávez et al., 

2013; Stecher et al., 2008, 2007). 

 

En S. ser. Typhimurium, el nitrato (NO3-) es preferentemente utilizado como aceptor final de 

electrones durante la colonización del intestino inflamado, presumiblemente debido a su alto 
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potencial redox estándar (Fàbrega y 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). 

 

El gen sopE de S. ser. Typhimurium, responsable en gran medida de la inflamación intestinal 

(Hapfelmeier et al., 2004; Müller et al., 2009), induce la expresión de la óxido nítrico sintetasa 

(iNOS, por sus siglas en ingles), una enzima que genera óxido nítrico (NO). El NO reacciona 

con especies reactivas de oxígeno (ROS) para formar peroxinitrito (ONOO-), una especie 

reactiva del nitrógeno con efectos bactericidas que se isomeriza rápidamente a nitrato y es 

producida principalmente por macrófagos (Lopez et al., 2012; Szabó et al., 2007).  

 

Por su parte, el formiato producido 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 y Stewart, 1990; Wang y Gunsalus, 2003). La enzima Fdh-N 

es codificada por el operón fdnGHI, a concentraciones medias y altas de nitrato en E. coli K-12 

su expresión está acoplada a la expresión del operón narGHJI, que codifica para una de las 

nitrato reductasa de la bacteria (Wang y Gunsalus, 2003).  
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II. ANTECEDENTES 

 

Actualmente, una de las líneas de investigación de interés en el departamento de Microbiología 

Molecular del Instituto de Biotecnología, UNAM, es la identificación de nuevos factores de 

virulencia de Salmonella. Nos hemos planteado la identificación de nuevos genes regulados por 

HilD, así como el estudio de los mecanismos mediante los cuales HilD ejerce dicha regulación. 

En años recientes, gracias a estudios globales de transcriptómica y el análisis de la expresión 

de fusiones transcripcionales, se han identificado nuevos genes de S. ser. Typhimurium 

regulados por HilD, como son los casos de phoH, yobH y fdnG (Banda et al., 2019; Colgan et 

al., 2016; Martínez-Flores et al., 2016). Estos genes tienen la particularidad de ser genes 

ancestrales, lo cual significa que están presente en Salmonella mucho antes de la adquisición 

de HilD; además de encontrarse en otras bacterias tanto patógenas como no patógenas, como 

por ejemplo E. coli K-12, donde HilD no está presente y la función de estos genes no debe estar 

relacionada a virulencia (Berg y Stewart, 1990). Un estudio realizado por nuestro grupo 

demostró que HilD regula positivamente la expresión del gen ancestral yobH de S. ser. 

Typhimurium; y que el mismo participa en la invasión a células epiteliales HeLa y macrófagos 

RAW264.7. Esto sugiere que la función ancestral de yobH se ha reclutado para la virulencia de 

S. ser. Typhimurium a través de la regulación mediada por HilD (Banda et al., 2019). 

Estudios globales de transcriptómica sugieren que HilD regula la expresión de fdnG (Colgan et 

al., 2016). fdnG es un gen ancestral que codifica para la subunidad α de la formiato 

deshidrogenasa N (Fdh-N), cuyo tamaño es de 1105 aa y tiene un peso de 110.0 kD. La formiato 

deshidrogenasa se expresa anaeróbicamente en presencia de nitrato y está principalmente 
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involucrada en la transferencia de electrones del formiato al nitrato a través de una cadena de 

transporte electrónico (Berg and Stewart, 1990; Wang and Gunsalus, 2003).  

Con base a los antecedentes que demuestran la importancia de HilD como regulador de genes 

de virulencia en S. ser. Typhimurum y la importancia de la respiración por nitrato en el 

establecimiento de la infección in vivo, nos planteamos analizar cómo se adaptó la regulación 

del gen fdnG por HilD en S. ser. Typhimurium. 
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

Las diferencias fenotípicas entre especies bacterianas estrechamente relacionadas suelen 

atribuirse a la presencia de genes especie-específicos, como aquellos que son adquiridos por 

transferencia horizontal. Estos genes adquiridos confieren nuevas habilidades a la bacteria 

receptora, teniendo un gran impacto en la evolución de bacterias patógenas, como Salmonella. 

En años recientes se ha demostrado que algunos reguladores transcripcionales adquiridos, 

como HilD en Salmonella, también regulan la expresión de genes ancestrales. Por tanto, 

nuestro estudio busca aportar evidencias acerca de la expansión de las propiedades de 

virulencia en bacterias, a través del reclutamiento de actividades celulares ancestrales, 

mediante el control transcripcional mediado por un regulador de virulencia, como HilD en 

Salmonella. 

 

IV. HIPÓTESIS 

 

La función celular del gen ancestral fdnG fue reclutada para la virulencia de Salmonella enterica, 

a través de la regulación transcripcional mediada por el regulador HilD. 

 

V. OBJETIVOS 

 

5.1. Objetivo general: 

1. Determinar cómo se adaptó la regulación del gen ancestral fdnG mediada por HilD en S. ser. 

Typhimurium. 
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5.2. Objetivos específicos: 

1) Identificar el mecanismo por el cual HilD regula positivamente la expresión de fdnG.  

2) Determinar si la regulación de fdnG por HilD se adaptó mediante cambios en su región 

reguladora durante la divergencia de S. ser. Typhimurium y E. coli K-12.   
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Las cepas, plásmidos, oligonucleótidos y antibioticos empleados en este trabajo se enlistan en 

las tablas 1, 2, 3 y 4. 

 

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio 

Cepa Descripción Origen o referencia 

S. ser. Typhimurium: 

WT Cepa silvestre SL1344; StrR (Hoiseth y Stocker, 1981) 

∆hilD Derivada de ΔhilD::km; StrR (Martínez et al., 2011) 

E. coli: 

MG1655 
Derivada de E. coli K-12, cepa 

silvestre de laboratorio 
(Jin and Gross, 1988) 

DH10β Cepa de laboratorio; StrR Invitrogen 

MC4100 
Derivada de E. coli K-12, cepa 

silvestre de laboratorio; StrR 
(Ferenci et al., 2009) 

∆hns 
Derivada de MC4100 ∆hns::km; 

StrR 
(Bustamante et al., 2011) 

BL21/DE3 
Cepa para la expresión de 

proteínas recombinantes 
Invitrogen 

 

Tabla 2. Plásmidos utilizados en este estudio 

Plásmido Descripción* Origen o referencia 

pKK232-8 

 

Derivado de pBR322, contiene el 

gen cat (cloranfenicol acetil 

transferasa) sin promotor, 

empleado para la construcción de 

fusiones transcripcionales; AmpR 

(Brosius, 1984) 
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pfdnGSTm-cat 

Derivado de pKK232-8, contiene la 

fusión transcripcional fdnG-cat de 

S. ser. Typhimurium desde -419 a 

+198; AmpR 

Deyanira Pérez, 2018 

pfdnGEc-cat 

Derivado de pKK232-8, contiene la 

fusión transcripcional fdnG-cat de 

E. coli desde -423 a +149; AmpR 

Este estudio 

pMPM-K6Ω 

Vector de clonaje derivado de p15, 

contiene un promotor inducible por 

arabinosa; KmR 

(Mayer, 1995) 

pK6-HilD 

Derivado de pMPM-K6Ω, expresa a 

HilD a través de un promotor 

inducible por arabinosa; KmR 

(Martínez-Flores et al., 2016) 

pMAL-HilD1 

Derivado de pMAL-c2X, expresa a 

MBP-HilD a partir del promotor lac; 

ApR 

(Bustamante et al., 2008) 

 

   

* Las posiciones de las regiones contenidas en las fusiones transcripcionales son respecto a 

los inicios de transcripción de cada gen. 

 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados en este estudio 

Nombre Secuencia (5’-3’) Modificación 
Construcción de fdnGSTm-cat: 

fdnG-Fw CGAGGATCCTGACAAACAGTACGCTGCCT BamHI 

fdnG-Rv CGAAAGCTTAGCTTATAGTTTCGCGCCTG HindIII 

Construcción de fdnGEc-cat: 
fdnGEc-Fw63 CAGGGATCCTGACGAATAACAGACTCCCGG BamHI 

fdnGEc-Rv64 CGAAAGCTTAATTTGTAGTTTCGCGCCTGAG HindIII 

Verificación de fusiones en pKK232-8: 
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PKKSEQ1-VB CAA CGG TGG TAT ATC CAG TG  

PKKSEQ2-VB GAG GCC CTT TCG TCT TCA AG  

 

Tabla 4. Antibióticos utilizados en este trabajo 

Estreptomicina (Str) 100 µg/mL 

Ampicilina (Amp) 200 µg/mL 

Kanamicina (Km) 20 µg/mL 

  

6.1. Purificación de plásmidos por Miniprep  

La purificación de los plásmidos, mencionados en la tabla 2, se realizó con ayuda del kit Zyppy 

Plasmid Miniprep Kit de la empresa ZYMORESEARCH No. de catálogo D4019. 

 

6.2. Preparación de células electrocompetentes  

Se prepararon inóculos de las cepas de interés en 5 mL de medio LB con los antibióticos para 

los que presentan resistencia y se incubaron durante toda la noche a 37°C en agitación a 200 

rpm. El día posterior se transfirieron 500 µL del inóculo a un matraz de 250 mL con 50 mL de 

medio SOB (Super Optimal Broth) adicionado con los antibióticos adecuados (tabla 4). Los 

matraces se incubaron a 37°C en agitación a 200 rpm hasta obtener una DO600 de 0.4-0.6. El 

cultivo se transfirió a tubos Falcon de 50 mL, se centrifugaron durante 8 min a 8,000 rpm a 4°C 

y se desechó el sobrenadante. Enseguida se lavó 2 veces la pastilla con 30 mL de agua milli Q 
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estéril previamente enfriada, se centrifugó en las condiciones anteriores y se desechó el 

sobrenadante. Posteriormente, se agregaron 30 mL de glicerol al 10% estéril previamente 

enfriado, se centrifugo en las mismas condiciones y se desechó el sobrenadante. Finalmente, 

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

 

6.3. Electroporación  

Se colocaron en hielo las celdas de electroporación (BIORAD). Enseguida se agregaron en un 

tubo Eppendorf 5 μL del plásmido a transformar y 50 μL de células electrocompetentes, se 

mezclaron y se colocaron en la celda de electroporación. A continuación, se le dio un pulso 

eléctrico de 2.5 kV durante 5.5 ms empleando un electroporador “E. coli pulser” (BIORAD). 

Posteriormente, se agregó 1 mL de medio SOC (Super Optimal broth + Catabolic repressor) a 

la celda, se mezcló y se transfirió a un tubo de ensayo, se incubaron los tubos con cultivo 

durante una hora a 37°C en agitación de 200 rpm. Enseguida se tomaron 200 μL del cultivo y 

se sembraron en cajas Petri con medio LB solidificado con agar al 1.5% con los antibióticos 

correspondientes y se incubaron a 37°C durante aproximadamente 16 horas. 

 

6.4. Construcción de las fusiones transcripcionales al gen reportero cat 

Para la construcción del plásmido pfdnGEc-cat (Tabla 2), que contiene la fusión transcripcional 

del gen fdnG de E. coli K-12 (fdnGEc) al gen reportero cat (fdnGEc-cat), primero se amplificó por 

PCR la región reguladora del gen fdnGEc, empleando los oligonucleótidos fdnGEc-
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Fw63/fdnGEc-Rv64 (Tabla 3) y el DNA cromosomal de E. coli K-12 MG1655 como templado. 

Una muestra de 5 μL del producto de PCR se corrió en un gel de agarosa al 1% con solución 

amortiguadora TAE (Tris-Acetato-EDTA 0.5X, pH 8.0) a 110 V. Se tiñó el gel con bromuro de 

etidio (0.5 μL/mg) y se observó el DNA teñido en un transiluminador de luz UV de onda corta 

(Bio-Rad) para comprobar que correspondiera al fragmento de DNA deseado. El resto del 

producto de PCR se purificó y concentró con el kit DNA Clean & Concentrator (ZYMO 

RESEARCH) número de catálogo D4006. Una vez purificado el DNA, se digirió, al igual que el 

plásmido pKK232-8 (contiene al gen cat sin promotor), con las enzimas de restricción BamHI y 

HindIII. Los DNAs digeridos se purificaron con el kit DNA Clean & Concentrator (ZYMO 

RESEARCH). Luego se preparó una mezcla con la cantidad necesaria del fragmento de DNA 

de fdnGEc y del plásmido pKK232-8 digeridos, de forma tal que se obtuviera una relación de 

entre 1:1 y 5:1 de radio molar. A esta mezcla se le añadió la enzima T4 DNA ligasa para clonar 

fdnGEc en el vector linearizado y se incubó a 22°C durante 1 h. Después se inactivó la enzima 

a 65°C por 10 min. Se tomaron entre 2-5 μL de las reacciones de ligación para transformar las 

cepas electrocompetentes de interés. 

 

6.5. Cultivos bacterianos para la cuantificación de la expresión de genes 

Preparación de muestras de cultivos bacterianos en LB. 

Se cultivaron inóculos de las cepas transformadas en 5 mL de medio LB con los antibióticos 

para los que presentan resistencia (Tabla 4) y se incubaron durante toda la noche a 37°C en 

agitación a 200 rpm. Se transfirió contenido de los preinóculos en una relación 1:50 a tubos con 
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5 mL de medio LB adicionados con los antibióticos adecuados (Tabla 4). Se incubaron a 37°C 

en agitación a 200 rpm y se tomaron muestras de 1.5 mL a las 6 horas de incubación. Se 

centrifugaron las muestras durante 2 min a 13,000 rpm y se desechó el sobrenadante. 

Enseguida se lavaron las pastillas con 900 μL de solución de lavado TDTT (Tris-HCl, pH 7.8 50 

mM, y DL-ditiotreitol 30 μM), se centrifugaron en las mismas condiciones y se desechó el 

sobrenadante. En caso de no llevar a cabo el ensayo inmediatamente, se guardaron las pastillas 

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

 

6.6. Cuantificación de la actividad enzimática de CAT (Cloranfenicol Acetil Transferasa) 

Las pastillas del cultivo bacteriano resuspendidas en TDTT fueron sonicadas durante 3 min en 

un sonicador con pulso 10 s y periodos de reposo de 10 s entre cada pulso, obteniendo un 

tiempo total de sonicación de 6 min. Seguido a esto, las muestras sonicadas fueron 

centrifugadas durante 15 min a 13000 rpm y se transfirió el sobrenadante a tubos nuevos. 

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

de 96 pozos, 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 de 

reactivos (50:1) BCA (Ácido bicinconínico) y CuSO3, se incubó la placa durante 30 min a 37ºC. 

Posteriormente, se calculó la concentración de proteínas totales mediante la lectura de la 

absorbancia a 562 nm en un lector automatizado de placas CERES.  

Para calcular la actividad enzimática CAT, se colocaron 5 μL de cada muestra por duplicado en 

una placa de cultivo celular de 96 pozos, a continuación, se colocaron 200 μL de una mezcla 
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de reacción de Tris-HCL 0.1M pH 7.8, DTNB (ácido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) 1 mM, acetil-

CoA 0.1 mM y cloranfenicol 0.1 mM. La actividad CAT se midió 20 veces durante 5 min después 

de agregar la mezcla de reacción.  

 

6.7. Ensayos de retardo en gel (EMSA’s, Electrophoretic Mobility Shift Assays por sus 

siglas en ingles) 

Las regiones reguladoras del gen fdnGSTm fueron amplificadas mediante PCR con el par de 

oligonucleótidos fdnG-Fw/fdnG-Rv (Tabla 3). El producto de PCR se purificó usando el kit DNA 

Clean and Concentrator (Zymo Research). Como control negativo se amplificó un fragmento de 

la región reguladora del gen ppK (polifosfato cinasa), el cual no es regulado por HilD. 

Aproximadamente 100 ng de cada uno de los diferentes fragmentos de DNA se incubaron con 

concentraciones crecientes de la proteína purificada MBP-HilD, en una reacción con volumen 

total de 20 μL.	Las reacciones de retardo fueron realizadas en el buffer de unión que contiene 

Tris pH 9 10 mM, KCL 50 mM y 0.1% de Tritón X-100, incubando 20 min a temperatura 

ambiente. Posteriormente, los complejos proteína-DNA se analizaron en un gel de 

poliacrilamida al 6%, en condiciones no desnaturalizantes, usando un amortiguador de corriente 

Tris-boratos-EDTA 0.5X. Para la detección de los fragmentos de DNA, los geles se tiñeron con 

una solución de bromuro de etidio y se visualizaron en un transiluminador con luz UV de onda 

corta (Bio-Rad). 
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6.11. Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron con el software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Inc., San 

Diego, CA), utilizando la prueba t de Student desapareada con la corrección de Welch o un 

análisis de varianza de una vía (ANOVA) según correspondiera. Los valores de p<0,05 se 

consideraron estadísticamente significativos.  
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VII. RESULTADOS 

 

7.1. Contexto genómico de fdnG en S. ser. Typhimurium SL1344 y E. coli K-12. 

fdnG es un gen ancestral que se encuentra conservado en muchas bacterias patógenas y no 

patógenas como lo son S. ser. Typhimurium y E. coli K-12, las cuales están evolutivamente 

relacionadas (Berg y Stewart, 1990; Wang y Gunsalus, 2003). Nuestro primer paso fue entonces 

analizar el contexto genómico de fdnG en S. ser.  Typhimurium SL1344 y E. coli K-12. Como se 

observa en la Fig. 5A, el contexto genómico de fdnG en ambas bacterias se encuentra 

conservado. Solamente se observan cinco genes en S. ser. Typhimurium (SL1344_RS25320, 

ompD, SL1344_RS07840, smvA y SL1344_RS07850) y dos genes en E. coli (yddL y yddK), 

que son específicos de cada bacteria (Fig. 5A). Por otra parte, el gen estructural de fdnG y su 

proteína FdnG están conservadas en ambas bacterias, compartiendo una identidad de 86% y 

93% respectivamente, mientras que la región intergénica corriente arriba tiene un porcentaje de 

identidad de 56%.  



   
 

41 
 

 

Fig.5. Contexto genómico de fdnG en S. ser. Typhimurium SL1344 y E. coli K-12. (A) Representación del contexto 

genómico de fdnG en S. ser. Typhimurium SL1344 y E. coli K-12. Las flechas en colores iguales representan los 

genes ortólogos conservados en ambas bacterias, los genes no conservados están representados en color blanco. 

(B) Representación de la expresión génica del contexto genómico de fdnGSTm de la mutante isogénica S. ser. 

Typhimurium ΔhilD (ΔhilD) respecto a WT S. ser. Typhimurium (WT STm). Los datos de expresión génica proceden 

de estudios de RNA-seq (Colgan et al., 2016). 

 

Por otro lado, análisis transcriptómicos previos sugieren que dentro del contexto genómico de 

fdnG solo el operón al que pertenece este gen, fdnGHI, es regulado por HilD en S. ser. 

Typhimurium (Colgan et al., 2016) (Fig. 5B). Lo anterior indica que la adaptación de la regulación 

de este operón mediada por HilD es un evento específico que no se extiende a otros genes 

cercanos; ni siquiera al operón narZYWV que funcionalmente está relacionado a fdnG, ya que 
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codifica para una nitrato reductasa que también participa en la respiración por nitrato y cuya 

expresión es directamente proporcional a la de fdnG a concentraciones medias y altas de 

nitrato, al menos en E. coli (Blasco et al., 1992; Bonnefoy y Demoss, 1994; Wang et al., 1999; 

Wang y Gunsalus, 2003).  

 

7.2.  La expresión del gen fdnG de S. ser. Typhimurium SL1344, pero no del gen fdnG de 

E. coli K-12, se regula por HilD en LB 

Estudios de transcriptómica sugieren que HilD regula positivamente la expresión de fdnG en S. 

ser. Typhimurium. Sin embargo, en una cepa comensal, como lo es E. coli K-12, no se encuentra 

el regulador transcripcional HilD (Colgan et al., 2016; Porwollik y McClelland, 2003; Wang y 

Gunsalus, 2003). Por tal motivo nos dimos a la tarea de determinar si la adaptación de la 

regulación transcripcional de fdnG mediada por HilD ocurrió con la adquisición de este regulador 

por S. ser. Typhimurium o si también fueron necesarios cambios en la región reguladora de 

fdnG para que se estableciera dicha regulación.  

Para el análisis de la expresión de los genes fdnG de S. ser. Typhimurium y E. coli K-12 se 

construyeron fusiones transcripcionales al gen reportero cat. La fusión de fdnG de S. ser. 

Typhimurium (fdnGSTm-cat) (Tabla 2) fue realizada por la Dra. Deyanira Pérez Morales y 

nosotros construimos la fusión transcripcional correspondiente al gen fdnG de E. coli (fdnGEc-

cat), contenida en el vector pKK232-8 (Tabla 2). Para ello se utilizaron los oligonucleótidos 

fdnGEc-Fw63 y fdnGEc-Rv64 (Tabla 3), cuyo producto de PCR, utilizando el DNA cromosomal 
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de E. coli K-12 como templado, abarca la región comprendida entre los nucleótidos -423 a +149, 

respecto al inicio de transcripción de fdnGEc.  

Para corroborar la correcta construcción de la fusión fdnGEc-cat (sección 6.4 de materiales y 

métodos) se purificó el plásmido resultante pfdnGEc-cat y se comparó su tamaño respecto al 

vector pKK232-8, mediante una corrida electroforética en un gel de agarosa al 1%. Como se 

muestra en la figura 6, el plásmido pfdnGEc-cat migró en dos conformaciones diferentes, sobre 

los 4000 pb y 7000 pb, respectivamente (carril 8). Por su parte, el vector pKK232-8 también 

migró en dos conformaciones, pero en ambos casos teniendo un menor tamaño que la 

conformación correspondiente en pfdnGEc-cat (carril 9), lo que sugiere que el plásmido pfdnGEc-

cat tiene insertado un fragmento de DNA.  

A continuación, realizamos varias reacciones de PCR utilizando los oligonucleótidos fdnGEc-

Fw63 y fdnGEc-Rv64, así como el pKKSEQ2-VB y pKKSEQ1-VB (Tabla 3), que hibridan con 

regiones corriente arriba y abajo del sitio de clonación múltiple del vector pKK232-8, 

respectivamente. El plásmido pfdnGEc-cat y el vector pKK232-8 fueron utilizados como templado 

de dichas reacciones de PCR. El producto de PCR, obtenido de combinar el par de 

oligonucleótidos pKKSEQ2-VB/pKKSEQ1-VB con el plásmido pfdnGEc-cat, migró en una 

posición algo menor a los 1000 pb en un gel de agarosa al 1% (Fig. 6, carril 2), mientras que la 

misma combinación de oligonucleótidos con el vector pKK232-8 produjo un fragmento de entre 

300 pb y 400 pb (Fig. 6, carril 3). Estos resultados muestran que el fragmento amplificado a 

partir de pfdnGEc-cat es mayor que el amplificado a partir de pKK232-8 en algo más de 500 pb, 

lo que corresponde con el tamaño del inserto de la región intergénica corriente arriba de fdnGEc 

que es de 572 pb. Además, se realizaron reacciones de PCR con los pares de oligonucleótidos 
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fdnGEc-Fw63/pKKSEQ1-VB y pKKSEQ2-VB/fdnGEc-Rv64 para comprobar que el inserto en 

pfdnGEc-cat correspondiera a la secuencia de la región intergénica corriente arriba de fdnGEc. 

Como se observa en la figura 6, de ambas combinaciones de oligonucleótidos se obtuvieron 

fragmentos de DNA al utilizar el plásmido pfdnGEc-cat (carriles 4 y 6), pero no el vector pKK232-

8 (carrile 5 y 7), como templado en el PCR. Esto evidencia que el plásmido pfdnGEc-cat contiene 

específicamente el fragmento de DNA que comprende a la región intergénica corriente arriba 

de fdnGEc. De igual manera, el plásmido pfdnGEc-cat fue secuenciado en la Unidad de Síntesis 

y Secuenciación del Instituto de Biotecnología de la UNAM, confirmándose la correcta 

secuencia del inserto en pfdnGEc-cat. 

  

Fig.6. Construcción de la fusión transcripcional de fdnG de E. coli al gen reportero cat. Para corroborar la correcta 

construcción de la fusión fdnGEc-cat se realizaron varios PCR utilizando diferentes combinaciones de 

oligonucleótidos con el plásmido pfdnGEc-cat o el vector pKK232-8 como templado y fueron sometidos a una corrida 

electroforética en un gel de agarosa al 1%. (1) Marcador de peso molecular; (2) Oligonucleótidos PKKSEQ2-

VB/PKKSEQ1-VB con pfdnGEc-cat; (3) Oligonucleótidos PKKSEQ2-VB/PKKSEQ1-VB con pKK232-8; (4) 

Oligonucleótidos fdnGEc-Fw63/PKKSEQ1-VB con pfdnGEc-cat; (5) Oligonucleótidos fdnGEc-Fw63/PKKSEQ1-VB 
con pKK232-8; (6) Oligonucleótidos PKKSEQ2-VB/fdnGEc-Rv64 con pfdnGEc-cat; (7) Oligonucleótidos PKKSEQ2-

VB/fdnGEc-Rv64 con pKK232-8; (8) pfdnGEc-cat; (9) pKK232-8. Los asteriscos rojos representan bandas de DNA 

inespecíficas.  

1 2 3 4 5 6 7 8 9

75
200
300
400
500
700
1000

1500
2000

3000
4000
5000
7000
10000
20000

*
* *

*

*



   
 

45 
 

Una vez que contábamos con las fusiones fdnGSTm-cat y fdnGEc-cat, sus expresión fue 

analizada en medio LB en condiciones inductoras de los genes de SPI-1 (Altier, 2005; Fàbrega 

and Vila, 2013; Martínez et al., 2014b). La actividad específica de la fusión fdnGSTm-cat se 

cuantificó en la cepa silvestre de S. ser. Typhimurium (STm WT), así como en una cepa silvestre 

de E. coli K-12 con el vector pMPM-K6Ω (Ec WT+pK6) o en presencia del plásmido pK6-HilD 

que expresa a HilD a partir de un promotor inducible por arabinosa (Ec WT+pK6-HilD). La 

actividad de la fusión fdnGEc-cat se cuantificó también en las mismas cepas de E. coli K-12 

expresando o no a HilD. La expresión de la fusión fdnGSTm-cat se indujo en la cepa STm WT, 

mientras que en la cepa Ec WT+pK6, la cual carece de HilD, la expresión de fdnGSTm-cat 

disminuyó significativamente (3 veces) (Fig. 7A). Sin embargo, los niveles de expresión de 

fdnGSTm-cat en la cepa Ec WT+pK6-HilD se restauraron a niveles similares a los alcanzados en 

la cepa silvestre de S. ser. Typhimurium (Fig. 7A.). Lo anterior reafirma la idea de que HilD 

induce la expresión de fdnGSTm y muestra que no son necesarios otros reguladores específicos 

de Salmonella para inducir la expresión de fdnGSTm en las condiciones probadas.  

Interesantemente, cuando se evaluó la fusión fdnGEc-cat se observó que ésta no fue capaz de 

inducirse en estas condiciones, ni siquiera en presencia del regulador HilD (Fig. 7A.). Esto indica 

que HilD no regula la expresión de este gen en las condiciones estudiadas, lo que sugiere que 

existen diferencias en la región reguladora de los genes fdnG de S. ser. Typhimurium y E. coli 

K-12 que permitieron la adaptación de la regulación de fdnGSTm por HilD durante la divergencia 

de ambas bacterias. 
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Fig.7. El gen fdnG de S. ser. Typhimurium, pero no el gen fdnG de E. coli K-12, se expresa y regula por HilD en 

condiciones inductoras de SPI-1. (A) La expresión de la fusión transcripcional fdnGSTm-cat se evaluó en las cepas 
WT de S. ser. Typhimurium y E. coli K-12 (MC4100), en presencia del vector pMPM-K6Ω (pK6) o del plásmido 

pK6-HilD que expresa a HilD a partir de un promotor inducible por arabinosa. La fusión fdnGEc-cat se evaluó en las 

cepas WT de E. coli K-12 (MC4100) expresando o no a HilD. La expresión de HilD a partir del plásmido pK6-HilD 

se indujo añadiendo L-arabinosa (0.01%) a los cultivos desde el inicio. Los datos representan el promedio con la 

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

estadísticamente significativos (***P = 0,0002). (B) La unión de la proteína MBP-HilD al fragmento de DNA 

contenidos en la fusión fdnGSTm-cat se analizó mediante ensayos de retardo en gel (EMSAs) competitivos no 

radiactivos. Un fragmento de la región reguladora del gen ppK se utilizó como control negativo. Las muestras de 
estos ensayos se resolvieron en un gel de poliacrilamida al 6% y se tiñeron con bromuro de etidio. Se indica con 

un asterisco el posible complejo DNA-MBP-HilD. 

 

Para corroborar la regulación del fdnGSTm por HilD, realizamos ensayos de retardo en gel 

utilizando la proteína MBP-HilD, la cual se ha visto que es activa in vitro e in vivo (Bustamante 

et al., 2008; Martínez et al., 2014b; Martínez-Flores et al., 2016), junto con la región intergénica 

corriente arriba de fdnGSTm que está incluida en la fusión transcripcional fdnGStm-cat. 

Coincidente con los ensayos de expresión transcripcional, la proteína MBP-HilD fue capaz de 

interactuar all fragmento contenido en la fusión fdnGSTm-cat (Fig.7B.). Estos resultados indican 

que HilD induce directamente la expresión de fdnGSTm al unirse a la región reguladora del gen. 
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En conjunto, estos resultados muestran que el gen fdnGSTm, pero no el gen fdnGEc, es regulado 

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. 

 

7.3.  La expresión de los genes fdnG de S. ser. Typhimurium SL1344 y E. coli K-12 son 

regulados de forma diferente por el represor H-NS 

HilD induce la expresión de sus genes blanco contrarrestando la represión mediada por el 

regulador transcripcional global H-NS, y en ausencia de este la actividad de estos genes se 

expresa independientemente de HilD (Banda et al., 2019; Bustamante et al., 2008). 

Nosotros quisimos determinar si HilD emplea este mismo mecanismo para inducir la expresión 

de fdnG de S. ser. Typhimurium y para ello analizamos la expresión de la fusión transcripcional 

fdnGSTm-cat en la cepa WT de S. ser. Typhimurium, en las cepas Ec WT+pK6 y Ec WT+pK6-

HilD, así como en una cepa de E. coli K-12 carente de hns expresando o no al regulador HilD 

(Ec Δhns+pK6-HilD y Ec Δhns+pK6, respectivamente). Como se muestra en la figura 8, la 

expresión de fdnGSTm-cat aumentó significativamente (2 veces) en la cepa Ec Δhns+pK6 

respecto a su expresión en la cepa silvestre de E. coli con el vector vacío y a un nivel similar al 

observado en la cepa silvestre de E. coli transformada con el plásmido pK6-HilD. Esto sugiere 

que H-NS actúa como un represor de la expresión de fdnGSTm y que en ausencia de H-NS la 

expresión de fdnGSTm se vuelve independiente de HilD. Sin embargo, la presencia del plásmido 

pK6-HilD aumentó aún más (3 veces) la expresión de la fusión fdnGSTm-cat en la mutante Δhns 
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de E. coli, lo que sugiere que HilD también induce la expresión parcial del gen fdnGSTm por un 

mecanismo independiente de H-NS (Fig. 8). Por otro lado, la expresión del gen fdnGEc no fue 

capaz de inducirse, ni en la cepa silvestre de E. coli ni en la cepa Δhns (Fig. 8), lo que indica 

que H-NS no regula la expresión de fdnGEc en estas condiciones.  

Estos resultados sugieren que durante la divergencia evolutiva de S. ser. Typhimurium y E. coli 

K-12, en la región reguladora de fdnGSTm se originaron uno o más sitios de regulación por H-

NS. Así mismo, que HilD induce la expresión de fdnGSTm, en condiciones relevantes para la 

virulencia de S. ser. Typhimurium, actuando como anti represor de H-NS. Sin embargo, más 

estudios deben realizarse para corroborar estas hipótesis. 

 

Fig.8. H-NS reprime la expresión de fdnGSTm, pero no de fdnGEc, en LB. La actividad específica de la fusión 

transcripcional fdnGSTm-cat se determinó en las cepas WT de S. ser. Typhimurium y E. coli K-12 (MC4100), así 

como en una cepa de E. coli Δhns, con el vector pMPM-K6Ω (pK6) o con el plásmido pK6-HilD que expresa a HilD 

a partir de un promotor inducible por arabinosa. La actividad específica de la fusión transcripcional fdnGEc-cat fue 

evaluada en la cepa WT de E. coli (Ec WT+pK6) y en su cepa derivada Δhns transformada con el vector pMPM-

K6Ω (pK6) o con el plásmido pK6-HilD. La expresión de HilD a partir del plásmido pK6-HilD se indujo añadiendo 

L-arabinosa (0.01%) a los cultivos desde el inicio. Los datos representan el promedio con la desviación estándar 

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

(**P = 0,0062; ****P < 0,0001).  
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VIII. DISCUSIÓN 

 

Estudios de transcriptómica previos indican que el regulador transcripcional exclusivo de 

Salmonella, HilD, induce la expresión del gen fdnG de S. ser. Typhimurium (Colgan et al., 2016), 

que es un gen ancestral presente en muchas otras bacterias como en E. coli (Punginelli et al., 

2004; Wang y Gunsalus, 2003). En este estudio nosotros mostramos que HilD induce la 

expresión del fdnG de S. ser. Typhimurium y que la adaptación de esta regulación se originó 

por la ganancia del regulador HilD y también por cambios en la región reguladora de este gen, 

lo cual permitió una expresión diferencial con respecto al gen fdnG de E. coli K-12 (Fig.9).  

 

Fig.9. 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. 
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Nuestros datos indican que en ausencia del represor H-NS, la expresión del gen fdnGSTm se 

vuelve independientemente de la presencia de HilD, lo que respalda que HilD induce la 

expresión de fdnGSTm al antagonizar el efecto negativo de H-NS, un mecanismo que emplea 

HilD para inducir la expresión de varios otros genes (Banda et al., 2019; Bustamante et al., 

2008; Martínez et al., 2014; Valdespino-Díaz et al., 2022). Curiosamente, observamos que la 

sobreexpresión de HilD aumentó aún más la expresión del gen fdnGSTm en ausencia de H-NS, 

lo que sugiere que HilD, además de actuar como un anti represor de H-NS, podría tener un 

efecto adicional en la regulación de fdnGSTm; quizás antagonizando la acción de un represor 

adicional o mejorando la unión de la RNA polimerasa al promotor de este gen. De acuerdo con 

esta idea, un informe anterior indica que HilD contrarresta la represión ejercida por la proteína 

asociada a nucleoide Hha sobre el gen rtsA (Olekhnovich y KDNAer, 2007). Además, la 

evidencia de otro estudio sugiere que HilD recluta la RNA polimerasa en el promotor hilA 

(Boddicker et al., 2003). 

Por otra parte, nosotros solo encontramos una expresión de fondo del gen fdnGEc en 

condiciones inductoras de SPI-1, incluso en presencia de HilD o ausencia de H-NS. Esto nos 

indica que a diferencia de fdnGSTm, el gen fdnGEc no se regula por ninguno de estos reguladores. 

Estos resultados nos llevan a pensar que durante la divergencia de Salmonella y E. coli se 

generaron cambios cis-regulatorios en la región reguladora de fdnGSTm que generaron la 

regulación por HilD y H-NS, permitiéndole a fdnGSTm expresarse en condiciones relevantes para 

la virulencia de S. ser. Typhimurium. Consistente con esa idea, un análisis in silico reciente logró 

predecir un sitio de regulación de HilD en la región reguladora de fdnGSTm, pero no en fdnGEc 

(datos no mostrados). Sin embargo, sería conveniente realizar más análisis de la región 
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reguladora de los genes fdnG de S. ser. Typhimurium y E. coli K-12 que permitan identificar los 

sitios necesarios para la regulación por HilD y por H-NS en fdnGSTm.  

HilD es el principal regulador de los genes de SPI-1, necesarios para la invasión de S. ser. 

Typhimurium a sus células blanco (Bustamante et al., 2008; Ellermeier et al., 2005; Saini et al., 

2010). Sin embargo, Salmonella ha reclutado la función de varios otros genes fuera de SPI-1 

para la virulencia de la bacteria, a través de la regulación transcripcional mediada por HilD, 

incluyendo algunos genes ancestrales (Banda et al., 2019, 2018; Colgan et al., 2016; Martínez-

Flores et al., 2016; Singer et al., 2014). Por ejemplo, HilD ha reclutado la función de la motilidad 

para la virulencia de S. ser. Typhimurium, a través de la regulación positiva que ejerce sobre el 

operón flhDC, que controla la expresión de los genes flagelares y quimiotaxis; formando un 

circuito regulatorio que interrelaciona la expresión de estos genes con los de SPI-1 (Singer et 

al., 2014). Además, un estudio de nuestro grupo de trabajo determinó que HilD induce la 

expresión de sprB (se encuentra en SPI-1) al contrarrestar directamente la represión mediada 

por H-NS, desencadenando así la expresión de varios genes mediante el circuito regulatorio 

HilD-SprB, incluido el gen ancestral yobH, necesario para la invasión de S. ser. Typhimurium 

(Banda et al., 2019). Entonces, no es refutable pensar que la función de FdnG pueda estar 

siendo reclutada para la virulencia de S. ser. Typhimurium a través de la regulación 

transcripcional mediada por HilD, sobre todo cuando existen varios estudios que han 

demostrado que la respiración del nitrato (ruta metabólica en la que participa la formiato 

deshidrogenasa FdnGHI) le confiere una ventaja adaptativa a S. ser. Typhimurium en el 

intestino inflamado de ratones (Berg y Stewart, 1990; Wang y Gunsalus, 2003). Por tanto, 

creemos sumamente necesario analizar la posible contribución de FdnG a la virulencia de S. 

ser. Typhimurium, en cultivos celulares y modelos animales. 
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En conjunto, los datos de este estudio en conjunto exponen que la regulación diferencial de 

genes ortólogos es una fuente importante de variabilidad fenotípica entre bacterias 

estrechamente relacionadas, como lo son S. ser. Typhimurium y E. coli K-12. Además, 

aportamos evidencias de como la evolución cis-reguladora puede conducir al rearreglo de 

circuitos de regulación transcripcional, permitiendo la expansión del regulón de reguladores 

adquiridos por transferencia horizontal, como el caso de HilD en Salmonella. 
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IX. CONCLUSIONES 

 

1. El gen fdnG de S. ser. Typhimurium es regulado positivamente por HilD en condiciones 

relevantes para la virulencia, mientras que el gen fdnG de E. coli K-12 no se expresa ni es 

regulado por HilD en estas condiciones. 

2. El gen fdnG de S. ser. Typhimurium es reprimido por H-NS en condiciones relevantes para 

la virulencia, mientras que el gen fdnG de E. coli no es regulado por H-NS en estas 

condiciones.  

3. La adaptación de la regulación transcripcional de fdnGSTm mediada por HilD involucró la 

adquisición de HilD, así como cambios cis-regulatorios que permitieron la regulación por 

HilD y H-NS en condiciones relevantes para la virulencia de Salmonella. 
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X. PERSPECTIVAS 

 

1. Determinar los sitios de regulación por HilD y H-NS en el gen fdnG de S. ser. Typhimurium. 

2. Confirmar la regulación del gen fdnG y de la proteína FdnG de S. ser. Typhimurium mediada 

por H-NS mediante ensayos de dominancia negativa. 

3. Evaluar si el gen fdnG de S. ser. Typhimurium se requiere para la invasión a células 

epiteliales HeLa y/o para la infección intestinal en ratones. 
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