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Resumen 

Salmonella enterica Serovar Typhi (S. Typhi) es una bacteria Gram-negativa  

patógena exclusiva del humano; la cual causa Fiebre Tifoidea, una enfermedad 

sistémica, febril y aguda con gran incidencia a nivel mundial, y que llega a ser mortal. 

Para potenciar su patogenicidad S. Typhi utiliza diferentes factores de virulencia 

durante el proceso infeccioso y el desarrollo de la enfermedad; dentro de los que 

destacan los reguladores transcripcionales. 

LeuO es un regulador transcripcional tipo LysR que regula procesos involucrados a 

respuesta a estrés y virulencia, actuando como activador o represor. A pesar de que 

la expresión de su gen se considera quiescente, LeuO regula un conjunto ecléctico 

de genes, donde los niveles de proteína son cruciales para regular a sus genes 

blanco, alguno de los cuales son también quiescentes.  

La regulación del gen leuO se ha estudiado en diversas bacterias patógenas. Sin 

embargo aunque se desconoce la señal precisa que desencadena su expresión, se 

sabe que está altamente reprimido por los reguladores globales H-NS y Lrp, pero 

que su expresión se favorece por la entrada a la fase estacionaria, la alarmona 

ppGpp y reguladores que actúen directa o indirectamente.   

La regulación de leuO en S. Typhi se ha analizado a través de su región reguladora 

fusionada al reportero lacZ, en donde además de encontrar que H-NS y Lrp actúan 

como reguladores negativos de la región reguladora, se ha identificado la presencia 

de múltiples promotores que podrían estar modulando de manera diferencial la 

expresión de leuO. En este trabajo de maestría, tras investigar in silico qué 

reguladores eran candidatos para regular leuO, se diseñaron triples mutantes que 

carecieran de H-NS y Lrp asi como del regulador a analizar (Fis, ArcA u OmpR),con 

el fin de conocer el efecto que tenían sobre la regulación de leuO. El análisis nos 

indicó que Fis y ArcA, en ausencia de H-NS y Lrp regulan positivamente la expresión 

del gen. Por lo anterior, a través de conocer nuevos reguladores y su efecto en 

conjunto sobre la expresión de leuO, se comprenden los ajustes finos de regulación 

que tiene en gen leuO en S. Typhi.  
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1.  Marco Teórico  

1.1 Generalidades del género Salmonella  
 

Las enfermedades gastrointestinales infecciosas son aquellas causadas por un 

agente etiológico (parásitos, virus o bacterias), que generan un problema de salud 

pública. La salmonelosis es una de las enfermedades más frecuentes causada por 

bacterias englobadas en el género Salmonella (Parra et al., 2002). 

El género Salmonella pertenece a la familia enterobacteriaceae; bacilos Gram-

negativos, intracelulares y anaerobios facultativos, con un extenso rango de 

hospederos. Este género tiene dos especies: Salmonella bongori y Salmonella 

enterica. Esta última se clasifica en 10 subespecies, : enterica (subsp. I), salamae 

(subsp. II), arizonae (subsp. IIIa), diarizonae (subsp. IIIb), houtenae (subsp. IV), 

indica(subsp. VI), subsp. VII sin nombrar,  y tres subespecies más nombradas A,B 

y C (Alikhan et al., 2018 y Park et al., 2020).Una clasificación más divide a 

Salmonella spp. en más de 2600 serotipos determinado por la composición de sus 

antígenos somático (O), flagelar (H) y capsular (Vi) (Eng et al., 2015).  

Las serovariedades se dividen dependiendo del cuadro clínico que tenga el 

paciente, siendo los más frecuentes: la gastroenteritis, forma más común causada 

por los serotipos S. Enteritidis y S. Typhimurium; y la fiebre tifoidea, una infección 

sistémica causada por los serotipos S. Paratyphi y S. Typhi (Sánchez y Cardona, 

2003).  

1.2 Salmonella enterica serovar Typhi  

 

Salmonella enterica subespecie enterica serotipo Typhi (S. Typhi) es una bacteria 

patógena exclusiva de humanos, la cual genera una enfermedad conocida como 

fiebre tifoidea (FT) (LaRock et al., 2015). El término proviene del griego typhus y 

sufijo oid que significa “como humo” (Calva et al., 1988). 
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La FT es una infección de carácter global, de acuerdo a la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) cada año enferman de FT entre 11 y 20 millones de personas, de 

las que mueren entre 128 000 y 161 000  (Crump JA, 2004; Storey HL, 2015 y WHO, 

2018). 

En Latinoamérica existe una incidencia media de fiebre tifoidea de 10 a 120 casos 

por cada 100 mil habitantes por año; en México, de acuerdo al Sistema Nacional de 

Vigilancia Epidemiológica (SINAVE) el periodo comprendido de 1984 a 2017 mostró 

un aumento considerable de fiebre tifoidea pasando de 7,629 a 45,280 casos, 

siendo Sinaloa y Tamaulipas los estados con mayor incidencia (Boletín 

epidemiológico semana 28, 2018, Buckle G, 2010 y Contreras-Soto et al., 2019). 

La vía de transmisión de S. Typhi es oral-fecal, a través de la ingesta de alimentos 

y agua contaminada. Su periodo de incubación oscila de 2 a 3 semanas desde la 

ingesta, requiriendo un inóculo aproximadamente de 106-108 bacterias para el 

desarrollo de la enfermedad sintomática (Jiménez et al., 2010). El cuadro clínico de 

S. Typhi engloba síntomas como fiebre de 39°C o más por más de 72 horas, 

acompañado con dolores de cabeza, dolor abdominal, diarrea, y en algunos casos 

esplenomegalia y hepatomegalia (Parry, 2006 y Pui et al., 2011).  

S. Typhi entra al cuerpo resistiendo la acidez gástrica del estómago, una vez 

superada esta barrera se dirige al intestino delgado donde encuentra un lugar 

óptimo para su proliferación (Jiménez et al., 2010). La invasión comienza cuando la 

bacteria se adhiere a la superficie del epitelio intestinal, en específico a las células 

M, que recubren las placas de Peyer (parte del tejido linfoide intestinal) (Fig. 1). Una 

vez que S. Typhi es internalizada, se dirige al sistema reticuloendotelial donde es 

fagocitada por macrófagos, en el lumen del intestino; facilitando la invasión a los 

nódulos linfáticos, hígado y bazo, provocando una bacteremia y daño sistémico 

(Haraga et al., 2008 y LaRock et al., 2015). 
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1.3 Factores de Virulencia 
 

Para el proceso infeccioso y desarrollo de la enfermedad, Salmonella ha 

desarrollado elementos genéticos que desencadenan la virulencia, fenotipo 

característico de Salmonella; su estudio ha permitido el desarrollo de alternativas 

que ayudan a su diagnóstico y tratamiento. Estos elementos genéticos que  

potencian este  fenotipo  se conocen como factores de virulencia.  

El genoma de S. Typhi es de 4.8 Mb con aproximadamente 4800 genes, de los 

cuales un 4% se asocian a la virulencia (Bowe et al., 1998). Dentro de los factores 

de virulencia identificados para Salmonella se encuentran: Las Islas de 

patogenicidad, elementos estructurales de membrana externa (LPS), cápsula, 

fimbrias y flagelos (Ver tabla 1). 

 

Factor de Virulencia Función Cita 

 

 

 

SPI-1 

Isla de 40 kb, codifica para un sistema de 

secreción tipo III (T3SS), que inyecta moléculas 

efectoras a la célula hospedera, facilitando su 

entrada. 

 

Que et al., 

2013 

 

 

SPI-2 

Isla de 40 kb que codifica para un T3SS; se 

requiere para el mantenimiento bacteriano 

Valdez et al., 

2009 

Fig 1. Mecanismo de invasión e infección de Salmonella spp. (Modificado de Haraga et al., 2008). 

Tabla 1. Descripción y ejemplos de Factores de Virulencia 
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dentro de macrófagos y la subsecuente infección 

sistémica. 

 

Lipopolisacárido 

(LPS) 

Componente estructural de la membrana externa 

de bacterias Gram-negativas; facilita la infección 

en ratones, es un buen inmunógeno.  

Khan et al., 

1998 

 

 

 

 

Cápsula 

La cápsula de polisacáridos (antígeno Vi) es un 

factor único para la virulencia de S. Typhi. 

Previene el reconocimiento por el sistema 

inmune debido a que evita el contacto del LPS. 

Wilson et al., 

2008 

 

Flagelo 

Importante para la motilidad y se relaciona con la 

invasión de la bacteria. 

Finlay and 

Falkow, 1989 

 

Fimbrias 

Importante en la adherencia hacia la célula 

hospedera. 

Figueroa y  

Verdugo, 

2005 

 

La regulación genética de los factores de virulencia se estudia para entender qué 

reguladores favorecen la expresión de genes que permitan a S. Typhi desarrollar el 

cuadro infeccioso. La familia de reguladores transcripcionales tipo LysR es una de 

las más abundantes que engloban muchos procesos vitales, incluyendo virulencia. 

1.4 Familia de reguladores Tipo LysR 

Los reguladores transcripcionales tipo LysR (LTTR´s) son la familia más grande  de 

reguladores transcripcionales en bacterias; el primer estudio que englobó a la familia 

de los LTTR´S fue el realizado por Henikoff y colaboradores (1988), donde  

analizaron proteinas bacterianas que regulaban a genes por sus motivos de unión 

a DNA, y las cuales tenían  cierta similitud en su secuencia de aminoácidos de estos 

motivos.Tras una búsqueda en bases de datos, y el alineamiento informatico de sus 

secuencias,  se encontró que 9  de estas proteínas pertenecían a la familia LysR ya 

que tenian el motivo helice-giro-helice (HTH) presente en todos los miembros de la 

familia.  

Los LTTRs están involucrados en un amplio espectro de procesos celulares dentro 

de los que destacan: regulación del metabolismo central, respuesta a estrés 
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oxidativo, formación de biopelicula, fijación de nitrógeno, virulencia, entre otros 

(Schell, 1993; Fragel et al., 2019). 

 Los LTTRs son una familia con aproximadamente 800 miembros, que codifican 

para proteínas de 300 a 350 residuos de aminoácidos, siendo una de las familias 

más conocidas de proteínas de unión a ADN en procariotas; considerándose  

reguladores transcripcionales duales (activando o reprimiendo), y que reconocen a 

sus genes blanco por secuencias de ADN ricas en A-T en posiciones similares 

(Maddocks y Oyston, 2008 y Guadarrama et al., 2014). 

La estructura de los LTTRS consta de un dominio de unión al ADN con un motivo 

hélice-giro-hélice (HTH) en el extremo N-terminal y un dominio regulador de unión 

a un coinductor en el extremo C-terminal como se indica en la Fig. 2. Los LTTRS 

regulan independientemente de la presencia del coinductor, el cual se une  al  LTTR 

en secuencias con posición entre los residuos 95-210 y con motivos estructurales 

en forma de hendidura (Fig. 2)(Maddocks y Oyston, 2008; Lahiri et al., 2009). 

 

Dentro de los miembros de la familia LysR, LeuO ha sido objeto de interés y estudio 

en los últimos años dentro del genero Salmonella por estar implicado en la virulencia 

y respuesta  al estrés. 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Estructura de los LysR. El dominio HTH está a 20-90 residuos del extremo N- terminal y 

el dominio de unión al coinductor entre los residuos 95-210 del extremo C- terminal. Los dos 

dominios conservados RD1 Y RD2 se unen por una región de cruce formando una bisagra o 

hendidura. (Modificado de Maddocks y Oyston, 2008) 
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1.5 Generalidades de LeuO 

 

LeuO es una proteína de 314 aminoácidos y es miembro de la familia de reguladores 

tipo LysR. El gen que lo codifica se encuentra en la región genómica comprendida 

entre 135983 pb a 136927 pb del mapa genético de S. Typhi, entre los operones 

leuABCD e ilvIH (como se indica en la Fig. 3), que corresponden a la síntesis de 

leucina y, de isoleucina y valina, respectivamente. De acuerdo a su localización se 

presumía que regulaba la expresión del operón leuABCD, sin embargo, esta idea 

fue rechazada cuando se demostró que una mutante en leuO no es auxótrofa para 

leucina (Ueguchi et al., 1998). 

  

 

Los primeros estudios que avalaron a LeuO como un regulador fueron realizados 

en E. coli. Shi y Bennet en 1995 demostraron que la sobreexpresión de LeuO 

reprimía al gen cadC, encargado de la activación del operón cadAB, responsable 

de la respuesta de la bacteria a cambios de pH. También la sobreexpresión de LeuO 

favorecía la activación del operón bgl, involucrado en la utilización de ciertos β-

glucósidos (Ueguchi et al. 1998). LeuO interviene en la expresión de factores sigma 

como σS, el cual se induce su expresión ante una condición de estrés; en este 

sentido, LeuO reprime el RNA regulador DsrA involucrado en la traducción de rpoS 

(Klauck et al., 1997). Más recientemente por estudios de inmuno-precipitación de la 

cromatina (ChIP-chip) y SELEX genómico se ha demostrado que LeuO regula más 

genes de los que previamente se han reportado (Shimada et al., 2011, Dillon et al., 

2012, Ishihama et al., 2016).  

En el laboratorio se ha estudiado a LeuO y sus efectos en S. Typhimurium y S. 

Typhi. Estudios proteómicos han mostrado que en S. Typhi LeuO regula 

positivamente la expresión de assT, casA y los genes de las porinas de membrana 

externa ompS1 y ompS2. Por otro lado LeuO regula negativamente la expresión de 

Fig. 3. Localización de leuO entre los operones leuABCD e ilvIH. 
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ompX (una porina transportadora de compuestos hidrofóbicos) y tpx (una tiol-

peroxidasa periplásmica) (Fernández-Mora et al., 2004, De la Cruz et al., 2007, 

Hernández-Lucas et al., 2008). Un trabajo muy importante que vinculó a LeuO en 

virulencia fue el realizado por Rodríguez Morales y colaboradores en el 2006, en el 

cual a través de infectar ratones con cepas de S. Typhimurium mutadas en ompS1, 

ompS2 y leuO, la virulencia se atenuaba. 

La expresión del gen leuO se considera quiescente, término referido para definir 

una expresión muy baja en condiciones de laboratorio (Hernandez-Lucas, I. y Calva, 

E, 2012); diferente al concepto de quiescencia celular,es decir aquellas que están 

metabólicamente inactivas. Esto es importante pues tiene un efecto en la proteína, 

ya que LeuO regula un conjunto ecléctico de genes, y los niveles de proteína son 

cruciales para regular a sus genes blanco, los cuales algunos son también 

quiescentes, por ejemplo ompS1 y ompS2, donde LeuO regula su expresión a 

diferentes concentraciones en S. Typhi (De la Cruz et al., 2007).  

Los estudios en Salmonella han sido de gran impacto para el entendimiento del gen 

leuO, sin embargo no se ha determinado una señal que active la expresión del gen. 

Por otro lado para E. coli y Vibrio Cholerae existen condiciones que activan la 

expresión de leuO, las cuales son importantes ya que ayudarían a explicar porque 

LeuO se expresa en condiciones tan precisas como lo es la infección.  

1.6 LeuO y su papel en virulencia. 

Diversos estudios han relacionado a LeuO con la virulencia de diversas bacterias 

patógenas. Lo que sugiere que la expresión del gen leuO va dirigida a establecer  

mecanismos de supervivencia para la bacteria y su interacción con el hospedero. 

En Vibrio cholerae, agente causal del cólera en humanos, se ha observado que a 

través de la vía de ToxR, LeuO incide en la expresión de genes relacionados a la 

virulencia, como son la resistencia a pH ácido y bilis, formación de biopelícula e 

inhibición de la toxina colérica (CT) y la pilina corregulada por la toxina (TCP) ( (Bina, 

2013; Ante et al., 2015a.; Ante et al., 2015b y Ayala et al., 2018).  

 

En Yersinia enterocolitica, el agente causal de la enterocolitis, sobre todo en niños 

pequeños; LeuO es un regulador positivo del gen rovA, un importante regulador de 
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su virulencia, pues está involucrado en la adherencia de la bacteria a las placas de 

Peyer (Lawrenz et al., 2007). 

En E. coli enterohemorrágica (EHEC) causante de diarrea hemorrágica y síndrome 

urémico hemolítico, se ha observado que LeuO activa la expresión del operón LEE1 

el cúal codifica para proteínas estructurales del sistema de secreción tipo tres,  

involucrado en la generación de la lesión de adherencia y esfacelamiento de los 

enterocitos (Takao et al., 2014).  

 

Como se mencionó arriba en S. Typhimurium, mutantes del gen leuO y los genes 

de porinas ompS1 y ompS2 resultan en la atenuación de la virulencia en ratones 

(Rodriguez-Morales et al., 2006). De igual manera, a través de microarreglos 

realizados tras la infección intraperitoneal en ratones se encontró que LeuO se 

expresa a los 7 días postinfección (Lawley et al., 2006). LeuO está involucrado en 

modular la invasión de Salmonella, pues regula la expresión de la Isla de 

patogenicidad 1 (SPI-1), reprimiendo la expresión de hilE, regulador negativo de 

hilD; el regulador maestro de SPI-1 (Espinosa, E. y Casadesús, 2014).  

 

En C. elegans el cual se ha convertido en un modelo para el estudio de factores de 

virulencia de Salmonella, se encontró que una mutante en leuO invade de la misma 

manera que un cepa silvestre; sin embargo la mutante reduce significativamente la 

migración transepitelial de células polimorfonucleares (neutrófilos); lo que sugiere 

que LeuO actua como un regulador que permite una comunicación entre Salmonella 

y el sistema immune del hospedero para modularlo (Tenor et al., 2004). Esta 

afirmación en el que entre Salmonella y el sistema inmune hay una comunicación a 

través de LeuO se reafirma en S. Typhi,  pues teniendo en cuenta que LeuO expresa 

las porinas OmpS1 y OmpS2 (Hernándes-Lucas et al., 2014); la inmunización de 

ratones con las porinas favorecen la producción  de IL-8, en donde OmpS1 y OmpS2 

actuan como agonistas de los receptores tipo Toll (TLRs); además de que las 

porinas inducen la producción del factor de necrosis tumoral (TNF) para estimular 

la reacción inflamatoria (Moreno-Eutimio et al., 2013).   
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1.7 Regulación de leuO 

La regulación de leuO en S. Typhi es poco estudiada, y en nuestro grupo hemos 

estudiado sus condiciones de expresión. Los primeros estudios que caracterizaron 

la regulación de leuO fueron en la cepa CH582 de S. Typhimurium a través de un 

modelo denominado “mecanismo de relevo de promotor”, en el cual se demostró 

que al activar la expresión de ilvIH, secuencialmente se activaba la de leuO 

(normalmente reprimido), necesario para encender la expresión de leuABCD 

(encargado de la biosíntesis de leucina), el cual tenía una mutación en su  promotor 

(pleu-500), haciendo que la cepa creciera con dificultad en un medio sin leucina 

(Fang y Wu, 1998a). Al observar que la expresión del promotor de leuABCD se 

favorecía en la entrada a la fase estacionaria (Fan y Wu, 1998b) se planteó como 

una señal de estrés para la presencia de la alarmona guanosin 3´-5´bispirofosfato 

(ppGpp), al analizar que una mutante en relA (gen que codifica para la enzima 

encargada de la síntesis de ppGpp) no expresaba leuO, se dedujo que la alarmona 

afecta la expresión de leuO (Majumder et al 2000). Todo lo anterior se debe  a través 

de la inactivación del sistema, pues ppGpp favorece la expresión de Lrp necesario 

para activar a ilvIH y a su vez este a leuO (Fang y Wu, 1998b). Además se ha 

observado que en E. coli una cepa carente de relA, LeuO favorece el crecimiento 

después de dos horas como consecuencia de la carencia de aminoácidos de 

cadena ramificada, sugiriendo que LeuO contribuye a que la bacteria sobreviva y se 

mantenga a causa de la fase estacionaria (Majumder et al., 2001).  

En E. coli se demostró que RcsB-BglJ (regulador de síntesis de la cápsula) activa 

la expresión de leuO. Un acontecimiento importante de este mismo estudio es que 

se encontró un segundo promotor (P2leuO) (Stratmman et al., 2012) del promotor 

(PleuO) ya reportado en S. Typhimurium por Fang y Wu (1998b). 

 

Se ha encontrado que leuO es blanco de proteínas asociadas al nucleoide (NAP), 

las cuales se unen al DNA en regiones ricas en A-T silenciando generalmente su 

expresión; para leuO una de estas NAP es H-NS; una proteína tipo Histona que 

reprime su expresión; demostrándose principalmente en E.coli (Kluack et al., 1997; 

Stratmann et al., 2012) y S. Typhimurium (Chen et al., 2001;  Chen et al, 2005). Para 
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S. Typhi, leuO es regulado negativamente por H-NS y Lrp (Guadarrama, 2004; 

Sánchez-Popoca, 2015 y López-Mendez, 2018). 

Por análisis in silico (prodoric.tu-bs.de) en nuestro grupo se han observado más 

blancos que se unen al DNA de leuO en S. Tpyhi, que corresponden a reguladores 

transcripcionales. En este trabajo se pretende determinar el efecto que tienen los 

reguladores ArcA, Fis y OmpR sobre leuO. 

 

1.7 ArcA (Control de respiración aeróbica) 

ArcA pertenece al sistema de dos componentes ArcAB, el cual forma parte de los 

reguladores globales que responden a la transición aerobia-anaerobia por cambios 

de O2.  ArcB es un sensor transmembranal cinasa de histidina que responde a los 

cambios de O2, fosforilando a ArcA; mientras que ArcA, es la proteína que responde 

a esos cambios. Juntos modulan la expresión de genes que regulan vías 

dependientes de O2, como el ciclo de Krebs y complejos de citocromo oxidasa 

(Evans et al., 2011) y también el papel que tiene ante la resistencia de ROS como 

el peróxido de hidrógeno (H2O2) (Morales et al., 2013). A través de micro-arreglos 

realizados en S. Typhimurium las cuales fueron cultivadas en un medio anaerobio, 

se determinó el regulón de ArcA (Evans et al., 2011). En este mismo estudio se 

observó que ArcA actúa de manera represiva sobre Fis. Por otro lado, también en 

S. Typhimurium se ha descubierto que ArcA promueve la supervivencia intracelular 

en macrófagos y neutrófilos, contribuyendo a la infección sistémica en ratones 

(Pardo-Este et al., 2018). En E. coli se ha caracterizado a través de micro-arreglos 

que el regulón de ArcA media la transición de un ambiente aerobio a anaerobio 

debido a los cambios de O2, en el que  leuO es uno de sus blancos (Salmon et al., 

2005).  

1.8 Fis (Factor de estimulación por inversión) 

Fis es una proteína asociada al nucleoide (NAP), siendo un regulador global de la 

transcripción en bacterias. Fis está asociada a la capacidad que tiene de estimular 

la inversión del DNA mediado por Hin en S. enterica (Beach et al., 1998). Fis modula 

la expresión de genes asociados principalmente a las diferentes fases del 
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crecimiento principalmente en bacterias Gram-negativas como E. coli y S. enterica 

(Cameron et al., 2011). En E. coli se ha observado que su RNA mensajero es 

indetectable durante la fase lag, sin embargo, sus niveles aumentan rápidamente al 

llegar a la fase exponencial y vuelven a caer una vez que sale de la misma y entra 

a la fase estacionaria (Ball et al., 1992). Para S. Typhmiurium ocurre un proceso 

similar, en donde se ha observado que leuO es uno de sus blancos a la mitad de la 

fase exponencial (Wang et al., 2015). Se ha observado su papel directo en la 

virulencia pues regula genes de las islas de patogenicidad SPI-1 y SPI-2 (Wang et 

al., 2013) y su ausencia disminuye la capacidad invasiva en células HelA (Wang et 

al., 2015).  

1.9 OmpR (regulador de las proteínas de membrana externa) 

OmpR es considerado el regulador maestro de las porinas, proteínas de membrana 

externa (OMP´s) encargadas de regular la permeabilidad de la bacteria a una 

variedad de solutos como iones, nutrientes, moléculas de desecho, etc (De la Cruz 

y Calva, 2010). Pertenece a un sistema de dos componentes junto con EnvZ, que 

es el sensor cinasa de histidina ubicado en la membrana interna encargado de 

fosforilar a OmpR, el cual será el regulador de respuesta que media la expresión  de 

porinas y procesos como quimiotaxis y virulencia (Lee et al., 2000 y Maris et al., 

2005). En E. coli está muy bien caracterizado su regulón (Quin et al., 2014), mientras 

que en S. entérica existen diferencias entre los diferentes serovares; ya que para S. 

Typhimurium OmpR regula SPI-1 y SPI-2 (Cameron et al., 2012), y en S. Typhi 

regula las porinas OmpC, OmpF, OmpS1 y OmpS2 (Puente et al., 1991, Oropeza 

et al., 1999 y Fernandez-Mora et al., 2004). En S. Typhi se ha observado que en 

ausencia de H-NS y OmpR aumenta la expresión de leuO, lo que indica que OmpR 

podría tener un efecto ya sea directo o indirecto sobre la expresión de leuO en 

ausencia de H-NS como su principal regulador negativo (Guadarrama, 2004). 
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2. Antecedentes  

En el laboratorio se ha estudiado la regulación de leuO en S. Typhi cepa IMSS1, 

que ha mostrado ser quiescente, es decir que se se expresa muy bajo en 

condiciones de laboratorio. 

El gen leuO en S. Typhi cepa IMSS 1 en su región intergénica tiene 5 promotores 

en el sentido del gen (P1 a P5) (Fig. 4.A),  y dos en el sentido inverso (P6 y P7) (Fig. 

4. A) (Fernandez-Mora et al., 2021). El estudio de su regulación se ha hecho a través 

de la medición de la actividad traduccional de diferentes fragmentos de la región 

reguladora de leuO fusionadas al reportero lacZ (Fig. 4.B), y también por la 

expresión del RNA mensajero de leuO (propio del cromosoma) por RT-PCR (Fig 

6.B).  

Las actividades Beta-Galactosidasa de la cepa IMSS1 WT respecto de la doble 

mutante Δhns Δlrp que contienen las diferentes fusiones (Fig.4.B) determinaron que 

H-NS y Lrp regulan negativamente la expresión de leuO (Fig.5) (Sánchez-Popoca, 

2014 y López-Mendez, 2018).  

Para el caso de la regulación por ppGpp, su estudio ha sido a través de la mutación 

de los genes que codifican las enzimas que lo sintetizan (relA y spoT) y fusiones 

transcripcionales unidas a lacZ que contienen por separado cada uno de los 

promotores. La actividad Beta-Galactosidasa de cada una de las fusiones en los 

distintos fondos genéticos analizados demostró que  ppGpp regula diferencialmente 

a los promotores (Fig 6.A). Además de lo anterior, se analizó por RT-PCR el RNA 

mensajero propio de leuO (nivel cromosomal)  con el fin de observar el  efecto de la 

regulación de ppGpp sobre el gen. El análisis indicó que para que sea detectado el 

RNA mensajero leuO se requiere que esté libre de la represión de H-NS y Lrp; por 

lo tanto para que haya un efecto de la regulación de ppGpp hacia la expresión de 

leuO se necesita un paso previo de desrepresión mediado por los reguladores H-

NS y Lrp (Fig. 6.B) (Sánchez-Popoca, 2018).   
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Fig. 4. A. Esquema de la región reguladora completa de leuO de S. Typhi cepa IMSS1. Se muestran 

los promotores 5 en el sentido del gen (P1 a P5), y 2  en el sentido reverso (P6 y P7), asi como los sitios 

de unión a los reguladores HNS y Lrp. B. Esquematización de las construcciones que representan las 

fusiones traduccionales con distintos tamaños de la región reguladora del gen leuO y162 pb que 

corresponden al gen estructural leuO  unidas a lacZ (pMC1871):pleuO894, pleuO436, pleuO287, 

pleuO200, pleuO90 y pleuO60  (Modificado de Fernandez-Mora et al., 2021). 

  

A 

B 
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Fig. 5. Regulación de la expresión de las fusiones traduccionales de leuO (pleuO894, pleuO436, 

pleuO287, pleuO200, pleuO90 y pleuO60) en el fondo silvestre (WT) y Δhns Δlrp .(Tomado de 

Sánchez-Popoca, 2014 y López-Mendez, 2018). 
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Fig. 6. A. Regulación de la expresión de las fusiones transcripcionales de los promotores 

individuales de leuO, cada grafica tiene la representación esquemática de la construcción que 

contiene el fragmento de 100 pb de la región reguladora de leuO que corresponde a los 

promotores individuales transcripcionalmente activos (P1, P2, P3, P4 Y P5). B. Visualizacion del 

RNA mensajero de leuO  en la cepa silvestre WT y hns lrp con inducción y sin inducción de RelA´. 

Se muestra que para que tenga un efecto la regulación de ppGpp en leuO a nivel cromosomal, 

se requiere que esté libre de la represión de H-NS y Lrp (Modificado de Sanchez-Popoca,2018). 

 

A 

B 
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3. Justificación 

LeuO es un regulador transcripcional que se ha asociado a la virulencia de S. 

enterica. En el laboratorio se ha estudiado la regulación del gen leuO en S. Typhi, 

en el cual se ha demostrado que su expresión es regulada negativamente por Lrp y 

H-NS. El fin de este trabajo es demostrar el posible papel que tienen los reguladores 

ArcA, Fis y OmpR en la expresión de leuO en ausencia de H-NS y Lrp como sus 

principales reguladores negativos. 

4. Hipótesis 

El gen leuO en S. Typhi es regulado por los reguladores ArcA, Fis y OmpR en 

ausencia de H-NS y Lrp. 

5. Objetivo General 

Determinar la influencia de los reguladores ArcA, Fis y OmpR en la expresión del 

gen leuO en S. Typhi. 

5.1 Objetivos particulares 

 

Realizar cepas triples mutantes que carezcan de los genes hns, lrp, más un tercer 

locus mutado en el gen del regulador de interés. 

Medir la expresión de fusiones traduccionales leuO conteniendo diferentes regiones 

de la región 5´reguladora de leuO, en fondos genéticos hns lrp comparados con el 

fondo hns lrp  y el regulador de interés.  
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Tabla 2. Descripción de las fusiones y cepas a utilizar en este estudio. 

 

6. METODOLOGÍA 

A partir de una colección del plasmido pMC1871, que llevan  fusiones traduccionales 

a lacZ y que contienen las construcciones de la región completa de leuO y los 

diferentes recortes de la región reguladora (Fig. 4), más las diferentes cepas de S. 

Typhi (Tabla 2.); se procedió a la transformación de las cepas con los plasmidos  y 

asi poder tener las diferentes combinaciones para la realizacion de este estudio 

(Tabla 3.).  

 

Cepas/Plásmidos Caracteristicas Referencia 

Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) 

IMSS-1 

WT (Silvestre) 

Aislado Clínico Mexicano S. 

Typhi 9, 12, d, Vi 

Puente et al., 1986 

∆hns ∆lrp IMSS-1 derivada ∆hns ∆lrp Fernandez-Mora et al., 2021 

∆fis::Km IMSS-1 derivada ∆fis::Kmr Fernandez-Mora, Datos no 

publicados. 

∆ompR::Km IMSS-1 derivada ∆ompR::Kmr Fernandez-Mora, Datos no 

publicados. 

∆arcA::Km IMSS-1 derivada ∆arcA::Kmr Fernandez-Mora, Datos no 

publicados. 

∆hns ∆lrp ∆fis::Km IMSS-1 derivada ∆hns ∆lrp 

∆fis::Kmr 

Este estudio 

∆hns ∆lrp 

∆arcA::Km 

IMSS-1 derivada ∆hns ∆lrp 

∆arcA::Kmr 

Este estudio 

Plásmidos 

pleuO894 Plásmido derivado del 

pMC1871 conteniendo 64 pb 

del gen estructural leuA, la 

región  reguladora  5´ 

completa de leuO (830 pb) y 

Fernandez-Mora et al., 2021 
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162 pb de la región estructural 

de leuO 

pleuO436 Plásmido derivado del 

pMC1871 conteniendo 436 pb 

de la región reguladora de 

leuO y 162 pb de la región 

estructural de leuO. 

Fernandez-Mora et al., 2021 

pleuO287 Plásmido derivado del 

pMC1871 conteniendo 287 pb 

de la región reguladora de 

leuO y 162 pb de la región 

estructural de leuO. 

Fernandez-Mora et al., 2021 

pleuO200 Plásmido derivado del 

pMC1871 conteniendo 200 pb 

de la región reguladora de 

leuO y 162 pb de la región 

estructural de leuO. 

Fernandez-Mora et al., 2021 

pleuO90 Plásmido derivado del 

pMC1871 conteniendo 90 pb 

de la región reguladora de 

leuO y 162 pb de la región 

estructural de leuO. 

Fernandez-Mora et al., 2021 

pleuO60 Plásmido derivado del 

pMC1871 conteniendo 60 pb 

de la región reguladora de 

leuO y 162 pb de la región 

estructural de leuO. 

Fernandez-Mora et al., 2021 

pKD46 Plásmido derivado del pINT-ts 

que contiene el promotor araB 

inducible con arabinosa; y del 

plásmido pBAD18  que 

Datsenko et al., 2000 
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Tabla 3. Combinación de los plasmidos con las diferentes cepas de S. Typhi.  

 

contiene los fragmetos de ADN 

correspondientes a los genes γ 

β y exo (Sistema Red) 

pKD4 Plásmido derivado del pCP15  

(pANTSγ) que contienen el 

gen  resistencia a Km 

flanqueadas por sitios FR 

repetidos. 

Datsenko et al., 2000 

 

 

Plasmidos (Fusiones de leuO) Cepa S. Typhi 

pleuO894 WT 

∆fis::Km 

∆ompR::Km 

∆arcA::Km 

∆hns ∆lrp 

∆hns ∆lrp ∆fis::Km 

∆hns ∆lrp ∆arcA::Km 

pleuO436 

pleuO287 

pleuO200 

pleuO90 

pleuO60 

 

6.1 Mutagénesis dirigida por Método de Datsenko y Wanner.  

 

6.1.1 Preparación de células triples mutantes electrocompetentes 

La mutagenesis dirigida por el Método de Datsenko y Wanner (Datsenko et al., 

2000)  se desarrolló para realizar triples mutantes que carecieran de hns lrp y del 

regulador a analizar, arcA, fis y ompR. A la cepa de S. Typhi mutante en ∆hns ∆lrp 

se le transformó con el plásmido pKD46 (Tabla 2.) (Fig. 7.A); una vez que la cepa 

fue transformada se creció en medio liquido LB (Ver anexo) con el inductor 

arabinosa y ampicilina como antibiótico de resistencia; todo esto con el fin de 

expresar la proteína recombinasa Red a una DO600= 0.6. Posteriormente se 

procedió a hacer gliceroles para guardar a -70°C hasta su uso.  
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Con el plásmido pKD4 que lleva una resistencia al antibiótico kanamicina (Km), se 

amplificaron los fragmentos que sustituirían las regiones de cada gen, a través de 

la construcción de oligos que lleven las regiones de cada extremo del cassette (P1 

Y P2) y las regiones externas del gen (fis, arcA y ompR) dentro del cromosoma (H1 

Y H2) (Fig.7.B). Una vez que los fragmentos se amplificaron, se procedió a 

transformarlos en la cepa ∆hns ∆lrp con el plásmido pKD46 que ya tenía expresada 

la recombinasa Red; las transformantes se recuperaron en medio SOC (Ver anexo) 

y se platearon en cajas LB más el respectivo antibiótico (Km), asegurando que solo 

se seleccionaran las células que integraron la mutación con el cassette en el 

cromosoma. Para eliminar el plásmido pKD46 de las nuevas cepas triples mutantes 

∆hns ∆lrp ∆fis::km y ∆hns ∆lrp ∆arcA::km se pusieron a crecer en Km y a una 

temperatura de 40°C, para asegurar que el plásmido se eliminara debido a su 

termosensibilidad. Una vez que las cepas triples mutantes estaban libres del 

plasmido pKD46, se confirmaron por PCR los fragmentos que corresponden a los 

genes mutados (hns, lrp, fis y arcA) y el fragmento IS200 especifico de S. Typhi 

Fig. 7.A. Mapa del plasmido pKD46 que lleva el sistema recombinasa Red. B. Estrategia para la 

interrumpción del gen fis y arcA. H1 y H2 son las regiones de extensión que pertenecen al gen a 

interrumpir. Mientras que P1 y P2 se refieren a sitios de cebado en el cassette de Km dentro del 

plásmido pKD4 (Modificado de Datsenko et al., 2000) . 
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(descartar contaminantes); por ultimo las cepas triples mutantes resultantes se 

almacenaron en gliceroles a -70°C hasta su uso. 

Una vez obtenidas todas las mutantes, las bacterias se estriaron en agar TSGB 

(mutantes y silvestre) incubándolas a 37°C toda la noche. Posteriormente se tomó 

una azada y se inoculó en 100 ml de medio TSGB incubándolos a 37°C en agitación 

hasta alcanzar una DO600= 0.8. Las bacterias se concentraron por centrifugación a 

6000 rpm por 10 min a una temperatura de 4°C. La pastilla resultante se lavó tres 

veces con agua estéril fría. Al final la pastilla se resuspendió en 600µl con glicerol 

al 10% y se alicuotó en tubos Eppendorf de 0.6 ml guardándose a -70°C hasta su 

uso. 

6.2 Transformación de las cepas.  
 

Las cepas de S. Typhi (Tabla 2.) electrocompetentes se descongelaron en hielo y 

también se enfriaron las celdas de electroporación (BIORAD). Posteriormente se 

agregaron 10µl de plásmido con las fusiones en 50µl de células electrocompetentes, 

añadiendo 10µl más de agua estéril. Las células electrocompetentes se les dió un 

pulso de 2.5KV por 4.6 µs (micropulser BIORAD) e inmediatamente se recuperaron 

en 1 ml de medio SOC incubándolas a 37 °C por 1 hora para el posterior plaqueo 

de 100µl en agar TSBG con X-gal y sus antibióticos correspondientes (Ver anexo), 

con la finalidad de seleccionar las clonas recombinantes. 

6.3 Selección de clonas.    
 

Las clonas se seleccionaron por su resistencia a antibióticos y fenotipo azul debido 

a la acción enzimática de la enzima Beta-galactosidasa con el sustrato X-gal que da 

esa coloración. Las clonas se inocularon en tubos de ensayo con 5 ml de TSBG con 

tetraciclina o Ampicilina y se incubaron a 37°C con agitación durante 12-16 horas. 

Después el DNA plasmídico se extrajo por lisis alcalina y por PCR se verificaron los 

insertos que corresponden a las mutaciones de los genes, las fusiones y el 1S200 

de S. Typhi. 
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6.4 Cultivo bacteriano de las cepas de S. Typhi con las diferentes  fusiones 

traduccionales de leuO unidas al reportero lacZ.   
 

Las Clonas de S. Typhi se incubaron a 37°C con sus respectivos antibióticos. 

Primero se estriaron en agar TSBG con X- gal incubándolas por 24 horas. Al día 

siguiente se hizo un preinóculo en tubos con 5 ml de MN y se incubaron por 7 horas 

para pasar a matraces con 50 ml de LB, incubando a 37°C con agitación toda la 

noche. Pasado el tiempo se procedió a poner en matraces de 50 ml de medio MN 

el inóculo suficiente. Las bacterias se dejarón crecer en agitación a 37°C; al llegar 

a una DO595= 0.6 se tomó una muestra de 1.5 ml en un tubo Eppendorf de 2 ml por 

duplicado, repitiendo el mismo paso a DO595= 1.0 y DO595= 1.6,  tomando 1 ml y 250 

µl respectivamente. Estas muestras se centrifugaron a 12,000 rpm 1 min, la pastilla 

se lavó con 1 ml de amortiguador Z 1x (Ver anexo) y se centrifugó nuevamente, 

finalmente la pastilla se guardó a -70°C hasta su uso para la cuantificación de 

proteína y el ensayo de Beta-galactosidasa.    

 6.5 Cuantificación de proteína y Actividad de Beta-galactosidasa.  
 

Las pastillas se resuspendieron en amortiguador Z 1X, de manera que la 

concentración de proteína total quedara en un rango de 0.15-0.3 mg/ml. La 

concentración de proteína se determinó por el método de Lowry, colocando por 

duplicado 20µl de la muestra y de control (BSA 0.2 mg/ml) en una placa de Elisa de 

96 pozos. Posteriormente a cada muestra se le agregó 100µl de solución de Lowry 

y se mezcló incubando a temperatura ambiente durante 15 minutos. Enseguida se 

adicionó 100µl de reactivo folin-ciocalteu al 16.9%, de igual manera mezclando e 

incubando a temperatura ambiente por 30 minutos. Se procedió a la cuantificación 

de proteína con un lector de placas tipo Ceres (Bio-Tek), el protocolo compara la 

absorbancia de las muestras con una curva estándar de concentraciones de BSA 

previamente establecida. Una vez ajustada esa concentración al rango de 

concentraciones de BSA, se analizó la actividad de Beta-galactosidasa (Fernandez-

Mora et al., 2021).  
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Para la actividad de Beta-galactosidasa se utilizó una placa de 96 pozos en la cual 

se agregaron por duplicado 20µl de muestra. Después de esto se añadió una 

solución de lisis (agua destilada, amortiguador Z 1X, lisozima 0.22 mg/ml, tritón 

0.22%, β-mercaptoetanol) y se incubó por 20 min a 37°C. Para la reacción se agregó 

a la placa 100µl de ONPG (O-nitrofenil β-D-galacto piranósido, 1 mg/ml de agua) el 

cual se tornó a color amarillo por la actividad enzimática de la Beta-galactosidasa. 

La absorbancia medida se realizó en un lector tipo Ceres a 415 nm, por 5 min. Las 

lecturas se compararon con una curva estándar de actividad de Beta-galactosidasa 

previamente establecida. Para obtener la concentración de enzima, se dividió el 

valor obtenido de la actividad enzimática y la concentración de proteína de la 

muestra; expresando el valor en U/mg. Cabe resaltar que todos los experimentos 

se realizaron por triplicados, y que nos ayudó a hacer el análisis estadístico.   

6.6 Análisis estadístico. 

Se realizó el análisis estadístico de los resultados a través de la prueba T Student, 

que predijo si las diferencias observadas entre los datos son o no estadísticamente 

significativas, con un valor P<0.05. 
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7. Resultados. 
 

7.1 Generación de triples mutantes ΔhnsΔlrpΔregulador por inactivación de 

un paso por recombinación homóloga y transformación en las fusiones 

traduccionales de leuO. 

 

Teniendo el conocimiento de que una doble mutante ΔhnsΔlrp libera la expresión 

del gen leuO en S. Typhi, la generación de triples mutantes por recombinación 

homóloga (Datsenko et al., 2000) ΔhnsΔlrpΔarcA::km y ΔhnsΔlrpΔfis::km nos 

permitió observar el efecto de ArcA y Fis sobre leuO en ausencia de H-NS y Lrp 

como sus moduladores negativos.  

Una vez que la recombinación homóloga se realizó (Fig. 8) las colonias se aislaron 

y se caracterizaron por su crecimiento en presencia del antibiótico que corresponde 

al cassette de la mutación (Km), por la amplificación de los fragmentos específicos 

correspondientes a la mutación de los genes (hns,lrp y regulador), y por la 

amplificación de los insertos que corresponden a la mutación con oligos localizados 

dentro del cassette de kanamicina (K1 y K2).  

 

 

 

 

 

 

Fig.8.  Con la cepa IMSS ΔhnsΔlrp y el inserto que contiene la mutación de cada regulador, se 

realizó la mutación por recombinación homóloga con el plasmido pKD46 que contiene la 

recombinasa red inducible con arabinosa. Una vez obtenida la recombinación se plateó en cajas 

que contuvieran el antibiotico Km para seleccionar las clonas que fueran postivas y resistieran al 

antibiotico, para despues realizar su caracterización genética.  
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La figura 9 muestra la caracterización genética de la triple mutante ΔhnsΔlrpΔfis::km 

y ΔhnsΔlrpΔarcA::km con la amplificación de los insertos de los genes WT y mutante 

para hns (Fig 9.A), lrp (Fig 9.B), fis (Fig 9.C) y arcA (Fig. 9.D); con oligos externos 

que corresponden a cada gen y así obtener amplicones de tamaño especifico. Por 

ultimo se amplificaron los insertos que corresponden a la mutación de fis::km (Fig 

9.E) ) y de arcA::km (Fig. 9.F), ocupando no solo el juego de los oligos externos si 

no también oligos internos localizados dentro del cassette de kanamicina.  

Una vez que se obtuvo la clona positiva de la cepa triple mutante ΔhnsΔlrpΔfis::km 

y ΔhnsΔlrpΔarcA::km se tranformaron en todas las fusiones traduccionales (Tabla 

3.) para su posterior análisis por ensayo de Beta-Galactosidasa. Para el caso de la 

triple mutante ΔhnsΔlrpΔompR::km no ha sido viable la generación de la misma 

debido a que el inserto ΔompR::km no recombina en los sitios correspondientes 

para sustituir al gen ompR (Fig. 7-8) y al realizar el PCR de confirmación para el 

inserto de la mutación en ompR, el fragmento amplificado correspondiente a la triple 

mutante es del mismo tamaño que el gen silvestre (datos no mostrados). 
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Fig.9. Visualización de los insertos amplificados para la caracterización genética de las triples 

mutantes ΔhnsΔlrpΔfis::km y ΔhnsΔlrpΔarcA::km  con el marcador 1 Kb plus para referencia de los 

tamaños.A. Para checar la mutación en hns respecto al WT con los oligos externos del gen, se 

observa la diferencia en tamaños donde Δhns  corresponde a ~550 pb y el gen silvestre a 789 pb, 

utilizando los respectivos controles para cada amplicon. B.  Para checar la mutación en lrp respecto 

al WT con los oligos externos del gen, se observa la diferencia en tamaños donde Δlrp  corresponde 

a 928 pb y el gen silvestre a 1138 pb, utilizando los respectivos controles para cada amplicon. C. 

Para checar la mutacion en fis respecto al WT con los oligos externos del gen, se observa la 

diferencia en tamaños donde Δfis::km  corresponde a ~1571 pb y el gen silvestre a 382 pb, utilizando 

los respectivos controles para cada amplicon. D. Para checar la mutación en arcA respecto al WT 

con los oligos externos del gen, se observa la diferencia en tamaños donde ΔarcA::km  corresponde 

a ~1860 pb y el gen silvestre a 1140 pb, utilizando los respectivos controles  para cada amplicon. E.  

Para checar la mutación Δfis::km respecto el WT con los oligos externos del gen y los internos a la 

mutación; se observa la diferencia en tamaños donde la combinación fisNcoI5´-F---K1  corresponde 

a 550 pb y la combinación K2---Fis2-3´-R a 938 pb, utilizando los respectivos controles para cada 

amplicon. F. Para checar la mutación ΔarcA::km respecto el WT con los oligos externos del gen y 

los internos a la mutación; se observa la diferencia en tamaños donde la combinación 5arcA5´---K1  

corresponde a 710 pb y la combinación K2---arcA3´ a 1150 pb, utilizando los respectivos controles 

para cada amplicon. 
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7.2 Efecto del regulador Fis sobre la región reguladora de leuO. 

 Para realizar el análisis del efecto que tenia el regulador Fis sobre la expresión de 

la región reguladora de leuO, se utilizaron los fondos genéticos WT y derivadas de 

la cepa S. Typhi IMSS 1 sobre cada una de las fusiones de leuO (Tabla 3.).  

Actividad β-Galactosidasa de las fusiones traduccionales a DO595=0.6, 

DO595=1.0 Y DO595=1.6. 

a) Fase Exponencial (DO595=0.6) 

En esta fase de crecimiento encontramos que para la fusión pleuO894, la cual tiene 

la región completa de leuO y todos los promotores (Fig. 4.B), en el fondo WT tuvo 

una expresión de tan solo 53 U/mg, y al comparar la mutante sencilla Δfis::km la 

actividad fue de 55 U/mg, siendo una actividad similar a la silvestre, lo que indica 

que Fis por si solo no tenia un efecto en la regulación de la fusión. Al analizar los 

fondos doble mutante Δhns Δlrp y triple mutante Δhns Δlrp Δfis::km se obtuvieron 

actividades de 1,384 U/mg y 1,388 U/mg, respectivamente; las cuales no son 

significativos entre ellos. Estos resultados indican que en la fusión pleuO894, 

durante la fase exponencial, el regulador Fis no tiene un efecto en la regulación de 

leuO (Fig.10). 

En la fusión pleuO436, la cual sigue conteniendo todos los promotores, pero con 

458 pb menos (Fig. 4.B), tanto en el fondo silvestreT como en el Δfis::km se 

obtuvieron actividades de 29 U/mg, indicando que la mutante sencilla no tiene un 

efecto sobre la fusión. Sin embargo, al comparar los fondos Δhns Δlrp con una 

actividad de 901 u/mg y Δhns Δlrp Δfis::km con una actividad de 521 U/mg, hubo 

una disminución significativa de mas de 400 unidades, lo que nos sugiere que a fase 

exponencial Fis tiene un efecto positivo sobre la expresión de esta fusión en 

ausencia de H-NS y Lrp (Fig. 10). 

La fusión pleuO287 está más recortada pues tiene 507 pb menos comparado con 

la fusión completa, sin embargo mantiene los 5 promotores (Fig. 4.B). El fondo 

silvestre tuvo una actividad de 257 U/mg, aumentado significativamente comparado 

con las  fusiones anteriores en el mismo fondo. Esto se debe a que dentro del recorte 
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de la fusión hay un recorte en el sitio de nucleación para H-NS, el cual es 

considerado un sitio de regulación negativa. Al analizar la expresión en el fondo 

Δfis::km resultó no sersignificativa respecto a la silvestre; indicando que Fis no tiene 

efecto en la fusión. En la mutante Δhns Δlrp mostró una actividad de 1594 U/mg y 

al compararla con la mutante triple Δhns Δlrp Δfis::km hubo una disminución  de 378 

U/mg los cuales fueron significativos y sugieren que en esta fusión Fis sigue 

teniendo un efecto positivo al ya no estar H-NS y Lrp presentes (Fig. 10). 

La fusión pleuO200 tiene un recorte de 694 pb respecto de la fusión completa y 

además solo contiene 3 promotores (2,4 y 5), que son los más cercanos al ATG 

(Fig. 4.B). Al analizar los fondos silvestre y Δfis::km tuvieron una actividad de 133 y 

187 U/mg respectivamente; que no fueron significativas para que Fis tenga un efecto 

por sí solo. De manera interesante, en esta fusión, al comparar los fondos ΔhnsΔlrp  

y ΔhnsΔlrpΔfis::km hubo una disminución significativa de 3 veces en la actividad, 

con lo que se sigue observando la regulación positiva de Fis en ausencia de H-NS 

y Lrp (Fig. 10).  

La fusión pleuO90 sólo contiene dos promotores, que son el 4 y 5 (Fig. 4.B). Sin 

embargo, fue notable que al quitar el promotor 2 la expresión bajó 

considerablemente en todos los fondos. Su expresión  fue de tan solo 20 U/mg en 

la silvestre, y al compararlas con todas las mutantes se pudo observar que no hay 

diferencias significativas (Fig. 11), por lo que en esta fase de crecimiento no 

observamos regulación. Por ultimo la fusión pleuO60 que únicamente tiene al 

promotor 4 (Fig. 4.B) tuvo los mismos niveles de expresión en todos los fondos 

analizados (Fig. 11), por lo que de igual manera que en la fusión anterior no se 

observó regulación. 
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Fig. 10. Regulación de la expresión de las fusiones traduccionales pleuO894, pleuO436, pleuO287 

y pleuO200 en fase exponencial (DO595=0.6) en medio rico MN en las cepas silvestre (WT), Δfis::km, 

ΔhnsΔlrp y ΔhnsΔlrpΔfis::km. Actividad media de tres experimentos independientes. *Datos 

significativamente diferentes a la cepa WT y a la ΔhnsΔlrp (P<0.05). 
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Fig. 11. Regulación de la expresión de las fusiones traduccionales pleuO90 y pleuO60  en 

fase exponencial (DO595=0.6) en medio rico MN en las cepas silvestre (WT), Δfis::km, ΔhnsΔlrp 

y ΔhnsΔlrpΔfis::km. Actividad media de tres experimentos independientes. *Datos 

significativamente diferentes a la cepa WT y a la Δhns Δlrp (P<0.05).  
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b) Fase Estacionaria temprana(DO595=1.0) 

En la fusión pleuO894 (Fig. 4.B) al entrar a la fase estacionaria el fondo silvestre 

tuvo una actividad de 76 U/mg, al compararlo con el fondo sencillo Δfis::km que tuvo 

28 U/mg hubo una disminución de casi 3 veces, lo que sugiere que Fis por sí solo 

es capaz de regular la fusión al entrar a la fase estacionaria. Al comparar los fondos 

ΔhnsΔlrp  y ΔhnsΔlrpΔfis::km estos tuvieron valores de 928 y 884 U/mg (Fig. 12), 

que al no ser diferencias significativas entre sí nos indica que Fis no tiene un efecto 

positivo en ausencia de H-NS y Lrp. 

La fusión pleuO436 (Fig. 4.B) en los fondos silvestre y Δfis::km no tuvieron  

diferencias significativas, de igual manera al comparar los fondos ΔhnsΔlrp con 897 

U/mg y ΔhnsΔlrpΔfis::km con 682 U/mg, estos valores no fueron significativas para 

que Fis tuviera un efecto en ausencia de H-NS y Lrp (Fig. 12). 

En la fusión pleuO287 (Fig. 4.B) tuvo un efecto similar a la fusión anterior, ya que 

en el fondo silvestre  y Δfis::km tuvieron unidades de actividad muy parecidas, las 

cuales no fueron significativas; por otro lado en los fondos ΔhnsΔlrp  y 

ΔhnsΔlrpΔfis::km a pesar de que hubo una diferencia de 290 unidades estas no 

fueron significativas para que Fis tuviera un efecto en ausencia de H-NS y Lrp (Fig. 

12). 

En la fusión pleuO200 (Fig. 4.B), en esta fase de crecimiento el fondo silvestre tuvo 

188 U/mg, al compararlo con el fondo Δfis::km los valores no fueron 

significativos,indica que Fis no tiene un efecto por sí solo en la fusión. Sin embargo, 

al analizar los fondos ΔhnsΔlrp  y ΔhnsΔlrpΔfis::km  con 604 U/mg y 224 U/mg hubo 

una disminución de 2.7 veces las cuales si fueron sgnificativas (Fig. 12), indicando 

que al entrar a la fase estacionaria Fis sigue teniendo un efecto en la fusión en 

ausencia de H-NS y Lrp.   

La fusión pleuO90 (Fig. 4.B) mostró una expresión de tan solo 20 U/mg en la 

silvestre, y al compararlas con todas las mutantes se pudó observar que no hay 

diferencia significativa (Fig. 13), por lo que en esta fase de crecimiento no 

observamos regulación. De igual manera en la fusión pleuO60 (Fig. 4.B) tuvo los 
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mismos niveles de expresion en todos los fondos analizados (Fig. 13), por lo que de 

igual manera que en la fusión anterior no se observa regulación. 

 

 

  

* 

* 
* * 

* 

Fig. 12. Regulación de la expresión de las fusiones traduccionales pleuO894, pleuO436, pleuO287 y 

pleuO200 al entrar a la fase estacionaria (DO595=1.0) en medio rico MN en la cepa silvestre (WT), 

Δfis::km, ΔhnsΔlrp y ΔhnsΔlrpΔfis::km. Actividad media de tres experimentos independientes. *Datos 

significativamente diferentes a la cepa WT y a la Δhns Δlrp (P<0.05).  
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Fig. 13. Regulación de la expresión de las fusiones traduccionales pleuO90 y pleuO60  al entrar a 

la fase estacionaria  (DO595=1.0) en medio rico MN en la cepa silvestre (WT), Δfis::km, ΔhnsΔlrp 

y ΔhnsΔlrpΔfis::km. Actividad media de tres experimentos independientes. *Datos 

significativamente diferentes a la cepa WT y a la ΔhnsΔlrp (P<0.05). 
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c) Fase Estacionaria tardía (DO595=1.6) 

En esta fase de crecimiento la fusión pleuO894 (Fig. 4.B) el fondo silvestre y Δfis::km 

dieron la misma actividad de 20 U/mg. De manera interesante, en esta fase de 

crecimiento sólo se pudo obtener actividad, además de los fondos sencillos, en  el 

fondo doble mutante ΔhnsΔlrp, el cual tuvo 1008 U/mg, sin embargo no fue posible 

compararlo con el fondo triple mutante ΔhnsΔlrpΔfis::km ya que los tiempos de  

cinética no fueron suficientes para que esta cepa alcanzara la densidad deseada 

(Fig. 14). Esto significa que, la triple mutante exhibe un defecto en el crecimiento de 

las fusiones pleuO894, pleuO436 y pleuO287 cómo se describe más adelante (Fig. 

16). 

La fusión pleuO90 y pleuO60 (Fig. 4.B) la expresión de la actividad fue muy parecida 

en el fondo silvestre, y comparado con sus respectivos fondos se mantuvieron en 

los mismos niveles de expresión, los cuales no fueron significativos. Por lo que en 

esta fase de crecimiento no observamos regulación por parte de las fusiones más 

cortas (Fig. 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14. Regulación de la expresión de las fusiones traduccionales pleuO894, pleuO436, 

pleuO287 y pleuO200 en la fase estacionaria  (DO595=1.6) en medio rico MN en la cepa silvestre 

(WT), Δfis::km, ΔhnsΔlrp y ΔhnsΔlrpΔfis::km. Actividad media de tres experimentos 

independientes. *Datos significativamente diferentes a la cepa WT y a la Δhns Δlrp (P<0.05). 
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Cinética de crecimiento de las fusiones traduccionales de leuO en los 

distintos fondos genéticos para el análisis del regulador Fis. 

Debido a que para tomar las muestras de la actividad se necesitaba seguir la 

cinética de crecimiento de las fusiones en los distintos fondos genéticos, se 

graficaron los tiempos por hora de cada fusión en sus distintas combinaciones de 

fondo para tener el registro de las mismas. De hecho, diferencias en las actividades 

de leuO podrían deberse a una compensación de los defectos en el metabolismo 

celular en las cepas mutantes y no necesariamente a una actividad directa del 

regulador en cuestión. Dichos defectos podrían causar las diferencias en las 

cinéticas de crecimiento observadas, y descritas a continuación. 

En la fusión pleuO894 (Fig. 16) se observó que  los fondos silvestre y Δfis::km  tienen 

tiempos de crecimiento muy parecidos, pues ambos alcanzaron una DO595= 2.0 a 

Fig. 15. Regulación de la expresión  de las fusiones traduccionales pleuO90 y pleuO60 en la fase 

estacionaria (DO595=1.6) en medio rico MN en la cepa silvestre (WT), Δfis::km, ΔhnsΔlrp y 

ΔhnsΔlrpΔfis::km. Actividad media de tres experimentos independientes. *Datos 

significativamente diferentes a la cepa WT y a la Δhns Δlrp (P<0.05). 
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las 8 horas de cultivo, con un ligero retraso en la Δfis::km. Al comparar los fondos 

ΔhnsΔlrp y ΔhnsΔlrpΔfis::km, en ambas cepas hubo un retraso de crecimiento más 

marcado, pues su tiempo de cultivo se alargó a más de 15 horas; sin embargo una 

diferencia fue que el fondo ΔhnsΔlrp  si alcanzó una DO595= 2.0, pero no así el fondo 

ΔhnsΔlrpΔfis::km que a los mismos tiempos de crecimiento no alcanzó una DO595= 

1.6 requerida para tomar la muestra de la actividad. 

Para la fusión pleuO436 y pleuO287 ocurrió el mismo efecto que la fusión pleuO894 

en el fondo silvestre y Δfis::km (Fig. 16). Ambos alcanzaron una DO595= 2.0 a las 8 

horas de cultivo, con un ligero retraso en la Δfis::km; en las mutantes dobles y triples 

se alargó el crecimiento a más de 15 horas; en donde la ΔhnsΔlrp si alcanzó una 

DO595= 2.0 pero no así el fondo ΔhnsΔlrpΔfis::km que no llegó a una DO595= 1.6 

requerida para tomar la muestra de la actividad. 

En la fusión pleuO200 el fondo silvestre, Δfis::km  y ΔhnsΔlrp  mantuvieron el mismo 

efecto; de manera interesante en esta fusión para el fondo ΔhnsΔlrpΔfis::km los 

tiempos de crecimiento sí permitieron llegar a una DO595= 2.0 a las 14 horas de 

crecimiento (Fig. 16) y por tanto tomar la muestra para el ensayo de actividad. 

Por último, para las fusiones más cortas pleuO90 y pleuO60 los tiempos de 

crecimiento se redujeron en todos los fondos, pues todos llegaron a una DO595= 2.0 

en 12 horas (Fig. 16). Conservando los efectos observados en los fondos, como en 

las fusiones anteriores. 

 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

D
O

5
9

5

Horas

pleuO436 

WT

Δfis:k
m

ΔhnsΔ
lrp

ΔhnsΔ
lrpΔfis
:km 1

0

0.5

1

1.5

2

2.5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

D
O

 5
9

5

Horas

pleuO894

WT

Δfis:k
m

ΔhnsΔ
lrp

ΔhnsΔ
lrpΔfi
s:km



39 
 

  

 

 

7.3  Efecto de la región reguladora de leuO analizando el regulador OmpR.  

El efecto del regulador OmpR sobre la región reguladora de leuO, se analizó 

utilizando únicamente los fondos genéticos WT y ΔompR::km, sobre cada una de 

las fusiones traduccionales (Tabla 3.). La realización del fondo genético 

ΔhnsΔlrpΔompR::km por la técnica de mutagénesis dirigida por recombinación 

homóloga (Datsenko et al., 2000) no ha sido viable, sin embargo se siguen 

estableciendo estrategias para su caracterización.  
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Fig. 16. Cinética de crecimiento de las fusiones traduccionales de leuO a lo largo del crecimiento en los distintos 

fondos genéticos de la cepa IMSS 1 (WT y derivadas) para el análisis del regulador Fis.  
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Actividad Beta-Galactosidasa de las fusiones traduccionales de leuO a lo 

largo del crecimiento 

Al analizar los fondos silvestre WT y ΔompR::km en las fusiones (Fig. 4.B) a una 

DO595=0.6 se observó que ninguna de las fusiones tuvo un efecto, indicándonos que 

la mutación por sí sola de ompR no es capaz de estimular la regulación de las 

fusiones (Fig. 17). Se midió la actividad en fase estacionaria temprana y tardía, y se 

observó el mismo efecto para todos los casos (datos no mostrados). 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

Cinética de crecimiento de las fusiones traduccionales de leuO con las cepas 

WT y ompR 

Para la toma de las muestras de la actividad se siguió la cinetica de crecimiento de 

las fusiones en los  fondos genéticos silvestre y ompR; se graficaron los tiempos por 

hora de cada fusión para tener el registro de las mismas y poder observar algún 

cambio en el crecimiento que estuviera ligado por la ausencia del regulador OmpR. 

Fig. 17.  Regulación de la expresión de las fusiones traduccionales a leuO en fase exponencial 

(DO595=0.6) en medio rico MN en la cepa silvestre (WT), ΔompR::km. Actividad media de tres 

experimentos independientes. *Datos significativamente diferentes a la cepa WT  (P<0.05).   

. 
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De acuerdo a la figura 18 las gráficas que contienen las fusiones pleuO894, 

pleuO436 y pleuO287, presentaron la misma cinetica de crecimiento en los fondos 

silvestre y ∆ompR::km, lo que indica que en estas fusiones la ausencia de OmpR 

no altera el crecimiento. Al analizar las fusiones pleuO200, pleuO90 y pleuO60  se 

observó que la cinetica de crecimiento del fondo ∆ompR::km  alcanzaba más rápido 

la fase exponencial y la fase estacionaria temprana, con un ligero retardamiento en 

el fondo silvestre; estos datos sugieren que la ausencia de OmpR mejora el 

crecimiento durante la fase exponencial y a la entrada de la fase estacionaria. 
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Fig. 18. Cinética de crecimiento de las fusiones traduccionales de leuO a lo largo del crecimiento en los distintos 

fondos genéticos de la cepa IMSS 1  (WT y derivadas) para el análisis del regulador OmpR.  
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7.4 Efecto de la región reguladora de leuO analizando el regulador ArcA 

El análisis del papel que tiene el regulador ArcA sobre la región reguladora de leuO, 

se realizó utilizando los fondos genéticos  silvestre (WT), ΔarcA::km, ΔhnsΔlrp y 

ΔhnsΔlrpΔarcA::km  sobre cada una de las fusiones traduccionales (Tabla 3.) y ver 

el efecto que tuviesen en cada uno. 

Actividad Beta-Galactosidasa de las fusiones traduccionales de leuO a lo 

largo del crecimiento. 

a) Fase Exponencial (DO595=0.6) 

Para la fusión pleuO894 la cual contiene la región promotora completa (Fig. 4), se 

observó que en esta fase del crecimiento el fondo silvestre generó una actividad de 

50 U/mg y en el fondo mutante sencillo ΔarcA::km una actividad de 44 U/mg, los 

cuales no fueron significativos entre sí, y por tanto no hay un efecto de ArcA por si 

solo en la fusión. Al analizar los fondos doble mutante ΔhnsΔlrp y triple mutante 

ΔhnsΔlrpΔarcA::km que dieron una actividad de 783 U/mg y 237 U/mg 

respectivamente hubo una diferencia de 3.3 veces, los cuales si fueron significativos 

entre sí y por tanto indicaron que en la fusión pleuO894 ArcA tiene un efecto positivo 

en ausencia de H-NS y Lrp (Fig. 19). 

En la fusión pleuO436 (Fig. 4.B) el fondo silvestre como el ΔarcA::km tuvieron 

actividades que no fueron significativas demostrando que la ausencia de ArcA no 

tenia un efecto en la fusión. Al comparar los fondos ΔhnsΔlrp con una actividad de 

564 u/mg y ΔhnsΔlrpΔarcA::km con una actividad de 320 U/mg, hubo una 

disminución significativa de 244 unidades, indicando que a fase exponencial ArcA 

tiene un efecto positivo sobre la expresión de esta fusión en ausencia de H-NS y 

Lrp (Fig. 19). 

Al analizar la fusión pleuO287, la cual se deriva de un recorte  de 507 pb menos de 

la fusión completa, pero que conserva todos sus promotores (Fig. 4.B), en el fondo 

silvestre tuvo una actividad de 233 U/mg y en el fondo ΔarcA::km tuvo una actividad 

de 215 U/mglas cuales no fueron significativas; indicando que ArcA por sí solo no 

tiene efecto sobre la actividad de la fusión. En la mutante ΔhnsΔlrp mostró una 
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actividad de 831 U/mg mientras que la mutante triple ΔhnsΔlrpΔarcA::km fue de 305 

U/mg, siendo una disminución significativa de 2.7 veces. Estos datos son 

importantes ya que indican que aun con el recorte ArcA modula la expresión de la 

fusión al no estar H-NS y Lrp presentes (Fig. 19). 

Al analizar la expresión de la fusión pleuO200 que solo contiene tres promotores 

(2,4 y 5) (Fig. 4.B), en los fondos silvestre y ΔarcA::km  la actividad fue similar entre 

ellas y por tanto no hubo un efecto; sin embargo al comparar los fondos ΔhnsΔlrp  y 

ΔhnsΔlrpΔarcA::km se observó una disminución de 7 veces en la actividad. Estos 

datos nos demostraron que ArcA sigue teniendo un efecto positivo en ausencia de 

H-NS y Lrp (Fig. 19) aun con el recorte y la ausencia de los promotores 1 y 3.  

La fusión pleuO90 la cual contiene sólo los promotores 4 y 5 generó una actividad 

basal de tan solo 15 U/mg en el fondo silvestre, la cual fue igualmente baja respecto 

a las demás mutantes (Fig. 20), y que por tanto no fueron significativas. Resultados 

similares se obtuvieron para la fusión pleuO60  (Fig. 20). Está información nos 

indicóque para las fusiones mas cortas ArcA no tiene un efecto sobre las mismas. 

 

 

 

  

Fig. 19. Regulación de la expresión de las fusiones traduccionales pleuO894, pleuO436, 

pleuO287 y pleuO200 de leuO en fase exponencial (DO595=0.6) en medio rico MN en la cepa 

silvestre (WT), ΔarcA::km, ΔhnsΔlrp y ΔhnsΔlrpΔarcA::km. Actividad media de tres experimentos 

independientes. *Datos significativamente diferentes a la cepa WT y a la ΔhnsΔlrp (P<0.05).  
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b) Fase estacionaria temprana (DO595=1.0). 

La fusión pleuO894 (Fig 4.B) al entrar a la fase estacionaria el fondo silvestre  tuvo 

una actividad de 55 U/mg, al compararlo con el fondo sencillo ΔarcA::km no hubo 

diferencia significativa, sugiriendo que ArcA por sí solo no es capaz de regular la 

fusión. El fondo ΔhnsΔlrp mostró un aumento significativo de 15 veces respecto del 

fondo silvestre confirmando el papel negativo de H-NS y Lrp; sin embargo no fue 

posible compararlo con la a fusión ΔhnsΔlrpΔarcA::km debido a que la cinética de 

crecimiento no permitió la recolección de la muestra (Fig. 22). La fusión pleuO436 

mostró el mismo efecto que la fusión anterior en donde no hubo una diferencia 

significativa entre las actividades de los fondos silvestre y ΔarcA::km, ademas que 

Fig. 20. Regulación de la expresión de las fusiones traduccionales pleuO90 y pleuO60 en fase 

exponencial (DO595=0.6) en medio rico MN en la cepa silvestre (WT), ΔarcA::km, ΔhnsΔlrp y 

ΔhnsΔlrpΔarcA::km. Actividad media de tres experimentos independientes. *Datos 

significativamente diferentes a la cepa WT y a la Δhns Δlrp (P<0.05).  

 



45 
 

los tiempos de cinética no permitieron la recolección de la muestra del fondo 

ΔhnsΔlrpΔarcA::km para hacer la respectiva comparación con el fondo doble 

mutante (datos no mostrados). 

Al analizar la fusión pleuO287 (Fig. 4.B) en el fondo silvestre y ΔarcA::km tuvieron 

unidades de actividad muy parecidas; sin embargo en los fondos ΔhnsΔlrp y 

ΔhnsΔlrpΔarcA::km hubo una diferencia significativa de 2.2 veces (Fig. 21.A); por lo 

que estos datos nos indican que al entrar a la fase estacionaria ArcA sigue 

regulando positivamente la fusión pleuO287 al no estar presente H-NS y Lrp.  

La fusión pleuO200 (Fig. 4.B) al igual que la fusión anterior no mostró diferencia 

significativa entre los fondos silvestre y ΔarcA::km, pero sí en los fondos ΔhnsΔlrp  

y ΔhnsΔlrpΔarcA::km pues tuvieron actividades de 754 U/mg y 182 U/mg 

respectivamente, con una disminución significativa de 4 veces (Fig. 21.A); es decir 

que al entrar a la fase estacionaria ArcA sigue manteniendo un efecto positivo en la 

fusión en ausencia de H-NS y Lrp.   

Para las fusiones pleuO90 y pleuO60 (Fig. 4.B) se siguió observando el mismo 

comportamiento que en la fase exponencial, en donde ningún fondo mutante tuvo 

una diferencia significativa respecto a la silvestre (datos no mostrados).  

c) Fase Estacionaria tardía  (DO595=1.6) 

En esta fase de crecimiento la fusión pleuO894 y pleuO436 (Fig. 4.B) el fondo 

silvestre y ΔarcA::km dieron la misma actividad, y solo se pudo obtener el valor de 

la doble mutante pero no así el valor de la actividad de la triple mutante debido a 

que los tiempos de cinética no permitieron la recolección de la muestra para la 

actividad (Fig. 22). La fusión pleuO287 y pleuO200 (Fig. 4.B) sí presentaron 

diferencias significativas analizando la doble mutante ΔhnsΔlrp con la triple 

ΔhnsΔlrpΔarcA::km demostrando el papel positivo de ArcA en ausencia de H-NS y 

Lrp (Fig 21.B). Por ultimo en las fusiones pleuO90 y pleuO60 la actividad del fondo 

silvestre fue similar a los demás fondos, indicando que a esta fase de crecimiento 

no hay regulación por parte de ArcA (datos no mostrados).  
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Cinética de crecimiento de las fusiones traduccionales de leuO en los 

distintos fondos genéticos. 

Para la toma de las muestras de la actividad se necesitó seguir la cinética de 

crecimiento de las fusiones en los distintos fondos genéticos, y se graficaron los 

tiempos por hora de cada fusión en sus distintas combinaciones de fondo para tener 

Fig. 21. A. Regulación de la expresión de las fusiones traduccionales pleuO287 y pleuO200 al 

entrar a la fase estacionaria (DO595=1.0) en medio rico MN en la cepa silvestre (WT), ΔarcA::km, 

ΔhnsΔlrp y ΔhnsΔlrpΔarcA::km. B. Regulación de la expresión de las fusiones traduccionales 

pleuO287 y pleuO200en fase estacionaria (DO595=1.6) en medio rico MN en la cepa silvestre 

(WT), ΔarcA::km, ΔhnsΔlrp y ΔhnsΔlrpΔarcA::km. Actividad media de tres experimentos 

independientes. *Datos significativamente diferentes a la cepa WT y a la Δhns Δlrp (P<0.05).  
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el registro de las mismas; además de que proporcionó información valiosa del efecto 

que las mutaciones podían tener perse sobre el crecimiento de la bacteria. 

En la fusión pleuO894 (Fig. 22) se observó que los fondos silvestre y ΔarcA::km  

tienen tiempos de crecimiento parecidos, sin embargo hubo un ligero retardo en el 

crecimiento de la mutante sencilla ΔarcA::km,  pues mientras que el fondo silvestre 

llegó a una DO595= 2.0 a las 8 horas de cultivo, ΔarcA::km llegó a la misma densidad 

a las 10 horas de cultivo.  Al comparar los fondos ΔhnsΔlrp y ΔhnsΔlrpΔarcA::km, 

en ambas cepas hubo un retraso más marcado del crecimiento, pues su tiempo de 

cultivo se alargó a más de 12 horas; el fondo ΔhnsΔlrp sí alcanzó una DO595= 2.0 a 

las 13 horas de cultivo pero no así el fondo ΔhnsΔlrpΔarcA::km que a las 17 horas 

de crecimiento (los cuales se consideraron para realizar la cinetica), no alcanzó una 

DO595= 1.6 requerida para tomar la muestra de la actividad. 

Para la fusión pleuO436 ocurrió el mismo efecto que en la fusión anterior  en los 

fondos analizados. El fondo silvestre y ΔarcA::km llegaron a una DO595= 2.0 a las 9 

horas de cultivo con un ligero retraso en la ΔarcA::km;  por otro lado en las mutantes 

dobles y triples se alargó el crecimiento a más de 15 horas, donde la ΔhnsΔlrp si 

alcanzó una DO595= 2.0 y la ΔhnsΔlrpΔarcA::km alcanzó apenas  una DO595= 0.6 a 

las 17 horas de crecimiento. 

En la fusión pleuO287 en el fondo silvestre y ΔarcA::km ambos alcanzaron una 

DO595=2.0 a las 10 horas de cultivo con un ligero retraso en la ΔarcA::km; la doble 

mutante alcanzó una DO595= 2.0 a las 13 horas de crecimiento e interesantemente 

a diferencia de las fusiones anteriores en el fondo ΔhnsΔlrpΔarcA::km llegó a una 

DO595= 2.0 a las 17 horas de crecimiento. 

En la fusión pleuO200 ocurrió el mismo efecto que la fusión pleuO287; el fondo 

silvestre y ΔarcA::km llegaron a una DO595= 2.0 a las 10 horas de crecimiento con 

el retardo en la mutante sencilla; la mutante ΔhnsΔlrp llegó a una DO595= 2.0 a las 

14 horas de crecimiento, mientras que la ΔhnsΔlrpΔarcA::km alcanzó la misma 

densidad a las 16 horas de crecimiento. 
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Por último para las fusiones más cortas pleuO90 y pleuO60 los tiempos de 

crecimiento fueron muy parecidas entre ellas conservando en cada fusión (con sus 

respectivos fondos) los efectos de las fusiones anteriores (pleuO287 y pleuO200), 

es decir que redujeron en todos los fondos, pues todos llegaron a una DO595= 2.0 

en 12 horas.  
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Fig. 22. Cinética de crecimiento de las fusiones traduccionales a leuO a lo largo del crecimiento en los 

distintos fondos genéticos para el regulador ArcA.  
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8.Discusión.   

 

El objetivo del presente estudio fue conocer la influencia de los reguladores Fis,  

OmpR y ArcA en la expresión de leuO en S. Typhi en ausencia de sus principales 

moduladores negativos H-NS y Lrp, esto a traves de la generación de triples 

mutantes que carecieran de los genes hns, lrp y el regulador a analizar (fis, arcA y 

ompR). Con base en los resultados obtenidos a través de las fusiones 

traduccionales en los diferentes fondos genéticos para cada regulador, se obtuvo 

información acerca de la regulación que ejerce  el regulador Fis, OmpR y ArcA sobre 

en el gen de leuO de S. Typhi.  

Generación de triples mutantes ΔhnsΔlrpΔregulador por inactivación de un 

paso por recombinación homologa. 

La generación de triples mutantes por recombinación homóloga  fue de gran utilidad 

debido a las facilidades metodológicas de la técnica (Datsenko et al., 2000). El 

principio de la técnica está basado en el sistema Red que proviene del fago 𝜆, el 

cual codifica sus propios sistemas de recombinación homóloga. El sistema Red 

incluye tres genes: γ, β y exo, cuyos productos son Gam, Bet y Exo (Murphy, K. C, 

1998). Gam es la encargada de inhibir a la exonucleasa V endógena del sistema  

RecBCD permitiendo así la entrada a la célula de un fragmento lineal de ADN, para 

que posteriormente Bet y Exo puedan acceder a los extremos del ADN a 

recombinar. En este sentido la estrategia experimental es reemplazar una 

secuencia cromosómica de un gen especifico con un gen de resistencia a un 

antibiótico seleccionable que se genera por PCR, y la construcción de 

oligonucleótidos que tengan extenciones de 36 nucleotidos (H1 y H2) que 

pertenecen al gen a remover, y otra extencción de nucleótidos (P1 y P2) que 

pertenecen al gen de resistencia (Fig. 7) (Datsenko et al., 2000). 

Basado en lo anterior, se lograron obtener por recombinación homologa dos cepas  

triples mutantes: ΔhnsΔlrpΔfis::km y ΔhnsΔlrpΔarcA::Km, a partir del fondo genético 

doble mutante Δhns Δlrp, el cual se utilizó como ADN molde para quitar los genes 

del regulador en cuestión (fis y arcA) (Fig. 8). Una vez que se obtuvieron las colonias 

que tuvieran la triple mutación, se tenia que eliminar el plasmido pKD46 que 
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contenia el sistema Red; el plasmido pKD46 (Fig. 7) tiene un origen de replicación 

que es termosensible fácilmente a 43ºC además de que es resistente a Ampicilina. 

Esto fue favorable para que metodológicamente se pudieran escoger colonias que 

crecieran a 37°C (temperatura óptima de crecimiento de S. Typhi) y que solo fueran 

resistentes al antibiótico Km que proviene de la mutación del gen del regulador a 

estudiar (fis y arcA). 

La caracterización genética por PCR de los fragmentos que corresponden a los 

insertos de las mutaciones (hns, lrp, fis y arcA) de las nuevas cepas triples mutante 

ΔhnsΔlrpΔfis::km y ΔhnsΔlrpΔarcA::Km  fue practica ya que solo se necesitó un par 

de oligonucleotidos para cada gen regulador (hns, lrp, fis y arcA). Esto se debe a 

que los oligonucleótidos son externos al gen en cuestión y por tanto amplificaron 

fragmentos de tamaño especifico, haciendo la comparación del tamaño del gen 

silvestre y el gen mutado (Fig. 9.A-D). 

De acuerdo a Datsenko y cols. (2000), se diseñaron juegos de oligonucleótidos (K1 

y K2) que estuvieran dentro del gen de resistencia a Km en el plasmido pKD4, esto 

con el fin de que una vez que se obtuviera la recombinación, se verificara la 

estructura de la mutación con estos oligos, además de los oligonucloetidos externos 

para cada regulador (fis y arcA). La figura 9. E y F muestran los fragmentos 

amplificados con las diferentes combinaciones de oligonucleótidos para cada 

mutación (Δfis::Km y ΔarcA::Km), debido a que los oligonucleótidos K1 y K2 tienen 

diferentes posiciones dentro del cassette de Km, los insertos amplificados tuvieron 

tamaños específicos que ayudaron a verificar cada mutación.  

Para el caso del regulador OmpR en el cual a partir de un fondo genético doble 

mutante ΔhnsΔlrp y el inserto ΔompR::Km no se ha podido obtener su 

carcaterización, se han planteado estrategias experimentales que puedan favorecer 

dicha caracterización, como lo es utilizar un fondo genético doble mutante Δhns 

ΔompR::Km y apartir de esta cepa mutar el gen lrp. Esta alternativa se deriva del 

echo de que el inserto ΔompR::Km dentro de la cepa doble mutante ΔhnsΔlrp no 

recombina y se mantiene el gen silvestre; esto se comprobó al momento de realizar 

la caracterización genética de la mutación ΔompR::Km ya que los fragmentos 
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amplificados que correspondían a la mutación tenían el mismo peso que el control 

del gen silvestre. Otra alternativa es que a partir del fondo doble mutante ΔhnsΔlrp 

inducir la expresión de ompR en un vector que sea compatible con los plasmidos 

que contienen las fusiones de leuO derivados del plasmidos pMC1871 (Tabla 2.) 

Efecto de Fis en las fusiones traduccionales de leuO a lo largo del crecimiento. 

 

Los datos obtenidos de las fusiones para leuO son de gran importancia, debido a 

que hasta este momento no se tiene conocimiento de trabajos previos estudiando 

la regulación de leuO mediada por Fis; por lo anterior estos resultados representan 

un nuevo camino en el entendimiento de la regulación de leuO en S. Typhi. 

El estudiar el fondo Δfis::km y ΔhnsΔlrpΔfis::km permitió saber el efecto positivo que 

el regulador Fis tiene sobre las fusiones en nuestro modelo de estudio S. Typhi; ya 

que está muy bien caracterizado que Fis es un regulador dual que puede actuar 

tanto como activador como represor en E. coli y S.Typhimurium (Grainger et al., 

2008, Cameron et al., 2011 y Wang et al., 2015). La información que obtuvimos es 

muy importante ya que indica que Fis para que tenga un efecto positivo sobre leuO 

es necesario la ausencia tanto de H-NS como Lrp como sus principales 

moduladores negativos, pues las actividades nos mostraron que la mutación 

sencilla en fis  no tiene un efecto. Esta regulación ya había sido vista anteriormente 

por Sánchez-Popoca en el 2018, en donde estudiando el efecto de ppGpp en la 

región reguladora de leuO en S. typhi, se dio cuenta que para que la inducción de 

ppGpp tuviera un efecto sobre la regulación de leuO tenia que haber un paso previo 

de desrepesion mediado por la ausencia de H-NS y Lrp (Fig. 6.B) (Sanchez-Popoca 

2018). 

 

Al analizar el efecto de las fusiones pudimos observar que las fusiones que tuvieron 

un efecto positivo por Fis en ausencia de H-NS y Lrp fueron las fusiones pleuO436 

pleuO287 y pleuO200 en los primeros estadios del crecimiento; las dos primeras 

fusiones contienen todos los promotores de leuO (promotores 1,2,3,4 y 5), sin 

embargo se observó que la fusión pleuO200, la cual solo contiene los promotores  

2,4 y 5, y que son los más cercanos al inicio de la traducción, fue la fusión que tuvo 
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el efecto más grande al haber una reducción de tres veces en el fondo 

ΔhnsΔlrpΔfis::km respecto ΔhnsΔlrp. Algo contrastante fue que al comparar la 

fusión más larga pleuO894 y lacual también contiene el fragmento que 

correspondería a las otras fusiónes (Fig.4), está fusión pleuO894 no muestra una 

reducción en la actividad de la triple mutante comparado con la doble mutante (Fig. 

10); esta información sugiere que probablemente la regulación por Fis sea a nivel 

local por sitios de unión al DNA que haya en la región comprendida -436 a -110, ya 

que las regiones que corresponden a las fusiones más cortas pleuO90 y pleuO60 

tampoco tuvieron un efecto; o a su vez que al ser regiónes más cortas el DNA está 

más lineal y por tanto Fis tiene la oportunidad de regular de una manera más 

eficiente  la región que abarca -436 a -110  pb (correspondientes a las fusiones que 

tuvieron un efecto en la triple mutante respecto de la doble);  siempre y cuando H-

NS y Lrp estén ausentes, al menos en fase exponencial.  

Esta información es relevante en el sentido que estaríamos caracterizando las 

regiones importantes para la regulación por Fis en ausencia de H-NS y Lrp, además 

de la fuerza promotora que ejerza uno o más promotores en la expresión. Los 

resultados arrojados en fase exponencial nos estarían indicando que la fusión 

pleuO200 tendría los sitios más críticos para la regulación por Fis ya que la 

disminución de la expresión es de tres veces, y además dicha expresión estaría 

mediada por el promotor 2 puesto que los promotores 4 y 5 no tienen participación 

en la expresión (Fig. 11). 

 

Algo que  fue muy notable fue observar que la regulación por Fis se mantuviera en 

la fusión pleuO200 a lo largo del crecimiento. En el caso del regulador Fis, se está 

muy bien caracterizado que su expresión se ve favorecida en las primeras etapas 

de crecimiento y disminuye hacia la entrada a la fase estacionaria (Ball et al., 1992 

y Wang et al., 2015), siendo sus niveles ya mínimos a una fase estacionaria tardía. 

Con todo lo anterior, nos estaría indicando que sí los niveles de expresión de Fis en 

la fase estacionaria temprana y tardia son efectivamente bajos, éstos son suficientes 

para regular unicamente la fusión pleuO200, en donde se veria favorecido el 

promotor 2. 



54 
 

 

Estos datos si bien son pioneros y permiten darnos una noción de la regulación de 

leuO por Fis de S. Typhi; en S. Typhmiurium a través de micreoarreglos se ha 

observado que leuO es uno de sus blancos a la mitad de la fase exponencial  

favoreciendo su expresión (Wang et al., 2015). 

 

Seguir la cinética de crecimiento para la toma de las muestras y así tener la actividad 

de expresión  fue muy importante porque nos dio información valiosa acerca de las 

fusiones. La fusión pleuO894, pleuO436 y pleuO287 que son las más largas 

presentaron retardos de crecimientos en los fondos Δfis::km y  ΔhnsΔlrpΔfis::km  

consistente con lo ya reportado en la literatura y en nuestros resultados (Fig. 16). 

Sin embargo, estas fusiones en el fondo ΔhnsΔlrpΔfis::km tuvieron tiempos de 

cinética de más de 15 horas en los cuales no fue posible alcanzar  una DO595= 1.6 

(requerido para la toma de la muestra a fase estacionaria tardía) respecto de sus 

otros fondos que para esos tiempos ya habían alcanzado el pico máximo de 

crecimiento. Al comparar estas fusiones con las más cortas pleuO200, pleuO90 y 

pleuO60 (Fig. 16) se observó en su cinética que todos sus fondos alcanzaron el 

máximo pico de crecimiento en tiempos de menos de 14 horas. Con esta 

información acerca de la cinética nos hace pensar que hay algo en las fusiones más 

largas que hace que no crezcan tan bien en un fondo ΔhnsΔlrpΔfis::km. Las fusiones 

pleuO894, pleuO436 y pleuO287 a diferencia de las más cortas pleuO200, pleuO90 

y pleuO60 tienen los promotores reversos P6 y P7 que dentro del laboratorio se 

estudian (Altamirano Cruz, 2018). Esto nos lleva a sugerir que en este fondo y en 

estas fusiones largas la ausencia de Fis produce algo tóxico para la bacteria que 

retarda el crecimiento y que además podría estar mediada por los promotores 

reversos ya que es la única diferencia que tienen comparado con las fusiones 

cortas. Otra posibilidad es que las diferencias en las actividades de leuO podrían 

deberse a una compensación de los defectos en el metabolismo celular en las cepas 

mutantes y no necesariamente a una actividad directa del regulador en cuestión. 

Por último, todos estos resultados nos abren un camino en la exploración de Fis 

como regulador positivo de leuO, y muy probablemente este camino lleve a 
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descubrir condiciones más precisas que medien la regulación de leuO mediada por 

Fis. 

En el 2013, Cameron y Cols., demostraron que en S. Typhimurium la expresión de 

Fis aumenta en la fase estacionaria cuando hay baja disponibilidad de O2. Este 

fenómeno tiene por definición expresión sostenida, y se refiere a que el promotor de 

fis está activo en esta fase de crecimiento, manteniendo niveles altos de proteína y 

en los cuales hay un aumento en los niveles de invasión a células epiteliales (Croinin 

y Dorman, 2007). En condiciones no aireadas, se ha encontrado que ArcA reprime 

la expresión de fis, por lo que se podría postular un switch de regulación mediada 

por estos reguladores, a través de condiciones bajas de oxígeno y seguir en el 

conocimiento de la regulación de leuO. 

 

Efecto de OmpR en las fusiones traduccionales de leuO a lo largo del 

crecimiento.  

Los resultados obtenidos en las fusiones analizando la mutante sencilla ΔompR::km  

en S. Typhi, nos permitió tener un panorama acerca del efecto que tiene OmpR 

sobre la regulación de leuO; pues OmpR al actuar como regulador maestro de 

porinas lo pone en el centro de muchos procesos metabólicos importantes para la 

bacteria.   

La figura 17 nos mostró que todas las fusiones analizadas tuvieron la misma 

actividad en el fondo WT comparado con el ΔompR::km. En el 2004 Guadarrama-

Roman observó que en una mutante sencilla ΔompR::km no mostraba un efecto 

sobre las fusiones de leuO que hasta en ese momento se tenían caracterizadas 

(pleuO894, pleuO436 y pleuO287), por lo tanto de acuerdo a lo ya reportado y los 

datos de este estudio en las fusiones más cortas (pleuO200, pleuO90 y pleuO60), 

nos indica que la mutación por sí sola no es suficiente para que OmpR ejerza una 

modulación en leuO. 

 

Como ya se mencionó anteriormente OmpR pertenece a un sistema de dos 

componentes, siendo el regulador de respuesta principalmete a cambios de 

osmolaridad dado por su regulador sensor EnvZ, influyendo direcamente sobre la 
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expresión de las Porinas. En S. Typhi las principales porinas que se expresan 

mayormente son la OmpF y OmpC (Puente, J. L et al., 1986) además de dos porinas 

quiescentes las cuales son OmpS1 y OmpS2 (Oropeza et al., 1999 y Fernández-

Mora et al., 2004), todas ellas moduladas positivamente por OmpR.  

 

Si bien es cierto que OmpR por sí solo no es capaz de tener un efecto en la 

regulación de las fusiones de leuO, hay datos que sustentan la posible relación que 

pueda haber entre LeuO y OmpR, a través de la via de expresión de porinas. La 

primera de ellas es el trabajo de Fernandez-Mora y Cols. en el 2004 en el cual 

demostraron que la sobreexpresión de LeuO regula positivamente las porinas 

OmpS1 y OmpS2, y que esta expresión es mediada por las concentraciones de 

LeuO; además de que debe estar presente OmpR para que haya una expresión, ya 

que la sobreinduccion de LeuO por sí misma no es suficiente. Otra evidencia 

relaciona al sistema cas-CRISPR, donde se ha demostrado que LeuO regula 

positivamente el sistema (Hernández-Lucas et  al., 2008; Medina-Aparicio et  al., 

2011). Más aún, a través de un estudio en el 2021, Medina-Aparicio y Cols. 

demostraron que cas-CRISPR regula positivamente a OmpR (activador de OmpC, 

OmpF, OmpS1 y OmpS2 en S. Typhi), y que la sobreinducción de LeuO en una 

mutante cas-CRISPR no expresa ni OmpR ni las porinas OmpS2, OmpC y OmpF. 

Una evidencia de un estudio anterior, que pone en escenario la relación entre OmpR 

y leuO, es que al comparar una mutante sencilla Δhns con una ΔhnsΔompR  en las 

fusiones pleuO894, pleuO436 y pleuO287, la doble mutante bajó su expresión a la 

mitad en comparación con la sencilla en Δhns, indicando que H-NS libera  mejor la 

expresión de las fusiones cuando OmpR está presente (Guadarrama, 2004). 

Por todo lo anterior es importante aclarar que el hecho de que la ausencia de OmpR 

por si sola no fue capaz de generar un cambio en la expresión de leuO, esto no 

significa que no pueda tenerlo en sinergia con otros reguladores ya sea de manera 

directa o indirecta.Todo esto nos lleva a un reto más grande, pues la caracterización 

de la triple mutante ΔhnsΔlrpΔompR, o la implementación de otras alternativas 

metodológicas para este fin, nos dará una visión más clara del papel que pueda 
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tener OmpR sobre leuO, teniendo siempre presente su naturaleza quiescente y la 

acción negativa que tiene H-NS y Lrp sobre el gen. 

 

Efecto de ArcA en las fusiones traduccionales de leuO a lo largo del 

crecimiento.  

 

ArcA es un regulador global de la transcripción que pertenece a un sistema de dos 

componentes actuando como el regulador de respuesta. Su principal función es 

modular la transición de un medio aerobio a uno anaerobio, reprimiendo genes 

involucrados en el metabolismo energético dependiente de oxígeno y activando 

aquellos que sean necesarios para contender ante este cambio (Evans et al., 2011). 

Diversas bacterias patógenas que generan infecciones gastrointestinales necesitan 

contender ante las múltiples señales ambientales que ahí se encuentran para poder 

invadir y desencadenar una enfermedad.  

Para el caso de S. Typhi, la información que se sabe acerca de la regulación por 

ArcA es poca, sin embargo en su homólogo S. Typhimurium hay información bien 

sustentada de los diferentes fenotipos virulentos dados por el regulador (Calderón 

et al., 2011, Evans et al., 2011, Pardo et al., 2018 y 2019); además de que gracias 

a que es posible utilizar modelos murinos, se pueden entender los mecanismos 

moleculares y fisiológicos que ocurren en la infección sistémica (cuadro 

sintomatológico que ocurre por S. Typhi en humanos). 

Por otro lado para el caso de leuO, hay reportes en E. coli donde a través de micro-

arreglos se ha reportado que leuO es uno de sus blancos, formando parte del 

regulón de que media la transición de un ambiente aerobio a anaerobio debido a los 

cambios de O2,  (Salmon et al., 2005). Por lo anterior, el hecho de conocer el efecto 

de ArcA en nuestro modelo de estudio S. Typhi y en nuestro gen leuO, nos pondría 

en un gran escenario acerca de los mecanismos de regulación del gen para ayudar 

a la virulencia de la bacteria.  

Los resultados obtenidos a través de las fusiones traduccionales nos indicaron que 

ArcA por sí solo no es capaz de tener un efecto sobre las mismas (Fig. 18-20), sin 
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embargo impactó en el crecimiento general de la bacteria pues hubo un retardo 

significativo comparado con el fondo silvestre (Fig. 21). Tanto en E. coli como en 

Salmonella está bien caracterizado que ArcA regula diferencialmente genes  

asociados al metabolismo del ciclo de Krebs y aminoácidos, entrada de hierro y 

transporte de azucares (Oshima et al., 2002; Salmon et al., 2005; Evans et al., 2005  

y Wang et al., 2018); todos ellos contribuyendo al crecimiento celular y directa o 

indirectamente al buen funcionamiento energético de la bacteria. 

Al analizar las fusiones comparando el fondo doble mutante ΔhnsΔlrp y triple 

mutante ΔhnsΔlrpΔarcA::km, arrojaron datos importantes acerca del efecto de ArcA. 

De todas las fusiones, las que tuvieron un efecto significativo comparando los dos 

fondos, fueron las fusiones pleuO894, pleuO436, pleuO287 y pleuO200, pues en 

todas ellas la actividad de la triple mutante disminuyó más de 2 veces comparado 

con la doble mutante, indicando que en ausencia de H-NS y Lrp, ArcA regula 

positivamente la actividad de estas fusiones. Esta información es importante pues 

nos indica la presencia de una regulación mediada por ArcA en la región 

comprendida entre -894 a -110 (Fig. 4), pues las fusiones pleuO90 y pleuO60 

(fusiones más cortas y cercanas al ATG) no hay regulación en ningun fondo. Por lo 

tanto en este sentido los promotores que estarian actuando en la expresión mediada 

por ArcA serian el promtor 1,2 y 3. 

Cabe resaltar que estos resultados fueron bien caracterizados en todas las fusiones 

en la fase exponencial (DO595=0.6), por la recolección de las muestras para la 

activdad. Lo anterior es interesante ya que al analizar las cineticas de crecimiento 

se observó que en la fusiones pleuO894 y pleuO436 los tiempos de crecimiento no 

alcanzaron para la toma de las muestras de la actividad, que correspondían a la 

fase estacionaria temprana y tardia; no asi las demás fusiones que si llegaron a la 

fase estacionaria tardia después de 17 horas de crecimiento. Las fusiónes pleuO894 

y pleuO436 son las más largas y las más completas, ya que contienen todos los 

elementos de control negativo asi como los promotores de leuO. A partir de la fusión 

pleuO287 y las subsecuentes fusiones el área se fue delimitando y con ello las 

regiones de control negativo asi como el numero de promotores activos; por lo tanto 
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la región rio arriba de -287 pb (correspondiente al inicio de la fusion pleuO287), 

tendría un elemento adicional además de las mismas mutaciones dadas por los 

reguladores, que promueve el retardo en el crecimiento de estas dos fusiones para 

que apenas solo alcancen la fase exponencial (en este estudio).  

Una de las explicaciones sería el promotor antisentido P7 encontrado en las 

fusiones (pleuO894 y pleuO436), analizado dentro del laboratorio (Altamirano-Cruz, 

2018). Este promotor tiene un terminador intrínseco tallo-asa, que lo hace candidato 

para generar transcritos cortos que a su vez generen productos pequeños que 

impacten en la fisiología de la bacteria; y el hecho que se encuentre presente en las 

fusiones pleuO894 y pleuO436 podría colaborar junto con ArcA para retardar el 

crecimiento, además del efecto que tenga la ausencia de H-NS y Lrp; y que sea 

suficiente para alcanzar la fase exponencial, y que ArcA ejerza un efecto positivo 

sobre dichas fusiones y los promotores. 

Estos resultados son muy importantes en el sentido que abre el camino hacia la 

exploración de la regulación por ArcA, siempre considerando la modulación 

negativa que tiene leuO por H-NS y Lrp. En primera instancia el hecho de que haya 

una regulación “local” a través de una región delimitada que abarca -894 a -110 

conlleva a saber si la regulación pueda ser directa por sitios de unión de ArcA al 

DNA, o una regulación indirecta por sinergia con otros reguladores que modulen y 

conformen toda una red de regulación mediada por la regulación positiva de arcA 

sobre leuO; y que además de todo lo anterior, esta regulación abarque tres 

promotores 1,2 y 3 los cuales son los más activos (Fernandez-Mora et al., 2021). 

Todo esto  nos lleva a  la siguiente tarea, que es saber cual de estos tres  promotores 

puedan ser los que se están expresando cuando ArcA modula positivamente al no 

estar H-NS y Lrp, y para que así LeuO pueda tener un efecto sobre la fisiología y 

virulencia de la bacteria. Fernandez-Mora y cols. (2021), mencionan que las 

concentraciones de LeuO pueden variar de acuerdo a la presencia de multiples 

promotores que aporten diferentes fuerzas y con ello influya en su función.  

Esto también es importante ya que si en condiciones estándar podemos observar 

regulación fina para el regulador ArcA, al implementar condiciones como la 
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presencia o ausencia de oxígeno, podremos observar las particularidades de la 

regulación y ver que se mantengan o cambien. Esto se observa con la alarmona 

ppGpp, pues se ha observado que en el estado estable (estado basal de no estrés) 

el promotor 1 se activa mientras que la actividad de los demás disminuye 

(Fernandez-Mora et al., 2021), y que además durante el estado estable los niveles 

de ppGpp son inversamente propocionales a la tasa de crecimiento cuando la 

calidad nutricional varia (Imholz NCE et al., 2020). Con todo no es de extrañarse 

que exista una regulación diferencial por parte de las fusiones que serian el 

resultado de cambios metabólicos en conjunto como lo podemos observar  para las 

fusiones pleuO894 y pleuO436, que apenas alcanzan la fase exponencial y que se 

puede ver un efecto positivo por ArcA en ausencia de H-NS y Lrp; y que por otro 

lado, esta regulación se mantenga a lo largo del crecimiento para las fusiones 

pleuO287 y pleuO200; todo lo anterior extendiéndose a un rango de tres promotores 

(1,2 y 3); los cuales podrían mediar a diferentes niveles la expresión de leuO y por 

tanto las concentraciones de la proteína. 

Por todo lo anterior esto podría considerarse un ajuste fino de modulación, ya que 

a través de diferentes transcritos (mediado por la combinacon de promotores o solo 

uno en particular) la bacteria pueda compensar defectos metabólicos importantes 

como lo es la ausencia de reguladores globales tales como arcA, H-NS y Lrp. Es 

claro que múltiples señales pueden desencadenar una regulación fina en conjunto, 

con la acción que los reguladores tengan sobre sus genes blanco para así generar 

una respuesta en la bacteria. Calva y Oropeza (2006) mencionan que el estudio de 

los sistemas de dos componentes, como los reguladores de respuesta OmpR y 

ArcA, ayudan a entender cómo es que las señales ambientales modulan la 

respuesta en el hospedero dentro del campo de la patogénesis, así como también 

lo hacen los reguladores Fis, H-NS y Lrp, todos ellos modulando un posible miembro 

de su regulón, leuO. 
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9. Conclusiones. 

 

 Fis presentó un efecto positivo sobre la expresión de la fusión traduccional 

pleuO200 durante el crecimiento en fase exponencial y fase estacionaria  en 

ausencia de H-NS y Lrp. 

 La mutante en ompR no tiene un efecto por sí sola en las fusiones 

traduccionales de leuO. 

 ArcA presenta un efecto positivo sobre la expresión de las fusiones 

traduccionales pleuO894, pleuO436, pleuO287 y pleuO200 en fase 

exponencial y en ausencia de H-NS y Lrp. 

 Los efectos de estos reguladores sobre la expresión de leuO podrían no ser 

directos, sino deberse a una compensación de los defectos en el 

metabolismo celular en las cepas mutantes. Dicho defectos causarían las 

diferentes cinéticas de crecimiento observadas. 

10. Perspectivas.  

 

 Hacer primer extension de la actividad de los promotores de las fusión 

pleuO200, en los fondos hns lrp fis y hns lrp en fase exponencial. 

 Hacer EMSA para ver interacción de Fis, H-NS yLrp con el DNA. 

 Medir la fusión de fis para ver sus niveles de expresión en S. Typhi 

 Inducir OmpR en un fondo doble mutante hns lrp  y ver el efecto en las 

fusiones. 

 A partir de una doble mutante hns ompR hacer una triple mutante hns ompR 

lrp. 

 Hacer primer extension de la actividad de los promotores de las fusiones 

pleuO894, pleuO436, pleuO287 y pleuO200, en el fondo hns lrp arcA y hns 

lrp en fase exponencial. 

 Hacer EMSA para ver interacción de ArcA, H-NS yLrp con el DNA. 

 Medir la fusión de arcA  para ver sus niveles de expresión en S. Typhi. 
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12. Anexos 

Medios de Cultivo 
 

MN( Medio nutritivo) 

Bacto caldo nutritivo  7g 

Extracto de levadura  1g 

Glicerol 2 ml 

K2HPO4 3.7 gr 

KH2PO4 1.3 gr 

 

TSG 

Bacto soyton  7 grs 

Bacto triptona  3 grs 

NaCl 5grs 

Fosfato de potasio dibasico 2.5 gr 

Glucosa  2.5gr 

Bacto agar 3.7 (250ml) 

 

Medio Soc 

Bacto trptona  7 grs 

Extracto de levadura  1 grs 

NaCl 5M 2ml  

KCl  3.7 gr 

MgSO4 1 M 1.3 gr 

MgCl2 1 M 1 ml 

Glucosa 0.36  
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Amortiguadores 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antibióticos. 

 
 

 

 

 

 

Reactivos 
 

 

 

 

 

Tris Boratos (TBE) 10x 

Trisma base (89 mM) 108 gr 

Acido borico ( 24.98 mM) 55 gr 

EDTA (0.5 mM)  40 ml 

Tris Acetatos  (TAE) 10x 

Trisma base (89 mM) 242 gr 

Acido borico ( 24.98 mM) 136.1 gr 

Acido acético (24.98) 73 ml 

EDTA (0.5 mM) 40 ml 

Amortiguador  Z 5x  

Fosfato de sodio dibásico( 0.06 M) 40.21 gr 

Fosfato de sodio monobásico ( 0.04 M) 13.8  gr 

Cloruro de potasio  (0.01M) 1.9 gr 

Sulfato de magnesio  (0.001 M) 0.61 gr 

Antibiótico  Concentración  

Ampicilina     (Amp) 200 mg/ml 

Kanamicina   (Km) 30 mg/ml 

Tetraciclina    (Tc) 12  mg/ml 

Otros reactivos   

ONPG(orto-nitrofenil-β-D-galactopiranosodico ) (1 mg/ml) 

X-gal (5-bromko-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopironosodico (50 mg/ml) 
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