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 iii Resumen 

El hierro es un oligoelemento esencial para la supervivencia celular ya que es un 

cofactor de muchas enzimas y forma parte de la estructura de muchas proteínas. 

Es por este motivo que los microorganismos necesitan mecanismos eficientes 

para la captación de hierro cuándo carecen del mismo. Está ampliamente descrito 

que la captación de hierro es uno de los pasos clave en el desarrollo de un 

patógeno dentro de su huésped 1. Pero, aunque el Fe es indispensable, su exceso 

en el citoplasma es tóxico para la célula ya que cataliza la reacción de Fenton con 

la consiguiente formación de radicales hidroxilo 2, 3. 

Por todo ello la homeóstasis del Fe2+ se encuentra estrictamente controlada. La 

proteína Fur (ferric uptake regulator) es el principal regulador transcripcional 

implicado en la respuesta celular a la concentración de hierro, controlando tanto 

la inducción de sistemas de captación de Fe2+ de alta afinidad, como la expresión 

de proteínas para el almacenamiento y enzimas que utilizan hierro 4. 

Normalmente Fur, asociado al ión Fe2+, se une a una secuencia concreta 

denominada caja Fur presente en la región promotora de los genes que regula, 

bloqueando de esta manera su transcripción 5. Aunque también puede activar la 

expresión de diferentes genes de forma directa o indirecta 1. 

En el presente trabajo se estudia, mediante microarrays de DNA, el papel de la 

proteína Fur en el patógeno intracelular S. enterica serovar Typhimurium y la 

relación de este regulador con los mecanismos de virulencia de dicho 

microorganismo. 
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 vii Summary 

Iron is an essential trace element for the cell since it is a cofactor for many 

enzymes and is a part of the structure of many proteins. It is for this reason that 

the microorganisms need efficient mechanisms for iron uptake when lacking it. It 

is widely reported that iron uptake is one of the key steps in the development of a 

pathogen within its host 1. Although Fe2+ is indispensable, its excess in the 

cytoplasm is toxic to the cell since it catalyzes the Fenton reaction leading to the 

formation of hydroxyl radicals 2, 3. 

Therefore Fe2+ homeostasis is strictly controlled. Protein Fur (ferric uptake 

regulator) is the major transcriptional regulator involved in the cellular response 

to iron concentration, by controlling the induction of Fe2+ high affinity uptake 

systrems and the protein expression of iron storing and utilizing enzymes 4. 

Normally, Fur, associated to the Fe2+ ion, binds to a specific sequence called Fur 

box present in the promoter region of genes the regulated genes, thus blocking its 

transcription 5. Fur also can activate the expression of different genes directly or 

indirectly 1. 

The role of the Fur protein in the intracellular pathogen S. enterica serovar 

Typhimurium and its relationship with the virulence mechanisms of this 

microorganism is studied in this work by DNA microarrays. 
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3 I.Introducción 

1. CARACTERÍSTICAS DEL GÉNERO Salmonella 

1.1. Taxonomía 

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y a la clase γ-

Proteobacteria. Se conocen tres especies: la recientemente aislada Salmonella 

subterránea 6
 Salmonella bongori (previamente conocida como subsp. V) y 

Salmonella enterica 7-9. Esta última puede ser dividida en base a sus características 

bioquímicas (biotipo), diferencias observadas en los patrones de restricción 

(MLEE: multilocus enzyme electrophoresis), análisis filogenéticos utilizando las 

secuencias del rRNA 16S o mediante otras técnicas moleculares (AFLP: amplified-

fragment length polymorfism) en seis subespecies: enterica, salmae, arizonae, 

diarizonae, houteane e indica (o subespecies I, II, IIIa, IIIb, IV y VI, 

respectivamente) 10. Los miembros de S. enterica subsp. enterica cuentan con la 

mayoría de las serovariedades (o serotipos) de Salmonella que causan el 99% de 

las infecciones en humanos, como S. enterica subsp. enterica serovar Typhi, 

Paratiphy, Typhimurium y Enteritidis (también conocidas como S. Typhi, S. 

Paratyphi, S. Typhimurium y S. Enteritidis, respectivamente) 11. 

 

1.2. Hábitat 

Con la excepción de S. subterranea que tiene como hábitat principal los suelos 

ácidos 6, la mayoría de especies de Salmonella son patógenos facultativos 

intracelulares que viven en el tracto intestinal de animales. S. enterica subsp. 

enterica habita en los animales de sangre caliente, mientras que otras subespecies 

de S. enterica y S. bongori son especies comensales de animales de sangre fría y 

raramente infectan a humanos 11. Las serovariedades de S. enterica subsp. 

enterica se pueden clasificar en aquellas que están adaptadas al huésped 

(normalmente infectan a un huésped pero son capaces de provocar enfermedad 

en otros), las que son huésped-restringidas (solo infectan a un huésped) y las 

generalistas (capaces de infectar varios animales, aunque el curso de la 

enfermedad puede diferir en los distintos organismos) (Tabla I.1). La infección de 

Salmonella en estos hospedadores a menudo conduce a una gastroenteritis, 

aunque para mantenerse en su hábitat la bacteria debe ser capaz de persistir o 

vivir comensalmente en al menos un porcentaje de individuos y ser 

eficientemente transmitida, normalmente de manera fecal-oral, de huésped a 

huésped. Esta vía requiere la diseminación la cual cosa comporta que Salmonella 

sobreviva también fuera de los animales. Es por ello que se pueden aislar células 
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de diferentes fuentes ambientales, normalmente de ambientes acuáticos y 

sedimentarios aunque también pueden encontrarse en el suelo 10, 11. En el caso de 

infecciones en humanos lo más corriente es que sean debidas al consumo de 

aguas y alimentos contaminados por heces, así como también por el consumo de 

animales filtradores de aguas contaminadas y productos de origen animal como 

huevos y leche 11. 

 

 

Se pueden destacar dos casos en los que Salmonella se ha adaptado a un nicho 

particular para mantenerse en la población del huésped. La serovariead Typhi es 

un patógeno humano que se transmite vía fecal-oral y su infección origina la 

fiebre entérica. La bacteria invade el epitelio intestinal y los macrófagos, donde se 

replica y puede diseminarse por todo el organismo. Un gran porcentaje de los 

pacientes no tratados que sobreviven superan completamente la infección pero el 

resto pueden convertirse en portadores asintomáticos por mucho tiempo 12. En 

estos casos, la bacteria se replica en el hígado y es secretada al intestino a través 

de la vesícula biliar y después al exterior a través de las heces. De esta forma estos 

individuos se convierten en una fuente constante de bacterias infecciosas. Por 

otro lado, la serovariedad Enteritidis es generalista y compite con la serovariedad 

Typhimurium en ser la primera causa de infección en humanos. En pollos, causa 

una infección asintomática en el tracto reproductivo de las gallinas provocando 

una transmisión vertical en la cual la bacteria contamina los huevos que produce 

la gallina infectada 13. 

 

Tabla I.1 Huéspedes de distintas serovars de S. enterica subsp. enterica 

Clasificación Serovar Huésped natural Huésped secundario 

Huésped-
restringidas 

Typhi Humano Ninguno 

Paratyphi Humano Ninguno 

Sendai Humano Ninguno 

Abortusovis Ovino Ninguno 

Gallinarum Aves de corral Ninguno 

Typhisuis Cerdo Ninguno 

Abortusequi Equino Ninguno 

Adaptadas al 
huésped 

Cholerasuis Cerdo Humano 

Dublin Bovino Humano y ovino 

Generalistas Typhimurium Humano, aves de corral, bovino 
y roedores 

Ninguno 

Enteritidis Humano, aves de corral y 
roedores 

Cerdo y ovino 

11
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1.3. Fisiología 

Las salmonellas son bacilos anaerobios facultativos, mesófilos (temperatura 

óptima de crecimiento 37ºC) y neutrófilos (pH óptimo 6.5-7.5). Son incapaces de 

desarrollar cápsula o esporas y generalmente están rodeadas por flagelos 

perítricos que les confieren movilidad 14. Son organismos quimiorganotrofos, con 

un metabolismo fermentativo u oxidativo. Pueden fermentar la glucosa a ácido 

fórmico, etanol, acetato o lactato y la cadena de transporte de electrones puede 

usar como aceptor terminal oxígeno, nitrato, fumarato, dimetil sulfóxido (DMSO) 

y N-óxido de trimetilamina (TMAO). Las características metabólicas que 

diferencian a Salmonella de otras bacterias entéricas son que ésta normalmente 

no es capaz de metabolizar ni la sacarosa ni la lactosa, puede hidrolizar el 4-

metilumbelliferil caprilato (MUCAP) y produce sulfuro de hidrógeno 11, 14. 

 

1.4. Genética 

Se ha descrito el genoma completo de la cepa tipo S. Typhimurium LT2 15 y la cepa 

virulenta S. Typhimurium ATCC14028 16, así como el de otras cepas de la 

serovariedad Typhi (Ty2 17 y CT18 18) (ver www.ncbi.nih.gov). Además también 

están siendo secuenciadas cepas representativas de otras serovariedades (ver 

http://www.salmonella.org). El genoma de la cepa S. Typhimurium LT2 consta de 

4857 kb, con 4489 secuencias que pueden codificar proteínas y su DNA tiene un 

porcentaje de G+C del 53%. Además, presenta un plásmido de virulencia 

autotransmisible llamado pSLT, con un tamaño de aproximadamente 94 kb que 

presenta 108 secuencias codificantes 19. Este plásmido lo poseen también la 

mayoría de cepas no tifoideas de la subsp. enterica 
20. 

El análisis genético de S. Typhimurium rivaliza con el de Escherichia coli en cuanto 

a la comprensión de la estructura celular bacteriana, la biología y la fisiología (ver 

http://www.ecosal.org), siendo fundamentalmente la patogenia lo que hace a 

Salmonella única respecto a E. coli K12. 
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2. El ciclo infeccioso de Salmonella Typhimurium 
en ratón 

Figura I.1. Propagación de S. enterica en el ratón. S. enterica invade las células epiteliales y las 
células M y es fagocitada por macrófagos residentes y células dendríticas. En la submucosa la 
bacteria activa la muerte celular de los macrófagos, que da lugar a la producción de interleucinas 
que median el reclutamiento de fagocitos polimorfonucleares (PMN). La bacteria después alcanza 
los nódulos linfáticos mesentéricos y la sangre, antes de ser capturada por los fagocitos residentes 
del hígado y el bazo. Adaptado de 

21
. 



 

7 I.Introducción 

 

Salmonella spp. puede causar una variedad de enfermedades dependiendo de la 

serovariedad y del huésped que van desde una gastroenteritis controlada a una 

infección sistémica potencialmente letal 22, 23. En terneros S. Typhimurium causa 

una diarrea inflamatoria que se estudia como modelo de la gastroenteritis 

provocada en humanos. Por otro lado también provoca una enfermedad sistémica 

en ratón que sirve como modelo de la fiebre tifoidea humana causada por la 

serovariedad Typhi. El modelo de infección murino y las técnicas genéticas 

sofisticadas disponibles para S. Typhimurium han permitido tener un amplio 

Tabla I.2 Regulación de los factores de virulencia de S. Typhimurium 

Ubicación 
Genes de 
virulencia 

Función 
Condiciones 
ambientales 

Proteínas 
reguladoras 

Estómago atr 
Respuesta de tolerancia al 
ácido  

pH ácido Fur, RpoS 

Intestino fimbrias Adhesión  FimZ, AgfD 

SPI1 
Invasión, producción de 
quimiocina, migración de 
PMN, apoptosis 

O2, osmolaridad, 
pH, fase de 
crecimiento, 
cationes, niveles de 
Pi 

EnvZ/OmpR, 
PhoPQ, PhoBR, 
CsrAB, 
SirA/BarA, HilA, 
HilC, HilD, InvF 

genes svr 
(SPI4) 

Desconocida  HilA, SirA/BarA 

sopB, pips 
(SPI5) 

Migración de PMN*  HilA, SirA/BarA 

entF Captación de hierro 
Limitación de 
hierro 

Fur 

Macrófago mgtCB (SPI3) Captación de Mg
2+

 Nivel de catión PhoPQ 

 
SPI2 

Replicación dentro de 
macrófago 

Niveles de 
cationes, niveles de 
Pi, osmolaridad 

PhoPQ, SsrAB, 
EnvZ/OmpR 

 
Gifsy-2 

Defensa contra 
macrófagos 

  

Hígado 
/Bazo 

pags PmrA-
dependientes 

Resistencia a péptidos 
catiónicos y muerte por 
macrófagos y PMNs* 

Niveles de 
cationes, pH 

PhoPQ, PmrAB 

 spvABCD Replicación en tejidos 
extraintestinales 

Anaerobiosis, fase 
de crecimiento, 
limitación de N, Pi, 
C y Fe, elevadas 
temperaturas , 
estrés SCFA* 

RpoS, cAMP-
CRP, Lpr, IHF, H-
NS, SpvR 

 

waaN Modificaciones del lípido 
A, promueve las 
citoquinas inflamatorias y 
respuestas inducibles por 
NO, induce la muerte del 
huésped 

  

*PMN: neutrófilos polimorfonucleares; SCFA: short chain fatty acids 
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conocimiento de la interacción entre este patógeno y el huésped (Figura I.1).La 

habilidad de Salmonella de superar las diversas condiciones ambientales y las 

defensas del huésped encontradas durante la infección para así causar una 

infección productiva requiere un gran número de factores de virulencia 

específicos así como la apropiada regulación de éstos (Tabla I.2). 

 

2.1. Fase intestinal de la infección 

2.1.1. Respuesta ácido tolerante 

 

La primera barrera que se encuentra Salmonella dentro del huésped es el 

ambiente ácido del estómago 24. La serovariedad Typhimurium puede sobrevivir a 

un pH extremadamente bajo después de un crecimiento en condiciones 

medianamente ácidas (pH 4-5) gracias al proceso llamado  respuesta de tolerancia 

al ácido (acid tolerance response o ATR) 25. Existen dos sistemas ATR: el que se da 

a lo largo de la fase exponencial que induce la expresión de más de 50 proteínas 26 

y está controlado por varios reguladores incluyendo RpoS, Fur  y PhoP/Q 26-28; y un 

segundo sistema que se induce en fase estacionaria y está regulado por 

OmpR/EnvZ 29, 30. 

 

2.1.2. Adhesión y colonización del intestino delgado 

 

Después de pasar a través del estómago, Salmonella coloniza el intestino delgado 

uniéndose al revestimiento intestinal, replicándose y evitando los mecanismos de 

“limpieza” del huésped. En estos procesos tienen un papel destacado las fimbrias 
22, sistemas de captación de hierro y otros nutrientes 31 y la apoptosis inducida de 

los macrófagos activados 32, 33. 

La vía de entrada preferida para S. Typhimurium son las células M de las placas de 

Peyer, éstas son células epiteliales especializadas en el transporte de antígenos 

desde el lumen del intestino a la submucosa para presentarlos a las células 

residentes del sistema inmune (macrófagos y células dendríticas). El tropismo 

aparente hacia las células M, comparado con el de las células epiteliales sugiere 

que las fimbrias facilitan la unión de la bacteria a la superficie de éstas células. S. 

Typhimurium codifica 13 operones de fimbrias 15, 34-36, entre ellos son de destacar: 

las fimbrias tipo 1 (fimAICDHF) que se unen a los residuos de manosa de las 

células del huésped y se cree que permiten la unión en diferentes hospedadores 
37; las fimbrias Lpf (long polar fimbriae) 38 que posibilitan la unión a las células M 



 

9 I.Introducción 

pero no a las células epiteliales del intestino delgado 39; las fimbrias Pef (plasmid-

encoded fimbriae) codificadas en el plásmido de virulencia pSLT que permiten a 

Salmonella unirse al intestino delgado del ratón 40; y un cuarto operón agf 

(aggregative fimbriae) que produce fimbrias delgadas análogas a las fimbrias curli 

de E. coli que están implicadas en la formación de biofilm y la virulencia y 

promueven la autoagregación bacteriana 41. Algunos datos sugieren que todos 

estos operones son funcionalmente redundantes ya que las fimbrias Lpf, Pef y Agf 

son capaces de compensarse entre ellas en el modelo murino de infección 42. La 

presencia de este gran número de operones distintos sugiere que para la 

colonización de ciertos huéspedes se requiere un repertorio diferente de fimbrias 
11. 

Después de la colonización, la bacteria puede atravesar el epitelio intestinal para 

alcanzar las placas de Peyer, un tejido linfático especializado en mostrar antígenos 

intestinales y promover una respuesta inmunitaria 43-45. 

 

2.1.3. Invasión de las células epiteliales 

 

Un paso crítico en el proceso infeccioso de Salmonella es su habilidad de atravesar 

la barrera epitelial del intestino 22. La serovariedad Typhimurium puede acceder al 

tejido linfático adyacente vía células epiteliales fagocíticas (células M) o células no 

fagocíticas (enterocitos) del intestino delgado. Este proceso de invasión no es 

simplemente una mera consecuencia del contacto pasivo de la bacteria con las 

células epiteliales, sino que requiere de la participación activa de las células 

bacterianas con la expresión de numerosos genes de virulencia. La expresión de 

estos genes está regulada por varios reguladores transcripcionales y 

postranscripcionales que ejercen un intrincado control sobre la invasión. Además, 

un gran número de condiciones ambientales existentes en el tracto intestinal de 

mamíferos también inducen la invasión 46. 

Normalmente S. Typhimurium invade las células no fagocíticas del intestino 

gracias a la estructura multiprotéica en forma de aguja del sistema de secreción 

tipo III (T3SS) codificado en la isla de patogenicidad 1 (SPI1) 22, 47, 48. Este atraviesa 

las membranas interna y externa 49 y es capaz de inyectar una serie de proteínas 

efectoras en el citosol de las células del huésped 49-52 (Tabla I.3). Una vez dentro 

de la célula eucariota, estas proteínas alteran la estructura citoesquelética e 

inducen la reorganización de los filamentos de actina alrededor de la bacteria. En 

este momento se forma una ondulación de la membrana eucariota (ruffling) que 

facilita la internalización del microorganismo 53 y promueve la posterior invasión 
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del epitelio intestinal. Además, la translocación de las proteínas efectoras, induce 

la proliferación de una serie de citoquinas proinflamatorias que causan la 

inflamación de la mucosa y la infiltración de neutrófilos polimorfonucleares 

(PMNs) en el lugar de la invasión. Se cree que esta respuesta inflamatoria 

contribuye a los síntomas de la gastroenteritis asociada a la infección por 

Salmonella en algunos huéspedes 22, 45, 54, 55. 

 

S. Typhimurium también puede desencadenar una infección sistémica a través de 

una ruta alternativa que no requiere la colonización intestinal, la invasión de las 

células epiteliales o la localización en las placas de Peyer. En esta ruta 

independiente de la SPI1, los fagocitos que expresan CD18 transportan a la 

bacteria directamente del lumen intestinal hasta los lugares sistémicos a través 

del torrente sanguíneo 56. 

 

2.1.3.1. Composición de la isla de patogeneicidad 1 (SPI1) 

La región de 40 Kb situada en el centrisoma 63, llamada isla de patogeneicidad 1 

de Salmonella (SPI1) 22 (Figura I.2) está compuesta por dos elementos con 

funciones diferentes. Uno de ellos consiste en el pequeño clúster de genes 

sitABCD que codifica un sistema de captación de hierro y manganeso 57. El operón 

sit no parece estar involucrado en la invasión del epitelio intestinal, sino que por 

el contrario se induce en etapas posteriores del proceso infectivo en el ratón 58 y 

después de la captación por macrófagos en un cultivo celular 59. Los otros 33 

genes de la SPI1 se requieren para el ensamblaje y el funcionamiento del T3SS, así 

como para la expresión de varias proteínas efectoras. Algunas de las proteínas 

efectoras translocadas por el mismo T3SS de la SPI1 están situadas en otras partes 

del cromosoma como SopB de la SPI5, SopA, SopD y SopE (profago SopEφ) (Tabla 

I.3). 

 

 
Figura I.2. Genes de la SPI1. Componentes del T3SS1 codificados en la SPI1 que incluyen 
subunidades del aparato de secreción tipo III, efectores secretados por el aparato, factores 
requeridos para la translocación eficiente y reguladores transcripcionales. También se representa 
la parte de la isla que codifica el transportador de hierro de alta afinidad (sitABCD). 
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Tabla I.3 Proteínas translocadas por los TTSS de la SPI1 y la SPI2 y su función 

Efector Localización Función Efecto en la célula huésped 

Proteínas translocadas por el TTSS1 

SopE Profago 
SopEφ 

Factor de intercambio de 
nucleótido 

Reorganización del citoesqueleto 
que conduce a la captación de la 
bacteria 

SopE2 Cromosoma Igual que SopE Igual que SopE 

SopB SPI5 Fosfatasa inositol-fosfato Perdida de electrolitos 

SptP SPI1 Tirosina fosfatasa Devuelve el citoesqueleto de actina 
al estado normal 

SipA SPI1 Unión/estabilización de la 
actina 

Inhibición de la despolimerización de 
los filamentos de actina 

SipB SPI1 Componente del translocón Inducción de la apoptosis de 
macrófagos, translocación de 
proteínas efectoras 

SipCD SPI1 Componentes del translocón Translocación de proteínas efectoras 

AvrA SPI1 Proteasa, acetiltransferasa Inhibe la inflamación, reprime la 
apoptosis y la inmunidad innata del 
epitelio 

SspH1 Gifsy-3 Ubiquitinaligasa Reprime las respuestas 
proinflamatorias 

SopA cromosoma Ubiquitinaligasa Interrumpe la integridad de la SCV*, 
induce la transmigración de PMNs* 

SopD cromosoma Función desconocida Induce la secreción de fluidos, 
contribuye a la virulencia y 
persistencia en ratón 

Proteínas translocadas por el TTSS2 

SseB SPI2 Translocador Translocación de proteínas efectoras 

SseC SPI2 Inserción en la membrana 
de la célula diana, 
translocador 

Translocación de proteínas efectoras 

SseD SPI2 Función desconocida Translocación de proteínas efectoras 

SseFG SPI2 Función desconocida Contribuye a la formación de Sifs, 
mantiene la posición perinuclear de 
la SCV* 

SsaB SPI2 Proteína efectora Inhibición del tráfico intracelular, 
controla el orden de la exportación 
de proteínas a través del TTSS2 

SpvBC pSLT ADP-ribosiltransferasa, 
fosfotreonina liasa 

Requerida para la completa 
virulencia en ratón 

SspH2 cromosoma Inhibe la polimerización de 
la actina in vitro 

Remodela la F-actina asociada a la 
SCV? 

*SCV: salmonella containing vacuole; PMN: neutrófilos polimorfonucleares 
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2.1.3.2. Regulación de la expresión de la SPI1 

 

Además de los componentes estructurales del T3SS y las proteínas efectoras 

codificadas en la SPI1, varios reguladores también forman parte de la isla. Estos 

reguladores transcripcionales activan la invasión y forman un circuito regulador 

complejo para el control de genes de dentro y fuera de la isla (Figura I.3A). HilA 

juega un papel central en este control ya que activa los operones inv/spa y prg 

que codifican componentes del aparato de secreción 22, 60. Además, HilA es un 

activador del regulador transcripcional invF que, con la ayuda de la chaperona 

SicA, induce la expresión de las proteínas secretoras del operón sip. Aunque HilA 

es el regulador central de la invasión dentro de la SPI1, la expresión de hilA está 

controlada por dos reguladores adicionales de dentro de la SPI1 (HilC y HilD), y por 

otro regulador codificado fuera de la isla (RtsA). Los tres actúan uniéndose al 

promotor de hilA activando de esta manera su transcripción y además se regulan 

así mismos y entre ellos formando un complejo bucle de regulación 61. HilC y HilD 

por su parte también son capaces de activar invF de una manera independiente 

de HilA 62. 

 

Otros reguladores globales de la célula también controlan la invasión, entre ellos 

el sistema de dos componentes BarA/SirA 63, 64. Una parte del control de la 

invasión a través de BarA/SirA se debe al sistema regulador csr. Este consiste en 

una proteína pequeña llamada CsrA que actúa a nivel postranscripcional 

uniéndose al RBS de los RNAs mensajeros que regula, alterando de esta forma su 

expresión 65. En el caso de la SPI1, CsrA activa su expresión pero la reduce cuando 

se sobreexpresa, sugiriendo que el nivel de esta proteína está fuertemente 

controlado in vivo para conseguir una invasión óptima 66. Éste sistema regulador 

consta además de dos moléculas de RNA, CsrB y CsrC, que se oponen a la acción 

de CsrA impidiendo su actividad. El regulador de dos componentes BarA/SirA 

controla la invasión, en parte activando la expresión de CsrB y CsrC y 

directamente actuando sobre hilA y hilC. 66, 67. El regulador FliZ, implicado en la 

producción de flagelos, también induce la invasión a través de hilA 68, 69. Otra 

proteína que controla la expresión de SPI1 es H-NS. Esta proteína asociada a ácido 

nucléico se une a la región promotora de los genes hilA, hilC, hilD y rtsA 

disminuyendo su expresión 70, 71. 
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Figura I.3. Regulación de la expresión de la isla SPI1. A. La regulación secuencial por factores 
codificados en la SPI1 desencadenan la expresión del T3SS1. Cuando las condiciones ambientales 
son favorables para la expresión de los genes de invasión, HilD desreprime el promotor de hilA. Los 
círculos seguidos de una línea discontinua indican los tránscritos de mRNA, las flechas curvadas 
indican la traducción de una proteína. Las flechas rectas indican que la proteína HilA activa 
directamente la expresión de genes estructurales como los prg y otro gen regulador, invF. InvF, 
formando un complejo con SicA, activa directamente la expresión de varios efectores. HilD 
también contribuye directamente a la expresión de invF (flecha naranja). B. Factores ambientales y 
reguladores globales que controlan la expresión de hilA. 

 

A parte de responder a esta complicada cascada de reguladores transcripcionales, 

la expresión de la SPI1 responde a una gran variedad de parámetros ambientales 

que conducen a la expresión del T3SS justo en el punto donde la infección es más 

productiva para la virulencia (Figura I.3B). El lugar preferido para la invasión es el 

intestino delgado distal, el íleo 72, por este motivo las células han adquirido la 
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capacidad de detectar las condiciones ambientales de esta zona y en 

consecuencia promover la expresión de los genes para la invasión. El lumen del 

intestino es anaeróbico, mientras que el borde en cepillo del intestino delgado es 

considerado microaerofílico, así pues la máxima expresión de los genes de la SPI1 

se da en condiciones de bajo nivel de oxígeno 72-74, así como el pH neutro induce 

la expresión de hilA 73. Se ha descrito que las condiciones de osmolaridad y la 

concentración de sales biliares afectan a la producción del T3SS1 controlando la 

expresión del gen hilD a través de los sistemas reguladores de dos componentes 

EnvZ/OmpR y BarA/SirA, respectivamente 67, 75, 76. Además, se ha demostrado que 

las concentraciones de fosfato a través del sistema PhoR/B y las de Mg2+ y Ca2+, a 

través del sistema PhoP/Q, también están involucradas en la regulación de la SPI1 
77, 78. En estos dos últimos casos los sistemas sensores controlan la expresión del 

represor de la SPI1, HilE, cuyo gen está codificado fuera de esta isla. Se ha 

sugerido que HilE ejerce su regulación negativa interaccionando directamente con 

HilD e impidiendo de esta forma que éste active al gen hilA 79. 

 

2.2. Fase sistémica de la infección 

2.2.1. Supervivencia en las placas de Peyer 

 

Una vez ha accedido al tejido linfático adyacente, S. Typhimurium continúa 

replicándose en las placas de Peyer, esta invasión origina la inflamación de las 

mismas y la destrucción de las células M 44. Salmonella se encuentra 

principalmente en las células dendríticas de las placas de Peyer 80, 81 pero 

potencialmente puede interaccionar con cualquier tipo celular presente en éstas, 

como los macrófagos y los neutrófilos que están presentes después del inicio de la 

infección 82. El T3SS de la SPI1 ya no se induce en este ambiente y el crecimiento 

intracelular subsiguiente no requiere este sistema. 

 

2.2.2. Supervivencia dentro de macrófago 

 

Un aspecto importante del crecimiento sistémico es la habilidad de S. 

Typhimurium para residir dentro de macrófago, lo que le permite evadir la 

respuesta inmune del huésped 83, 84. El papel de los neutrófilos en las infecciones 

de Salmonella es más controvertido 85 y varias líneas apoyan la evidencia de que el 

macrófago es el primer lugar de replicación durante la infección sistémica 86, 87. 

Durante el crecimiento dentro del macrófago la serovariedad Typhimurium se 
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replica dentro de una vacuola especializada llamada SCV (salmonella containing 

vacuole) 88. 

En una situación normal, los fagocitos matan a las bacterias que han sido 

fagocitadas usando una batería de sustancias tóxicas. Los fagosomas se fusionan 

con los lisosomas que contienen enzimas hidrolíticas degradativas, péptidos 

antimicrobianos y oxidasas dependientes de NADPH que producen superóxido de 

oxígeno 89. Los macrófagos activados también producen óxido nítrico generado a 

partir de arginina y oxígeno a través de la sintetasa de óxido nítrico inducible 

(iNOS) 90. El óxido nítrico puede reaccionar con el superóxido y producir 

peroxinitrito que es extremadamente tóxico 90, 91. Además, en este proceso, se 

generan otras especies reactivas de oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS) 91. S. 

Typhimurium tiene la habilidad de prevenir la inducción y liberación de estos 

enzimas dentro de la SCV 92-95. Normalmente impide la liberación de la oxidasa 

dependiente de NADPH bloqueando la fusión del fagosoma con el lisosoma 95, 96. 
 

S. Typhimurium posee un segundo T3SS codificado en la SPI2 que es necesario 

para la translocación de proteínas efectoras desde las bacterias intracelulares a la 

célula huésped (Tabla I.3) 97. Aparte de codificar proteínas relacionadas con la 

reducción de tetrationato y otros genes con función desconocida, esta región de 

40 Kb codifica 31 ORFs  organizados en dos operones que codifican el aparato de 

secreción (genes ssa), el primero codifica proteínas efectoras y chaperonas (genes 

sse y ssc, respectivamente) y el segundo codifica el sistema regulador de dos 

componentes SsrAB (secretion system regulator) 97 (Figura I.4). La expresión de la 

SPI2 se induce durante el crecimiento dentro de macrófago 98, en esta situación 

ssrAB se autoinduce (pH < 6) 99, 100 y además su expresión se activa por el sistema 

regulador de dos componentes OmpR/EnvZ 100, 101. Cuando la célula se encuentra 

a pH bajo (< 6) ssrAB se autoinduce y además la expresión se activa (Figura I.4). La 

función principal de la SPI2 es proteger al patógeno dentro de la SCV de los 

efectores de la inmunidad innata. 

 

Otros loci también se requieren para la supervivencia y la proliferación dentro de 

macrófago, como el operón spv localizado en el plásmido de virulencia que es 

necesario para la infección sistémica 102. El regulador transcripcional SylA también 

está implicado en la resistencia al estrés oxidativo, la supervivencia en macrófago 

y la virulencia en el modelo murino 103, 104. Para la resistencia al superóxido del 

fagocito también es necesaria la superóxido dismutasa periplasmática (SodC) que 

está codificada en el bacteriófago lisogénico Gifsy-2 105-107. Un prerrequisito para 

la supervivencia y la replicación de Salmonella dentro de la SCV es la adaptación al 
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ambiente microbicida y pobre en nutrientes. La limitación de la concentración de 

purinas, pirimidinas, algunos aminoácidos y Mg2+ 108 hace que un factor de 

virulencia importante para la supervivencia intracelular sea el sistema de 

transporte de Mg2+ altamente eficiente (MgtBC) codificado en la SPI3 109. 

 

 

Figura I.4. Genes de la SPI2 y su regulación. Se representan los componentes del T3SS2 
codificados en la SPI2 que incluyen subunidades del aparato de secreción tipo III, efectores 
secretados por el aparato, factores requeridos para la translocación eficiente y reguladores 
transcripcionales. También se representa la parte de la isla que codifica los genes cuyos productos 
participan en la reducción a tetrationato (ttr). Los promotores principales se representan por 
flechas, los promotores que no han sido definidos a nivel molecular se indican con un signo de 
interrogación. 

 

2.2.3. Infección sistémica 

 

Una vez en el interior de las células fagocíticas la bacteria puede (i) seguir en el 

interior del macrófago y acceder directamente al flujo sanguíneo llegando a 

hígado y bazo (infección sistémica) 14, 110; (ii) sobrevivir dentro de macrófago y 

causar una apoptosis (infección local) 21; (iii) producir la apoptosis de macrófagos 

para llegar a los folículos linfáticos de las placas de Peyer 111. En éste caso las 

células bacterianas siguen siendo fagocitadas y neutralizadas por macrófagos, 

mientras que células presentadoras de antígenos como las células dendríticas 

activan células B y T 21. Finalmente, las bacterias supervivientes salen de los 

nódulos linfáticos, atraviesan la lámina propia y, a través de vasos sanguíneos, se 

dispersan vía sistémica 14, 56, 110, 112. 
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A su llegada a hígado y bazo, la bacteria continúa replicándose y colonizando el 

hospedador. Varios genes, cuyos productos alteran la estructura del 

lipopolisacárido (LPS) y promueven la resistencia a polimixina in vitro, parecen 

ayudar a S. Typhimurium a resistir a los péptidos catiónicos producidos por los 

PMN y los macrófagos en los lugares sistémicos 113, 114. Además se requieren genes 

del plásmido de virulencia para la replicación de la bacteria en estos tejidos 102. 

Mientras prolifera, la bacteria produce lípido A, que a su vez induce citoquinas 

inflamatorias y respuestas al óxido nítrico que acaban con la muerte del huésped 
115. Durante la infección, Salmonella puede ser reintroducida al intestino delgado 

a través de la vesícula biliar y ser diseminada así al ambiente para llegar a nuevos 

hospedadores. 

 

3. Importancia del hierro para los 
microorganismos 

El hierro es un metal de transición que en condiciones fisiológicas existe en uno de 

los dos estados redox interconvertibles: la forma reducida ferrosa (Fe2+) y la forma 

oxidada férrica (Fe3+). También puede adoptar diferentes estados spin en ambas 

formas dependiendo del ligando. Así, es capaz de formar complejos con oxígeno, 

sulfuro y nitrógeno, y estos complejos fácilmente experimentan reacciones ácido-

base y de transferencia de electrones. Estas propiedades hacen del hierro un 

componente prostético muy versátil para ser incorporado en las proteínas como 

biocatalizador o transportador de electrones. La función biológica del hierro 

depende completamente de su incorporación en las proteínas, ya sea como una 

especie mono o binuclear, o de forma más compleja formando parte de clústeres 

hierro-sulfuro o grupos hemo. Esta inserción en las proteínas permite que el 

ambiente local esté controlado y así el hierro puede adoptar el potencial redox 

(de -300 a +700 mV), la geometría y el estado de spin necesarios 116. 

De esta forma, el hierro se convierte en un micronutriente esencial para todos los 

microorganismos, con la excepción de algunos miembros de la familia 

Lactobacillae, dónde ha sido substituido por otros cationes divalentes como Mg2+ 

o Mn2+ 117, 118. Este requerimiento viene dado por la gran variedad de procesos en 

los cuales las proteínas que contienen hierro participan. Por ejemplo, proteínas 

con grupos hemo desempeñan un papel fundamental en el transporte de 

electrones (citocromos), la activación del oxígeno (citocromo oxidasas) y en la 

reducción del peróxido de hidrogeno (H2O2) (catalasas y peroxidasas). Así mismo, 

proteínas Fe-sulfuro participan en la biosíntesis de aminoácidos y pirimidinas 
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(glutamato sintetasa, dihidroorotato deshidrogenasa), en el ciclo del ácido 

tricarboxílico (TCA) (aconitasa, succinato deshidrogenasa) y también en el 

transporte de electrones (ferredoxina). Igualmente, proteínas que contienen 

hierro en sus estructuras son necesarias para la síntesis de DNA (ribonucleótido 

reductasa), la protección frente radicales superóxido (superóxido dismutasa) y la 

biosíntesis de aminoácidos aromáticos (3-deoxy-D-arabinoheptulosonic acido 7-

fosfato sintasa) 14. 

 

3.1. Disponibilidad del hierro 

 

A pesar de ser el cuarto elemento más abundante de la Tierra y de necesitarse tan 

solo en concentraciones micromolares para el crecimiento bacteriano (de 10-6 a 

10-8 M) 119, el hierro no está biológicamente disponible en la mayoría de 

ambientes 120. En huéspedes animales el hierro se encuentra fuertemente unido a 

proteínas transportadoras como la transferrina y la lactoferrina. En otros 

ambientes, incluyendo los medios de cultivo de laboratorio, la disponibilidad de 

hierro se ve afectada por el pH y la concentración de oxígeno. El estado oxidado 

Fe3+, presente en condiciones aeróbicas forma polímeros de oxi-hidróxido 

insolubles a pH neutro (10-18 M); por el contrario, el Fe2+ es relativamente soluble 

(0.1 M a pH 7) y la obtención de hierro es una tarea más fácil para las células 

creciendo en anaerobiosis 116. 

 

3.2. El hierro y el estrés oxidativo 

 

Además de la necesidad de mantener una concentración de hierro óptima que 

permita el crecimiento bacteriano es igualmente importante asegurar que el 

hierro intracelular se mantenga en concentraciones no tóxicas para la célula. Esto 

requiere que el hierro celular no interaccione con especies reactivas del oxígeno 

(EROs), que son producidas como consecuencia del metabolismo aeróbico 121. Los 

productos de la reducción del oxígeno, el superóxido (O2
-) y el peróxido de 

hidrogeno (H2O2), son solo medianamente reactivos fisiológicamente, pero el 

hierro puede interaccionar con estas especies generando radicales hidroxilo (HO•) 

altamente reactivos y dañinos. Las reacciones clave de este proceso son: 
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(i) Reducción del hierro 

O-
2 + Fe3+ � Fe2+ + O2  

(ii) Reacción de Fenton  

Fe2+ + H2O2 � Fe3+ + OH- + HO•  

(iii) Reacción de Haber-Weiss, (i) + (ii), usando el Fe3+ como catalizador 

  O-
2 + H2O2 � HO• + OH- + O2  

 

Estas EROs pueden dañar lípidos, proteínas y DNA por oxidación. En la reacción de 

Fenton se forma el radical hidroxilo, considerado como el más reactivo en los 

sistemas biológicos. Su interacción con los ácidos grasos polinsaturados que 

componen los fosfolípidos de las membranas da lugar a la formación de uniones 

inusuales entre ellos que producen una disminución de la fluidez de la membrana 

y llega incluso a causar la lisis de las células. 

 

Así pues, con la aparición del oxígeno en la Tierra se hicieron patentes dos 

problemas: la producción de EROs y la disminución drástica en la disponibilidad de 

hierro debido a la baja solubilidad del Fe3+. Se asume que la estricta regulación en 

la asimilación del hierro previene un exceso de hierro intracelular libre que podría 

provocar un estrés oxidativo. Además, todos los organismos han desarrollado 

maneras de protegerse frente las EROs, incluyendo tanto defensas específicas 

como respuestas globales que permiten a las células sobrevivir períodos de estrés 

oxidativo. Los dos tipos de protección están regulados y responden a los desafíos 

oxidativos que se encuentran las células en el ambiente 122-124. Por todo ello, se 

cree que la estricta regulación del metabolismo del hierro junto con la regulación 

de las defensas frente el estrés oxidativo son un factor esencial para la vida en 

presencia de oxígeno. 

 

4. Fuentes de hierro para los microorganismos 

 

4.1. El hierro y la relación huésped-patógeno 

 

Como se ha comentado anteriormente, el hierro es un micronutriente esencial 

para la vida, tanto para los microorganismos como para los organismos 

superiores, es por ello que cuando hablamos de microorganismos patógenos se 

ponen de manifiesto dos caras de la misma moneda y la batalla por el hierro se 

convierte en un proceso muy importante en las relaciones huésped-patógeno. 
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4.1.1. Sistemas de los organismos superiores para limitar la concentración de 

hierro 

 

A lo largo de la evolución, los organismos superiores han desarrollado una serie de 

mecanismos para dificultar el crecimiento bacteriano. Estos mecanismos de 

defensa se basan en el sistema inmunitario y en la reducción de la disponibilidad 

de diversos nutrientes, entre ellos el hierro. 

En los vertebrados superiores el hierro es asimilado desde la dieta por las células 

de la mucosa del yeyuno, pasa al torrente sanguíneo y de aquí es transportado 

mediante unas proteínas llamadas transferrinas (Tfs). Éstas son proteínas de unión 

a hierro ubicuas en los vertebrados que pueden ser de tres tipos según su 

localización: serotransferrina (suero); lactotransferrina (Lf) (fluidos extracelulares) 

y ovotransferrina (albumen del huevo). Todas ellas tienen una estructura similar, 

siendo glicoproteínas monoméricas de unos 80 kDa con dos lugares de unión de 

alta afinidad para el ion férrico 125, 126. Una propiedad importante de las Tfs es que 

nunca se encuentran saturadas completamente, la cual cosa les otorga un papel 

de protección como quelantes permitiéndoles eliminar cualquier excedente de 

hierro que se pueda producir durante la infección y así asegurar la ausencia de 

hierro libre en circulación 127. 

El papel principal de las Tfs es aportar hierro a los diferentes tipos celulares para 

su posterior asimilación a las proteínas. Una vez dentro de la célula eucariota 

existe una proteína citoplasmática llamada ferritina que se encarga de almacenar 

hierro. Ésta tiene dos funciones principales, hacer de reservorio en casos de 

escasez de hierro y proteger a la célula de los efectos tóxicos debidos a la 

acumulación de este catión cuando está en exceso 120. 

En resumen, el 99.9% del hierro del organismo (aproximadamente 4 g) está 

localizado intracelularmente y por ello no está disponible. El hierro intracelular 

consiste en grupos hemo unidos a la hemoglobina (Hb) (2,67 g), la mioglobina (0,2 

g), enzimas hemo (0,008 g), sales férricas insolubles almacenadas en la ferritina (1 

g) y hierro unido lábilmente a proteínas (0,07 g) 128. Extracelularmente, el plasma 

humano contiene transferrina, trazas de lactoferritina (de 0,3 a 0,7 mg/l) y algunas 

proteínas de unión a hemo o hemoglobina. En el plasma se encuentran pequeñas 

cantidades de Hb (de 5 a 50 mg/ml) debidas a la hemólisis de los glóbulos rojos. 

Esta Hb libre del plasma es capturada por una glicoproteína heterotetramérica 

llamada haptoglobina (Hp) que se encarga de transportar dímeros de Hb al 

hígado. Además el plasma contiene otras proteínas que unen hemo como son la 

albúmina, la hemopexina (HPX) y algunas lipoproteínas. También encontramos 

hierro en la superficie de las mucosas que proviene de células epiteliales muertas, 
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de los alimentos ingeridos y de la menstruación. De media perdemos entre 1 y 2 

mg de hierro durante un día mientras que consumimos unos 18 mg, de los cuales 

solo de un 5 a un 10 % es absorbido 129. 

Que este proceso de “esconder” el hierro a los microorganismos infecciosos es de 

vital importancia en la defensa del huésped se ha demostrado por el hecho de que 

la virulencia de muchos patógenos (Aeromonas spp., Clostridium spp., 

Corynebacterium spp, enterobacterias como Escherichia coli, Klebsiella spp. y 

Salmonella spp.; Listeria spp., Neisseria spp., Pasteurella spp., Pseudomonas spp., 

Staphylococcus spp., Vibrio spp., y Yersinia spp. 2) se ve incrementada al aportar 

hierro al paciente o cuando existen patologías que producen hiperferremia. 

 

A parte de todos los mecanismos comentados anteriormente, el huésped es capaz 

de reducir aún más la concentración de hierro extracelular durante un proceso 

infeccioso. Este fenómeno, conocido como hipoferremia de la infección, se realiza 

incrementando la síntesis de ferritina en el hígado y la liberación de lactoferrina 

por parte de los neutrófilos 130. Las células del huésped, también responden 

directamente a los patógenos invasores alterando su estado interno de hierro. Los 

macrófagos, que son las células principales que secuestran bacterias invasoras 

como Mycobacterium tuberculosis, Leishmania spp. y S. Typhimurium, producen 

proteínas clave que alteran su propio estado de hierro. Estas proteínas son las 

Nramp (Natural resistance-associated macrophage protein). La Nramp 1 actúa 

incrementando la captación de hierro por parte del macrófago desde las Tfs 

cuando éste ha sido activado por la invasión de un patógeno 131-135. Este hierro 

adicional estimula la formación de especies reactivas del oxígeno, creando así un 

ambiente más hostil para el desarrollo de la bacteria invasora. 

 

4.1.2. Estrategias de los microorganismos para la captación eficiente de hierro 

desde el huésped 

 

En la otra cara de la moneda tenemos los microorganismos patógenos que, para 

multiplicarse dentro del huésped, han desarrollado mecanismos para adquirir 

hierro de las posibles fuentes disponibles (Figura I.5). Estos sistemas consisten 

básicamente en proteínas de la superficie celular que unen moléculas portadoras 

de hierro o grupos hemo. En bacterias grampositivas las proteínas de unión 

específicas están ancladas a la membrana citoplásmica, de aquí las moléculas son 

transportadas mediante permeasas de tipo ABC. En los organismos 

gramnegativos, el reconocimiento se lleva a cabo a través de receptores 
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específicos de la membrana externa desde donde el sustrato es transportado al 

citoplasma gracias a permeasas de tipo ABC situadas en el periplasma. Según cuál 

sea la fuente de hierro podemos distinguir dos tipos de mecanismos: directos, que 

requieren el contacto de la bacteria con la fuente de hierro exógena 

(normalmente Tf o hemoproteínas) e indirectos, que dependen de compuestos 

sintetizados y liberados al medio extracelular por parte de los propios 

microorganismos 3, 120. 

 

 

Figura I.5. Principales fuentes de hierro de los animales que pueden ser accesibles para un 
patógeno bacteriano 

3
. 

 

Como fuentes de hierro directas existen: (i) el Fe2+ que está presente en 

condiciones reductoras (anaerobiosis) o de bajo pH y puede difundir libremente a 

través de las porinas de la membrana externa de las bacterias gramnegativas y de 

aquí ser transportado al citoplasma gracias a transportadores específicos; (ii) la 

transferrina y la lactoferrina que, en situaciones de escasez de hierro, miembros 

de las familias Neisseriaceae y Pasteurellaceae pueden asimilar gracias a la 

producción de complejos proteicos de unión a transferrina (Tbp “Tf-bindinding 

protein”) y lactoferrina (Lbp) 136, 137; (iii) la ferritina, que aunque no existe ninguna 

evidencia de que se utilice como fuente de hierro para los microorganismos se ha 

descrito que la ferritina exógena es reducida por parte de Listeria monocytogenes 
138 y que la adición de ferritina hace que cambie la expresión de varios genes en 

Pasteurella multocida 139, sugiriendo su posible vinculación como fuente donadora 

de hierro; y (iv) las hemoproteínas que pueden ser captadas por algunos 

microorganismos como Haemophilus spp., Porphyromonas, Prevotella, 

Bacteroides spp., Legionella spp., Bartonella spp. y algunas micobacterias, 

incapaces de sintetizar el grupo hemo o que lo requieren en elevadas cantidades 

para su crecimiento in vitro 
120. 

Por otro lado existen tres tipos de fuentes de hierro indirectas: (i) los sideróforos, 

que son unas pequeñas moléculas quelantes de hierro que en respuesta a una 
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deficiencia de hierro muchas bacterias, como también hongos y plantas 

monocotiledóneas, sintetizan y secretan al medio. Éstos ayudan a solubilizar el 

hierro previamente a su transporte 128. El poder de unión de los sideróforos con 

este elemento (preferentemente con el Fe3+) es suficientemente fuerte para 

secuestrar el hierro unido a moléculas como la ferritina, la Tf o la Lf pero no el de 

las hemoproteínas 3; (ii) los hemóforos que son proteínas extracelulares 

especializadas en adquirir hemo de distintas fuentes y transportarlo hasta un 

receptor de membrana externa específico tan solo descritos en bacterias 

grampositivas 120; y (iii) las reductasas extracelulares y unidas a membrana que 

aunque ninguna ha sido clonada ni purificada 140, varios estudios han puesto de 

manifiesto la existencia de actividad de reductasas extracelulares 141. 

 

Además de estos mecanismos, algunos patógenos producen enzimas que 

incrementan la eficiencia de estos sistemas. Así, ciertos microorganismos como 

Porphyromonas gingivalis sintetizan proteasas que secretan al medio y degradan 

las proteínas transportadoras de hierro del huésped 142. Otras bacterias producen 

hemolisinas que son secretadas y lisan a los eritrocitos, liberando así su contenido 

celular muy rico en Hb 143. 

 

5. Captación y destino intracelular del hierro en 
E. coli y Salmonella 

5.1. Mecanismos para la captación de hierro 

5.1.1. Captación de Fe
2+

 

 

En Salmonella, las permeasas de metal tipo ABC y los transportadores Nramp-like 

como son el SitABC i el MntH, respectivamente 59, 144, tienen especificidad para 

metales divalentes, particularmente para el Fe2+ y el Mn2+, aunque están más 

involucrados en la captación del segundo que no en la del hierro 145. 

 

En E. coli K-12 se describió el primer sistema bacteriano para el transporte 

específico de Fe2+ y fue denominado Feo 146. Éste sistema está compuesto por tres 

genes que forman un operón y codifican las proteínas FeoA (de 75 residuos e 

hidrofílica), FeoB (de 773 residuos con un dominio integrado a la membrana 

interna que actúa como permeasa) y FeoC (una proteína pequeña de 78 residuos 

e hidrofílica de función desconocida) 145. El transporte de Fe2+ en E. coli se 



 

24 I.Introducción 

controla por el regulador global Fnr en anaerobiosis y por el complejo Fur-Fe2+ 146 

(Figura I.6). 

 

 
 
Figura I.6. A. Organización del operón feoABC en E. coli. B. Captación de Fe

2+
. Representación 

esquemática de la captación de Fe
2+

 (punto azul) mediante el sistema Feo de E. coli. El Fe
2+

 
extracelular difunde hacia el periplasma vía las porinas de la membrana externa. Después es 
introducido a través de la membrana citoplasmática por FeoB, mediante un proceso de transporte 
activo. Se cree que FeoA es necesaria para activar la función GTPasa de FeoB. 

145
. 

 

Supuestamente, el sistema Feo juega un papel importante en la captación de 

hierro bajo las condiciones de anaerobiosis o de microaerofília que encontramos 

en el tracto gastrointestinal. Este hecho ha sido confirmado en muchas bacterias 

que colonizan ambientes de este tipo. Así, mutantes feo de E. coli y Salmonella 

pierden su habilidad para colonizar el intestino de ratón 147, 148 presuntamente a 

causa de su incapacidad para transportar el ion ferroso en este ambiente 

anaeróbico. Por otra parte, en la bacteria microaerofílica Helicobacter pylori el 

sistema Feo parece ser la principal ruta para el transporte de hierro y es esencial 

para la colonización de la mucosa gástrica 149. En Shigella flexneri, la inactivación 

del gen feoB en combinación con mutaciones en otros transportadores de hierro 

producen deficiencias en su capacidad de crecimiento 150. Finalmente, FeoB 

también es imprescindible para que Legionella pneumophila crezca 

intracelularmente 151 y para la virulencia de Porphyromonas gingivalis 152. Todos 



 

25 I.Introducción 

estos datos claramente ponen de manifiesto el papel crucial de Feo en la 

colonización del intestino y en la virulencia 145. 

5.1.2. Utilización de sistemas de alta afinidad. Los sideróforos 

 

Se han descrito más de 500 sideróforos distintos, producidos tanto por bacterias 

gramnegativas como grampositivas 116. A pesar del elevado número y variedad la 

mayoría de ellos poseen un esqueleto peptídico formado por varios aminoácidos 

no proteicos, incluyendo aminoácidos modificados y D-aminoácidos 116. Los 

grupos específicos de la molécula que unen hierro pueden ser clasificados según 

su naturaleza química en hidroxamatos (aerobactina y ferricromo), anillos catecol 

(enterobactina) e hidroxiácidos (pioquelina), aunque algunos sideróforos 

contienen más de un tipo (micobactina) 153 (Figura I.7). 

 
Figura I.7. Estructura de algunos sideróforos. A. Enterobactina. B. Aerobactina. C. Micobactina. D. 

Pioquelina 

 

 

Cuando las células crecen en presencia de bajas concentraciones de hierro la 

biosíntesis de sideróforos se incrementa 116, 120. Para evitar los posibles daños que 

el quelante podría producir en el citosol, justo después de su síntesis los 

sideróforos son secretados al exterior de forma activa por la célula a través de la 

membrana citoplasmática 128. Una vez el sideróforo interacciona con hierro en el 

exterior forma el complejo Fe3+-sideróforo que es reconocido en la superficie 

celular por receptores específicos de la membrana. La internalización es de todo 
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el complejo Fe3+-sideróforo, aunque en algunos casos como en Mycobacterium 

tuberculosis, existe una transferencia del hierro entre distintos sideróforos antes 

de su llegada al citoplasma 116. Una vez en el interior, los complejos son disociados 

por reducción y tan pronto como el hierro es incorporado por el patógeno la 

concentración intracelular de éste se incrementa y en consecuencia se reprime la 

síntesis de los sideróforos 3 (Figura I.8). 

 

 

 

 

 

 
Figura I.8. Transporte mediante sideróforos. En respuesta a una deficiencia de hierro, la célula 
sintetiza sideróforos. Estos son secretados por el  organismo al exterior y solubilizan el hierro de 
una gran variedad de fuentes. El complejo Fe

3+
-sideróforo es transportado de nuevo al interior de 

la bacteria mediante un receptor de membrana. Aquí el hierro es reducido a Fe
2+

 que puede ser 
incorporado  a diversas proteínas para que las funciones celulares continúen. El desferri-sideróforo 
es libre de recircular para la asimilación de más hierro. 

3
. 

 

5.1.2.1. Sideróforos utilizados por bacterias entéricas 

 

La mayoría de miembros de la familia Enterobacteriaceae sintetizan el sideróforo 

catecolado enterobactina (Ent), también llamada enteroquelina. Ésta se sintetiza a 

partir del ácido corísmico a través de una serie de reacciones que requieren 6 

enzimas distintos. Los genes para la biosíntesis de Ent (entA-F), su transporte 
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(fepA-G) y la liberación del hierro del complejo Fe-Ent (fep) se encuentran 

organizados en seis operones que forman un clúster. La ruta de síntesis se divide 

en dos partes: la conversión de corismato a ácido dihidroxibenzoico (DHB), que 

requiere las enzimas EntC, EntB y EntA; y la síntesis de Ent a partir de DHB y 

serina, pasando por la síntesis de la molécula de dihidroxibenzoylserina (DSB), 

llevada a cabo por los productos génicos de entD, entE, entF y entB/G 128 (Figura 

I.9). 

 

Figura I.9. Biosíntesis de enterobactina. Se indican los genes de los enzimas clave: isocorismato 
sintasa (entC), isocorismato piruvato-hidrolasa (entB), 2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato 
deshidrogenasa (entA) y enterobactina sintetasa (entDEFG). 

128
. 

 

A parte de la enterobactina, muchas cepas patógenas de E. coli, S. flexneri y 

Klebsiella pneumoniae producen un segundo sideróforo llamado aerobactina 2, 154. 

Ésta es una molécula del tipo hidroxamato que consiste en dos lisinas modificadas 

unidas al citrato por un enlace amida 128 (Figura I.7B). Su síntesis se lleva a cabo 

por los productos de 4 genes (iucABCD) que por otra parte no se encuentran en 

muchas cepas de Salmonella spp. En algunos casos la producción de los dos 

sideróforos (ent y aer) se explica por qué la primera se utiliza para la obtención de 

hierro a partir de la Tf mientras que la segunda permite la captación de hierro 
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preferentemente de la ferritina del interior de los macrófagos u otras células del 

hospedador 155. 

 

Descubierta por primera vez en Salmonella 156, la salmoquelina (Figura I.10A) es 

una enterobactina C-glucosilada que también sintetizan algunas cepas de E. coli y 

Klebsiella 157. La salmoquelina fue el primer sideróforo glucosilado descrito y esta 

modificación se ha interpretado como un mecanismo bacteriano de evasión de la 

proteína de mamíferos siderocalina (NGAL-lipocalina), que se une a sideróforos 

catecolados 158. Los genes para la producción, liberación y transporte de la 

salmoqelina están localizados en el clúster iroA (Figura I.10B) que consiste en dos 

operones convergentes, iroN e iroBCDE 156, 159, 160. IroN es el receptor de 

membrana externa, mientras que el segundo operón codifica la 

glucosiltransferasa (IroB), una proteína que exporta la salmoquelina al exterior 

(IroC), la esterasa que rompe la Fe3+-salmoquelina para la liberación del hierro 

(IroD) y otra esterasa localizada en el periplasma que degrada la Fe3+-

salmoquelina cíclica a la forma lineal (IroE) 157 (Figura I.10C). 

 

 
Figura I.10. Salmoquelina. A. Estructura de la salmoquelina S4. B. Clúster iroA. C. Modelo de 
síntesis y captación de la salmoquelina. 

 

Además, como muchos otros microorganismos, E. coli y S. Typhimurium pueden 

utilizar sideróforos producidos por otras bacterias y hongos llamados 

xenosideróforos 161. Algunos ejemplos son el ferricromo, el coprógeno, el ácido 

rodotorúlico y la ferrioxamina 2, 162. Finalmente, existen otras moléculas que no 
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pueden ser definidas como sideróforos pero son capaces de proveer hierro a la 

célula bacteriana, como el citrato, la DHB o la DSB 128. 

 

5.1.2.2. Reconocimiento en la superficie celular y transporte a través de la 

membrana externa 

 

Las bacterias normalmente poseen múltiples receptores de membrana externa, 

cada uno con especificidad para diferentes Fe3+-sideróforos. Por ejemplo, E. coli K-

12 posee al menos 6 receptores (FhuE, FhuA, FecA, FepA, Fiu y Cir) que permiten 

la adquisición de 8 complejos Fe3+-sideróforo distintos. Además Salmonella posee 

el receptor IroN, involucrado en el transporte de salmoquelina y otros sideróforos 

catecolados 156 (Figura I.11). 

 

 

Figura I.11. Representación esquemática de los sistemas de captación de hierro mediante 

sideróforos en E.coli K-12. El complejo TonB-ExbB-ExbD interacciona con todos los receptores de 
membrana mostrados. Se incluye en la figura, el receptor de S. enterica IroN para la salmoquelina, 
a diferencia de E. coli esta especie no posee el receptor Fiu. 

116
. 

 

Una vez reconocidos por los receptores, los sideróforos cargados con hierro 

deben ser transportados a través de la membrana externa hacia el espacio 

periplasmático. Este proceso requiere energía que se obtiene del gradiente 

electroquímico de la membrana citoplásmica y es transducida por el complejo 
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proteico TonB-ExbB-ExbD 163, 164. En E. coli, el proceso de transducción requiere un 

contacto directo entre la proteína periplasmática TonB y el receptor de membrana 

externa. Esta interacción se da a través de un segmento hidrofóbico de 7 

aminoácidos llamado caja TonB que está situada en la parte N-terminal de los 

receptores de membrana dependientes de TonB 165. Ancladas en la membrana 

citoplasmática, ExbB y ExbD, utilizan el gradiente electroquímico de membrana 

para producir una forma activa de TonB que media un cambio conformacional del 

receptor unido a esta, permitiendo la translocación del Fe3+-sideróforo asociado 

hasta el periplasma 166-169. 

 

5.1.2.3. Transporte a través del periplasma y la membrana citoplasmática 

 

El transporte de los Fe3+-sideróforos hacia el citoplasma de las bacterias 

gramnegativas se facilita gracias a un sistema de transporte dependiente de 

proteínas de unión periplasmáticas. Éstas actúan como intercambiadores, puesto 

que recogen el Fe3+-sideróforo liberado del receptor de membrana externa y lo 

envían a una permeasa de la membrana interna. Los complejos permeasa ABC 

están compuestos por cuatro módulos: 2 permeasas integrales de membrana que 

pueden ser dos subunidades independientes (ej. FepD y FepG), dos copias de la 

misma subunidad (ej. captación de hemo) o una subunidad grande (ej. FhuB); y 

dos módulos ABC con motivos de unión a ATP localizados en la superficie interna 

de la membrana citoplásmica, que generalmente están compuestos por dos 

subunidades idénticas 116. 

Cabe mencionar que los receptores de membrana externa tienen una mayor 

especificidad que las proteínas de unión dependientes de sistemas ABC, E. coli K-

12 posee seis receptores de membrana externa para el hierro y solo tres sistemas 

tipo ABC asociados (Figura I.11). 

 

5.2. El destino intracelular del hierro 

5.2.1. Metabolismo de los sideróforos 

 

Una vez dentro de la célula, el complejo Fe3+-sideróforo tiene que disociarse para 

liberar el hierro y éste ser usado en el metabolismo celular. El proceso por el cual 

se lleva a cabo no está demasiado claro y parece depender del tipo de sideróforo. 

Así pues, se ha sugerido que la enterobactina y el desferricromo actuarían una vez 

modificados a una forma menos activa, mientras que la aerobactina puede ser 

reutilizada hasta tres veces en algunas condiciones 14. 
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Se han propuesto dos procesos para la liberación del hierro de los sideróforos. El 

primero implica la reducción del hierro asociado al sideróforo dando lugar a una 

disociación del hierro debido a la menor afinidad de los sideróforos por el hierro 

ferroso. Se han identificado varios enzimas intracelulares con actividad férrico-

reductasa en bacterias (ej. enzima flavina-reductasa, sulfito-reductasa, flavo-

hemoglobina), pero no existe ninguna evidencia que indique que estos enzimas 

tengan un papel importante en el metabolismo del hierro 170. A parte de estos 

donadores de electrones intracelulares, existen reductasas específicas para 

sideróforos. Una férrico reductasa potencial de E. coli es la proteína FhuF, que 

posee un complejo hierro-sulfuro inusual que podría estar involucrado en la 

reducción del hierro 171. En estos casos, una vez descargado, el sideróforo vacío 

puede ser reciclado. El segundo mecanismo implica la hidrólisis del sideróforo por 

lo que éste no es reciclado como tal. La enzima mejor caracterizada con una 

función catalítica de los sideróforos es la esterasa de la enterobactina Fes de E. 

coli. El gen fes se sitúa en el clúster de genes ent-fec, involucrados en la síntesis, 

exportación y captación de la enterobactina 128, 172. La esterasa hidroliza los 

enlaces éster de la FeEnt internalizada produciendo DBS, que como se ha citado 

anteriormente puede funcionar como sideróforo secundario 128, 173, 174. 

5.2.2. Almacenamiento de hierro 

 

El hierro extracelular no es la única fuente de este elemento disponible para las 

bacterias sino que además éstas poseen reservas de hierro intracelular 

depositadas en proteínas de almacenamiento de hierro 175. Estos “almacenes” de 

hierro pueden ser usados para promover el crecimiento cuando las fuentes de 

hierro externas son restringidas. Se han descrito tres tipos de proteínas que 

almacenan hierro en las bacterias: las ferritinas (también en eucariotas), las 

bacterioferritinas que contienen hemo (eubacterias) y las pequeñas proteínas Dps 

(solo en procariotas). Los tres tipos pueden encontrarse en una misma bacteria. A 

pesar de que estas tres proteínas forman parte de familias proteicas distintas y 

distantes desde el punto de vista evolutivo, retienen muchas similitudes 

funcionales y estructurales. Están compuestas de 24 (ferritinas y 

bacterioferritinas) o 12 (proteínas Dps) subunidades idénticas o similares que se 

ensamblan para formar un caparazón proteico más o menos esférico que 

envuelve la cavidad central que actúa de reservorio de hierro (Figura I.12). Las 

ferritinas y bacterioferritinas, de aproximadamente 500 kDa, pueden acomodar de 

2.000 a 3.000 átomos de hierro, mientras que las proteínas Dps más pequeñas 
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(∼250 kDa) tienen una capacidad de almacenamiento menor, de más o menos 500 

átomos de hierro. 

 
 

Figura I.12. Ferritina. 
Superficie externa (A) e 
interna (B) de la molécula de 
ferritina. Se muestra el 
agujero central donde el 
hierro es secuestrado. Imagen 
obtenida del Research 
Collaboratory for Structural 
Bioinformatics and Protein 
Data Bank 

176
. 

 

 

 

 

La primera proteína Dps fue descrita en E. coli como una proteína no específica de 

unión al DNA protegiéndolo del estrés redox 177. Estudios más recientes 

demuestran que esta Dps también puede almacenar hierro, aunque su oxidante 

de elección es el peróxido de hidrógeno (H2O2) antes que el oxígeno 178. Esto 

demuestra que el principal papel de la Dps en E. coli es proteger el DNA de la 

producción de radicales libres hidroxilo a partir de hierro ferroso y H2O2 178. 

La ferritina A (FtnA) de E. coli tiene la función de acumular hierro durante el 

crecimiento post-exponencial en presencia de un exceso de hierro para usarlo 

como fuente intracelular de hierro cuando la concentración de éste sea deficiente. 

Aunque las bacterioferritinas (Bfr) son más comunes que las ferritinas en las 

bacterias, su papel fisiológico está menos claro. Todas las bacterioferritinas 

conocidas contienen normalmente 12 grupos hemo. La función de éstos no está 

muy clara, pero se sugiere que están involucrados en la liberación de hierro de la 

Bfr facilitando su reducción 179. Muchos genes bfr están asociados con otro gen 

que codifica una ferredoxina llamada Bfd (“Bfr-associated-ferredoxin”). La Bfd de 

E. coli incrementa su concentración en condiciones de escasez de hierro e 

interacciona específicamente con la Bfr mediando la liberación de hierro de ésta 
180, 181. 
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6. Mecanismos para el control de la homeóstasis 
del hierro 

 

Como ya se ha visto hasta el momento, las bacterias poseen multitud de sistemas 

relacionados con la importación de hierro. Por otra parte, debido a la toxicidad 

que comportan elevadas concentraciones de hierro en el citoplasma celular y 

teniendo en cuenta que en bacterias no se han descrito bombas de excreción para 

este elemento 3, una forma de controlar su homeóstasis intracelular es la 

regulación de los mecanismos de captación a través de la membrana. Así pues, las 

bacterias regulan no solo la incorporación sino también el metabolismo del hierro 

en general, en respuesta a la disponibilidad de hierro en el medio extracelular. 

 

Un mecanismo para el control de la homeóstasis del hierro es la presencia o 

ausencia de éste. El Fe3+ es tóxico para varias bacterias gramnegativas (E. coli, S. 

enterica y K. pneumoniae) debido a un proceso independiente de oxígeno. La 

presencia de elevadas concentraciones extracelulares de Fe3+ se detecta por un 

sistema sensor-regulador de dos componentes, PmrA/PmrB en S. enterica. El 

sensor de membrana histidina quinasa PmrB interacciona con el Fe3+ y fosforila el 

regulador PmrA, que induce genes involucrados en la modificación del 

lipopolisacárido 182. De esta forma Salmonella previene la actividad 

antimicrobiana del Fe3+ 183. En mamíferos, la regulación del hierro se consigue a 

nivel postraduccional a través de las proteínas reguladoras del hierro (IRP1 e 

IRP2). En condiciones de hierro abundante, IRP1 funciona como una aconitasa (un 

enzima del ciclo TCA) citosólica que contiene un complejo [4Fe-4S]. Cuando los 

niveles de hierro son bajos ésta pierde el complejo hierro-sulfuro y ya no funciona 

como aconitasa. En su lugar, la apo-aconitasa actúa como una proteína de unión a 

mRNA que reconoce específicamente un elemento de hierro regulador IRE (iron 

regulador element) en el mRNA de los genes relevantes (ej. ferritina, receptor de 

transferrina). Su unión puede inhibir la traducción o estabilizar el mensajero, 

dependiendo de la posición del IRE en el tránscrito. Hay evidencias de que algunas 

aconitasas bacterianas funcionan de una manera parecida. En un sistema in vitro 

en E. coli, la aconitasa A libre de [4Fe-4S] se une al tránscrito de la aconitasa A y lo 

estabiliza, dando lugar a un incremento de su actividad 184. Además se ha 

comprobado también la actividad reguladora de las aconitasas de B. subtilis y 

Xanthomonas campestris 185, 186. 

 



 

34 I.Introducción 

Otro mecanismo de regulación viene dado por la presencia de la fuente de hierro 

o hemo específica. Como se ha comentado con anterioridad, la mayoría de 

bacterias tienen varios sistemas para la captación de hierro tanto de fuentes 

endógenas como heterólogas. Sería malbaratar energía si se indujeran todos los 

sistemas de adquisición en respuesta a una limitación de hierro con 

independencia de la naturaleza de la fuente de hierro disponible. Varios 

sideróforos se unen a proteínas tipo AraC en el citoplasma y regulan 

positivamente los genes para su propia biosíntesis y captación. Otros sistemas son 

regulados por las concentraciones periplasmáticas o extracelulares de la fuente de 

hierro vía sistemas reguladores de dos componentes con un sensor unido a la 

membrana que interacciona con el sideróforo y fosforila la proteína reguladora 
187. Un tercer mecanismo de regulación implica factores sigma específicos con 

funciones extracitoplasmáticas (ECF) que normalmente se encuentran asociados 

con factores antisigma unidos a membrana. Una señal extracitoplasmática libera 

al ECF de la inhibición por el antisigma de manera que puede haber transcripción 

de los operones diana 188. 

 

Por último la homeóstasis del hierro puede ser controlada por diversos 

reguladores transcripcionales que, en la mayor parte de los procariotas, 

pertenecen a dos familias de proteínas represoras dependientes del hierro 

conocidas como Fur (ferric uptake regulator) y DtxR (diphteria toxin represor). La 

familia de reguladores Fur está formada por un gran número de proteínas 

homólogas con actividad de unión a DNA implicadas en diversas funciones 

celulares. De acuerdo a su papel se han definido distintas subclases de proteínas 

que pueden agruparse en aquellas que responden a los niveles de ciertos metales 

en célula como hierro (Fur), manganeso (Mur), zinc (Zur) o níquel (Nur), y aquellas 

que responden a estímulos diferentes como la concentración de peróxidos (PerR) 

o la disponibilidad de hemo (Irr) 189. Entre las proteínas que responden a los 

niveles de metales en la célula, la subclase principal es Fur. Éste, del que 

hablaremos más extensamente en sucesivos apartados, es el regulador más 

destacado de la respuesta a los niveles de hierro en la mayoría de los 

microorganismos, tanto en bacterias grampositivas y gramnegativas, como en 

cianobacterias unicelulares y filamentosas. 

Por otro lado, la proteína DtxR se ha descrito en bacterias grampositivas con un 

alto contenido en GC aunque ha recibido distintos nombres en función del 

organismo donde se ha encontrado (IdeR en Mycobacterium 190, 191 o SirR en 

Staphylococcus 192). DtxR, al igual que Fur, es un regulador de la respuesta al 

estrés férrico que interviene en el control de la expresión de la toxina de la difteria 



 

35 I.Introducción 

(tox), de proteínas implicadas en la captura de hierro y de la hemoxigenasa 

(hmuO) en Corynebacterium diphteriae 193, 194. 

Fur y DtxR no son proteínas homólogas y a nivel de secuencia primaria no 

muestran similitudes 195. Sin embargo ambas desempeñan la misma función 

actuando como represores. La capacidad de interacción con el DNA se limita a 

cuando en su estructura contienen hierro, entonces reconocen secuencias 

palindrómicas situadas en la región promotora de los genes que regulan. 

 

7. La proteína Fur (Ferric Uptake Regulator) 

 

A finales de los años 70 se describió por primera vez la existencia de una cepa de 

S. Typhimurium portadora de una mutación que le permitía expresar de manera 

constitutiva genes cuya expresión estaba asociada únicamente al estrés férrico en 

la cepa salvaje. Esto sugería que la mutación afectaba a un gen responsable de la 

regulación de dichos genes en respuesta a los niveles de hierro extracelulares. A 

este gen se le denominó fur (ferric uptake regulator) 196. No fue hasta principios 

de los años 80 cuando finalmente se clonó e identifico el gen fur aislando 

mutantes de E. coli con un comportamiento similar 4, 197, 198. 

Se han descrito homólogos de Fur en bacterias grampositivas como B. subtilis 199 y 

en bacterias gramnegativas que incluyen a varios patógenos humanos 

importantes como Salmonella 196, Mycobacterium 200 o Vibrio 201 entre otros, e 

incluso en patógenos de plantas como Erwinia chrysanthemi 202. También se ha 

identificado en cianobacterias unicelulares y filamentosas como Synechococcus 203 

o Anabaena y en arqueobacterias como Archaeglobus fulgidus 204 o 

Thermoplasma volcanium 205. 

 

7.1. Características bioquímicas y estructurales de la proteína Fur 

La proteína Fur de E. coli es un homodímero formado por dos subunidades de 17 

kDa 206. Descrita como un represor de los sistemas de transporte de hierro en 

respuesta a la concentración de este elemento 197, 207, 208, generalmente actúa a 

través de un sistema de regulación negativa por represión, reprimiendo la 

transcripción después de la interacción con su co-represor, el Fe2+. 

Concretamente, Fur une un ion ferroso por subunidad aunque in vitro, la unión 

con otros cationes divalentes (Zn2+, Co2+ y Mn2+) puede inducir también la 

interacción de dicha proteína con el DNA. Del mismo modo también se ha 

sugerido que une hemo 209, aunque la razón fisiológica de este hecho no está muy 
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clara. Por razones de conveniencia, la mayoría de estudios in vitro utilizan Mn2+ 

como co-represor, ya que a diferencia del Fe2+, éste es mucho más estable en 

condiciones de aerobiosis 189. La comparación de las constantes de unión de cada 

metal con sus niveles intracelulares estimados sugiere que sólo el Fe2+ (y puede 

que el Mn2+) está presente en un nivel suficiente in vivo para afectar la represión 

en el ambiente reductor del citosol 210, 211. La ocupación del sitio regulador de 

unión al metal altera la conformación de la proteína de manera que la afinidad de 

Fur por su sitio de unión en el DNA aumenta aproximadamente 10.000 veces 209. 

 

Así pues, la proteína Fur de E. coli contiene un sitio regulador para detectar Fe2+ y, 

como muchos miembros de la familia Fur, un ion Zn2+ estructural fuertemente 

unido, necesario para el plegamiento adecuado de la proteína 212, 213. El 

plegamiento de la proteína da lugar a dos dominios: el N-terminal de unión al DNA 

con un motivo helix-turn-helix y el dominio C-terminal rico en residuos de His, que 

facilita la interacción proteína-proteína indispensable para la dimerización 214. La 

publicación de la estructura cristalográfica de la proteína Fur de P. aeruginosa 

aportó la primera imagen detallada de los sitios de unión a metal 215 (Figura I.13), 

uno de ellos está localizado en el dominio de dimerización y el segundo conecta el 

dominio de unión al DNA con el dominio de dimerización. 

 

 

Figura I.13. Diagrama de la estructura cristalográfica del dímero de Fur de P. aeruginosa con los 

elementos secundarios anotados (A) y vista perpendicular de la misma (B). Los dominios de 
unión al DNA están representados en azul y el dominio de dimerización en verde. 

215
. 

 

Dado el papel crítico de Fur como sensor intracelular de los niveles de hierro, esta 

proteína es sorprendentemente tolerante a las mutaciones de sus ligandos a 

metal. Estudios de mutagénesis en los residuos Cys e His de la proteína Fur de E. 

coli demuestran que sólo 3 residuos son críticos para su función in vivo 216. Dos de 

ellos son los ligandos del Zn2+ estructural (C92 y C95) y el tercero (H32) corresponde 

a un ligando del segundo sitio. Para interpretar estos resultados es importante 
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tener en cuenta el papel biológico de Fur como regulador central en la 

homeóstasis del hierro. Si una mutación debilita, pero no elimina completamente 

la afinidad de Fur por el hierro, la célula mutante resultante simplemente 

acumulará niveles más altos de hierro intracelular 189. 

 

7.2. Mecanismos de acción de la proteína Fur 

La concentración de la proteína Fur en la célula es sorprendentemente alta 

respecto a la de otros reguladores génicos. La mayoría de los represores se 

caracterizan por ser poco abundantes, por ejemplo LacI con 10-20 

moléculas/célula 217 o el represor Trp con 50-300 copias 218. En cambio, en E. coli 

existen 5.000 copias/célula de Fur durante la fase exponencial del crecimiento, 

llegando hasta las 10.000 copias durante la fase estacionaria 219. También se 

encuentran niveles similares de proteína Fur en V. cholerae (de 2500 a 7500 

copias) 220. La razón de estos niveles tan elevados es incierta, pero la tendencia de 

Fur a polimerizarse a lo largo del dúplex de DNA, la gran cantidad de genes que 

regula Fur (más de 90 en E. coli) o la posible función de tampón para el ion 

ferroso, hace pensar que la necesidad real de ésta proteína sea mayor. 

7.2.1. Represión génica e interacción con el DNA 

 

El modelo más habitual propone que la proteína Fur es un apo-represor que 

requiere la unión del ion metálico co-represor Fe2+. El complejo Fur-Fe2+ en forma 

de dímero se une a determinadas regiones del DNA situadas en la región 

promotora denominadas cajas Fur (iron box o Fur box) que normalmente se 

encuentran entre las regiones -35 y -10 de los genes regulados por hierro. Cuando 

hay Fe2+, Fur se une a dichas regiones de manera que impide el acceso físico de la 

RNA polimerasa y con ello la transcripción de los genes. Por el contrario, en 

condiciones de baja disponibilidad de hierro, Fur en forma de apo-proteína no es 

capaz de unirse a sus secuencias diana, permitiendo que la RNA polimerasa lleve a 

cabo la transcripción (Figura I.14). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

38 I.Introducción 

 

 

 
 

 
Figura I.14. Representación esquemática de la represión génica llevada a cabo por Fur. A medida 
que el hierro se encuentra disponible para la célula bacteriana, el cofactor Fe

2+
 se une a los 

monómeros apo-Fur y éstos nuevos monómeros Fur-Fe
2+

 dimerizan. Los dímeros Fur-Fe
2+

 
reprimen la transcripción uniéndose a la caja Fur de los genes diana, bloqueando de esta forma la 
unión de la RNA polimerasa. Adaptado de 

1
. 

 
 
 
A pesar del gran número de estudios realizados para determinar la secuencia 

consenso de unión de la proteína Fur al DNA 221-223, no puede definirse una 

secuencia universal reconocida por todas las proteínas Fur. No obstante, estos 

estudios han permitido extrapolar una secuencia que parece repetirse en la 

mayoría de los casos, definida como una secuencia palindrómica rica en A y T 

(Figura I.15). 
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Figura I.15. Sitio de unión de Fur. A. Secuencia consenso de 19 pb del sitio de unión de Fur en E. 

coli. B. Modelo de unión clásico. Se muestra cada monómero uniéndose a una secuencia de 9 pb 
repetida e invertida (señalada con flechas), con un par de bases A:T en medio. C. Modelo 
hexamérico. La unidad de reconocimiento es la secuencia 5’-GATAAT-3’. No está claro como el Fur 
se une a esta secuencia, se ha sugerido que cada hexámero es reconocido por un solo dímero. D. 

Modelo de unión con dímeros solapados. Cada monómero se une a un hexámero invertido, se 
requerían dos dímeros para unirse a la secuencia consenso de 19 pb. Los pares de bases C:G 
espaciadores se han marcado en negrita. A la derecha se muestra el modelo 7-1-7 descrito para B. 

subtilis 
222

. 

 

Ensayos de protección del DNA con la proteína Fur de E. coli frente a la digestión 

con la DNAsa I definieron la caja Fur como una secuencia palindrómica de 19 pb: 

GATAATGAT (A/T) ATCATTATC (Figura I.15B) 224. A parte de que no se encontró 

esta secuencia exacta en ningún sitio de unión a Fur (normalmente en E. coli 

coinciden sólo 11 de los 19 pb 225), este modelo no explicaba por qué muchas 

veces Fur protegía una región más grande que la caja, como en el caso del 

promotor del operón aer para la síntesis de la aerobactina donde Fur se une a una 

región de hasta 100 pb 226 y parece polimerizarse alrededor de la hélice de DNA 
206. Por ello este modelo fue revisado y se realizaron estudios más detallados 

usando oligonucleótidos sintéticos 227. Los resultados obtenidos llevaron a la 

reinterpretación de la secuencia de la caja Fur como un mínimo de tres 

repeticiones del motivo NAT(A/T)AT, sin importar su orientación 227 (Figura I.15C). 

Se describió que múltiples repeticiones (más de tres) del motivo hexanucleótido 
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permitían una mayor unión de Fur; así por ejemplo, en la región de unión de Paer 

se identificaron 18 tándems 226. Pese a ello, esta interpretación de la región de 

interacción de Fur con el DNA no explicaba exactamente cómo los dímeros de 

dicha proteína se situaban individualmente en la doble hélice, ni cuántas 

repeticiones del motivo de 6 pb eran necesarias para unir un único dímero de Fur 
221. Nuevas propuestas revisadas justifican el solapamiento entre dímeros y 

explican su disposición a lo largo del DNA. Este nuevo modelo propone que la 

secuencia consenso se compone de motivos solapantes de 13 pb distribuidos 

como “6-1-6” en E. coli 223, 228 (Figura I.15D). De esta forma, se permite la unión de 

dos dímeros de Fur por caja situados en caras opuestas del DNA y desplazados 

aproximadamente media vuelta de hélice. Además, el solapamiento entre las 

secuencias de unión hace posible la adición de nuevos dímeros permitiendo la 

polimerización de la proteína Fur unida al DNA. Así se explica también la extensa 

protección frente a la DNAsa en los estudios de footprinting observados con el Paer 

de E. coli. 

Aunque la caja Fur de E. coli se usa como estándar para comparar las secuencias 

de unión de otras proteínas Fur no está claramente conservada en todos los 

organismos. Por ejemplo, en B. subtilis, la caja Fur es una secuencia invertida y 

repetida con una configuración “7-1-7” 222. En Y. pestis, consiste de dos 

repeticiones invertidas, AATGATAAT, separadas por un único nucleótido 229. Una 

característica común entre las distintas cajas Fur es el elevado número de 

nucleótidos A/T relativo al de G/C, es por ello que, en H .pylori, con un genoma 

rico en A/T (aproximadamente el 60%) la definición de una caja Fur consenso es 

más complicada. Así, estudios basados en la alineación de varios genes regulados 

por Fur en esta bacteria definen la caja Fur como: NNNNNAATAATNNTNANN 230. 

Se cree que en este caso la unión de Fur no depende tanto de la secuencia de 

reconocimiento como de la conformación estructural global de la secuencia del 

promotor 1. 

 

7.2.2. Activación de la expresión génica 

 

7.2.2.1. Regulación indirecta a través de RNAs pequeños. El sRNA RyhB de 

E. coli 

 

El modelo anteriormente descrito explica la represión de los genes regulados por 

Fur cuando hay disponibilidad de hierro y justifica la activación de dichos genes en 

condiciones de deficiencia de hierro. Por el contrario, existen otros genes cuya 
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regulación por Fur parece ser positiva y no negativa, ya que su expresión se 

induce en abundancia de hierro 5, 231, 232. Este es el caso de ciertos genes de E. coli 

como las ferritinas (ftnA y bfr) y la superóxido dismutasa dependiente de hierro 

(sodB), entre otros 232, 233. Los estudios globales de transcriptómica y proteómica 

evidencian aún más la actuación de Fur como un regulador positivo. Así por 

ejemplo, análisis proteómicos de mutantes fur de V. cholerae han revelado 

numerosas proteínas que requieren Fur y hierro para su expresión 234. En muchos 

casos se ha descrito que esta regulación positiva ejercida por Fur es indirecta y 

está mediatizada por la represión dependiente de Fur de un RNA pequeño 

antisentido (sRNA). Este actúa en trans a nivel postranscripcional, inhibiendo la 

traducción del mRNA de los genes que regula 235. 

En este sentido, el primer sRNA regulado por Fur y el mejor caracterizado es el 

RyhB de E. coli que tiene un tamaño de 90 nt y está controlado negativamente por 

Fur en presencia de hierro. Por el contrario, en condiciones de limitación de hierro 

o en un mutante fur defectivo, la expresión de ryhB se incrementa provocando 

una disminución de la traducción de sus mRNAs diana 236. Los genes diana de RyhB 

incluyen aquellos previamente observados bajo el control positivo de Fur, como 

acnA (aconitasa A), fumA (fumarasa A), sdhCDAB (succinato deshidrogenasa), bfr 

(bacterioferritina) y sodB (FeSOD) 236. Estudios posteriores han sugerido que la 

regulación positiva mediatizada por RyhB puede tener un papel más relevante y 

afectar a un gran número de genes no esenciales relacionados con el metabolismo 

del hierro 236. 

El mecanismo de acción de RyhB (Figura I.16) se basa en su emparejamiento con 

una secuencia cercana o en el mismo RBS de los mRNA que regula. La chaperona 

de RNA llamada Hfq facilita la formación del dúplex sRNA-mRNA, controlando el 

acceso del sRNA hacia las regiones de complementariedad en el mRNA diana 237. A 

continuación, RyhB estimula activamente la degradación del complejo RyhB-

mRNA gracias al reclutamiento de un complejo llamado degradosoma formado 

por la RNAsaE, una fosforilasa polinucleotídica, una enolasa y una helicasa de RNA 
238. La RNAsaE degrada simultáneamente ambos RNAs 239, 240 y esta degradación 

acoplada sirve de mecanismo intrínseco para inactivar RyhB. De hecho, en 

condiciones de hierro abundante, cuando la expresión de RyhB disminuye, el nivel 

de sRNA desciende rápidamente. La destrucción de RyhB restaura la expresión de 

las proteínas que usan hierro, las cuales secuestran este elemento tan pronto esté 

disponible 235, 239, 240. 
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Figura I.16. Mecanismo de actuación de RyhB durante la escasez de hierro. A. En condiciones de 
hierro abundante, la proteína Fur activa reprime la transcripción de RyhB posibilitando B. la 
traducción de proteínas no esenciales que utilizan hierro es posible. Cuando el hierro escasea, (1) 
Fur se desactiva y ryhB se expresa rápidamente. (2) la chaperona Hfq estabiliza RyhB. (3) El sRNA 
RyhB se empareja con el mRNA diana y bloquea la traducción. (4) El degradosoma reconoce el 
complejo RyhB-mRNA y degrada ambos RNAs simultáneamente (5). Adaptado de Masse et al., 
2007. 

 

7.2.2.2. Otros sRNAs que controlan el metabolismo del hierro 

 

Como se ha comentado anteriormente, otros mecanismos similares de regulación 

a través de sRNAs se han descrito en diversas especies bacterianas después del 

descubrimiento de RyhB (Tabla I.4). La secuencia del RNA ryhB, como también la 

región upstream inmediata que incluye los sitios -35, -10 y la caja Fur, se 

encuentran altamente conservadas en Salmonella y Klebsiella, y en menor medida 

en Y. pestis y V. cholerae 235. Otras secuencias que comparten con ryhB elementos 

del promotor y la región central conservada (nucleótidos 35-61) se han 

identificado en los genomas de Yersinia y Salmonella, sugiriendo que estas 

bacterias pueden codificar dos moléculas RyhB-like diferentes 235. Este dato ha 

sido confirmado para S. Typhimurium ya que se ha comprobado que en esta 
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especie existen dos RNAs reguladores (RfrA y RfrB (RNA for Fur response)) 

asociados al hierro 243, 244. En el mismo estudio, Ellermeier et al. demostraron que 

estos dos sRNA son, conjuntamente, los responsables de la represión del gen sodB 

en una cepa fur deficiente. 

En P. aeruginosa también se han identificado dos RNAs antisentido situados en 

tándem, PrrF1 y PrrF2, que si bien no son homólogos a nivel de secuencia con 

RyhB, sí lo son a nivel funcional y modulan genes relacionados con el metabolismo 

del hierro 245. Asimismo, en Neisseria meningitidis se ha descrito la presencia de 

un sRNA antisentido denominado NrrF, homólogo a RyhB, 246. En ésta bacteria, 

Fur activa indirectamente la transcripción de algunos genes como sdhA y sdhC a 

través de la represión de NrrF en abundancia de hierro. 

 

 

7.2.2.3. Regulación positiva directa 

 

En numerosas situaciones no se pueden explicar todos los genes activados por Fur 

solo vía sRNA. Por ejemplo, en P. aeruginosa, la presencia de los RNAs PrrF no es 

suficiente para explicar todos los casos de activación génica dependiente de hierro 

por Fur. Con respecto a esto, se ha demostrado que la regulación de la principal 

subunidad de la bacterioferritina (BfrB) no se altera al mutar uno o ambos 

antisentidos PrrF 245. Esto puede deberse a que su regulación se lleve a cabo por 

otro antisentido PrrF no identificado, que Fur responda a la acción de una 

Tabla I.4 
Resumen de sRNAs y RNAs reguladores que controlan el metabolismo del 

hierro 

Especie RNA regulador Diana Referencia 

Vibrio anguillarum RNAα (650 nt) Transporte de hierro 
241

 

Escherichia coli RyhB (90 nt) Proteínas que usan hierro, 
hierro libre intracelular, 
adaptación a la escasez de 
hierro 

235, 236, 242
 

Salmonella 

typhimurium 

RfrA y RfrB Regulación de sodB 
243, 244

 

Pseudomonas 

aeruginosa 

PrrF1 y PrrF2 
(110 nt) 

Proteínas que usan hierro 
245

 

Neisseria 

meningitidis 

NrrF Controla sdh 
246

 

Vibrio cholerae RyhB (200 nt) Proteínas que usan hierro, 
formación de biofilm, 
quimiotaxis 

247, 248
 

Shigella flexneri RyhB Proteínas que usan hierro, 
resistencia al ácido 

249
 

Synechocystis IsiR (177 nt) Estabilidad de isiA 
250

 

Anabaena α-furA (2.2 kb) Traducción de furA 
251
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proteína reguladora que desempeñe una función similar a los antisentido o 

porque existe realmente una activación directa por Fur. 

La regulación a través de RyhB tampoco justifica todos los genes activados vía Fur 

en Neisseria meningitidis, por lo cual se supuso que existía otro mecanismo para 

la activación directa de estos genes 252, 253. Así, en este microorganismo se 

describió por primera vez el papel activador directo de Fur sobre la transcripción 

de algunos genes como norB, pan1 y nuoABCDE 253. En estos casos Fur-Fe2+ se une 

en la región upstream de los promotores y directamente activa su transcripción 

por la polimerasa in vitro. En semejanza, Fur cargado con hierro en H. pylori 

parece ser un activador de la transcripción del gen nifS 254. 

Un caso especial en E. coli es el del gen ftnA. Los resultados confirman que éste 

está inducido por hierro de una manera dependiente de Fur aunque, a diferencia 

de otros genes regulados positivamente por Fur-Fe2+, la expresión de ftnA es 

independiente de RyhB 235. En su lugar la proteína histona-like H-NS es la que 

mediatiza la dependencia de Fur para la expresión de ftnA a través de un 

mecanismo de represión antagonizado por Fur. H-NS reprime directamente la 

transcripción de ftnA y esta represión se ve revertida por Fur. Cuando Fur ocupa 

los sitios de unión de H-NS en el promotor de ftnA desplaza H-NS y evita que se 

reprima la transcripción 255. Así que en este caso Fur está actuando de activador 

pero no porqué reclute la RNA polimerasa sino por un mecanismo de 

antirepresión. 

7.2.3. Otros modelos de regulación 

 

En todos estos casos la actividad de unión al DNA requiere hierro unido a la 

molécula pero en algunos sistemas las proteínas Fur pueden unirse también al 

DNA en ausencia del metal cofactor. Uno de los hallazgos más interesantes, que 

permanece sin explicación, es la observación de que mutantes Fur incapaces de 

unir hierro de S. enterica continúan ejerciendo su función en la respuesta ácido 

tolerante 26, rompiendo de esta forma el paradigma de la necesidad de hierro 

para la interacción de Fur con el DNA. Aunque en este sistema no se conocen qué 

genes son a los que se une Fur en ausencia de hierro, o cómo afecta a su 

regulación. Pero la evidencia de la unión de Fur en ausencia de hierro sí ha sido 

claramente documentada en H. pylori. En este organismo, la expresión de la 

ferritina es constitutiva en un mutante fur, se ha propuesto que Fur actúa de 

represor en ausencia de hierro unido y la desrepresión aparece cuando Fur une 

Fe2+ 256. Estudios de unión al DNA in vitro postulan la disminución, mediatizada 

por hierro, de la afinidad de unión al DNA en este sitio, pero no de los sitios 
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reprimidos en presencia de hierro 256. Un modelo similar ha sido propuesto para 

explicar la inducción de sodB mediada por hierro en este mismo microorganismo. 

Así, apo-Fur se une a la región promotora de sodB, aunque con baja afinidad y la 

unión se libera en presencia de manganeso 257. Las características estructurales 

que distinguen estos sitios de unión a Fur en ausencia o en presencia de su 

cofactor no han sido dilucidadas. Además la habilidad de Fur para unirse en 

distintos sitios en presencia o en ausencia de hierro también puede jugar un papel 

en la autorregulación del gen fur por un mecanismo de antirepresión en esta 

misma bacteria 258. 

 

7.2.4. Control del consumo de hierro por Fur en E. coli 

 

La observación de que Fur induce la expresión de genes que codifican proteínas 

que contienen hierro sugiere que la biosíntesis de algunas de estas proteínas se 

modula según la disponibilidad de hierro 235, 259. La respuesta iron-sparing (que 

“ahorra” hierro) permite ajustar la producción de proteínas que requieren hierro 

cuando no existe suficiente cantidad de este elemento para combinarse con ellas 

(Figura I.17). Además la represión de procesos no esenciales que requieren hierro 

incrementa el suministro de hierro para otros procesos importantes para la 

supervivencia celular como por ejemplo la biosíntesis de DNA, permitiendo una 

utilización del hierro más eficaz. Pruebas que apoyan este mecanismo provienen 

de la observación de que el contenido de hierro de los mutantes fur de E. coli está 

reducido un 70% 259. Una parte (50%) de esta reducción se debe a la falta de 

proteínas de almacenamiento, pero la reducción del 20% residual se debe a los 

bajos niveles celulares de Fe-proteínas 259. La habilidad de E. coli de modular la 

expresión de Fe-proteínas en respuesta a la disponibilidad de hierro podría 

explicar cómo este microorganismo consigue y tolera una reducción de 10 veces el 

contenido de hierro celular durante el crecimiento en condiciones limitantes de 

hierro 259. 

 

El descubrimiento de nuevas rutas iron-sparing controladas por sRNAs en otras 

bacterias gramnegativas (Shigella spp., Vibrio spp., y Pseudomonas 245, 247, 260), 

además de la caracterización de un sistema funcionalmente similar en B. subtilis 
261, Saccharomyces cerevisiae 262 y C. diphteriae 263 confirman la importancia de 

este proceso para la adaptación frente la limitación de iones metálicos. 
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Figura I.17. Modelo de la interacción de Fur y RyhB para regular el balance de hierro. El balance 
entre las actividades de Fur y RyhB controla el nivel y la utilización del hierro intracelular. La 
expresión de RyhB regula el secuestro de hierro inhibiendo la síntesis de las proteínas no 
esenciales que utilizan este elemento. Cuando los niveles de hierro son suficientemente elevados 
se activa Fur y se reprime el gen ryhB. Esta represión permite la expresión de proteínas que 
requieren hierro que pueden volver a secuestrar dicho elemento. En este modelo, el sRNA RyhB 
incrementa los niveles de hierro incluso en ausencia de expresión de los genes para su captación. 
Fur también actúa directamente sobre la expresión de los genes para la adquisición de hierro, que 
regulan a su vez el nivel intracelular de este metal mediante su captación. 

236
. 

 

7.3. Mecanismos de regulación de Fur 

 

Como se ha comentado anteriormente, la proteína Fur es muy abundante en la 

célula. De hecho, incluso en abundancia de hierro los niveles de Fur son altos, y en 

condiciones de estrés férrico la concentración de Fur se mantiene o aumenta 

ligeramente 220. Esto sugiere que la regulación de Fur es muy compleja y rigurosa. 

7.3.1. Regulación a nivel transcripcional 

 

7.3.1.1. Autorepresión 

 

El gen fur de E. coli se encuentra downstream del operón bicistrónico fldA-fur. 

Esta ordenación la encontramos en otras bacterias como K. pneumoniae, H. 

influenzae y Y. pestis 219. El tipo de regulación más generalizado es el de una 

moderada autorrepresión del gen fur. En E. coli ésta se produce gracias a una caja 
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Fur situada en la región intergénica fldA-fur 264, como también pasa en otros 

microorganismos como N. meningitidis 265. Cabe destacar el modelo de 

autoregulación del gen fur propuesto en H. pylori, que se basa en la participación 

de tres regiones operadoras. La región III es el sitio anti-represor al que se une la 

apo-proteína induciendo su propia expresión, la región II es el sitio de represión 

clásica al que se une la holo-proteína reprimiendo su expresión y la región I es un 

operador bifuncional que puede actuar como sitio de represión o activación en 

función de los niveles de Fur en la célula. Se ha sugerido que la región I es la 

encargada de mantener la homeostasis de la proteína 258. 

Aunque el número de casos es menor, en algunos procariotas no se ha detectado 

actividad autorreguladora de la proteína Fur como por ejemplo en Bartonella 266 o 

en P. aeruginosa 267. 

 

7.3.1.2. Moduladores de la transcripción 

 

Además de la propia proteína Fur, hay otros moduladores de transcripción que 

regulan la expresión del gen fur. Este es el caso de los reguladores de respuesta al 

estrés oxidativo OxyR y SoxRS. En E. coli, OxyR es un regulador que se activa en 

respuesta al H2O2 y activa la expresión de Fur uniéndose a su propio promotor. 

Por otra parte, SoxR también se activa en respuesta al aumento de H2O2 y activa 

SoxS, que a su vez induce unas 10 veces la transcripción del operón fldA-fur 219. 

Esta regulación revela una conexión interesante entre el estrés redox y la 

homeóstasis del hierro. El incremento de los niveles de Fur durante el estrés 

redox incrementa la capacidad de unión de Fe2+ en el citosol, reprime el 

transporte de hierro e induce los sistemas de almacenamiento de hierro. Estos 

efectos reducen los niveles de hierro libres en el citosol durante el estrés oxidativo 

y ello a su vez permite contrarrestar la toxicidad inducida por este elemento. 

En E. coli, también se ha descrito la activación de Fur mediante el complejo CAP-

cAMP, donde CAP es la proteína activadora del catabolito o proteína receptora del 

cAMP, lo que sugiere un nexo entre la regulación de los niveles intracelulares de 

hierro y el estado metabólico de la célula 264. 

Por otra parte, se ha demostrado la participación de algunos homólogos de la 

familia Fur en la regulación del gen fur. Este es el caso de PerR, uno de los tres 

homólogos de Fur en B. subtilis implicado en la respuesta al estrés oxidativo, que 

reprime la expresión de Fur cuando se une al co-represor Mn2+ 268. 

 

 



 

48 I.Introducción 

7.3.2. Regulación a nivel postranscripcional 

 

En E. coli también se produce la regulación indirecta de Fur a nivel 

postranscripcional. En este organismo se ha detectado que la traducción del 

mRNA de fur está acoplada a la del transcrito uof (upstream open reading frame), 

situado delante del gen fur. Por otra parte, la traducción de uof está regulada 

negativamente por el RNA antisentido RyhB. En condiciones de estrés férrico, 

RyhB se expresa y reprime en trans la traducción del transcrito del gen uof, con lo 

que interfiere indirectamente en la expresión de fur asegurando su inhibición en 

deficiencia de hierro 269. 

 

7.4. Genes regulados por Fur 

7.4.1. Sistemas de detección de genes regulados por Fur 

 

Para identificar los genes cuya expresión está regulada por Fur se han utilizado 

diversas técnicas bioquímicas y genéticas. Una de las más habituales es la 

obtención de mutantes en los que se ha inactivado la expresión del gen fur para 

estudiar el fenotipo de la cepa mutante con respecto a la salvaje. Sin embargo, en 

ciertos organismos esto no ha sido posible ya que fur es un gen esencial para su 

supervivencia y los mutantes no son viables, como por ejemplo en P. aeruginosa 
270, N. gonorrhoeae 271 o V. anguillarum 272. 

Los avances en el campo de la genómica así como la secuenciación completa de 

los genomas de diversos organismos ha permitido el desarrollo y la aplicación de 

los microarrays de DNA o RNA, una técnica muy potente para visualizar cambios 

globales en la expresión génica de un organismo ante distintas condiciones 

nutricionales y/o ambientales, o bien para comparar el perfil de expresión de 

cepas mutantes respecto a las salvajes. De esta forma se ha analizado la expresión 

diferencial del genoma en función de la disponibilidad de hierro y Fur en diversos 

microorganismos como E. coli 273, N. meningitidis 252, H. pylori 257, Pasteurella 

multocida 139, Mycobacterium tuberculosis 191, Pseudomonas aeruginosa 274 o 

Synechocystis 275. Toda esta serie de trabajos han permitido identificar un extenso 

y variado grupo de genes cuya expresión depende de los niveles de hierro. 

7.4.2. El regulón Fur 

 

La proteína Fur es un regulador clave del metabolismo del hierro en procariotas 5. 

Inicialmente, se supuso que su función fisiológica se limitaba a la regulación de 
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genes relacionados con la adquisición de hierro, pero estudios posteriores han 

determinado que el control de Fur se extiende a un gran número de genes en E. 

coli (cyoA, flbB, fumC, gmpA, metH, nohB, nrdH, purR y sodA) implicados en 

múltiples procesos celulares (respiración, quimiotaxis por flagelos, ciclo TCA, 

glicólisis, biosíntesis de metionina, encapsidación de DNA fágico, metabolismo 

purínico y resistencia al estrés redox) 276, 277. Así que Fur puede considerarse como 

un verdadero regulador global del metabolismo bacteriano. 

 

7.4.2.1. Homeóstasis del hierro 

 

Como ya se ha mencionado anteriormente, el grupo más importante de genes 

regulados por Fur, por ser el más numeroso y ampliamente extendido entre 

procariotas de distintos géneros es el que engloba a los genes relacionados con la 

adquisición de hierro, que incluye tanto a los sistemas de captura de hierro como 

a los de transporte, imprescindibles para la internalización del metal en la célula. 

El gran número de genes controlados por Fur no se limita a las bacterias 

gramnegativas sino que la captación de hierro también se regula por Fur en el 

organismo grampositivo B. subtilis. Análisis de microarray globales han permitido 

identificar 20 operones regulados por Fur, la mayoría involucrados en la 

adquisición de hierro 278. 

Innumerables estudios han demostrado que, como en E.coli y B. subtilis, Fur juega 

un papel esencial en los sistemas de adquisición de hierro y otros muchos 

procesos homeostáticos en un gran número de patógenos bacterianos. En P. 

aeruginosa Fur regula la producción de los sideróforos pioverdina y pioquelina 279. 

En S. aureus un sistema de transporte de sideróforos y genes para la captación de 

ferricromo también están regulados por Fur 280, 281. A parte, también regula genes 

involucrados en la adquisición de hierro desde fuentes del huésped como el grupo 

hemo y la transferrina. La proteína Fur de V. vulnificus regula la utilización de 

hemo 282, mientras que Haemophilus ducreyi utiliza este metaloregulador para 

controlar la expresión de una proteína de unión a la hemoglobina 283. La proteína 

Fur no solo juega un papel en la adquisición de hierro en patógenos animales sino 

que también es importante en patógenos de plantas como Pseudomonas syringae 

en la cual reprime la producción de sideróforos 284 o en Bradyrhizobium japonicum 

donde controla irr, el regulador de la ruta biosintética de hemo 285, 286. 
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7.4.2.2. Virulencia 

 

Fur está implicado en la expresión de factores de virulencia asociados con el éxito 

infectivo de numerosos patógenos. Para muchas bacterias patógenas, la 

deficiencia de hierro que se encuentran en el interior del huésped es interpretada 

como una señal de su entrada que desencadena la expresión de sideróforos y 

otros factores de patogenicidad como las toxinas tipo “Shiga” en E. coli, la 

endotoxina A en P. aeruginosa, la hemolisina en V. cholerae, o la toxina diftérica 

en C. diphteriae 221, 279, 287. La acción de diversos factores de virulencia, como 

dichas toxinas, podría permitir el acceso a fuentes de hierro, como la ferritina o el 

grupo hemo de la hemoglobina, ubicadas en el interior de las células del huésped 
221. 

Así, el gen iha que codifica un regulador de la producción de adhesinas en Y. pestis 

o E. coli presenta una caja Fur, de forma que estas proteínas se sintetizan cuando 

hay escasez de hierro en el medio, como en el caso anterior, éste podría ser el 

mecanismo indicador de la entrada en el huésped. 

La quimiotaxis, que parece jugar también un papel importante en la patogénesis 

de distintos microorganismos, también se encuentra regulada por Fur. Se ha 

destacado, por ejemplo, la presencia de cajas Fur en los promotores de genes 

implicados en todos los procesos de regulación y transducción de señal de 

quimiotaxis tanto en E. coli como en V. cholerae Schmitt 288. 

 

7.4.2.3. Resistencia frente a la acidez 

 

La resistencia a pH ácido es un paso importante en la virulencia de determinados 

patógenos como S. typhimurium o H. pylori 26, 289, 290. Muchos sistemas de 

regulación global se ven implicados en la respuesta al estrés por pH ácido, como 

RpoS, OmpR, PhoP, y también Fur 291. La implicación de este último se ha 

demostrado tanto en S. Typhimurium como H. pylori 26, 257, 290, 292, comprobándose 

en el primero que su actuación es independiente de la presencia de hierro 

intracelular y que además, las dos funciones, la de regulador de la tolerancia a 

ácido y la relacionada con el transporte de hierro, pueden separarse 

funcionalmente 26. 
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7.4.2.4. Respuesta al estrés oxidativo 

 

En este caso se ha descrito que la proteína Fur es capaz de interaccionar con los 

promotores de diferentes genes implicados en la detoxificación de los derivados 

reactivos del oxígeno. La superóxido dismutasa dependiente de manganeso, 

codificada por el gen sodA de S. Typhimurium, E. coli o P. aeruginosa 293 forma 

parte del regulón Fur, así como la superóxido dismutasa dependiente de hierro 

(SodB) 232, 294, 295, aunque en este caso su síntesis se ve incrementada en presencia 

de hierro. Por otra parte, los principales reguladores de la respuesta al estrés 

oxidativo en E. coli, OxyR y SoxRS, inducen la expresión de Fur con lo que se 

demuestra nuevamente el papel activo de Fur en la respuesta al estrés oxidativo 
219, 296. En cualquier caso, el sentido biológico de esta activación se ha de buscar en 

la necesidad de evitar el daño que puedan causar los radicales libres generados 

cuando la concentración de hierro intracelular es elevada. También se ha 

demostrado la implicación de Fur en la defensa frente a las especies reactivas de 

nitrógeno en E. coli 297. 

 

7.4.5.5. Metabolismo energético 

 

La inactivación del gen fur de E. coli lleva a la incapacidad de crecer en fuentes de 

carbono no fermentables 146, lo que sugiere un defecto en la respiración. Genes 

relacionados con el metabolismo intermediario como la aconitasa A (acnA), la 

fumarasa (fumA) y el operón succinato deshidrogenasa (sdhCDAB), entre otros, 

están regulados indirectamente por Fur a través del RNA antisentido RyhB 235. Se 

especula que el control dependiente de Fur de los complejos respiratorios que 

contienen hierro representa un mecanismo homeostático por el cual la 

producción de esta serie de proteínas ricas en hierro se regula en función de la 

disponibilidad de dicho elemento (respuesta iron-sparing) 273. 
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El principal objetivo del presente trabajo ha sido tener una visión global del 

regulón Fur en el patógeno intracelular S. enterica serovar Typhimurium y la 

relación de este regulador con los mecanismos de virulencia de dicho 

microorganismo. Para conseguirlo se ha utilizado un microarray genómico que ha 

permitido la comparación de los patrones de expresión génica entre una cepa de 

Salmonella enterica salvaje con los de una cepa mutante deficiente en el gen fur, 

así como los de una cepa salvaje creciendo en condiciones de escasez de hierro. 

 

Los objetivos parciales de la presente tesis doctoral han sido: 

 

- Determinar la red de regulación génica dependiente de la proteína Fur 

 

- Diferenciar dentro de la red génica aquellos genes regulados de manera 

directa o indirecta por Fur. 

 

- Determinar la forma de regulación de Fur sobre la isla de patogeneicidad 1 de 

Salmonella (SPI1) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

III. 

Material 
y 

Métodos 



 

 
 
 
 
 



 

59 III.Material y Métodos 

1. Cepas bacterianas, plásmidos y condiciones 
de cultivo 

Las cepas bacterianas y los plásmidos utilizados y construidos en este estudio 

están listados en la Tabla III.1. Las cepas de E. coli y S. Typhimurium fueron 

crecidas en condiciones de aerobiosis en los medios (Annexo A.1): LB (Luria-

Bertani), TB (Terrific Broth), BHI (Brain-Heart Infusion), SOB (Super Optimal Broth) 

o SOC a 20, 37, 30 o 43º C. Cuando fue necesario se añadieron en el medio de 

cultivo los antibióticos ampicilina (Amp), kanamicina (Km) o cloramfenicol (Cm) a 

las concentraciones finales de 50 o 100 ; 50 o 150; y 34 μg/ml para las cepas de E. 

coli y S. Typhimurium, respectivamente. Para los estudios en condiciones de 

escasez de hierro se añadió el quelante EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) al 

LB a una concentración de 1,5 mM, 30 minutos antes de la inoculación de las 

células de S. Typhimurium. 

 

Tabla III.1 Cepas y plásmidos utilizados 

Nombre Características Referencia 

Cepas de S. typhimurium 

ATCC 1408 Cepa de referencia ATCC® 
LB 5000   
LB 5000 LB 5000 que contiene el plásmido TS pKOBEGA; Amp

R
  

UA 1827 LB 5000 que contiene el plásmido TS pcp20; Amp
R
  

SV 5015 SL 1344 pero His
+
  

UA 1779 ATCC 14028 Δfur::cat; Cam
R
  

UA 1875 SV 5015 que contiene el plásmido TS pKOBEGA; Amp
R
  

UA 1880 SV 5015 Δfur::cat; Cam
R
  

UA 1881 SV 5015 ΔrfrA::kan; Kan
R
  

 SV 5015 ΔrfrA  
UA 1882 SV 5015 ΔrfrB::kan; Kan

R
  

 SV 5015 ΔrfrB  
UA 1883 SV 5015 ΔrfrA::kan ΔrfrB; Kan

R
  

 SV 5015 ΔrfrA ΔrfrB  
UA 1884 SV 5015 Δfur::cat ΔrfrA::kan ΔrfrB; Cam

R
 Kan

R
  

UA 1891 SV 5015 ΔhilD::kan; Kan
R
  

UA 1892 SV 5015 Δfur::cat ΔhilD::kan; Cam
R
 Kan

R
  

UA 1888 SV 5015 PhilD::kan; Kan
R
  

UA 1889 SV 5015 PhilD*::kan; Kan
R
  

UA 1890 SV 5015 Δfur::cat PhilD::kan; Cam
R
 Kan

R
  

 SV 5015 Δfur::cat PhilD*::kan; Cam
R
 Kan

R
  

Cepas de Escherichia coli 

DH5-α 
supE4 ΔlacU169 (φ80 lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-

1 relA1 
Clontech 

BL21(DE3)pLysE F
-
 ompT hsdSB (rB

-
mB

-
) gal dcm (DE3) pLysE; Cam

R
  

BL21(DE3)pLysS F
-
 ompT hsdSB (rB

-
mB

-
) gal dcm (DE3) pLysS; Cam

R
 Stratagene 
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continuación Tabla III.1 

Nombre Características Referencia 

Plásmidos 

pGEM®-T Vector de clonación para PCR; Amp
R
 Promega 

pET15b Vector de expresión con cola de histidinas; Amp
R
 Novagen 

pGEX-4T-1 Vector de expresión con GST; Amp
R
 

GE 
Healthcare 

pKOBEGA bla PBAD gam bet exo pSC101 oriTS; Amp
R
  

pKD4 bla FRT kan FRT PS1 PS2 oriR6K; Amp
R
, Kan

R
  

pCP20 bla cat cI875λPRflp pSC101 oriTS; Amp
R
, Cam

R
  

pGEM_P0031 pGEM-T con un fragmento de 305 pb del P0031 (-265 a +40)  
pGEM_P0190 pGEM-T con un fragmento de 244 pb del P0190 (-190 a +55)  
pGEM_P0363 pGEM-T con un fragmento de 370 pb del P0363 (-299 a +71)  
pGEM_P0581 pGEM-T con un fragmento de 295 pb del P0581 (-254 a +41)  
pGEM_P0820 pGEM-T con un fragmento de 302 pb del PmoaA (-249 a +53) (STM0820)  
pGEM_P1190 pGEM-T con un fragmento de 300 pb del P1190 (-251 a +49)  
pGEM_P1192 pGEM-T con un fragmento de 305 pb del PpslX (-250 a +55) (STM1192)  
pGEM_P1255 pGEM-T con un fragmento de 271 pb del P1255 (-250 a +21)  
pGEM_P1303 pGEM-T con un fragmento de 296 pb del PastC (-252 a +44) (STM1303)  
pGEM_P1584 pGEM-T con un fragmento de 303 pb del PansP (-255 a +48) (STM1584)  
pGEM_P1587 pGEM-T con un fragmento de 303 pb del P1587 (-242 a +60)  
pGEM_P1588 pGEM-T con un fragmento de 246 pb del P1588 (-207 a +39)  
pGEM_P1777 pGEM-T con un fragmento de 310 pb del PhemA (-266 a +44) (STM1777)  
pGEM_P2086 pGEM-T con un fragmento de 403 pb del PrfbU (-277 a +126) STM2086)  
pGEM_P2097 pGEM-T con un fragmento de 427 pb del PrfbB (-304 a +126) (STM2097)  
pGEM_P2196 pGEM-T con un fragmento de 300 pb del P2196 (-248 a +52)  
pGEM_P2197 pGEM-T con un fragmento de 318 pb del P2197 (-236 a +82)  
pGEM_P2374 pGEM-T con un fragmento de 226 pb del P2374 (-193 a +33)  
pGEM_P2782 pGEM-T con un fragmento de 314 pb del Pmig14 (-284 a +39) (STM2782)  
pGEM_P4535 pGEM-T con un fragmento de 203 pb del P4535 (-147 a +56)  
pGEM_P0368 pGEM-T con un fragmento de 310 pb del PprpB (-256 a +54) (STM0368)  
pGEM_P0732 pGEM-T con un fragmento de 309 pb del PsdhC (-246 a +63) (STM0732)  
pGEM_P0740 pGEM-T con un fragmento de 318 pb del PcydA (-191 a +127) (STM0740)  
pGEM_P0964 pGEM-T con un fragmento de 298 pb del PdmsA (-249 a +49) (STM0964)  
pGEM_P1092 pGEM-T con un fragmento de 269 pb del P1092 (-222 a +47)  
pGEM_P1143 pGEM-T con un fragmento de 282 pb del PcsgB (-236 a +46) (STM1143)  
pGEM_P1170 pGEM-T con un fragmento de 287 pb del PmviN (-250 a +37) (STM1170)  
pGEM_P1499 pGEM-T con un fragmento de 303 pb del P1499 (-253 a +50)  
pGEM_P1570 pGEM-T con un fragmento de 276 pb del PfdnG (-248 a +28) (STM1570)  
pGEM_P1625 pGEM-T con un fragmento de 359 pb del P1625 (-301 a +58)  
pGEM_P1671 pGEM-T con un fragmento de 287 pb del P1671 (-254 a +33)  
pGEM_P1732 pGEM-T con un fragmento de 289 pb del PompW (-249 a +40) (STM1732)  
pGEM_P2035 pGEM-T con un fragmento de 299 pb del PcbiA (-250 a +49) (STM2035)  
pGEM_P2036 pGEM-T con un fragmento de 306 pb del PpocR (-212 a +94) (STM2036)  
pGEM_P2037 pGEM-T con un fragmento de 300 pb del PpduF (-251 a +49) (STM2037)  
pGEM_P2038 pGEM-T con un fragmento de 301 pb del PpduA (-251 a +50) (STM2038)  
pGEM_P2065 pGEM-T con un fragmento de 267 pb del PphsA (-237 a +30) (STM2065)  
pGEM_P2186 pGEM-T con un fragmento de 318 pb del P2186 (-268 a +58)  
pGEM_P2246 pGEM-T con un fragmento de 308 pb del PnarP (-255 a +53) (STM2246)  
pGEM_P2328 pGEM-T con un fragmento de 306 pb del PnuoA (-256 a +50) (STM2328)  
pGEM_P2454 pGEM-T con un fragmento de 308 pb del PeutR (-250 a +58) (STM2454)  
pGEM_P2470 pGEM-T con un fragmento de 312 pb del PeutS (-271 a +41) (STM2470)  
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2. Manipulación de ácidos nucléicos 

 

Las técnicas de biología molecular empleadas en este trabajo se realizaron 

siguiendo los protocolos ya descritos por Sambrook et al. 298. 

Las extracciones de DNA cromosómico se llevaron a cabo mediante el kit Easy-

DNA
TM (Invitrogen) siguiendo las especificaciones del fabricante. Para las 

extracciones de DNA plasmídico se utilizaron: el kit GeneJet
TM

 Plasmid Miniprep 

Kit (Fermentas) siguiendo las especificaciones del fabricante para extracciones a 

baja escala de vectores derivados de pGEM-T®; o mediante los procedimientos 

descritos en los anexos A.2 y A.3 en el caso de otros vectores des de cepas de E. 

continuación Tabla III.1 

Nombre Características Referencia 

pGEM_P2532 pGEM-T con un fragmento de 300 pb del P2532 (-250 a +50)  
pGEM_P2759 pGEM-T con un fragmento de 318 pb del P2759 (-270 a +48)  
pUA1111 pGEM-T con un fragmento de 337 pb del PhilD (-282 a +55) (STM2875)  

pUA1112 
pGEM-T con un fragmento de 337 pb del PhilD* (-282 a +55) (STM2875) 
que contiene mutaciones en la caja Fur. 

 

pGEM_PhilA pGEM-T con un fragmento de 382 pb del PhilA (-291 a +91) (STM2876)  
pGEM_PhilC pGEM-T con un fragmento de 343 pb del PhilC (-291 a +52) (STM2867)  
pGEM_P2912 pGEM-T con un fragmento de 301 pb del P2912 (-249 a +52)  
pGEM_P2944 pGEM-T con un fragmento de 276 pb del P2944 (-247 a +50)  
pGEM_PcsrB pGEM-T con un fragmento de 297 pb del PcsrB (-247 a +50)  
pGEM_P3150 pGEM-T con un fragmento de 299 pb del PhybO (-250 a +50) (STM3150)  
pGEM_P3163 pGEM-T con un fragmento de 300 del P3163 (-250 a +50)  
pGEM_P3190 pGEM-T con un fragmento de 301 pb del P3190 (-51 a +250)  
pGEM_P3215 pGEM-T con un fragmento de 313 pb del P3215 (-239 a +74)  
pGEM_P3217 pGEM-T con un fragmento de 302 pb del Paer (-250 a +52) (STM3217)  
pGEM_P3500 pGEM-T con un fragmento de 302 pb del PpckA (-252 a +50) (STM3500)  
pGEM_P3820 pGEM-T con un fragmento de 303 pb del P3820 (-250 a +53)  
pGEM_P4037 pGEM-T con un fragmento de 289 pb del PfdoG (-250 a +39 (STM4037))  
pGEM_P4257 pGEM-T con un fragmento de 241 pb del PsiiA (-240 a +37) (STM4257)  
pGEM_P4277 pGEM-T con un fragmento de 274 pb del PnrfA (-231 a +43) (STM4277)  
pGEM_P4297 pGEM-T con un fragmento de 295 pb del PmelR (-245 a +50) (STM4297)  
pGEM_P4304 pGEM-T con un fragmento de 286 pb del PdcuR (-236 a +50) (STM4304)  
pGEM_P4305 pGEM-T con un fragmento de 238 pb del P4305 (-194 a +49)  
pGEM_P4343 pGEM-T con un fragmento de 295 pb del PfdrA (-259 a +36) (STM4343)  
pGEM_P4405 pGEM-T con un fragmento de 303 pb del P4405 (-252 a +51)  
pGEM_Pfur pGEM-T con un fragmento de 366 pb del Pfur (-296 a +70) (STM0693)  
pGEM_P0191 pGEM-T con un fragmento de 365 pb del PfhuA (-299 a +66) (STM0191)  
pGEM_P0364 pGEM-T con un fragmento de 229 pb del PfoxA (-188 a +41) (STM0364)  
pGEM_P1520 pGEM-T con un fragmento de  pb del PmarR (a ) (STM1520)  
pGEM_P0443 pGEM-T con un fragmento de  pb del PcyoA (a ) (STM0443)  
pGEM®-T Vector de clonación para PCR; Amp

R
 Promega 
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coli o S. Typhimurium, o de la necesidad de extraer DNA a mayor escala, 

respectivamente. 

Para la purificación de DNA, en solución o a partir de geles de agarosa, se utilizó el 

kit comercial illustra
TM 

GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), 

siguiendo las especificaciones del fabricante. Las enzimas de restricción (New 

England Biolabs y Roche) y la enzima T4 DNA ligasa (Promega) se emplearon 

según las indicaciones de la casa comercial. Para la cuantificación de ácidos 

nucléicos en solución se utilizaron los espectrofotómetros GeneQuant
TM 

(Amersham Biosciences) o NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). 

Para la amplificación de fragmentos de DNA mediante PCR (Polimerase chain 

reaction) se utilizó el kit Expand
TM

 High Fidelity PCR System (Roche), siguiendo las 

especificaciones del fabricante; los cuatro dNTPs (Thermo Scientific) se añadieron 

a una concentración final de 0,2 mM cada uno; los oligonucleótidos (Invitrogen) 

utilizados en cada caso (Tabla III.2) se añadieron a una concentración final de 500 

nM; y cuando fue necesario se añadió BSA 0,5 mg·ml-1 para estabilizar la reacción 

de la polimerasa. 

 

Tabla III.2 Oligonucleótidos utilizados 

Nombre Secuencia 

Obtención de cepas mutantes 

rfrA_P1 AGGGCCCGGAGCGTACTAAATGTACGTGAGGAGCACGAGCACTTCCCGGGGACAAAA

TGACAAGTAAGCCAGGCTGAAACGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 

rfrA_P2 CACTATTTCACTCATTCCTTATCTCCTGCAGGGTTAATTGTGTATTTACACTCGCTG

AGAAAGAAAATTCCGTCAACCGCATGGGAATTAGCCATGGTCC 

rfrB_P1 CGGCGCTGGAGATGACCCCGTATCACGCAAAATAGCGCGGCTGAAAAAAGACCATGA

ATTCGACATGGGATAGATAGCGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 

rfrB_P2 GGAAAGTGAAGTTTGTGATGTCCATCACCTTTTAGCGTCGTGGATAAAAGCGCATAA

ATATCAGGGTTGCAATCATTAATATGGGAATTAGCCATGGTCC 

hilD_P1 CTCCGACTCCCGGAGAGTTATGAGATCATCCTTAGCTCGGCTCAGATAACGTTAAAG

GAGCGCGTTTACAACATTATATCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 

hilD_P2 TAGTTTTAAAATATTTTTTGAAACATTGAATGAAGTAGGACGTGCTATCATAACCAC

ATTTTAATGCTACAGCATTAACACATATGAATATCCTCCTTAG 

PhilD_P2 GCGATGTCTGTCGTTCTCGATAGCAGCAGATTACCGCACAGGACACAGGGATTCCTG

ATGAAAATAGAATGAAAAGTGAGATGGGAATTAGCCATGGTCC 

PhilD_P1 AGTAGTTTAAGCCCCAATGGGGATGATGGTTCTTTTAATATGTGTTGAGACGCATTA

TACAGAATAAATTGATTTTATTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 

PhilD*_P1 AGTAGTTTAAGCCCCAATGGGGATGATGGTTCTTTTAATATGTGTTGAGACGCGCCG

CACAGAACGGGCTGATCCCGCTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 
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continuación Tabla III.2 

Nombre Secuencia Nombre Secuencia 

Promotores 

PfhuA_up CAATTAATCACGGTAATAGTGCC PfhuA_dw TGTGGCTACTACAACTGCG 

PfoxA_up GCTGCGTGACGCGTCTCTTAC PfoxA_dw GCCATACGCGTTGTCGCAAAC 

PmarR_up CAGTGTGCAAGTTAATATCC PmarR_dw AAATAGTTATTTAACAGGCG 

P2197_up ATATCAAGGCAACTCTCCATCG P2197_dw TGACGGCATTAAATAACGTTTCC 

PhemA_up ACAGGTGCCGTTTTATGG PhemA_dw TTACGCTTATCAGGCCTG 

P4547_up ACTCAGCAATATGAATGAAGGGC P4547_dw AAGGCCTTCCTGTATAAGAGG 

Pmig14_up CATACGCGGATGTGCAGATC Pmig14_dw CCAGCGGGTTAATATACGC 

P0363_up GATGGTCGCGATATGGTG P0363_dw ATGAAGTCGCTGACGGAAAAG 

P1588_up TTCATCATTCAGATCGCG P1588_dw GGTCAGGCTTATATGTTG 

P0031_up CATTGTAAGTGTGCGTGC P0031_dw AGGCCTTGCGCCATAATTC 

P2374_up CGTGAACCATTCCTTTGCC P2374_dw TGCACGATGCCAGTCTTGG 

P1255_up GTCGGGTGGGAAGACGC P1255_dw TTGTTTCTCCCGGCGCAGC 

P4535_up CCTGACCTTCGAAACAGAAC P4535_dw TTTAAAACTCCGCTGGCC 

P1190_up TTCCAGCAGCGCGCGACGC P1190_dw TGAGCGGTACGAACCGGATC 

PansP_up CTGGCGTCTTATCTGGC PansP_dw TCGTTTCGCCGCATGTTG 

P1587_up CGTGTATAGCTGCTTCACAC P1587_dw GAAGGTCAGAGGCAATAAG 

P0190_up ACGATCCGGCGAATACG P0190_dw CAGGACGTGACGGTTTC 

PrfrB_up CTGAAACGAGTGTTGACTGC PrfrB_dw TTCAAGATTACCGGCGTAGG 

PrfrU_up CTGGATTCAGCTAGATTTACG PrfrU_dw AGCGTGTACCTTGCTACAG 

PcyoA_up CCCACTTACAGACCTCATCC PcyoA_dw TTGCTCCAGTCCAATCTGTC 

PmoaA_up GTAAAAGTGTGATTTTCACG PmoaA_dw AAACGCAAGTAGTAAAAC 

PplsX_up GACGCTCTGACCGCAGTCAC PplsX_dw CGGAAGGACCAAAATCGCCC 

PastC_up CCAGAATTATATTTGGCAAC PastC_dw ACCATCCATTCATCAAAG 

PmelR_up TTGCACATGTGCGGGTCG PmelR_dw ACCTTCATGGTGGCACGCG 

PdcuS_up AGTTTCATGGGGCGTTTG PdcuS_dw TAAAATGTGATACCGCATACG 

P1625_up GTTCGCCATAATGTCATGCC P1625_dw CAAATGTATGAAGGTGGCGC 

P1671_up GATTTATAATCTCACGGGC P1671_dw TACTGAGATTATTATGGC 

P2912_up TAATCCTGCGATATAACCG P2912_dw TAAACAGCGACATACGCTG 

P3012_up CAATGACGTTGATTCCACC P3012_dw GTGGCGACTGAAACACCG 

P3163_up GCCAACTGTAAGCAAATTGC P3163_dw TTTGATCGCGAAGATCGAC 

P3215_up GTCGTCATTTTTTGCCTTCG P3215_dw TCTCGATCTTTGCAGCAACC 

PompW_up GAACCGATGCCTGCTGTTG PompW_dw CCCATGGGTATTTATGTTC 

P2759_up CGATCGCCCGATGCTTTG P2759_dw GCCGTAGCGGGCGTGCAG 

P3190_up GGTAGGGCTTCCCCCAATCG P3190_up AATAAAGGTGGCGGCGCC 

PfdnG_up TAAAAAATTGTCTGCGGC PfdnG_dw AATAAACTGCCACTTATAGC 
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continuación Tabla III.2 

Nombre Secuencia Nombre Secuencia 

PnuoA_up GCGAATGCCCAGTGATGAG PnuoA_dw CCCCCTGGTCGAAGAGTC 

PhybO_up TCACGACGGTTAATGCCG PhybO_dw GAGAATCATTCCGGGATGG 

PfdoG_up AGCGCAGATCTTAAAGAAC PfdoG_dw CGTGAGGTTGTGAAATCAG 

P2186_up TCTTTATACCGGTTGCGG P2186_dw AATGGCGTAAAACCAGGC 

PcydA_up ACGGCGTAATATATTTGCGG PcydA_dw AAAGGACGTATACCGTTTCC 

PdmsA_up ATATATCGGCTAATCCTCGC PdmsA_dw GACGGCTCACCTCGGCTG 

PnrfA_up AAAAGTGATCCGTGTCCGG PnrfA_dw TAAGGCTGAAGAAACGGC 

PfrdA_up GCCTATAATGGCAAGATC PfrdA_dw TTTGCGCAGGCGTATCGG 

P1499_up ACTAACGTCCTGCGGCTAAC P1499_dw GAACGACACGCATAAAATTC 

P2530_up CCCGCCAGCGCCAGCATGA P2530_dw TTCGGCAAGCCAGTCGGCG 

P4305_up TTACTGACGTTCAGAATGCG P4305_dw GCAGTGGTAGCAAAAGGC 

P3820_up CATAACAGCCCAACGGTG P3820_dw GTTGGCTATCGTTCGTTTTG 

PpckA_up CTTTCTTACATGAATGCG PpckA_dw TTGATACCATAAGCCTTG 

PprpB_up ATTCATCTTTAAGGGGCG PprpB_dw ATTCTCTTTAGCGAGCGC 

PpocR_up ATGCGAACCAGATTCACAGC PpocR_dw TATTGACAACCACAACCGCC 

PcbiA_up AACCGCTTCCTGTGCCTGC PcbiA_dw TGCCACATTTGTGGTAGGG 

PpduA_up TGCGTCTTTCGCCATATC PpduA_dw GCTGCGGTTAAGCCTTTG 

PpduF_up CGGTGCCTAAAAATTCCG PpduF_dw TGATAAGTTGGCTTGTGC 

PeutS_up TTGCCCGGCACAAATTCC PeutS_dw CACAAATCGAGTGATACGC 

PeutR_up CTTCGGGTAACGCTTCATG PeutR_dw AGAAAGCACCCCAGGTAC 

PphsA_up CTGCAAAAAAGAACGACG PphsA_dw TACGTGTTATTGGAATTG 

PcsgB_up AGGTGCGCGATACACTATC PcsgB_dw GCGCACCCAGTATTGTCAAC 

PmviN_up TGGCGGTAGTAATTCATCG PmviN_dw CTTTTGTATTCCAGACCCTG 

PsiiA_up ACTCATCTTTGTTGTGGG PsiiA_dw CAACAAAACTAGGCCACGG 

PsopB_up TAATGAGGAAACGCTTCTG PsopB_dw CGAATATTCTTCGTCACGG 

PhilA_up GCGCTGACTCTCTCTGCACC PhilA_dw TCTGAGCGTAGCAGGGAGCC 

PhilC_up TGCAGAAAATGCACCATGCC PhilC_dw GGTGATTATTGCTAATGGCC 

PhilD_up GCAGCAGATTACCGCACAGG PhilD_dw AGTTATCTGCGGCAGGACGC 

PcsrB_up AGCCTTTCCTTGTAACACC PcsrB_dw GTAATCGTTTGCCCTAACAG 

PhilD_-205_up TGTATAATGCGTCTCAACAC PhilD_-51_up TCAGTAGGATACCAGTAAGG 

PhilD_-158_dw CCAATGGGGATGATGGTTC   

PhilD*_up AGGGATTCCTGATGAAAATAGAATGAAAAGTGAGAAGCGGGATCAGCCCGTTCTGTGCG
GCGCGTCTCAACACATATTAAAAGAACCATCATCCCCATTG 

PhilD*_dw ACAATGGGGATGATGGTTCTTTTAATATGTGTTGAGACGCGCCGCACAGAACGGGCTGAT

CCCGCTTCTCACTTTTCATTCTATTTTCATCAGGAATCCC 
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continuación Tabla III.2 

Nombre Secuencia Nombre Secuencia 

qRT-PCR 

hisG_RTup CCGGGTCTGGTAATGGATGG hiSG_RTdw TTCTGGTCGAGGTAGCGTTTGA 

0363_RTup GCGTTTGGCGAGCGTTATGG 0363_RTdw 
GGACTGCTATGGCGAGAGGTGG
TTTCA 

cyoE_RTup CCTGCTGGCTGGGGGTAATG cyoE_RTdw CAACGGCAAACGCAATGATGTA 

cyoC_RTup ACTGCCGTTCGTTCTGGTTGA cyoC_RTdw CATGATGCGGGTACGGTTAGTG 

cyoB_RTup TAGCGGTGCCGGTATTGTTATC cyoB_RTdw CCATTTTTCAGCCCTGCCTTAGT 

cyoA_RTup GTATAGCCCGAACTGGTCACACT cyoA_RTdw 
GGAGTTCATCACGGAGTTGGAG
GTC 

0581_RTup CCATTTCCGCTCAGGTTATCG 0581_RTdw TGCGTACGGCCATGCTTTTCTT 

marA_RTup AGACGCAACACTGATCGCTATTA marA_RTdw ATTGGTGATCCGGTATTTGTGT 

marR_RTup CATTCCGCTGGGTCGCTTGAT marR_RTdw GGTCTTGCCCTGGTCGTTGAT 

1588_RTup GCTCAAGAGTTAGGCGTCAGTA 1588_RTdw TGGTAGATCTCAAAGCGGAATG 

1774_RTup TTGCGCTCTCCGTCAGTTTGTT 1774_RTdw GGTGGCGAGTTTAATGATGATG 

rfbK_RTup GGCTGCGATCCTTAGTGTTGA rfbK_RTdw TTTCCCGATCCTCTTTGCTTAC 

rfbX_RTup AGAATGCAGAGCCAAAAACAAAAG rfbX_RTdw GACCAATTCGGCAAAAAGTA 

rfbA_RTup GATCATCAGTACGCCACAGGAC rfbA_RTdw TGATAAGCGAAGACGGTAGCAC 

rfbB_RTup CGCTGCCGTTATTTACTG rfbB_RTdw GATTTTTCTTCTCATTGTGTCC 

4547_RTup GGCCGATTGTCCTTACACTGTCT 4547_RTdw 
TCTTGCTGATTCTGTTTTCCATTC
C 

cydA_RTup TTACGGCCTGCTGCTGAAAC cydA_RTdw CCCACGGCTGACGACCATAC 

cydB_RTup TGGCGGGTATCGTAAGCGTAGG cydB_RTdw GAGCCGGAACCAACCACAGGAT 

1671_RTup CAGGTTATTCGCGAAGGAGTTTG 1671_RTdw 
GTAGGGAGGCCGTAGGTTTCTG
A 

cbiA_RTup TGAACGCCCCGATAACACAG cbiA_RTdw CTCCCCAGATACATCAGACCAC 

pocR_RTup CGGCAGCATCCCCAGCATAG pocR_RTdw AACGCGTGAATAGTCCATCTCT 

pduF_RTup TCTCTAAAGGCGCAATGTGGTG pduF_RTdw CCGGCAAACTGGGCAATAATA 

prgJ_RTup ATAGGGCAGGCGGTCAATA prgJ_RTdw GAGCGTAATAGCGTTTCAAC 

hilA_RTup CTGCCGGTGACCATTACGAA hilA_RTdw TTTGTGTCCCAGCGAAGTCC 

hilD_RTup GAGATACCGACGCAACGACT hilD_RTdw AAGCAGGAACAGCAGAAAAT 

sipC_RTup TGCGTTGTCCGGTAGTATTT sipC_RTdw TGGTTCCGGCATTAGATTTA 

2912_RTup CGCATCGGGCCAAACAAAA 2912_RTdw ATCGGGATGGCGCTGACTAAAC 

csrB_RTup GACGCTTCAGCAGGACACG csrB_RTdw CCAGACCCGCCGAACATC 

3163_RTup GCTGGATGCGCGGATTCTGG 3163_RTdw CAACGGCGAGGTGCTGGTGAC 

3215_RTup TTTTTGGCCACGGGGAACTT 3215_RTdw CTTTTAGCCGCGCCTGAATA 

frdA_RTup GCGTCGCTTCGGTGGTATGA frdA_RTdw GATGCCGCCGTTGGTGTTAT 

sodB_RTup AAGGCACGGCGTTTGAAGG sodB_RTdw GGCGTACCGGCATTTGAGG 



 

66 III.Material y Métodos 

continuación Tabla III.2 

Nombre Secuencia Nombre Secuencia 

foxA_RTup TAGCGCCGCCGTGTATCGTA foxA_RTdw ATGCCGGAGCCCAAAGTCAG 

eutR_RTup TACAGCGAATTTGCACCATCTT eutR_RTdw CGCGTCGCCGGAATACCA 

eutE_RTup TCCGGCGGCGAAAAAGGTCT eutE_RTdw CGGCAGGTCGGCGGTCTCAT 

recA_RTup TGGCTATCGACGAAAACAAACA recA_RTdw TTCCGCATCGATAAACGCACAG 

Comprobación y Sobreexpresión de proteínas 

Fur_NdeI CATATGACTGACAACAATACCGC Fur_BamHI 
GGATCCTTATTTAGTCGCGTC

ATCGTGC 

rfrAext_up TCAGTTTGTTCACGGCAAGC rfrAext_dw CGTAATCTTTCGGTTCAGCG 

rfrBext_up TGGGGTTTATGCAGCAGG rfrBext_dw CGTTAGCGGTTTATTTGCCG 

M13FpUC GTTTTCCCAGTCACGAC M13RpUC CAGGAAACAGCTATGAC 

T7-pro TAATACGACTCACTATAGGG T7-ter GCTAGTTATTGCTCAGCGG 

P1 GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC P2 CATATGAATATCCTCCTTAGT 

K1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT K2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC 

C1 TTATACGCAAGGCGACAAGG C2 GATCTTCCGTCACAGGTAGG 

 

2.1. Métodos de transferencia de DNA plasmídico 

 

La introducción de plásmidos en cepas de E. coli se realizó por transformación 

inducida en células tratadas con CaCl2 o por electroporación. Por su parte, la 

introducción de plásmidos en las cepas de S. Typhimurium se realizó por 

electroporación. La transferencia de DNA desde una cepa de E. coli a una de S. 

Typhimurium se realizó añadiendo un paso intermedio de transformación sobre la 

cepa de S. Typhimurium LB5000, que carece del sistema de restricción pero que 

metila el DNA según el patrón de S. enterica. 

El método de transformación inducida usando células competentes tratadas con 

CaCl2 mediante choque térmico (Anexo A.6) se utilizó para transformar DNA 

plasmídico en células competentes de E. coli BL21(DE3) pLysE y E. coli BL21(DE3) 

pLysS (Stratagene) (Anexo A.4). El método de transformación por electroporación 

(Anexo A.7) se utilizó para transformar DNA plasmídico en células 

electrocompetentes (Anexo A.5) de E. coli o S. Typhimurium. 

La confirmación de los clones transformantes en cada caso se llevó a cabo 

mediante: PCR (oligonucleótidos especificados en la tabla III.2) y/o mediante 

digestión con enzimas de restricción. En todos los casos las construcciones fueron 

confirmadas mediante la secuenciación que se realizó en el servicio de 

secuenciación de Macrogen (http://dna.macrogen.com). 
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3. Obtención de mutantes de S. Typhimurium 

 

Para la obtención de mutantes de S. Typhimurium se utilizaron dos métodos: la 

inactivación génica mediada por la recombinasa Red del fago λ descrita por 

Datsenko et al. (One Step Inactivation) 299 con algunas modificaciones (Anexo A.8); 

y la transferencia genética mediante transducción generalizada con el 

bacteriófago P22int-7 (HT) (Anexo A.9). Todos los mutantes obtenidos fueron 

confirmados por PCR (oligonucleótidos especificados en la tabla III.2) y 

secuenciación. 

El mutante SV5015 Δfur::cat fue construido mediante transducción, utilizando el 

bacteriófago P22int-7 (HT) y la cepa ATCC14028 Δfur::cat como cepa donadora. 

Las cepas knockout para los sRNAs, SV5015 ΔrfrA::kan y ΔrfrB::kan, fueron 

construidas utilizando el método de Datsenko et al. 
299. La cassette de resistencia 

a kanamicina fue amplificada desde el plásmido pKD4 utilizando los 

oligonucleótidos de 100-nt que contenían una región de 80-nt homóloga al gen de 

interés (P1_rfrA/P2_rfrA y P1_rfrB/P2_rfrB, Tabla III.2). Los productos de PCR 

fueron transformados a la cepa SV5015 que llevaba el plásmido pKOBEGA. La 

cassette de resistencia a Km se eliminó (Anexo A.8) transformando el plásmido 

pCP20 a cada cepa, obteniendo los mutantes simples SV5015 ΔrfrA y SV5015 

ΔrfrB. El doble mutante SV5015 ΔrfrA::kan ΔrfrB se obtuvo mediante 

transducción, usando como donadora la cepa SV5015 ΔrfrA::kan y como receptora 

la cepa SV5015 ΔrfrB. El triple mutante SV5015 Δfur::cat Δrfr::kan ΔrfrB se obtuvo 

por transducción a partir de un lisado de la cepa SV5015 Δfur::cat e infectando 

con éste la cepa SV5015 ΔrfrA::kan ΔrfrB. 

El mutante SV5015 ΔhilD::kan se obtuvo utilizando el mismo procedimiento de 

inactivación génica en un paso con los oligonucleótidos adecuados (P1_hilD y 

P2_hilD, Tabla III.2) y transformando el fragmento de la PCR en la cepa SV5015 

pKOBEGA. El doble mutante SV5015 Δfur::cat ΔhilD::kan se obtuvo por 

transducción del fragmento ΔhilD::kan sobre la cepa SV5015 Δfur::cat. 

Las cepas mutantes derivadas de S. Typhimurium SV5015 PhilD::kan y PhilD*::kan, 

que contienen la cassette KanR insertada en la zona promotora del gen hilD 

(posición -192 respecto el codón de inicio de la transcripción de hilD 300), fueron 

construidas mediante el método de inactivación génica en un paso descrito 

anteriormente. Los productos de PCR obtenidos con los oligonucleótidos 

adecuados (PhilD_P2, PhilD_P1 y PhilD*_P1, Tabla III.2) desde el plásmido pKD4, se 

transformaron a la cepa SV5015 pKOBEGA. En ambos casos la orientación de la 
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transcripción del gen kan fue opuesta a la del gen hilD, para evitar interferencias 

en el promotor de este gen. Igualmente se comprobó que la expresión del gen 

prgH situado downstream de hilD no se afectaba por la presencia de la cassette 

KanR. Las construcciones PhilD::kan y PhilD*::kan fueron transferidas a la cepa 

SV5015 fur::cat mediante transducción para obtener las cepas SV5015 ∆fur::cat 

PhilD::kan y SV5015 fur::cat PhilD*::kan. 

 

4. Análisis transcriptómico 

4.1. Diseño del microarray “Salgenomics” 

 

Para hacer los estudios de expresión génica se utilizaron chips de DNA o 

microarrays. Estos chips fueron diseñados dentro del marco del proyecto 

Patogenom, un consorcio español coordinado por el Dr. F. García-del Portillo 

(Centro Nacional de Biotecnología, CNB-CSIC, Madrid) y con la asistencia técnica e 

informática de las Unidades del CNB-CSIC de Genómica y Bioinformática y del 

Servei de Genòmica de la UAB. Los investigadores responsables que formaron el 

consorcio fueron: el Dr. Miguel Vicente (CNB-CSIC, Madrid); el Dr. Josep 

Casadesús (Universidad de Sevilla, Sevilla); el Dr. Antonio Juárez (Universitat de 

Barcelona, Barcelona); el Dr. Jordi Barbé (Universitat Autònoma de Barcelona, 

Barcelona); y el Dr. Iñigo Lasa (Universidad Pública de Navarra, Pamplona). Los 

microarrays Salgenomic (ver características depositadas en el Miami database 

[http://www.ebi.ac.uk/miamexpress] con el número de acceso A-MEXP-846) 

tienen representado todo el genoma de la cepa S. Typhimurium SV5015, una 

variante no auxótrofa para la histidina de la cepa SL1344, cuya secuencia está 

disponible en el Welcome Trust Sanger Institute 

(ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Salmonella). A partir de esta secuencia se 

crearon oligonucleótidos de 70-mer utilizando el sistema “OliGO” 

(http://www.bioalma.com), que posteriormente se inmovilizaron en los cristales 

(slides), en las correspondientes coordenadas (spots) del microarray. En la figura 

III.1 se representa un esquema del slide, que consta de 7.344 spots para cada una 

de las dos réplicas (cuadrícula o grid), por tanto cada slide presenta un total de 

14.688 spots. 

Los spots incluyen controles internos del array que son espacios vacíos (empties) y 

oligonucleótidos diseñados sobre genes de otras especies bacterianas o 

eucariotas. Si restamos todos estos controles quedan 6.976 spots, de los cuales la 
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mayoría están representados por duplicado y son oligonucleótidos 

correspondientes al genoma de la cepa S. Typhimurium SV5015. 

 

 

 
Figura III.1. Representación gráfica de un slide del microarray. 

 
Utilizando el programa Glimmer 2.13 301 se predijeron 5.096 marcos de lectura 

abiertos (ORF: open reading frame) dentro de la secuencia del genoma de la 

SL1344. De estos, 4.274 son genes ortólogos a genes previamente anotados a la 

secuencia del genoma de la cepa de S. Typhimurium LT2 15, que en el array 

conservaron la nomenclatura de ésta (STMXXXX) para evitar discrepancias (50 

genes STM están representados más de 2 veces en el array y sirven de control 

interno). Los genes de la SL1344 que codifican para rRNAs se predijeron en base a 

los anotados en la LT2 y utilizando el algoritmo Smith-Waterman implementado 

en el pack informático FASTAv2.0 (programa SSEARCH) 302. La predicción de tRNAs 

se hizo con el programa tRNAscan-SE303. Un total de 21 rRNAs y 86 tRNAs fueron 

predichos en el genoma de la SL1344. En el microarray también están 

representados 96 genes que corresponden al plásmido de virulencia pSLT, 

anotados con este mismo nombre, pSLTXXX. Los 2.512 spots restantes se 
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identificaron consecutivos a CNB1344-0001. Estos últimos incluyen, además de 

1.690 regiones intergénicas (IGRs) no codificantes, dos tipos de secuencias 

codificantes: (i) 42 sRNAs (identificados utilizando el algoritmo Smith-Waterman 

en la base de datos del genoma de la LT2 15) y (ii) 780 ORFs predichos en el 

genoma de la cepa SL1344 pero que no se encuentran en el genoma de la LT2. 

 

4.2. Diseño experimental 

 

La técnica de microarray genómico se basa en el análisis de la expresión génica de 

la célula a partir de la población de mRNA existente en un momento determinado. 

Normalmente se parte de dos muestras, una de referencia (que sería la cepa 

salvaje sin tratar) y una muestra problema a estudiar. Cada muestra se marca con 

un fluoróforo diferente y después se compara la señal que se obtiene de cada 

uno. El método utilizado en este estudio sigue una estrategia un poco distinta. Se 

hibridó la “muestra problema” como cDNA (DNA complementario) marcado con 

Cy5 juntamente con gDNA (DNA genómico) de la cepa salvaje marcado con Cy3, 

este último sirvió como referencia interna. Como ha sido descrito previamente 304, 

este método permite hacer comparaciones transcriptómicas entre cepas y/o 

condiciones de crecimiento distintas. 

 

En la figura III.2 se representa a modo de esquema el protocolo que seguido para 

obtener los datos de los microarrays genómicos. En el presente estudio se 

comparó el transcriptoma de la cepa SV5015 con el que presentaban la cepa 

SV5015 tratada con EDTA y la cepa deficiente para el gen fur. La primera fue la 

muestra de referencia y las otras dos fueron las muestras problema. Para 

aumentar la fiabilidad, los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, 

partiendo de tres muestras biológicas independientes para cada experimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura III.2. Esquema del procedimiento seguido en el marcaje del cDNA y del gDNA. 
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Los procedimientos detallados usados para el análisis transcriptómico se 

describen en el anexo A.10. El RNA total de las cepas de S. Typhimurium SV5015, 

SV5015 tratada con EDTA y SV5015 Δfur::cat se obtuvo utilizando el kit SV Total 

RNA Isolation System (Promega), siguiendo las especificaciones del fabricante. 

Para cada experimento fueron procesadas tres muestras biológicas 

independientes (RNA1, RNA2 y RNA3). Los restos de DNA fueron eliminados 

tratando los 100 μl de cada extracción de RNA con la DNasa del kit Turbo DNA-

free
TM (Ambion), dos tratamientos consecutivos con 4 μl del enzima incubando 

durante 45 minutos a 37º C. La ausencia de DNA después de este tratamiento fue 

confirmada mediante una PCR utilizando los oligonucleótidos específicos para el 

gen fhuA de S. Typhimurium (Tabla III.2). La calidad de la muestra de RNA fue 

testada mediante un Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) y se procedió a la 

retrotranscripción (RT) de estos mediante la enzima SuperScript III reverse 

Transcriptase (Invitrogen), obteniendo los cDNAs correspondientes (cDNA1, cDNA2 

y cDNA3). Para obtener una máxima cantidad de cDNA y disminuir la variabilidad 

entre las diferentes réplicas biológicas, se hicieron 3 réplicas de cada reacción con 

cada RNA, las muestras fueron tratadas con RNasa H (Epicentre) y fueron 

purificadas y concentradas (juntando las 3 réplicas de cada cDNA) utilizando el kit 

QIAquick PCR Purification (Quiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Por otro lado se hizo una extracción de DNA genómico de la cepa salvaje SV5015 

(kit Genomic DNA [Quiagen]) y éste se fragmentó mediante un proceso de 

sonicación. 

Después de la purificación del cDNA y el gDNA se procedió al marcaje de las 

muestras con los fluoróforos adecuados, utilizando el kit BioPrime® Plus Array 

CGH Indirect Genomic Labeling System (Invitrogen). Mediante el enzima exo-

Klenow se amplificaron las muestras obteniendo DNA amino-modificado que se 

marcó posteriormente con los fluoróforos Cy3 y Cy5, obteniendo el cDNA* y el 

gDNA*, respectivamente. Se estimó la cantidad de marcaje incorporado utilizando 

el espectrofotómetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific), y se hizo una mezcla 

de los dos en una proporción 1:3 (gDNA*:cDNA*). Antes de la hibridación los 

cristales se fijaron a 600 mJ y se incubaron 1 hora a 42º C en la solución de 

prehibridación (SSC 6X, 0.5% SDS, 1% BSA). Después de secar la mezcla 

gDNA:cDNA en un Speed-vac se disolvió con la solución de hibridación (50% 

formamida; SSC 3X; 10% SDS; Denhardts 5X; 5% Dextransulfato ), se desnaturalizó 

5 minutos a 95º C y se aplicó a cada slide del microarray, obteniendo 3 chips para 

cada muestra inicial de RNA. Se mantuvieron en una cámara de hibridación 

protegidos de la luz a 42º C durante toda la noche. Se procedió al lavado de los 

microarrays, con 50 ml de cada solución en agitación y protegidos de la luz: tres 
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lavados de 5 minutos a 42º C con la solución 1 (SSPE 0.5X [stock SSPE 20X: 0.2 M 

tampón fosfato, pH 7.4; 2.98 M NaCl; 0.02 M EDTA], 0.1% tween 20); 3 lavados de 

5 minutos a 37º C con la solución 2 (SSPE 0.5X); y dos lavados de 5 minutos a 37º C 

con la solución 3 (SSPE 0.1X). Después del lavado de los microchips, se procedió a 

la lectura de cada marca por separado, utilizando dos canales del escáner 

distintos, uno para cada fluoróforo. El láser verde (543 nm) excita a Cy3, mientras 

que es el láser rojo (633 nm) excita a Cy5. Las imágenes fueron captadas a una 

resolución de 10-μm, y los datos numéricos de las intensidades de cada spot 

fueron determinadas utilizando el software QuantArray 3.0 (PerkinElmer, 

Wellesley, MA) o el genepix Pro 5.0 (Axon, Sunnyvale, CA). 

 

4.3. Obtención de los datos, normalización y análisis estadístico 

 

El software GenePix se utilizó para cuantificar las intensidades de los spots y del 

background. Los siguientes análisis se llevaron a cabo en R (http://r.project.org) 

utilizando los paquetes informáticos limma 305 y affy 306 del proyecto Bioconductor 

(http://bioconductor.org). Las intensidades de los spots fueron corregidas 

respecto al background utilizando la opción normexp de lima con una desviación 

de 50. Después, estas intensidades fueron convertidas a log (base 2). Para 

compensar las desviaciones entre las intensidades de los spots debidas a 

diferentes marcajes y/o a las eficiencias de detección en las réplicas de cada 

microarray, las intensidades corregidas se normalizaron utilizando la función 

“normaliza.quantiles” del paquete affy. El procedimiento descrito se realizó por 

separado en las intensidades de Cy3 (que provienen del cDNA) y Cy5 (que 

provienen del gDNA) y los valores normalizados obtenidos se nombraron “log-

RNA-signal” y “log-Genomic-signal”, respectivamente. Los “log-Genomic-signal” 

sirvieron como una estimación de la cantidad de DNA presente en cada spot del 

microarray, y fueron utilizados para corregir las diferencias en los “log-RNA-signal” 

debidas a las diferencias en la cantidad de DNA. Por tanto el logRNAsignal final es: 

 

log-RNA-signalF = logRNAsignal – logGenomicSignal = log (RNASignal/GenomicSignal) 

 

El log-RNA-signalF fue normalizado de nuevo y con el paquete limma se ajustó un 

modelo lineal para cada gen, que permitió estimar la expresión diferencial de éste 

entre la muestra de RNA salvaje y las muestras EDTA o fur. Con el análisis 

estadístico se trató cada spot del array como a un gen diferente, haciendo la 

comparativa entre spots de diferentes muestras biológicas pero en coordenadas 
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idénticas. Los cambios en la expresión de un gen concreto fueron determinados 

por el valor logRatio(M) (M value), que representa el logaritmo en base 2 del ratio 

entre las dos muestras a comparar, el nivel de significación de estos valores se 

expresó con el parámetro adjusted p value. Los valores fueron considerados 

significativos cuando el logRatio(M) fue ≤ -1 ó ≥ 1 y el adj. p value fue menor de 

0,05. Se tuvo en cuenta que las dos réplicas de un gen concreto, posicionadas en 

coordenadas distintas, se comportasen igual. Para visualizar gráficamente el 

resultado de aplicar los distintos filtros estadísticos a los valores se utilizó el 

programa FIESTA (http://bioinfogr.cnb.csic.es/tools/FIESTA). 

Para poder comparar los datos obtenidos en distintos arrays se utilizó la base de 

datos Matrix 2.5, creada con el programa informático Acces (Microsoft). Una vez 

introducidos los datos de cada experimento se pudieron consultar los genes que 

aumentan o disminuyen su patrón de expresión en un solo experimento; los genes 

coincidentes entre dos experimentos; y los genes no coincidentes, aplicando en 

cada caso los criterios de selección necesarios (logRatio(M); adj. p value; locus; 

grupo). 

 

5. RT-PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR) 

 

El método de RT-PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR) se utilizó para 

cuantificar las variaciones en los niveles de expresión génica entre dos muestras 

mediante el análisis del RNA total. Sirvió también como método de validación de 

los resultados obtenidos en los microarrays. 

El RNA total de las cepas de S. Typhimurium se obtuvo utilizando el mismo 

protocolo que el de extracción de RNA para los microarrays, con el kit SV Total 

RNA Isolation System (Promega) (anexo A.10.2). Las muestras se trataron con 

DNasa (kit Turbo DNA-free
TM [Ambion]) (anexo A.10.3) y se purificaron para 

eliminar los restos de inhibidor de la DNasa con el protocolo de clean-up del kit 

RNeasy Mini Kit (Quiagen) (anexo A.10.4). Se comprobó que no había restos de 

DNA cromosómico en las muestras de RNA mediante PCR y se visualizaron los 

RNAs mediante una electroforesis de agarosa para comprobar su integridad. 

Las reacciones de qRT-PCR se realizaron mediante el kit LightCycler RNA Master 

SYBR Green I (Roche), que permite la realización de las reacciones de RT y de PCR 

en un paso, y el aparato LightCycler Instrument (Roche). Los oligonucleótidos 

utilizados están listados en la Tabla III.2, todos ellos fueron diseñados mediante el 

programa Primer Select (DNA Star, Inc.) con una temperatura de hibridación de 
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57º C. Se monitorizó la fluorescencia de cada ciclo de amplificación a una longitud 

de onda de 521 nm para excitar el SYBR Green I incorporado en el dsDNA, y los 

datos obtenidos se analizaron mediante el LightCycler Software (Roche). Los genes 

de expresión constitutiva hisG o recA fueron utilizados para realizar una curva 

estándar con diversas concentraciones de cada RNA. A partir de esta curva 

estándar se calculó el valor de expresión de cada gen extrapolando en el crossing 

point (momento en que la reacción entra en la fase exponencial) de la curva y 

obteniendo la concentración de RNA inicial. Para comparar la expresión de un gen 

concreto en dos muestras biológicas distintas se calculó el factor de expresión 

como el ratio entre la expresión de un mismo gen en la muestra X e Y. 

Consideramos que la expresión de un gen aumenta cuando el factor de expresión 

es ≥ 2 y que disminuye cuando es ≤ 0,5. 

Los experimentos se repitieron un mínimo de dos veces, utilizando réplicas 

biológicas distintas. 

 

6. Purificación de proteínas 

 

El gen fur de S. Typhimurium se amplificó utilizando los oligonucleótidos fur_NdeI 

y fur_BamHI (Tabla III.2), que incorporan en su secuencia las dianas para los 

enzimas de restricción NdeI y BamHI, respectivamente. El fragmento de PCR 

obtenido se clonó primero en el vector de clonación pGEM®-T, siguiendo las 

especificaciones del fabricante. Se liberó el fragmento de DNA que contiene el gen 

fur mediante las enzimas de restricción apropiadas y se transfirió al vector de 

expresión pET15b (Novagen). Con éste vector se incorporó a la proteína nativa 

una cola de seis histidinas en el extremo N-terminal de la proteína, además de la 

diana para la proteasa Trombina. La correcta clonación en fase del gen fur en el 

vector recombinante fue confirmada por digestión, PCR y secuenciación utilizando 

los oligonucleótidos T7_promoter y T7_terminator (Tabla III.2). Este vector 

derivado (pET15b_fur) se transformó a la cepa de E. coli BL21(DE3)pLysE, de los 

clones obtenidos se realizó un screening para seleccionar aquel que 

sobreexpresaba una proteína de fusión de 19 kDa (17 kDa de la proteína Fur más 

2 kDa de la cola de histidinas) tras la inducción del cultivo con IPTG. 

Para purificar la proteína Fur se realizó una resiembra de un cultivo ON de la cepa 

BL21 pET15b_fur (1/50) en 50 ml de LB y se incubó a 37º C hasta que llegó a una 

DO550 de 0,5. En este punto la adición de IPTG a una concentración final de 1 mM 

permitió la inducción de la expresión de la proteína de fusión. Después de incubar 



 

76 III.Material y Métodos 

a 37º C durante 3 horas más se peletearon las células centrifugando 10 minutos a 

8.300 g y se resuspendieron en 3 ml de tampón Wash-equilibration (50 mM 

tampón sodio-fosfato pH 7, 300 mM NaCl) que contenía el inhibidor de proteasas 

Complete Mini protease inhibitor cocktail (Roche). La suspensión celular se lisó 

mediante sonicación durante 6 minutos a 50 W utilizando el aparato Braun 

LabsonicU (Braun Biotech International), manteniendo durante todo el proceso la 

muestra en frio. Los restos celulares fueron eliminados por centrifugación durante 

10 minutos a 12.000 g y el sobrenadante se mezcló con 1,5 ml de resina BD Talon 

(Clontech) previamente equilibrada con 10 volúmenes de tampón Wash-

equilibration. La unión de la proteína de fusión con la resina se llevó a cabo 

durante 30 minutos en agitación leve y posteriormente la resina se lavó durante 

10 minutos en agitación vigorosa dos veces. El primer lavado se hizo con tampón 

Wash-equilibration y el segundo con tampón Bis-Tris (10 mM tampón Bis-

Tris/Borato pH 7,5, 10% glicerol (v/v), 1 mM MgCl2, 40 mM KCl, 100 μM MnCl2). 

Para eluir la proteína se cortó con 25 U de la proteasa Trombina (Amersham 

Pharmacia Biotech), que libera la cola de 6-His que une la proteína con la resina, 

en 100 μl de tampón Bis-Tris durante 16 horas en agitación.  

La actividad de la proteína Fur se confirmó mediante ensayos de movilidad 

electroforética utilizando como sonda los promotores de los genes fhuA y foxA, ya 

que la unión de Fur a estos está descrita 307. 

 

Para la visualización de las proteínas, estas se cargaron en geles desnaturalizantes 

de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12 o 15 %, para proteínas mayores o menores de 

20 kDa, respectivamente. La electroforesis se llevó a cabo durante 90 minutos a 

150 V en tampón TGS (Tris-Glicina-SDS, Pronadisa), y los geles se tiñeron con 

coomassie (0.1 % coomassie blue, 10 % ácido acético, 40 % metanol). Para la 

cuantificación de proteínas se utilizó el método de Bradford utilizando la BSA 

como patrón. 
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7. Ensayos de movilidad electroforética (EMSA) 

 

Los ensayos de movilidad electroforética (EMSA) se llevaron a cabo para testar la 

capacidad de unión de la proteína Fur a un fragmento de DNA determinado. Se 

consideraron las zonas promotoras de cada gen como la región que se expande 

entre los nucleótidos -300 y +50 respecto el codón de inicio de traducción. Los 

oligonucleótidos diseñados para amplificar las distintas zonas promotoras están 

listados en la Tabla III.2, a partir de estos se obtuvieron los distintos fragmentos 

de DNA por PCR y se clonaron en el vector de clonación pGEM®-T. La presencia del 

promotor deseado fue confirmada mediante la secuenciación del plásmido 

utilizando los oligonucleótidos M13pUCF y M13pUCR del vector pGEM®-T (Tabla 

III.2). Las sondas de DNA para los EMSAs fueron obtenidas mediante una 

amplificación por PCR utilizando uno de los dos oligonucleótidos M13pUC 

marcado con digoxigenina (Dig) en su extremo 5’, y la posterior purificación de la 

banda de PCR des de un gel de agarosa de bajo punto de fusión al 1-2 %. 

Los EMSAs con la proteína Fur purificada se llevaron a cabo utilizando el protocolo 

descrito previamente 206, pero con algunas modificaciones. En cada caso 100 ng 

de DNA-Dig se incubaron con concentraciones crecientes de proteína purificada 

(típicamente 0, 5, 25, 100 y 375 nM) en el tampón de unión (10 mM tampón Bis-

Tris/Borato pH 7.5; 5 % (v/v) glicerol; 100 μg ml-1 BSA; 1 mM MgCl2; 40 mM KCl; 

100 μM MnCl2; y 0.2 mg ml-1 DNA de esperma de salmón). Para determinar si la 

unión de Fur al DNA era dependiente de la concentración de cationes divalentes 

se incorporó en el tampón de unión el quelante EDTA a una concentración final de 

1 mM. Para los ensayos de competitividad se añadió a la mezcla 200 veces más de 

DNA no marcado específico (del promotor que se está estudiando) o inespecífico 

(DNA que incluye el promotor del gen recA). Las mezclas de unión (20 μl) se 

incubaron durante 10 minutos a 37º C, y se cargaron en un gel PAGE no 

desnaturalizante al 5.5 % [pre-run durante 10 minutos. a 150 V en 20 mM tampón 

Bis-Tris/borato pH 7.5 y 100 μM MnCl2]. Los complejos DNA-proteína fueron 

separados primero a 100 V durante 30 minutos. y después a 150 V durante 3 

horas más. 

Después de la electroforesis, el DNA marcado fue transferido a una membrana de 

nylon Biodine B (Pall Gelman Laboratory) y fue detectado usando el anticuerpo 

Anti-Digoxigenin Fab Fragments marcado con fosfatasa alcalina y los sustratos 

NBT (4-Nitro blue tetrazolium chloride) y BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl 

phosphate) siguiendo las instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics). 
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8. Footprint con la proteína Fur 

 

Los ensayos de footprint se utilizaron para visualizar la región de interacción de la 

proteína Fur con la zona promotora del gen hilD. Éstos se llevaron a cabo en el 

laboratorio del Dr. Juan Carlos Alonso (CNB-CSIC Madrid). 

Brevemente, 10 nM de un fragmento de DNA de 375 pb ([α-32P]-NcoI-HindII PhilD) 

del plásmido que contiene el promotor del gen hilD (pUA1111), se incubaron con 

concentraciones crecientes de la proteína Fur purificada (de 3 a 200 nM) durante 

15 minutos a 37º C en el tampón de unión (50 mM Bis-Tris/borato pH 7.5, 5 % 

glicerol, 10 mM MgCl2, 1 mM MnCl2). La digestión con DNasa I se llevó a cabo 

añadiendo el enzima en el tampón de unión con CaCl2 5 mM durante 5 minutos a 

37º C. La reacción se paró añadiendo EDTA 25 mM. Las muestras se precipitaron 

con etanol, se resuspendieron en 6 μl de tampón de carga y se fraccionaron en un 

gel dPAGE al 6 % 308. Como marcador de peso molecular, se llevó a cabo una 

reacción de secuenciación G + A 309 que se corrió en paralelo con las reacciones de 

footprint correspondientes. 

 

9. Transcripción in vitro 

 

Para comprobar si la proteína Fur tenía un efecto sobre la transcripción de hilD se 

llevaron a cabo ensayos de transcripción in vitro en el laboratorio del Dr. Juan 

Carlos Alonso (CNB-CSIC, Madrid). 

Los ensayos de transcripción in vitro se realizaron utilizando como DNA los 

vectores pUA1111 (pGEMT_PhilD) o pUA1112 (pGEMT_PhilD*) lineales, o el vector 

pGEM-T que sirvió de control negativo. Los DNAs (2 nM) se preincubaron con 

concentraciones crecientes de proteína Fur purificada (de 3 a 400 nM), durante 15 

minutos a 37 ºC en el tampón D (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 5 % glicerol, 5 mM MgCl2, 

1 mM MnCl2, 2 mM espermidina, 10 mM DTT) en una reacción de 25 μl. Se 

añadieron una unidad del holoenzima RNAP Eσ70 de E. coli (USB, Cleveland) y 0,5 

mM de cada rNTP (con [α-32P]-rUTP). Las reacciones se incubaron durante 60 

minutos a 37 ºC y se pararon añadiendo 15 μl de tampón de carga y calentando 

las muestras a 75 ºC durante 10 minutos. Los tránscritos generados se separaron 

en un gel dPAGE 6% 310. 

 



 

79 III.Material y Métodos 

10.  Métodos bioinformáticos 

 

Las secuencias de DNA utilizadas en este estudio para el diseño de 

oligonucleótidos se obtuvieron de la herramienta Comprehensive Microbial 

Resource (CMR) del J. Craig VenterTM Institute (JCVI) (http://cmr.jcvi.org/tigr-

scripts/CMR/CmrHomePage.cgi), que muestra anotados los genes de la cepa S. 

typhimurium LT2. La comparación de secuencias de DNA entre esta cepa y la cepa 

SL1344, que está totalmente secuenciada y anotada 

(http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/bacteria/ salmonella.html), se 

realizó mediante la herramienta de BLAST del Welcome Trust Sanger Institute 

(http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/salmonella). 

 

Se utilizó el paquete de programas DNAStar (DNAStar Inc.): el programa 

PrimerSelect para el diseño de oligonucleótidos para qRT-PCR; el programa 

EditSeq para la edición de secuencias nucleotídicas y aminoacídicas; el programa 

SeqMan para el acoplamiento de diferentes secuencias con regiones de 

homología; y el programa MapDraw para la búsqueda de secuencias de enzimas 

de restricción. 

 

Para el alineamiento de múltiples secuencias se utilizó el programa ClustalW2 

(http://www.ebi.ac.uk /Tools/clustalw2/index.html) del European Bioinformatics 

Institute (EBI). 

 

Para la búsqueda in silico de cajas Fur se utilizó el programa Virtual Footprint 

(http://prodoric.tu-bs.de/vfp/) utilizando como matrices la caja Fur de E. coli K12 

(8 y 18 mer) y la de P. aeruginosa PAO1 311. 
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1. Estudio transcriptómico de la cepa fur y la 
cepa salvaje tratada con EDTA de S. 

Typhimurium 

 

1.1. Efectos globales en la expresión génica debidos a la ausencia 

de fur o a la presencia del quelante EDTA 

 

Los resultados obtenidos después del procesado de los arrays de la cepa fur (array 

Fur) y de la cepa salvaje crecida en presencia del quelante EDTA (array EDTA), se 

presentan en la Tabla IV.1. En dicha tabla se han considerado aquellos genes que 

modificaban de forma estadísticamente significativa (con un adj. p value menor de 

0,05) su patrón de expresión respecto a la cepa salvaje, es decir, que presentaban 

un valor de expresión (logRatio(M)) menor de -1 o mayor de 1 (Figura IV.1). 

 

 
Como puede observarse, sobre los 6.882 genes de S. Typhimurium representados 

en el array, un total de 1.646 se expresaron de manera diferencial en la cepa fur 

respecto a la cepa salvaje. De forma que la deficiencia en dicho gen altera la 

expresión del 24% de los genes representados en el array. Algo mayor es el 

número de genes que alteran su expresión cuando el cultivo se trata con un 

agente quelante como es el EDTA. En este caso 1.780 genes, que representan casi 

un 26% del total de genes presentes en el array. En ambos casos la mayor parte 

de genes que alteran su patrón de expresión pertenecen a las clases STM y CNB. 

Cabe mencionar que alrededor del 70% de los genes CNB que modificaron su 

expresión respecto a la capa salvaje pertenecían a la categoría de IGR (regiones 

intergénicas). 

Tabla IV.1 
Número de genes que cambian su patrón de expresión en los arrays EDTA y 

Fur 

Genes 
EDTA Fur 

total % total % 

STM 1176 27.5
a
 1043 21.2

a
 

pSLT 23 23.9
b
 11 11.5

b
 

CNB 581 23.1
c
 592 23.6

c
 

TOTAL 1780 25.8
d
 1646 23.9

d
 

Porcentajes calculados respecto el total de cada tipo de gen: 
a
sobre 4.274 STM; 

b
sobre 96 pSLT; 

c
sobre 2.512 CNB; 

d
sobre 6.882 totales 
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Figura IV.1. Visualización de los datos de los microarrays Fur (A) y EDTA (B) en el programa 
bioinformático FIESTA antes y después de aplicar los criterios de selección (logRatio(M) > 1 ó < -1 y 
adj. p value < 0,05). En rojo quedan representados los genes con un logRatio(M) mayor de 1, en 
verde los genes con un logRatio(M) menor de -1. 

 

Estos resultados claramente indican que el transcriptoma de S. Typhimurium está 

estrechamente relacionado con las concentraciones de hierro extracelular y que 

es el regulador Fur quien de forma directa o indirecta se encarga de modular la 

expresión génica adaptándola a la concentración de hierro existente. Que el 

número de genes afectados por la presencia del quelante sea superior al 

detectado por la ausencia del regulador Fur no es sorprendente ya que, en el 

primer caso no sólo se está afectando a los genes relacionados con la 

concentración de hierro sino todos aquellos vinculados con algún catión divalente 

secuestrado por el quelante, como por ejemplo Zn2+, Mg2+
, Mn2+. 

Cuando se analizaron los resultados agrupando los genes según el valor de su 

logRatio(M) se obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla IV.2. En este 

caso, los datos se trataron separando aquellos genes con un valor de logRatio(M) 

mayor de 1, que corresponden a genes que aumentan su expresión o están 

inducidos en el array, de aquellos que presentan un valor inferior a -1 y que por 
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tanto disminuyen su expresión o se encuentran reprimidos. Cabe aclarar que el 

incremento de la expresión de un gen detectado en el array de la cepa fur indica 

que la presencia del regulador tiene, de forma directa o indirecta, un efecto 

negativo sobre la expresión del gen en la cepa salvaje. Del mismo modo, aquellos 

genes con una expresión disminuida en ausencia de Fur son genes en los que el 

regulador ejerce un control positivo. Igual pasa en el caso del tratamiento con 

EDTA en el que es la disminución en la concentración de cationes divalentes la 

responsable de los cambios observados en la expresión génica. 

 

Tabla IV.2 
Número de genes que cambian su patrón de expresión según el valor de 

logRatio(M) en los arrays EDTA y Fur 

Genes 
EDTA Fur 

logRatio(M) > 1 logRatio(M) < -1 logRatio(M) > 1 logRatio(M) < -1 

STM 558 618 459 584 
pSLT 10 13 8 3 
CNB 362 219 266 326 

TOTAL 930 850 733 913 

 

De los 1.646 genes que cambiaron su patrón de expresión en la cepa fur, 733 

(44%) lo hicieron incrementándola, mientras que los 913 restantes (56%) 

presentaron una expresión disminuida. Estas proporciones en el mutante fur se 

mantuvieron en las categorías de genes STM y CNB (56% y 55% genes reprimidos, 

respectivamente), siendo siempre un poco mayor el número de genes que 

disminuían su valor de expresión y por tanto sobre los que Fur tiene un efecto 

positivo en la cepa salvaje. Aproximadamente las mismas proporciones se 

observan en los datos obtenidos con el tratamiento con EDTA, corroborando así 

los resultados anteriores. 

En conjunto, la distribución equitativa entre genes que incrementan y genes que 

disminuyen su expresión en los dos arrays indica que Fur tiene un efecto tanto 

positivo como negativo sobre la expresión génica de S. Typhimurium, igual que se 

ha descrito en E. coli y en otras especies bacterianas 5, 229, 234. 

También se analizaron los datos obtenidos según los grupos funcionales 

(asignados para cada gen como role category en la base de datos Comprehensive 

Microbial Resource http://cmr.jcvi.org/cgi-bin/CMR/CmrHomePage.cgi). En la 

Figura IV.2 podemos observar el número de genes que pertenecen a cada uno de 

los 19 grupos funcionales existentes. De nuevo, los cambios en el perfil 

transcripcional de los genes de los diferentes grupos fueron similares en los dos 

arrays, tanto si incrementaban como si disminuían su expresión. Como era 

esperable dado el elevado número de proteínas de función desconocida en el 
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cromosoma de S. Typhimurium, el grupo mayoritario era el de genes sin función 

asignada (no data). También se observó un gran número de genes que forman 

parte de islas génicas (islands). 

 

 
 

Figura IV.2. Representación gráfica del número de genes inducidos o reprimidos en los arrays fur- 
y EDTA, pertenecientes a cada una de las 19 categorías funcionales del CMR (Comprehensive 
Microbial Resource) 
 

De los grupos funcionales que incrementaron su expresión en el array, tres 

destacan sobre los otros: los asociados a la biogénesis de la pared celular y a la 

membrana externa (cell envelope biogenesis and OM); los relacionados con el 

metabolismo y transporte de hierro (inorganic ion transport and metabolism) y los 

relacionados con transcripción, estructura ribosomal y biogénesis (translation, 
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ribosomal structure and biogenesis). En el primer grupo se engloban muchos 

genes pertenecientes al clúster rfb, relacionados con la síntesis del antígeno O del 

lipopolisacárido de membrana; el segundo grupo contiene toda una serie de 

genes relacionados con diferentes sistemas de captación de hierro; y el último 

grupo abarca una gran cantidad de genes que codifican para proteínas 

ribosomales. En el caso de los genes reprimidos destacaron los grupos de 

movilidad celular y secreción (cell motility and secretion) y de estructura de 

superficie (surface structure), de los que forman parte todos aquellos genes 

implicados en la quimiotaxis y en la síntesis de los flagelos; el grupo de producción 

y conversión de energía (energy production and conversion), al que pertenecen 

muchos genes del metabolismo anaeróbico de la célula; y el grupo de islas de 

patogenicidad SPI1-SPI5 (island SPI1 to SPI5), que agrupa los genes existentes en 

estas cinco islas de patogenicidad de S. Typhimurium. En resumen, el análisis de 

los datos según la agrupación funcional validó una vez más los datos obtenidos en 

los arrays ya que, dado que el regulador Fur se describió como el regulador 

principal de la homeóstasis de hierro en la célula 196, 197, cabía esperar que los 

genes afectados por su ausencia estuvieran relacionados con dicha función así 

como en la adaptación de las envueltas celulares a las concentraciones externas 

de los distintos cationes (en el caso de EDTA) o del hierro (en el caso de Fur). 

También se ha asociado el hierro con la estructuración de citocromos y otras 

proteínas en las que este catión actuaría como cofactor, así que su asociación a 

genes vinculados con la producción energética o con la biogénesis podría 

justificarse. Más sorprendentes eran las relaciones de Fur con otras funciones 

como aquellas asociadas a las islas de patogenicidad que indicaban que el hierro 

podía ser un marcador importante para la expresión de factores de virulencia 

codificados en las islas SPI1-5 o con la movilidad celular. Extendiendo el control 

ejercido por este regulador a otros ámbitos distintos de los relacionados con la 

homeostasis de hierro. 

 

 

 

 

 

 



 

88 IV.Resultados y Discusión 

1.2. Efectos globales en la expresión génica debidos a la ausencia 

del complejo Fur-Fe
2+

 

 

Como se ha citado en la introducción la interacción de Fur con el DNA, y por tanto 

su papel regulador es dependiente de la presencia de hierro en su estructura 197. 

Aunque se han propuesto algunos mecanismos de regulación de Fur en ausencia 

de su cofactor 1 en el presente trabajo se pretendió estudiar el regulón Fur en 

respuesta a la concentración de hierro. Por ello, de todos los datos obtenidos en 

los arrays se seleccionaron aquellos genes en que su expresión se modificaba 

tanto en el array de la cepa fur como en el de la cepa tratada con quelante, 

infiriendo que la coincidencia en los dos ensayos implica una relación entre el 

regulador Fur y la presencia de hierro. 

La Figura IV.3 es una representación de los genes STM que coincidieron en 

términos de variación de su expresión génica (inducidos o reprimidos) en los dos 

estudios. En cada caso, el área del círculo muestra el número de genes totales 

mientras que la zona de solapamiento entre los círculos representa el número de 

genes coincidentes en cada situación. Se puede observar que el porcentaje de 

genes EDTA coincidentes es menor que en Fur, un 51 % frente a un 57 %, 

respectivamente. Se analizaron los genes discriminando aquellos que 

incrementaban su valor de expresión (inducidos) de los que lo disminuían 

(reprimidos) y se observó que el porcentaje de genes coincidentes es más elevado 

en el caso de los genes reprimidos. Así, un 57% y un 60% de los genes coinciden 

en presencia de EDTA y en la cepa fur, respectivamente. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.3. Representaciones gráficas en 
diagramas de Venn de los genes 
coincidentes en los arrays ETDA y Fur. En 
cada caso, el área de solapamiento indica el 
número de genes que se comportan del 
mismo modo. En la parte superior de la 
figura, el total de genes STM que cambian su 
valor de expresión en ambos arrays. En la 
parte inferior, los genes STM inducidos 
(rojo) o reprimidos (verde). 
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1.3. Composición del regulón Fur de S. Typhimurium 

 

1.3.1. Genes pertenecientes al regulón Fur descritos con anterioridad 

 

1.3.1.1. Genes asociados con la captación y homeostasis del hierro 

 

Como se comentó en el apartado anterior, y como era de esperar, el análisis 

funcional de los genes que variaban su patrón de expresión en ambos arrays ponía 

de manifiesto que muchos de los genes estaban implicados con el transporte y 

captación de hierro. Así, no sólo el array quedó validado por los controles 

realizados (ver material y métodos) sino también por el hecho de que genes 

previamente descritos dentro del regulón Fur en S. Typhimurium o en bacterias 

filogenéticamente relacionadas como E. coli, presentaron el comportamiento 

esperado 276, 288, 307. En la Tabla IV.3 se listan dichos genes relacionados junto con 

sus niveles de expresión (logRatio(M)). Como puede observarse, en todos los 

casos se observa un incremento de la expresión respecto a la cepa salvaje tanto 

en la cepa crecida en presencia de quelante como en el mutante fur, con una 

única excepción, el gen foxA, que en ambos ensayos aunque presentaba un 

logRatio(M) mayor de 1, no superó los niveles establecidos en los criterios 

estadísticos. Sin embargo, sí que se observó el incremento de la expresión de 

dicho gen en los ensayos de qRT-PCR usados para la validación del ensayo. 

 

Los genes que presentaron un mayor incremento de su expresión fueron aquellos 

relacionados con la síntesis de sideróforos como la enterobactina (entA-F) o la 

salmoquelina (iroB-N), cuya vinculación con Fur asegura que la célula no 

malgastará energía produciendo estas proteínas cuando la concentración de 

hierro es suficiente 273. También se ven representados en esta tabla otros genes 

cuyos productos están asociados con la captación y el transporte de hierro como 

fepABCDEG (captación de Fe2+-Ent), fhuACDB (captación de hydroxamato-ferrico), 

feoAB (incorporación de ión ferroso), fhuE (captura de Fe2+-coprogen/ácido 

rodotorúlico), fhuF (captura de ferrioxamina B) y cirA (incorporación de 

hidroxibenzoato-ferrico). De igual manera, se observa la represión ejercida por Fur 

sobre los genes tonB y exbBD, requeridos para la transferencia dependiente de 

energía a través de la pared de los complejos Fe2+-sideróforo 163, 164. Así como el 

aumento en ausencia de Fur del gen ydiE, descrito como un factor de captación de 

hemina y regulador por Fur 307. 
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Igualmente otros genes cuya vinculación con Fur se ha descrito con anterioridad 

también incrementan su expresión en ausencia de este regulador. Es el caso del 

operón sufA-E que funciona en el ensamblaje de complejos hierro-sulfuro durante 

la escasez de hierro y el estrés redox 296, 312 y los genes sitABCD localizados dentro 

de la SPI1, que codifican un sistema de captación de hierro y manganeso 57. 

 

Tabla IV.3 
Genes implicados en el metabolismo del hierro controlados por Fur ya 

descrito 

Gen
1
 Código ID Descripción

2
 EDTA

3
 Fur

3
 

fhuA 
STM0191 

outer membrane protein receptor / transporter for 
Fe-hydroxamate 

+4,23
a
 +5,1

a
 

fhuC STM0192 
ABC superfamily (atp_bind) / hydroxymate-
dependent iron transport  

+3,87
a
 +5,05

a
 

fhuD STM0193 
ABC superfamily (bind_prot) / hydroxamate-
dependent iron uptake  

+2,43
a
 +3,82

a
 

fhuB STM0194 
ABC superfamily (membrane) / hydroxamate-
dependent iron uptake  

+1,57
b
 +2,29

b
 

foxA STM0364 ferrioxamine receptor NS NS 

entD STM0584 enterochelin synthetase, component D  +3,7
a
 +4,16

a
 

fepA STM0585 
outer membrane porin, receptor for Fe-
enterobactin  

+5,82
b
 +6,6

b
 

Fes STM0586 enterochelin esterase. Fe-enterobactin utilization  +6,59
a
 +8,3

a
 

entF STM0588 enterobactin synthetase, component F +4,43
a
 +4,57

a
 

fepE STM0589 Fe-enterobactin transporter  +3,61
a
 +3,53

a
 

fepC 
STM0590 

ABC superfamily (atp_bind) / Fe-enterobactin 
transporter  

+2,88
a
 +2,95

a
 

fepG STM0591 
ABC superfamily (membrane) / Fe-enterobactin 
transporter  

+2,42
a
 +2,92

a
 

fepD STM0592 
ABC superfamily (membrane), Fe-enterobactin 
transporter  

+1,72
a
 +2,79

a
 

ybdA STM0593 
putative POT family transport protein (entS 
enterobactin export) 

+3,03
a
 +4

a
 

fepB STM0594 
ABC superfamily (peri_perm), Fe-enterobactin 
tranporter  

+2,84
a
 +2,78

a
 

entC STM0595 enterobactin biosynthesis  +5,12
a
 +6,71

a
 

entE STM0596 enterobactin biosyntesis +4,34
b
 +5,27

a
 

entB STM0597 enterobactin biosynthesis +6,24
a
 +8,26

a
 

entA STM0598 enterobactin biosynthesis +4,55
a
 +5,76

a
 

ybdB STM0599 hypotetical protein (enterobactin metabolism?) +3,81
a
 +5,2

a
 

fhuE STM1204 
outer membrane receptor for Fe-hydroxamate 
transport  

+1,34
a
 +1,29

a
 

ydiE STM1346 putative hemin uptake factor +2,13
a
 +2,78

a
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continuación Tabla IV.3 

Gen
1
 Código ID Descripción

2
 EDTA

3
 Fur

3
 

sufA STM1369 Fe-S formation  +3,73
a
 +3,86

a
 

sufB STM1370 putative ABC transporter / Fe-S formation +4,22
a
 +4,13

a
 

sufC STM1371 
putative ABC superfamily (atp_bind) / Fe-S 
formation 

+5,22
a
 +5

a
 

sufD STM1372 Fe-S formation +3,87
a
 +4,42

a
 

sufS STM1373 Fe-S formation +3,52
a
 +4

a
 

ynhA STM1374 
putative SufE protein probably involved in Fe-S 
formation 

+3,22
a
 +3,42

a
 

tonB STM1737 energy transducer uptake of Fe and B12 +1,83
a
 +2,91

a
 

ftnB STM1932 ferritin-like protein. Fe storage  NS NS 

cirA STM2199 
outer membrane porin, receptor for colicin I, TonB-
dependent  

+2,83
b
 +3,76

a
 

iroB 
STM2773 

putative glycosyl transferase, related to UDP-
glucuronosyltransferase  

+1,71
a
 +6,56

a
 

iroC STM2774 putative ATP binding cassette (ABC) transporte  +2,57
a
 +7,08

a
 

iroD STM2775 Similar to enterochelin esterase of E. coli  +2,63
a
 +7,26

a
 

iroE STM2776 putative hydrolase of the alpha/beta superfamily  +2,62
a
 +7,45

a
 

iroN STM2777 TonB-dependent siderophore receptor protein  +2,74
b
 +7,29

a
 

sitA STM2861 Salmonella iron transporter: fur regulated  +5,49
a
 +4,78

a
 

sitB STM2862 Salmonella iron transporter: fur regulated  +4,3
a
 +4,09

a
 

sitC STM2863 Salmonella iron transporter: fur regulated  +2,31a +1,68a 

sitD STM2864 Salmonella iron transporter: fur regulated  -1,35a -2,09a 

exbD 
STM3158 

uptake of enterochelin tonB-dependent uptake of 
B12  

NS NS 

exbB STM3159 
uptake of enterochelin tonB-dependent uptake of 
B12  

+2,61
a
 +2,78a 

feoA STM3505 Fe(II) iron transport protein A  +3,02
a
 +3,4

a
 

feoB STM3506 Fe(II) iron transport protein B  +2,57
a
 +3,06

a
 

fhuF STM4550 Fe-hydroxamate transport  +3,07
a
 +3,76

a
 

1
La orientación génica y la organización transcripcional están indicadas por líneas verticales y 

recuadros, respectivamente 
2
Descripciones derivadas del Tigr 

3
El incremento (logRatio(M) >1) o la represión (logRatio(M) <-1) de los niveles de expresión 

causados por EDTA o Fur. NS son genes que no tienen un adj. p value significativo (<0,05). 
a
las 

dos réplicas del array se comportan igual y el nivel de expresión es una media de los dos (n=2). 
b
indica que los genes solo se afectan en una copia (n=1)  
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1.3.1.2. Genes asociados a funciones distintas a la captación y metabolismo 

del hierro 

 

Se ha descrito que el regulador Fur controla, aparte de genes relacionados con el 

metabolismo del hierro, otros involucrados en funciones distintas 276, 277, 313, 314. En 

la Tabla IV.4 se muestran los valores de expresión obtenidos en los arrays de la 

cepa Fur defectiva y en presencia de EDTA para los genes que se ha descrito que 

pertenecen al regulón Fur pero cuya función es distinta a la captación y 

metabolismo del hierro. 

 

Tabla IV.4 Genes controlados por Fur no involucrados en el metabolismo del hierro 

Gen
1
 Código ID Descripción

2
 EDTA

3
 Fur

3
 

gmpA STM0772 phosphoglyceromutase 1  NS +2,84
a
 

sdhC STM0732 succinate dehydrogenase, cytochrome b556  NS -1,15
a
 

sdhD STM0733 succinate dehydrogenase, hydrophobic subunit  NS -1,45
a
 

sdhA STM0734 succinate dehydrogenase, flavoprotein subunit  NS -1,73
b
 

sdhB STM0735 succinate dehydrogenase, Fe-S protein  NS -1,02
b
 

sodB STM1431 superoxide dismutase, iron  -1,45
a
 -1,86

a
 

fumA STM1468 fumarase A (fumarate hydratase class I), aerobic  NS -1,84
a
 

fumC STM1469 fumarase C (fumarate hydratase Class II)  NS NS 

acnA STM1712 aconitate hydratase 1  NS NS 

nrdH STM2805 glutaredoxin-like protein hydrogen donor  +6,62
a
 +7,63

a
 

nrdI STM2806 stimulates ribonucleotide reduction  +5,5
a
 +6,68a 

nrdE STM2807 
ribonucleoside diphosphate reductase 2, alpha 
subunit  

+3,59
a
 +4,16

a
 

nrdF STM2808 
ribonucleoside-diphosphate reductase 2, beta 
subunit  

+3,17
a
 +2,42

a
 

sodA STM4055 superoxide dismutase, manganese  +3,76
a
 +1,9

a
 

fumB STM4300 
fumarase B (fumarate hydratase class I), 
anaerobic  

-3,61
a
 -3,74

a
 

1
La orientación génica y la organización transcripcional están indicadas por líneas verticales y 

recuadros, respectivamente 
2
Descripciones derivadas del Tigr 

3
El incremento (logRatio(M) >1) o la represión (logRatio(M) <-1) de los niveles de expresión 

causados por EDTA o Fur. NS son genes que no tienen un adj. p value significativo (<0.05). 
a
las 

dos réplicas del array se comportan igual y el nivel de expresión es una media de los dos (n=2). 
b
indica que los genes solo se afectan en una copia (n=1)  

 

Entre ellos destacar los genes que codifican las superóxido dismutasas SodA y 

SodB, regulados por Fur de manera negativa y positiva, respectivamente 315. El 

incremento de los niveles de expresión del operón nrdHIEF, que codifica una 

ribonucleótido reductasa no esencial, también concuerdan con la represión 

ejercida por el complejo Fur-Fe2+ sobre el gen nrdH, el primero de la unidad 

transcripcional, descrita recientemente 314, 316. Así como los niveles de 
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desregulación de los genes fumAC, fumB y sdhCDAB. Se sabe que la cepa fur de E. 

coli es incapaz de crecer en presencia de fumarato y succinato como únicas 

fuentes de carbono. Este fenotipo parece estar vinculado a la expresión de los 

genes fumA y fumB que codifican la fumarasa y por otro el operón sdhCDAB que 

codifica una succinato deshidrogenasa 146. El gen fumB está controlado 

positivamente por la presencia de Fur y hierro 317 y los genes fumA y sdh también 

pero indirectamente a través del sRNA RyhB 235, dicho patrón de expresión 

concuerda con los datos obtenidos en los dos arrays. 

 

1.3.2. Identificación de nuevos genes pertenecientes al regulón Fur de S. 

Typhimurium 

 

Uno de los objetivos principales del presente trabajo fue determinar la 

composición del regulón Fur de S. Typhimurium para identificar nuevos genes 

cuya expresión estuviera vinculada a la concentración de hierro a través del 

control por parte de dicho regulador transcripcional. Es evidente que el estudio 

del transcriptoma realizado permite diferenciar todos aquellos genes que de 

forma directa o indirecta están relacionados con la red de regulación de la 

proteína Fur. Sin embargo, en cualquier red génica es importante poder discernir 

sobre qué genes el regulador ejerce un efecto directo y establecer así los niveles 

de regulación dentro de la propia red. Para ello se utilizaron dos estrategias 

distintas, ambas basadas en la capacidad de Fur de interaccionar con regiones 

promotoras de los genes que regula 206. 

En primer lugar se definieron las unidades transcripcionales (UTs) que 

conformaban todos los genes que variaban su expresión en los ensayos 

transcriptómicos. Se consideraron como pertenecientes a una misma unidad 

transcripcional aquellos genes que no tuvieran regiones intergénicas mayores de 

150 pb, que se transcribieran en la misma orientación que los genes adyacentes y 

que tuvieran el mismo patrón de expresión en los arrays 229. En los casos en que el 

patrón de expresión de posibles genes que podrían conformar una UT no fuera el 

mismo o los datos del array para alguno de los genes no fuera estadísticamente 

significativo, éste se confirmó mediante qRT-PCR, comparando el nivel de 

expresión del gen problema en la cepa fur respecto al de la cepa salvaje. 

De todas las UTs definidas se buscó la región promotora, considerando ésta como 

los 300 pb anteriores al codón de inicio de la traducción del primer gen y los 50 pb 

posteriores al mismo y se realizaron EMSAs. A modo de control positivo de estos 

ensayos se utilizaron las regiones promotoras (P) de los genes fhuA y foxA (PfhuA y 

PfoxA, respectivamente), ambos reprimidos directamente por Fur 307. Como era 
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esperable los EMSAs revelan que dichas regiones promotoras interaccionan con la 

caja Fur (Figura IV.4). Además puede observarse que la adición de 

concentraciones crecientes de proteína Fur provocan la aparición de diversas 

bandas de interacción características de proteínas que presentan interacción 

cooperativa, como es el caso de este regulador transcripcional. 

 

Figura IV.4. A. Gel SDS-PAGE, sobreexpresión y purificación de la proteína Fur. Los carriles 1 y 2 
contienen extractos crudos de la cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS pET15_fur en ausencia y presencia 
de IPTG 10 mM, respectivamente. El carril 3 contiene la proteína Fur purificada, después de liberar 
la cola de histidinas cortando con la proteasa trombina. Los pesos moleculares del marcador de 
peso molecular Broad Range (Biorad) están indicados a la izquierda. B. EMSAs con Fur y las 

regiones promotoras de los genes fhuA (PfhuA) y foxA (PfoxA). En cada caso: 20 nM de DNA 
marcado en presencia de concentraciones crecientes (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) de 
proteína Fur. Se muestra la movilidad de los fragmentos de DNA en ausencia de proteína (carril 1). 
C. Organización génica y zonas promotoras de los genes fhuA y foxA. En cada caso está 
representado: en minúsculas y negrita el codón de inicio de la traducción; en morado la caja Fur 
identificada por el programa Virtual footprint, con las posiciones respecto al codón de inicio de la 
traducción indicadas. Las flechas muestran la organización de los hexámeros (NATWAT) y las letras 
minúsculas indican una diferencia en la secuencia consenso. 
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Posteriormente se realizó una búsqueda in silico de cajas de unión de la proteína 

Fur en su región promotora. Para ello se utilizó la herramienta bioinformática 

Virtual Footprint (http://prodoric.tu-bs.de/vfp/) 311 usando como criterios de 

búsqueda los que se indican en detalle en el apartado de material y métodos. La 

búsqueda in silico identificó una posible caja Fur con 3 repeticiones del hexámero 

consenso (5’-NATWAT-3’) 221 en PfhuA en la posición de -50 a -30 respecto al codón 

de inicio de la traducción. El primer hexámero tiene una orientación 5’ � 3’ 

respecto al gen, mientras que el segundo y el tercero están en sentido inverso y 

cada repetición está separada por 1 pb (�11). Las dos primeras son 

repeticiones perfectas de la secuencia consenso, mientras que la tercera varia 

solo en un nucleótido. En el caso de PfoxA se determinó la presencia de una posible 

caja Fur, entre las posiciones -27 y -8, compuesta por tres hexámeros orientados 

��1, variando en 4 nucleótidos de la secuencia consenso. En ambos casos los 

resultados de la búsqueda in silico se correlacionaban con los descritos para 

ambos promotores 307 

 

La confirmación mediante EMSAs de la presencia de regiones de interacción de la 

proteína Fur en las regiones promotoras de los genes que alteran su expresión en 

los ensayos transcriptómicos y la identificación de las cajas de unión in silico, 

permitió diferenciar de entre todos ellos aquellos sobre los que el regulador Fur 

tiene un efecto directo y por lo tanto aquellos situados en un primer nivel de 

control dentro de la red génica. Por otro lado, todas aquellas UTs en las que no se 

identificó una región de interacción, están, dentro de la red génica, como mínimo 

en un segundo nivel, es decir, su expresión varía porque Fur está regulando algún 

gen que a su vez regula dicha UT (segundo nivel) u otra que contiene un gen que 

de algún modo acaba relacionándose con la UT identificada (más de segundo 

nivel). Estas relaciones en cascada son las que finalmente conforman todo el 

regulón Fur y definen toda la respuesta que, de algún modo, se dispara en función 

de la concentración de hierro extracelular. 

Se identificaron un total de 70 UTs cuyo patrón de expresión estaba vinculado a la 

concentración de hierro y a la presencia del regulador transcripcional, éstas a su 

vez, se clasificaron en función de si incrementaban o disminuían su expresión. 
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2. Identificación de nuevos genes reprimidos 

por el complejo Fur-Fe2+ 

 

El estudio de transcriptómica permitió identificar un total de 70 genes que 

incrementaron su expresión en ausencia de Fur y en presencia de EDTA, que no se 

habían asociado con anterioridad al regulón Fur. En la Tabla IV.5 se representan 

estos genes que están formando un total de 22 UTs. Se observaron 62 genes que 

forman parte de 12 UTs policistrónicas distintas mientras que los 10 genes 

restantes se transcriben individualmente. A nivel funcional, dichos genes se 

agrupan en tres categorías mayoritarias: reguladores transcripcionales, proteínas 

de membrana y genes de metabolismo. 

 

Tabla IV.5 Genes con un valor de expresión mayor de 1 en los arrays EDTA y Fur 

Gen
1
 Código ID Descripción

2
 EDTA

3
 Fur

3
 FI  

  STM0031 putative transcription regulator  NS +1,83a  

mrcB STM0190 
transpeptidase of penicillin-binding protein 
1b (peptidoglycan synthetase)  +1,06b +1,33a  

  STM0363 putative transcription regulator, AraC family  +1,46a +3,65a 22,63 

cyoE 
STM0439 

protohaeme IX farnesyltransferase (haeme 
O biosynthesis)  +2,1b +2,22a 3,29 

cyoD STM0440 cytochrome o ubiquinol oxidase subunit IV  +4,67a +3,84a  

cyoC STM0441 cytochrome o ubiquinol oxidase subunit III  NS +5,18b 3,52 

cyoB STM0442 cytochrome o ubiquinol oxidase subunit I  +2,65b +1,62a 3,42 

cyoA STM0443 cytochrome o ubiquinol oxidase subunit II  +6,16a +4,42a 3,66 

  STM0581 putative regulatory protein  NS +1,3a 2,32 

moaA STM0802 molybdopterin biosynthesis, protein A  NS +1,08b  

moaB STM0803 molybdopterin biosynthesis, protein B  +1,15a +1,95a  

moaC STM0804 molybdopterin biosynthesis, protein C  NS 1,76a  

moaD STM0805 molybdopterin biosynthesis protein  NS +1,99a  

moaE STM0806 molybdopterin converting factor, subunit 2  NS +1,7a  

yceD STM1190 putative metal-binding  +1,75a +1,8a  

plsX 
STM1192 

putative fatty acid/phospholipid synthesis 
protein  +0,83b +1,14b  

fabH STM1193 
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase III 
acetylCoA ACP transacylase  +1,06a +1a  

fabD STM1194 
malonyl-CoA-[acyl-carrier-protein] 
transacylase  +1,14a +1,2a  

fabG STM1195 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase  +1,19a +1,42a  
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continuación Tabla IV.5 

Gen
1
 Código ID Descripción

2
 EDTA

3
 Fur

3
 FI  

  
STM1255 

putative ABC transporter periplasmic 
binding protein  +3,46a +2,63a  

  STM1256 putative ABC transporter  +1,87a +1,57a  

  STM1257 putative ABC transporter  +1,36a +1,54a  

  STM1258 
putative ATPase component of ABC-type 
transport system  +2,08a +1,53b  

  STM1259 
putative ATPase component of ABC-type 
transport system  +1,02b NS  

astC 
STM1303 

succinylornithine transaminase, also has 
acetylornitine transaminase activity  +2,23a +1,97a  

astA STM1304 arginine succinyltransferase  +2,53a +2,37a  

astD STM1305 
succinylglutamic semialdehyde 
dehydrogenase  +2,22a +2,21a  

astB STM1306 succinylarginine dihydrolase  +1,25a +1,39a  

astE STM1307 succinylglutamate desuccinylase  1,37b NS  

marB STM1518 multiple antibiotic resistance protein  +1,43b +1,9a  

marA STM1519 
transcriptional activator of defense systems 
(AraC/XylS family)  +1,9a +1,56a 2,47 

marR STM1520 
transcriptional repressor of marRAB 
operon, multiple antibiotic  +1,13b NS 1,03 

ansP STM1584 APC family, L-asparagine transport protein  +1,36a +2,31a  

  STM1585 putative outer membrane lipoprotein  +2,87a +2,46a  

  STM1586 putative periplasmic protein  +3,88a +5,16a  

yncD STM1587 paral putative outer membrane receptor  +1,46b +1,82b  

yncC STM1588 putative regulatory protein, gntR family  +1,18b +1,21b 4,73 

ychA STM1773 putative transcriptional regulator  NS NS  

sirC STM1774 Regulation of invasion genes  +1,02b +1,32b 3,11 

hemK STM1775 putative protoporphyrinogen oxidase  NS NS  

prfA STM1776 peptide chain release factor RF-1  NS NS  

hemA STM1777 glutamyl tRNA reductase  NS NS  

rfbP 
STM2082 

LPS side chain defect: bifunctional enzyme: 
undecaprenol-phosphate  +2,41b NS  

rfbK STM2083 
LPS side chain defect: 
phosphomannomutase  

NS +1,42b 2,47 

rfbM STM2084 
LPS side chain defect: mannose-1-
phosphate guanylyltransferase  

NS NS  

rfbN STM2085 
LPS side chain defect: rhamnosyl 
transferase  +1,1b +1,75b  

rfbU STM2086 LPS side chain defect: mannosyl transferase  NS NS  

rfbV STM2087 LPS side chain defect: abequosyltransferase  NS NS  

rfbX STM2088 
LPS side chain defect: putative O-antigen 
transferase  

NS NS 2,44 

rfbJ STM2089 
LPS side chain defect: CDP-abequose 
synthase  +2,97b +1,57b  

rfbH STM2090 
LPS side chain defect: CDP-6deoxy-D-xylo-4-
hexulose-3-dehydrase  +2,39a +1,04a  
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continuación Tabla IV.5 

Gen
1
 Código ID Descripción

2
 EDTA

3
 Fur

3
 FI  

rfbG 
STM2091 

LPS side chain defect: CDP glucose 4,6-
dehydratase  +2,99a +1,02b  

rfbF STM2092 
LPS side chain defect: glucose-1-phosphate 
cytidylyltransferase  +3,12a +1,2a  

rfbI STM2093 
LPS side chain defect: CDP-6-deoxy-
delta3,4-glucoseen reductase  +1,47a +1,23a  

rfbC STM2094 dTDP-4,deoxyrhamnose 3,5 epimerase  +1,28a 1,13a  

rfbA STM2095 dTDP-glucose pyrophosphorylase  +2,79a +1,82a 2,05 

rfbD STM2096 TDP-rhamnose synthetase  +2,21ª +2,09a  

rfbB STM2097 dTDP-glucose 4,6 dehydratase  +1,99b +1,75b 2,59 

  STM2197 putative phosphoserine phosphatase  +1,58a NS  

  STM2198 putative regulatory protein  +2,34a +4,05a  

  STM2374 putatiave helix-turn-helix regulatory protein  +1,08b +2,23b  

Mig14 STM2782 putative transcription activator  +1,86a +1,71a  

  STM4535 putative PTS permease  +2,57a +2,22a  

  STM4536 putative PTS permease  +2,42a +2,05a  

  STM4537 putative PTS permease  +1,73a +2,2a  

  STM4538 putative PTS permease  +1,47a +1,9a  

  STM4539 
putative glucosamine-fructose-6-phosphate 
aminotransferase  +1,76b +2,16b  

  STM4540 
putative glucosamine-fructose-6-phosphate 
aminotransferase  +1,29b +0,89a  

yjjQ 
STM4547 

putative transcriptional regulator 
(LuxR/UhpA family)  

NS NS 15,58 

bglJ STM4548 
transcriptional regulator (activator) of bgl 
operon (LuxR/UhpA  +1,55a +2,07a  

En rojo se representan los 22 genes cuya región promotora se probó mediante EMSA. 
1
La orientación génica y la organización transcripcional están indicadas por líneas verticales y 

recuadros, respectivamente. 
2
Descripciones derivadas del Tigr. 

3
 El incremento (>1) o la represión (<-1) de los niveles de expresión (LogRatio(M)) causados por 

EDTA o Fur. NS son genes que no tienen un adj.p.value. 
a
las dos réplicas del array se comportan 

igual (n=2) y el nivel de expresión es una media de los dos. 
b
indica que los genes solo se afectan 

en una copia (n=1) 
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2.1. Control negativo de reguladores transcripcionales 

 

Diez de los genes listados en la Tabla IV.5 son reguladores transcripcionales, de 

ellos, cuatro forman parte de UTs policistrónicas (marR, sirC, STM2198 y 

STM4548) y el resto de UTs monocistrónicas. Estos últimos codifican la proteína 

Mig-14, regulador que contribuye a la virulencia de Salmonella en el modelo 

murino 318; proteínas asociadas a familias de proteínas reguladoras como AraC 

(STM0363) o GntR (yncC) y el resto se anotan como probables reguladores 

transcripcionales (STM0031, STM0581 y STM2374). Los EMSAs realizados con las 

regiones promotoras de las distintas UTs, mostrados en la figura IV.5, ponen de 

manifiesto que, de todos ellos, la proteína Fur sólo interacciona directamente con 

el promotor del gen STM0363 (P0363). En este caso, el análisis bioinformático 

detectó una posible caja entre las regiones -97 y -77 respecto al codón de inicio de 

la traducción (Figura IV5). Esta caja está formada por 3 hexámeros separados por 

1 y 2 pb el uno del otro, organizados de forma �12�. El segundo y el tercer 

hexámero difieren en un nucleótido de la secuencia consenso, mientras que el 

primero coincide completamente. 

 

Los análisis comparativos con las bases de datos existentes realizados con la 

proteína STM0363 determinan la existencia de un dominio de interacción con el 

DNA en el extremo C-terminal de ésta y la incluyen dentro de la familia de 

posibles activadores transcripcionales del tipo XylS/AraC. Sin embargo, no se 

conoce qué genes puede estar regulando esta proteína pero será de bien seguro 

el responsable de la activación de otro/s gen/es vinculados con el regulón Fur. En 

este caso, y dado que aparentemente se trata de un activador transcripcional, 

el/los gen/es que se encuentren bajo su control directo estarán formando parte 

de los genes que incrementan su expresión en ausencia de hierro o en la cepa Fur 

deficiente. 
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Figura IV.5. Reguladores transcripcionales con un valor de expresión >1 en los arrays. A. 

Organización de las UTs policistrónicas mostrando el promotor mediante una flecha. En color rojo 
oscuro se indican los genes con las dos réplicas inducidas en el array Fur y en rojo claro cuándo 
sólo una de las réplicas se induce. B. EMSAs de cada promotor señalado utilizando 
concentraciones crecientes de proteína Fur (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) o en ausencia de 
proteína (carril 1). C. Zona promotora del gen STM0363. Las secuencias subrayadas indican los 
oligonucleótidos utilizados para amplificar la sonda P0363, en minúsculas y negrita se indica la 
región de codificación del gen STM0363. En gris se indica la caja Fur identificada con el programa 
Virtual footprint. En morado se indica la secuencia de la posible caja Fur y se enmarcan los 
hexámeros que forman la secuencia de unión indicando en cada caso su orientación mediante una 
flecha. En minúsculas se representan los nt que varían de la secuencia consenso. 
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2.2. Control negativo de proteínas de la envuelta y la síntesis de 

pared 

 

Un total de 33 genes pertenecientes a 9 UTs codifican proteínas asociadas a la 

envuelta celular o con funciones en la síntesis de la misma (Tabla IV.5). 

De ellos, 13 genes se agrupan en tres operones, uno contiene los genes STM1255-

59 y codifica un sistema de transporte de tipo ABC, otro está formado por los 

genes STM4535-40 y da lugar a una permeasa de tipo PTS (PEP-dependent 

phosphotransferase system), y el último (genes STM1586-5) son una proteína 

periplasmática y una lipoproteína. Otros tres genes codifican una posible proteína 

de unión a metal (yceD), una permeasa para el aminoácido L-asparagina (ansP) 319 

y un receptor de membrana externa (STM1587), respectivamente. 

 

Para identificar si su vinculación con Fur era directa o indirecta se realizaron EMSA 

usando como sondas las zonas promotoras de las distintas UTs identificadas (P1255, 

P4535, PyceD, PansP, P1587-6). Como puede observarse en la figura IV.6, de todas ellas, 

sólo el promotor P1587-6 sufrió un retraso electroforético en los ensayos de 

movilidad. La sonda P1587-6 usada en los EMSA corresponde a la región que separa 

dos genes (STM1587 y STM1586) que están dispuestos de manera divergente en 

el genoma y separados por 264 pb. Además el gen STM1586 forma unidad 

transcripcional con el gen anterior, STM1585. Así la zona P1587-6 en realidad ocupa 

la región promotora de dos UTs. El gen homólogo a STM1587 en E. coli es el yncD 

que codifica un receptor para el transporte de hierro dependiente de TonB 320 y 

STM1585 se anota como una supuesta lipoproteína de membrana externa. 

También se ha descrito que, en E. coli, los homólogos a STM1587 y STM1586 

están reprimidos por la proteína Fur 273. En este caso el incremento de la 

expresión detectado en los ensayos transcriptómicos confirman para S. 

Typhimurium lo descrito en E. coli y además, los EMSA realizados sobre la región 

promotora de ambas UTs determinan que la regulación que Fur ejerce sobre ellas 

es directa. Estudios in silico de la región P1587-6 permitieron la identificación de una 

posible caja Fur entre las posiciones -169 y -150 respecto al inicio de traducción de 

este gen STM1587 formada por tres hexámeros organizados ��2 que sólo 

discrepan en 2 nucleótidos de la caja consenso de E. coli (Figura IV.6). 
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Figura IV.6. Proteínas de la envuelta y para la síntesis de la pared con un valor de expresión >1 

en los arrays. A. Organización de las UTs policistrónicas mostrando el promotor mediante una 
flecha. En color rojo oscuro se indican los genes con las dos réplicas inducidas en el array Fur y en 
rojo claro cuándo sólo una de las réplicas se induce. B. EMSAs de cada promotor señalado 
utilizando concentraciones crecientes de proteína Fur (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) o en 
ausencia de proteína (carril 1). C. Zona promotora del gen STM1587. Las secuencias subrayadas 
indican los oligonucleótidos utilizados para amplificar la sonda P1587, en minúsculas y negrita se 
indica la región de codificación del gen STM1587. En gris se indica las cajas Fur identificadas con el 
programa Virtual footprint. En morado se indica la secuencia de la posible caja Fur y se enmarcan 
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los hexámeros que forman la secuencia de unión indicando en cada caso su orientación mediante 
una flecha. En minúsculas se representan los nt que varían de la secuencia consenso. 

 

A parte de los anteriores, los estudios transcriptómicos también determinaron la 

asociación del regulón Fur con genes cuyos productos génicos están vinculados a 

la síntesis de la pared bacteriana. Éste es el caso del gen de una sintetasa del 

peptidoglicano (mrcB) y del grupo de genes rfb que consta de 16 genes 

involucrados en la síntesis y acoplamiento del antígeno O (AgO) del 

lipopolisacárido 321. La organización génica de los genes rfb se representa en la 

figura IV.6, los genes pertenecientes a este clúster pueden clasificarse según su 

función 321, 322. Así pues, existen genes relacionados con la biosíntesis de los 

azúcares TDP-Ramnosa, CDP-Abecuosa y GDP-Manosa (rfbBDAC, rfbIFGHJ y 

rfbMK, respectivamente); genes que codifican distintas transferasas, de la 

abecuosa (rfbV), de la manosa (rfbU), de la ramnosa (rfbN) y de la galactosa (rfbP) 

y finalmente el gen rfbX que codifica una proteína integral de membrana que está 

involucrada en el ensamblaje del AgO. Aunque la estructura de estos genes parece 

indicar que se transcriben todos como un único operón se han localizado dos 

posibles promotores, uno delante de rfbB, y otro en la región intergénica entre 

rfbV y rfbU. Por ello se eligieron estos dos promotores (PrfbB y PrfbU) para realizar 

los EMSAs con la proteína Fur. 

En ningún caso, ni usando el promotor del gen mrcB o los descritos para el clúster 

rfb se observó interacción con la proteína Fur, así que este regulador, pese a 

modular la expresión de dichos genes, no está actuando directamente en S. 

Typhimurium sobre el control transcripcional de los genes rfb ni del gen mrcB 

(Figura IV.6). 

 

2.3. Control negativo de genes del metabolismo 

 

Por último, en la tabla IV.5 también aparecen algunos genes que tienen funciones 

metabólicas. Concretamente se puede observar que los genes de aerobiosis cyoA-

E, que codifican la citocromo c oxidasa, ven incrementada su expresión en el 

mutante fur y en presencia de EDTA. Estos resultados se contraponen con los 

resultados reportados en otros trabajos realizados en E. coli en los que se describe 

que dichos genes son activados por la proteína Fur 236, 273. Por este motivo, se 

confirmaron los datos del array Fur mediante ensayos de qRT-PCR y, como se 

observa (Tabla IV.5), los resultados obtenidos corroboran los observados en el del 

array (Figura IV.7). Demostrando inequívocamente que, a diferencia de lo descrito 

en E. coli, Fur ejerce un control negativo los genes cyoA-E en S. Typhimurium. 



 

104 IV.Resultados y Discusión 

Además, los EMSA usando la región promotora del gen cyoA (PcyoA) revelaron que 

la relación de dicho promotor con Fur es indirecta ya que no se observó ningún 

cambio en la movilidad electroforética del promotor (Figura IV.7). 

 

 

Figura IV.7. Genes del metabolismo con un valor de expresión >1 en los arrays. A. Organización 
de las UTs policistrónicas mostrando el promotor mediante una flecha. En color rojo oscuro se 
indican los genes con las dos réplicas inducidas en el array Fur y en rojo claro cuándo sólo una de 
las réplicas se induce. B. EMSAs de cada promotor señalado utilizando concentraciones crecientes 
de proteína Fur (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) o en ausencia de proteína (carril 1). 

 

Los genes moaA-E, vinculados con el metabolismo del molibdeno, también ven 

incrementada su expresión en un mutante Fur defectivo o en condiciones de 

escasez de hierro como puede observarse en la tabla IV.5. Sin embargo, como 

muestran los EMSA (Figura IV.7), el vínculo con la proteína Fur es indirecto. La 

relación del regulón Fur con el molibdeno no es sorprendente, este elemento es 

un oligoelemento esencial para S. enterica ya que forma parte de enzimas 

importantes para la respiración anaeróbica 128. El metabolismo del molibdeno es 

estrictamente dependiente del metabolismo del hierro a distintos niveles, ya que 

la biosíntesis del cofactor Fe-Mo se basa en la síntesis de complejos Fe-sulfuro 323, 

por lo tanto su asociación con el regulón Fur hace evidente la relación entre el 

metabolismo de ambos elementos. 
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Finalmente destacar que también ven modificada su expresión los genes plsX-fab 

y ast, que codifican enzimas implicados en la biosíntesis de ácidos grasos 324 y la 

arginina succiniltransferasa 325, respectivamente. Los estudios EMSA realizados 

utilizando como sonda PplsX y PastC fueron también negativos, denotando la 

implicación indirecta de Fur en el cambio observado a nivel transcripcional (Figura 

IV.7). 

 

 

 

3. Identificación de nuevos genes activados por 

el complejo Fur-Fe2+ 

 

En la tabla IV.6 se listan los 190 genes que presentan un valor LogRatio(M) menor 

de -1 en el array y por tanto aquellos en los que el complejo Fur-Fe2+ ejerce un 

efecto positivo sobre su expresión. 

Como se ha citado anteriormente, muchos trabajos demuestran que Fur puede 

tener un efecto activador directo sobre algunos genes en numerosas especies 

bacterianas como N. meningitidis, H. pylori y E. coli 253, 256, 273. En este trabajo de 

Tesis Doctoral se decidió determinar si en el regulón Fur de S. Typhimurium 

también existían genes que tuvieran una regulación similar. Por ello, siguiendo el 

mismo procedimiento que el utilizado en el caso de los genes regulados 

negativamente, se determinó si el regulador transcripcional se unía directamente 

a los promotores de los genes que regula positivamente. 

De la misma manera que con los genes inducidos en el array, se clasificaron los 

genes en función de las categorías funcionales asociadas con su anotación. En este 

caso los genes se agruparon básicamente en cuatro tipologías funcionales 

distintas: reguladores transcripcionales, proteínas de la envuelta, genes asociados 

con el metabolismo energético y genes asociados a virulencia. 
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Tabla IV.6 Genes con un valor de expresión menor de -1 en los arrays EDTA y Fur 

Gen Código ID Descripción EDTA Fur FI 

prpB STM0368 putative carboxyphosphonoenolpyruvate mutase  NS -1,6b   

prpC STM0369 putative citrate synthase  -1,4b -2,34a   

prpD STM0370 putative protein in propionate catabolism  -1,22a NS   

prpE STM0371 
putative acetyl-CoA synthetase, propionate 
catabolism operon  -1,08a -1,19a   

cydA STM0740 
cytochrome d terminal oxidase, polypeptide 
subunit I  -2,57a -3,16a 0,24 

cydB STM0741 
cytochrome d terminal oxidase polypeptide 
subunit II  -1,84a -2,13a 0,45 

dmsA STM0964 naerobic dimethyl sulfoxide reductase, subunit A  -4,81a -4,97a  

dmsB STM0965 naerobic dimethyl sulfoxide reductase, subunit B  -5,4a -4,99a  

dmsC STM0966 anaerobic dimethyl sulfoxide reductase, subunit C  -5,62a -4,65a   

pipC STM1090 
Pathogenicity island encoded protein: homologous 
to ipgE  -3,13a -2,41a   

sopB STM1091 Salmonella outer protein: homologous to ipgD  -5,24a -2,82a   

csgB STM1143 
minor curlin subunit precursor, nucleator for 
assembly  

NS -1,44b   

csgA STM1144 
curlin major subunit, coiled surface structures 
cryptic  -0,97b -1,79a   

csgC STM1145 putative curli production protein  -1,61a -1,33a   

mviN STM1170 putative virulence factor  -4,13a -2,23a   

ynfI STM1495 putative component of anaerobic dehydrogenases  NS -0,71b   

  STM1496 putative dimethylsulfoxide reductase  -1,32a -1,32a   

  STM1497 putative dimethyl sulphoxide reductase  -5,28a -5,3a   

  STM1498 putative dimethyl sulphoxide reductase  -2,55a -2,53a   

  STM1499 putative dimethyl sulphoxide reductase, chain A1  -2,45a -3,09a   

fdnI STM1568 
formate dehydrogenase-N, cytochrome B556(Fdn) 
gamma subunit, nitrate-inducible  

NS -2,17a   

fdnH STM1569 
formate dehydrogenase-N, Fe-S beta subunit, 
nitrate-inducible  -3,37a -3,97a   

fdnG STM1570 putative molybdopterin oxidoreductases  -4,42a -4,02a   

ydcI STM1625 putative transcriptional regulators, LysR family  -4,87a -1,55a   

  STM1671 
putative bacterial regulatory helix-turn-helix 
proteins, araC family  

NS -1,92b 0,28 

ompW STM1732 outer membrane protein W colicin S4 receptor  -3a -2,65a   

cobT STM2016 
nicotinate-nucleotide dimethylbenzimidazole-P 
phophoribosyl transferase  -1,97a -3,82a   

cobS STM2017 cobalamin 5-phosphate synthase  -1,76a -1,23a   

cobU STM2018 
bifunctional: cobinamide kinase cobinamide 
phosphate guanylyltransferase  -2,03a -1,88a   

cbiP STM2019 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -2,1a -1,76a   

cbiO STM2020 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -1,85a -1,87a   

cboQ STM2021 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -1,67a -2,27a   

cbiN STM2022 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -2,01a -2,08a   
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continuación Tabla IV.6 

Gen
1
 Código ID Descripción

2
 EDTA

3
 Fur

3
 FI  

cbiM STM2023 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -3,03b -1,22b   

cbiL STM2024 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -2,34b -2,36a   

cbiK STM2025 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -2,38a -2,33a   

cbiJ STM2026 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -2,53a -2,26a   

cbiH STM2027 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -2,2a -1,85a   

cbiG STM2028 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -2,8a -2,4a   

cbiF STM2029 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -2,16a -1,93a   

cbiT STM2030 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -1,67b NS   

cbiE STM2031 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -2,73a -3,56b   

cbiD STM2032 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -2,41a -2,27a   

cbiC STM2033 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -2,92a -1,61a   

cbiB STM2034 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -3,13a -2,92a   

cbiA STM2035 
synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide 
precursor  -2,58a NS 0,68 

pocR STM2036 
Propanediol utilization: transcriptional regulation, 
AraC family  

NS -1,52a 0,55 

pduF STM2037 
Propanediol utilization: propanediol diffusion 
facilitator  

NS NS 0,16 

pduA STM2038 Propanediol utilization: polyhedral bodies  -1,61b -1,45b   

pduB STM2039 Propanediol utilization: polyhedral bodies  -2,68a -1,91a   

pduC STM2040 Propanediol utilization: dehydratase, large subunit  -2,5a -3,09a   

pduD STM2041 
Propanediol utilization: dehydratase, medium 
subunit  

NS NS   

pduE STM2042 Propanediol utilization: dehydratase, small subunit  -1,41b -2,49b   

pduG STM2043 
Propanediol utilization: diol dehydratase 
reactivation  

NS -1,95a   

pduH STM2044 
Propanediol utilization: diol dehydratase 
reactivation  

NS NS   

pduJ STM2045 Propanediol utilization: polyhedral bodies  -1,91a -1,14b   

pduK STM2046 Propanediol utilization: polyhedral bodies  -1,55b -1,56b   

pduL STM2047 Propanediol utilization  -1,53b NS   

pduM STM2048 Propanediol utilization  -1,04a -1,16b   

pduN STM2049 Propanediol utilization: polyhedral bodies  -1,43b NS   

pduO STM2050 Propanediol utilization: B12 related  -1,35b -1,09a   

pduP STM2051 
Propanediol utilization: CoA-dependent 
propionaldehyde dehydrogenase  -1,42b NS   

pduQ STM2052 Propanediol utilization: propanol dehydrogenase  -1,28a -0,73b   

pduS STM2053 Propanediol utilization: polyhedral bodies  NS NS   
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continuación Tabla IV.6 

Gen
1
 Código ID Descripción

2
 EDTA

3
 Fur

3
 FI  

pduT STM2054 Propanediol utilization: polyhedral bodies  NS NS   

pduU STM2055 Propanediol utilization: polyhedral bodies  NS NS   

pduV STM2056 Propanediol utilization  NS NS   

pduW STM2057 Propanediol utilization: propionate kinase  NS NS   

pduX STM2058 Propanediol utilization  +1,38a NS   

phsC STM2063 
Hydrogen sulfide production: membrane 
anchoring protein  -2,07b -1,87a   

phsB STM2064 
Hydrogen sulfide production: iron- sulfur subunit 
electron  -2,68a -2,97a   

phsA STM2065 
Hydrogen sulfide production: membrane 
anchoring protein  -2,6a -2,82a   

  STM2186 
putative NADPH-dependent glutamate synthase 
beta chain or  -2,25a -2,75a   

yeiA STM2187 putative dihydropyrimidine dehydrogenase  -1,51a -2,3a   

nuoN STM2316 NADH dehydrogenase I chain N  NS -1,47a   

nuoM STM2317 NADH dehydrogenase I chain M  NS -1,93a   

nuoL STM2318 NADH dehydrogenase I chain L  NS -1,74a   

nuoK STM2319 NADH dehydrogenase I chain K  NS -1,59a   

nuoJ STM2320 NADH dehydrogenase I chain J  NS -1,88a   

nuoI STM2321 NADH dehydrogenase I chain I  NS -2,03a   

nuoH STM2322 NADH dehydrogenase I chain H  NS -2,49a   

nuoG STM2323 NADH dehydrogenase I chain G  NS -1,81a   

nuoF STM2324 NADH dehydrogenase I chain F  NS -1,55a   

nuoE STM2325 NADH dehydrogenase I chain E  NS -1,62a   

nuoC STM2326 NADH dehydrogenase I chain C,D  NS NS   

nuoB STM2327 NADH dehydrogenase I chain B  NS -1a   

nuoA STM2328 NADH dehydrogenase I chain A  NS -1,25a   

eutR STM2454 
putative regulator ethanolamine operon 
(AraC/XylS family)  -1,59b -1,23a   

eutK STM2455 
putative carboxysome structural protein, 
ethanolamine utilization  

NS NS   

eutL STM2456 
putative carboxysome structural protein, 
ethanolamine utilization  -1,57a -1,17a   

eutC STM2457 ethanolamine ammonia-lyase, light chain  -1,82a -1,81a   

eutB STM2458 ethanolamine ammonia-lyase, heavy chain  -2,06a -1,66a   

eutA STM2459 
CPPZ-55 prophage chaperonin in ethanolamine 
utilization  -1,41a -1,51b   

eutH STM2460 
putative transport protein, ethanolamine 
utilization  -1,87a -1,44a   

eutG STM2461 
paral putative transport protein in ethanolamine 
utilization  -2,2a -1,71a   

eutJ STM2462 paral putative heatshock protein (Hsp70)  -2,59a -2,03a   

eutE STM2463 
putative aldehyde oxidoreductase in ethanolamine 
utilization  -2,79a -2,06a   

eutN STM2464 putative detox protein in ethanolamine utilization  -2,72a -1,97a   

eutM STM2465 putative detox protein in ethanolamine utilization  -2,91a -1,88a   
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continuación Tabla IV.6 

Gen
1
 Código ID Descripción

2
 EDTA

3
 Fur

3
 FI  

eutD STM2466 
putative phosphotransacetylase in ethanolamine 
utilization  -2,63a -1,75b   

eutT STM2467 
putative cobalamin adenosyltransferase, 
ethanolamine utilization  -2,4a -0,99b   

eutQ STM2468 putative ethanolamine utilization protein  -3,01a -1,59a   

eutP STM2469 putative ethanolamine utilization protein  -2,11
 a

 -2,25b   

eutS STM2470 
putative carboxysome structural protein, ethanol 
utilization  

-0,8
 b  -1,5

 a
   

  STM2528 putative dimethylsulfoxide reductase  -1,97
 a

 -1,49
 a

   

  STM2529 putative anaerobic dimethylsulfoxide reductase  -1,87
 a

 -1,3
 a

   

  STM2530 putative anaerobic dimethylsulfoxide reductase  -2,59
 a

 -3,02
 a

   

  STM2759 
putative dipeptide/oligopeptide/nickel ABC-type 
transport systems, periplasmic component  

NS -1,56
 a

   

avrA STM2865 putative inner membrane protein  -1,3
 a

 -1,98
 a

   

sprB STM2866 transcriptional regulator  -3,84
 a

 -2,92
 a

   

hilC STM2867 
bacterial regulatory helix-turn-helix proteins, araC 
family  

-6,36
 a

 -2,72
 a

   

orgC STM2868 putative cytoplasmic protein  -2,87
 a

 -3,01
 a

   

orgB STM2869 putative inner membrane protein -2,66
 a

 -2,26
 a

   

orgA STM2870 
putative flagellar biosynthesis/type III secretory 
pathway protein  

-6,73
 a

 -3,92
 a

   

prgK STM2871 cell invasion protein lipoprotein, may link inner  -7,99
 a

 -3,82
 a

   

prgJ STM2872 cell invasion protein cytoplasmic  -7,7
 a

 -3,73
 b

 0,22 

prgI STM2873 cell invasion protein cytoplasmic  -4,78
 a

 -3,83
 b

   

prgH STM2874 cell invasion protein  -8,69
 a

 -3,73
 a

   

hilD STM2875 regulatory helix-turn-helix proteins, araC family  -2,76
 a

 -2,42
 b

   

hilA STM2876 invasion genes transcription activator  -5,58
 a

 -3,05
 a

 0,53 

iagB STM2877 cell invasion protein  -4,45
 b

 -3,13
 a

   

sptP STM2878 protein tyrosine phosphate  -2,57
 a

 -2,71
 a

   

sicP STM2879 chaparone, related to virulence  -7,21
 a

 -3,78
 a

   

iacP STM2881 putative acyl carrier protein -5,16
 a

 -3,64
 a

   

sipA STM2882 cell invasion protein -6
 a

 -4,11
 a

   

sipD STM2883 cell invasion protein  -9,55
 a

 -4,22
 a

   

sipC STM2884 cell invasion protein  -9,05
 a

 -4,08
 a

 0,19 

sipB STM2885 cell invasion protein  -7,78
 a

 -3,82
 a

   

sicA STM2886 
surface presentation of antigens secretory 
proteins 

-7,72
 a

 -3,61
 a

   

spaS STM2887 
surface presentation of antigens secretory 
proteins  

-4,01
 a

 -3,42
 a

   

spaR STM2888 
surface presentation of antigens secretory 
proteins  

NS NS   

spaQ STM2889 
surface presentation of antigens secretory 
proteins  

-3,54
 a

 -3,35
 a

   

spaP STM2890 
surface presentation of antigens secretory 
proteins  

-4,97
 a

 -4,42
 a

   

spaO STM2891 
surface presentation of antigens secretory 
proteins  

-4,88
 a

 -3,13
 a

   

spaN STM2892 
surface presentation of antigens secretory 
proteins  

-9,2
 a

 -4,13
 a
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continuación Tabla IV.6 

Gen
1
 Código ID Descripción

2
 EDTA

3
 Fur

3
 FI  

spaM STM2893 
surface presentation of antigens secretory 
proteins  

-9,85
 a

 -4,91
 a

   

invC STM2894 
surface presentation of antigens secretory 
proteins  

-7,8
 a

 -4,68
 a

   

invB STM2895 
surface presentation of antigens secretory 
proteins  

-8,7
 a

 -4,43
 a

   

invA STM2896 invasion protein -5,14
 a

 -3,85
 a

   

invE STM2897 invasion protein -3,66
b
 -3,14

 a
   

invG STM2898 invasion protein outer membrane -5
 a

 -3,13
 a

   

invF STM2899 invasion protein -6,84
 a

 -4
 a

   

invH STM2900 invasion protein  -2,35
 a

 -2,39
 a

   

  STM2912 putative transcriptional regulators, LysR family  -0,99
 a

 -1,46
b
 0,47 

csrB STM2966 Regulatory sRNA NS -2,38 a   

  STM3012 putative transcriptional regulator  -1,13 b 
-1,08

b
 0,39 

hybG STM3143 hydrogenase-2 operon protein  -1,3 a  
-1,64 a   

hybF STM3144 
putative hydrogenase expression/formation 
protein  -2,4 a -1,97 a   

hybE STM3145 putative hydrogenase  -3,36 a  
-2,07 a   

hybD STM3146 putative processing element for hydrogenase-2  -3,15
 a  

-2,31 a   

hybC STM3147 hydrogenase-2, large subunit  -3,09 a  
-2,47 a   

hybB STM3148 
putative cytochrome Ni/Fe component of 
hydrogenase-2  

-3,33
 a  

-3,08
 a

   

hybA STM3149 
function unknown, intitally thought to be 
hydrogenase-2  

-2,87 a  
-2,22 a   

hybO STM3150 putative Ni/Fe hydrogenases, small subunit  -3,2
 a  

-2,69 a   

yqhC STM3163 
putative transcriptional regulator (AraC/XylS 
family)  

-1,23 a  
-1,03 a  0,48 

ygiE STM3190 putative divalent heavy-metal cations transporter  -1,24 a  
-1,68 a   

yqjI STM3215 putative transcriptional regulator  -5,32 a  
-1,97 a  0,17 

pckA STM3500 phosphoenolpyruvate carboxykinase  -2,27 a  
-1,74 a   

  STM3820 putative cytochrome c peroxidase  -3,11 a  
-2,97 a   

fdhE STM4034 
putative formate dehydrogenase formation 
protein ? Mn_fn  

-1,03
b 

-1,25 a   

fdoI STM4035 
formate dehydrogenase, cytochrome B556 (FDO) 
subunit  

NS -2,33 a   

fdoH STM4036 formate dehydrogenase-O, Fe-S subunit  NS -2,32
 a

   

fdoG STM4037 formate dehydrogenase  -1,45
b
 -2,86

b
  

siiA STM4257 putative inner membrane or exported  - -1,58 a  
 

siiB STM4258 putative methyl-accepting chemotaxis protein  -1,76 a  
-3,54 a  

 

siiC STM4259 
putative ABC exporter outer membrane 
component homolog  

-4,74 a  
-3,05 a  

 

siiD STM4260 
membrane permease, predicted cation efflux 
pump 

-5,54 a  
-2,33 a  

 

siiE STM4261 putative inner membrane protein  -1,91 a  
NS  

siiF STM4262 
putative ABC-type bacteriocin/lantibiotic exporter, 
contain an N-terminal  

NS NS  
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continuación Tabla IV.6 

Gen
1
 Código ID Descripción

2
 EDTA

3
 Fur

3
 FI  

nrfA STM4277 nitrite reductase periplasmic cytochrome c(552)  -1,84
b 

-1,25
b 

 

nrfB STM4278 
formate-dependent nitrite reductase a penta-
haeme cytochrome c  

-3,24
a 

-1,75
b 

 

nrfC STM4279 
putative nitrite reductase formate-dependent, Fe-
S centers  

-3,29
a 

-1,66
b 

 

nrfD STM4280 putative nitrate reductase, formate dependent  -2,7
a 

-1,71
a 

 

nrfE STM4281 
formate-dependent nitrite reductase involved in 
attachment of  

-1,69
b 

-1,72
b 

 

nrfG STM4282 
part of formate-dependent nitrite reductase 
complex involved  

-1,11
b 

-1,06
b 

 

melR STM4297 Regulator of melibiose operon (AraC/XylS family)  +1,25
b 

-2,33
a 

 

melA STM4298 alpha-galactosidase  -2,97
a 

-3,53
a 

 

melB STM4299 GPH family, melibiose permease II  -3,36
a 

-1,28
b 

 

dcuR STM4303 
response regulator in two-component regulatory 
system with  

-2,13
a 

NS  

dcuS STM4304 
sensory histidine kinase in two-component 
retgulatory system  

-1,22
b 

-3,07
b 

 

 STM4305 
putative anaerobic dimethyl sulfoxide reductase, 
subunit A  

-2,58
a 

-2,84
b 

 

 STM4306 
putative anaerobic dimethyl sulfoxide reductase, 
subunit B  

-3,31
a 

-2,13
a 

 

 STM4307 
putative anaerobic dimethyl sulfoxide reductase, 
subunit C  

-3,15
a 

-2,34
b
  

 STM4308 putative component of anaerobic dehydrogenases  NS -  

Bcl STM4339 outer membrane lipoprotein (lipocalin)  NS -1,23ª  

frdD STM4340 
fumarate reductase, anaerobic, membrane anchor 
polypeptide  

-1,98
a 

-3,04ª  

frdC STM4341 
fumarate reductase, anaerobic, membrane anchor 
polypeptide  

-1,99
b 

-2,18ª  

frdB STM4342 
fumarate reductase, anaerobic, Fe-S protein 
subunit  

-2,39
a 

-3,21ª  

frdA STM4343 
fumarate reductase, anaerobic, flavoprotein 
subunit  

-1,93
a 

-2,79ª 0,53 

En rojo se representan los genes cuya región promotora se probó mediante EMSA. 
1
La orientación génica y la organización transcripcional están indicadas por líneas verticales y 

recuadros, respectivamente. 
2
Descripciones derivadas del CMR. 

3
El incremento (>1) o la represión (<-1) de los niveles de expresión causados por EDTA o Fur. NS 

son genes que no tienen un adj.p.value 
a
las dos réplicas del array se comportan igual y el nivel 

de expresión es una media de los dos. 
b
indica que los genes 
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3.1. Control positivo de reguladores transcripcionales 

 

En la tabla IV.6 aparecen reguladores transcripcionales conocidos que alteran su 

patrón de expresión, concretamente se observa melR y dcuR. Estos genes 

codifican, respectivamente, el activador transcripcional MelR, que forma parte del 

operón mel para la utilización de la melobiosa como fuente de carbono 326, y el 

regulador DcuR que forma parte, junto al sensor DcuS, de un sistema de dos 

componentes. Los EMSAs realizados con las regiones promotoras de ambos genes 

fueron negativos, así que su vinculación a Fur es indirecta. 

Otros seis genes anotados como posibles reguladores transcripcionales 

organizados en unidades monocistrónicas son: STM1625, STM1671, STM2912, 

STM3012, STM3163 y STM3215. De todos ellos, únicamente el promotor del gen 

STM3215 (P3215) varió su movilidad electroforética en los EMSA realizados (Figura 

IV.8). Estudios in silico del P3215 identificaron una región de unión de Fur localizada 

en la posición -188 a -166 respecto al codón de inicio de traducción y formada por 

cuatro repeticiones hexaméricas orientadas ���-1, que difieren en 4 nt de la 

secuencia consenso de E. coli. 

Pese a ello, no se conoce por el momento el regulón relacionado a estos posibles 

reguladores transcripcionales. En este caso sería necesario poder extender 

estudios transcriptómicos de mutantes de dichos genes para observar las 

variaciones en la transcripción de los genes por ellos controlados. De esa forma se 

podría ordenar la red génica disparada por Fur y asociada a la presencia o 

ausencia de hierro. 
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Figura IV.8. Reguladores transcripcionales  con un valor de expresión <-1 en los arrays. A. 

Organización de las UTs policistrónicas mostrando el promotor mediante una flecha. En verde 
oscuro se indican los genes con las dos réplicas inducidas en el array Fur y en verde claro cuándo 
sólo una de las réplicas se induce. B. EMSAs de cada promotor señalado utilizando 
concentraciones crecientes de proteína Fur (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) o en ausencia de 
proteína (carril 1). C. Zona promotora del gen STM3215. Las secuencias subrayadas indican los 
oligonucleótidos utilizados para amplificar la sonda P3215, en minúsculas y negrita se indica la 
región de codificación del gen STM3215. En gris se indica las cajas Fur identificadas con el 
programa Virtual footprint. En morado se indica la secuencia de la posible caja Fur y se enmarcan 
los hexámeros que forman la secuencia de unión indicando en cada caso su orientación mediante 
una flecha. En minúsculas se representan los nt que varían de la secuencia consenso. 
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3.2. Control positivo de proteínas de la envuelta 

 

Como puede observarse en la tabla IV.6, tres genes, ompW, STM2759 y STM3190, 

que codifican proteínas de membrana disminuyeron su expresión en los ensayos 

transcriptómicos realizados. Los ensayos EMSA con los promotores PompW, P2759 y 

P3190 determinaron que no existía ninguna relación directa con el regulador Fur 

(Figura IV.9), y que por tanto son genes regulados de forma indirecta. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.9. Proteínas de la envuelta con un valor de expresión <-1 en los arrays. EMSAs de cada 
promotor señalado utilizando concentraciones crecientes de proteína Fur (5, 25, 100 y 375 nM, 
carriles 2-5) o en ausencia de proteína (carril 1). 
 

 

El gen ompW fue caracterizado por primera vez en E. coli como un receptor para 

la colicina S4 327. En S. enterica la porina OmpW parece mediar el flujo del 

compuesto tóxico metil-viológeno 328, un compuesto tóxico de dipiridilo con 

capacidad de generar aniones superóxido. Otro de los genes regulado 

positivamente por Fur es el STM2759 anotado como un posible componente 

periplásmico de un sistema de transporte tipo ABC. Los componentes 

periplasmáticos de los sistemas de transporte de tipo ABC normalmente son 

quinasas encargadas de transmitir energía al sistema de transporte para la 

translocación del compuesto asociado a dicho transportador. Sin embargo en este 

caso se desconocen tanto las características del transportador así como su 

función. Y, finalmente, también disminuye su expresión en los estudios de 

transcriptómica el gen STM3190, homólogo al gen zupT de E. coli, que ha sido 

descrito como un transportador de iones metálicos de amplio espectro ya que 

puede captar diversos cationes divalentes como el Zn2+, el Fe2+, el Co2+ y 

posiblemente el Mn2+ 329. 
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3.3. Control positivo de genes asociados al metabolismo energético 

3.3.1. Genes de respiración 

 

En la tabla IV.6 se observa la presencia importante de genes relacionados con la 

respiración. Así, aparecen distintas deshidrogenasas (DH) como la formato DHN 

(fdnGHI), la NADH DH I (nuoA-N), la hidrogenasa 2 (hybOABCDEFG), la formato 

DHO (fdoGHI), y una probable hidroxipirimidina-DH (STM2186-87). Del mismo 

modo se observan distintas reductasas terminales: la quinol oxidasa bo3 (cydAB), 

la dimetil sulfóxido (DMSO) reductasa (dmsABC), la nitrito reductasa 

(nrfABCDEFG), la fumarato reductasa (frdABCD), otras unidades transcripcionales 

que codifican probables DMSO reductasas (STM1499-95, STM2528-30, STM4305-

08) y una hipotética citocromo c peroxidasa (STM3820). Los resultados de los 

EMSAs realizados demostraron la interacción directa de Fur en el los promotores 

PhypO y P2186 (Figura IV.10). La identificación in silico de la caja Fur en PhypO la sitúa 

en la región -103 a -78 respecto al inicio de traducción y está formada por 4 

repeticiones del hexámero consenso, todos orientados de forma directa 

(2). Ésta se encuentra en la posición -186 a -162 en P2186 y en este caso 

está compuesta por cuatro repeticiones hexaméricas siguiendo un patrón 

�1. 

 

Dentro del regulón Fur de S. Typhimurium también aparecen genes implicados en 

el ciclo del ácido tricarboxílico (TCA) controlados positivamente por Fur aunque de 

forma indirecta 5, como es el caso del gen pckA (Figura IV.10). S. enterica, como 

otras bacterias entéricas, están expuestas a altos niveles de propionato en el 

tracto digestivo humano. El propionato es un ácido graso de cadena corta (SCFA) 

producto de la fermentación y la mejor estrategia de defensa de las bacterias 

frente a estos compuestos es catabolizarlos eficientemente 330. S. enterica 

convierte el propionato a piruvato a través del ciclo del ácido 2-metilisocitrato, la 

mayor parte de estos enzimas están codificados por el operón prpBCDE 331. 
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Figura IV.10. Genes de respiración con un valor de expresión <-1 en los arrays. A. Organización de 
las UTs policistrónicas mostrando el promotor mediante una flecha. En verde oscuro se indican los 
genes con las dos réplicas inducidas en el array Fur y en verde claro cuándo sólo una de las réplicas 
se induce. B. EMSAs de cada promotor señalado utilizando concentraciones crecientes de proteína 
Fur (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) o en ausencia de proteína (carril 1). C. Zona promotora de 
los genes hypO y STM2186. Las secuencias subrayadas indican los oligonucleótidos utilizados para 
amplificar la sonda de cada promotor (PhypO y P2186), en minúsculas y negrita se indica la región de 
codificación de cada gen. En gris se indican las cajas Fur identificadas con el programa Virtual 
footprint. En morado se indica la secuencia de la posible caja Fur y se enmarcan los hexámeros que 
forman la secuencia de unión indicando en cada caso su orientación mediante una flecha. En 
minúsculas se representan los nt que varían de la secuencia consenso. 
 
 

La vinculación de Fur con la expresión de todos estos genes relacionados con el 

metabolismo energético no es de extrañar ya que la mayoría de estos complejos 

respiratorios contienen hierro en sus moléculas. Por ello, se puede especular que 

Fur está interviniendo de nuevo en la homeóstasis del hierro a través del control 

sobre la síntesis de proteínas que requieren este catión como cofactor 273. 
 

3.3.2. Genes implicados en la síntesis y utilización de coenzima B12 

 

De entre los genes controlados positivamente por el regulador Fur destacan 

aquellos implicados en la síntesis y utilización de la desoxiadenosilcobalamina 

(Ado-B12 o Ado-CBL) (Tabla IV.6). Dichos genes están representados en los 

clústeres cbi-cob (STM2016-35), pdu (STM2037-58) y etu (STM2474-70) (Figura 

IV.11). En todos los casos los análisis de movilidad electroforética demostraron 

que la regulación de Fur sobre estos distintos operones era indirecta (Figura IV.11) 

 

A diferencia de E. coli, S. Typhimurium puede sintetizar de novo la coenzima B12. 

Esta síntesis sólo es posible en condiciones de anaerobiosis y requiere el operón 

de genes llamado cbi-cob (STM2016-35). Éste mide unas 17 Kb y contiene 20 

genes pertenecientes a dos grupos: genes cbi, involucrados en la síntesis del anillo 

de corrina (cbiABCDETFGHJKLMNQOP) y genes cob para el ensamblaje del centro 

nucleotídico (cobUST) 332. Este operón presenta un control propio mediado por la 

proteína PocR, codificada por el gen pocR que se encuentra entre los operones 

cbi-cob y pdu como una UT independiente. PocR actúa como activador del 

sistema, uniéndose a su mismo promotor y delante del gen cbiA, en el promotor 

del operón cbi; además también tiene una función activadora sobre los 

promotores de los genes pduF y pduA, el grupo de genes adyacentes al operón 

cob 332. Como muestran los resultados del array, el gen pocR también forma parte 

del regulón Fur ya que ve disminuida su expresión en ausencia de hierro o del 
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complejo Fur-Fe2+. Así que el control positivo por parte de Fur sobre el gen pocR 

podría justificar la relación entre Fur y el operón cbi-cob, aunque los ensayos 

EMSA realizados demostraron que la regulación es indirecta. En conjunto, todos 

estos resultados parecen indicar que el operón cbi-cob podría encontrarse en un 

tercer nivel de regulación ya que Fur regularía a algún regulador que a su vez 

modularía la transcripción de pocR, cuyo producto génico activaría la expresión 

del operón de síntesis de cobalamina. 

 

Además de los genes requeridos para la síntesis de B12, el análisis con los 

microarrays permitió establecer la regulación de Fur sobre dos grupos de genes 

más, los pdu y los eut, implicados en la utilización de propanediol y etanolamina, 

respectivamente. En ambos casos estos genes también están asociados a la 

producción de coenzima B12, ya que necesitan de ésta para su función. 

La utilización del propanediol requiere de la expresión de los genes del operón 

pdu que permiten la conversión de propanediol a propionil-CoA. Este grupo de 

genes, localizados adyacentes al operón cbi-cob, engloba 22 genes controlados 

también por el activador transcripcional PocR. Los resultados del array 

demuestran que la mayoría de ellos (14 genes) disminuyen su expresión en 

ausencia de Fur y en presencia de quelante y las pruebas de movilidad 

electroforética de las dos regiones promotoras (PpduF y PpduA) indican que la 

regulación mediada por Fur es indirecta (Figura IV.11). El propanediol es un 

subproducto del catabolismo de la ramnosa, un derivado de la celulosa y la 

fucosa. Ambos azúcares se encuentran en el tracto gastrointestinal de mamíferos 

habitualmente asociados a la superficie de las células epiteliales del intestino 333-

335. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura IV.11. Genes implicados en la síntesis y utilización de la coenzima B12 con un valor de 

expresión <-1 en los arrays. A. Organización de las UTs policistrónicas mostrando el promotor 
mediante una flecha. En color verde oscuro se indican los genes con las dos réplicas reprimidas en 
el array Fur y en verde claro cuándo solo una de las réplicas se induce. B. EMSAs de cada promotor 
señalado utilizando concentraciones crecientes de proteína Fur (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) 
o en ausencia de proteína (carril 1). 
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Por otro lado, el uso de la etanolamina como fuente de carbono y nitrógeno 
depende de los 17 genes eut. La etanolamina es un componente fosfolipídico de la 
membrana de las células eucariotas y procariotas y una fuente de carbono y 
nitrógeno importante para Salmonella durante la infección 336. En la tabla IV.6 se 
observa que la ausencia de Fur y la presencia de quelante producen una reducción 
en la expresión de los genes eut, aunque los ensayos EMSA realizados indican que 
la vinculación con Fur parece ser indirecta (Figura IV.11). El operón eut presenta 
un regulador propio, EutR, encargado de incrementar la expresión de los genes 
implicados en el catabolismo de la etanolamina en presencia de este compuesto y 
vitamina B12. Igualmente, la expresión del gen eutR está vinculada al regulón Fur 
según los datos transcriptómicos obtenidos en este trabajo, pero del mismo modo 
que el caso anterior, los estudios de movilidad electroforética realizados con la 
región promotora PeutR descartaron el control directo por parte de Fur de este 
regulador transcripcional. 
 

Finalmente, destacar el operón phsABC que codifica la tiosulfito reductasa 

encargada de reducir el tiosulfato a sulfito e hidrógeno sulfato. Igual que los 

anteriores este operón presenta una disminución de su expresión en ausencia de 

Fur o en presencia del quelante. Además los EMSA realizados también denotan 

que la relación de Fur con este operón es indirecta dado que no se observa ningún 

cambio en la movilidad del promotor PphsA en presencia del regulador 

transcripcional (Figura IV.11). 

La tiosulfito reductasa codificada en este operón es esencial para el metabolismo 

del tetrationato, el aceptor final de electrones cuando la etanolamina y el 

propanediol son usados como fuentes de carbono y energía en condiciones 

anaeróbicas. 

 

3.3.3. Control positivo indirecto a través de los sRNA RfrA y RfrB de genes 

implicados en la síntesis y utilización de coenzima B12 

 

Como se puede observar hasta el momento, algunos genes pertenecientes al 

regulón Fur son activados directamente por este regulador transcripcional. De 

todos modos, la mayoría de los genes controlados positivamente por Fur 

presentan una regulación indirecta. Como se ha comentado en el apartado 

introductorio, la activación de la expresión génica promovida por Fur ha sido 

descrita en E. coli mayoritariamente como un proceso indirecto a través de un 

sRNA regulador llamado RyhB 235. En concordancia con nuestros resultados Massé 
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et al. 236 identificó los genes nuo, fdo, cyd y frd como genes activados por Fur de 

manera indirecta a través de RyhB. 

En Salmonella han sido descritos dos sRNA homólogos a RyhB de E. coli, 

denominados RfrA y RfrB (RNA for Fur response) 243. El primero es el gen parálogo 

al ryhB de E. coli K1-2, mientras que el ortólogo, rfrB, no se encuentra en el 

genoma de E. coli K-12 (Figura IV.12). Aunque no era el objetivo principal de este 

trabajo se quiso estudiar la vinculación de estos dos sRNA en la regulación de los 

genes para la síntesis y el metabolismo de la cobalamina por su novedad y por ser 

específicos de Salmonella y no de E. coli. Para ello se construyeron varias cepas de 

Salmonella deficientes en cada uno de ellos o en ambos (Figura IV.12).  

El gen sodB codifica la superóxido dismutasa B cuya regulación por los sRNAs está 

claramente definida 243. Por este motivo se utilizó este gen como control positivo 

en estos ensayos, estudiando su nivel de expresión en los distintos entornos 

genéticos que se pretendían comparar. En concordancia con lo descrito con 

anterioridad 235, 315, en la figura IV.12, se observa que la deleción del gen fur 

provoca una disminución considerable de la expresión del gen sodB. Del mismo 

modo, los resultados obtenidos en estos ensayos de RT-PCR cuantitativa a tiempo 

real también confirman los resultados obtenidos en los arrays (Tabla IV.4). Para 

maximizar las diferencias en el patrón de regulación en los distintos entornos 

genéticos, los valores de transcripción se compararon con los observados en la 

cepa fur deficiente, donde el nivel de expresión de sodB es el más bajo. Como se 

observa en la figura IV.12, la deleción de ambos sRNAs en la cepa fur permite la 

inducción de la expresión del gen sodB, demostrando así que Fur está controlando 

la expresión de este gen a través de los sRNAs rfrA y rfrB. Además, los resultados 

obtenidos concluyen, tal y como fue descrito en el trabajo de Ellermeier et al. 243, 

que en Salmonella estos sRNAs actúan en conjunción, ya que la deficiencia de sólo 

uno de ellos no afecta a la expresión del gen sodB en un mutante fur. 
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Figura IV.12. sRNAs RfrA y RfrB. A. Posición de los sRNAs en el genoma de S. Typhimurium y su 

secuencia. En gris se indica la caja Fur identificada con el programa Virtual footprint, en morado la 

secuencia de la posible caja Fur y enmarcados los hexámeros que forman la secuencia de unión 

indicando en cada caso su orientación mediante una flecha. En minúsculas se representan los nt 

que varían de la secuencia consenso. B. Construcción de diversas cepas mutantes de S. 

Typhimurium. En el gel de la izquierda se muestran los fragmentos de DNA de las cepas mutantes 

individuales para los dos sRNAs, sin (Δ) y con la cassette de kanamicina (Kan) comparando el 

tamaño con el de la cepa salvaje (wt). En el gel de la derecha se muestra la amplificación de los 

genes fur, rfrA y rfrB en el triple mutante fur ΔrfrA rfrB::kan. C. Ensayos de qRT-PCR del gen sodB. 

Se compara el factor de inducción (FI) de dicho gen en diferentes cepas mutantes en un entorno 

salvaje (gris claro) y en un entorno fur- (gris oscuro). Las líneas rojas indican cuando se considera 

un factor de inducción positivo (>2) y cuando negativo (<0,5). Se indica la desviación estándar de 

cada experimento realizado un mínimo de 3 veces. 
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Así pues, siguiendo como patrón de referencia el comportamiento del gen sodB, 

se analizó mediante qRT-PCR qué cambios había en el patrón de expresión de los 

genes pocR, cbiA, pduB, eutR y eutE en una cepa fur rfrA rfrB. Como puede 

observarse en la figura IV.13 los resultados obtenidos confirmaron que los genes 

pocR, cbiA y pduB están controlados por los sRNAs en Salmonella ya que en un 

mutante fur cuándo se eliminan los sRNAs aumenta la expresión de dichos genes. 

Por el contrario los genes para la utilización de la etanolamina (eutR y eutE) 

mostraron unos niveles de expresión constitutiva cuando se comparó la expresión 

en la cepa fur respecto la cepa fur rfrA rfrB (Figura IV.13). Estos resultados 

permiten concluir que la síntesis y la utilización de la cobalamina y el propanediol 

están controlados por los dos sRNAs en Salmonella, mientras que los genes eut 

están controlados por Fur de una manera indirecta mediante un mecanismo 

distinto ya que no se observó ni unión de éste en ninguno de los promotores 

probados ni una vinculación de los sRNAs en su regulación. 

 

 
 

Figura IV.13. Ensayos qRT-PCR de distintos genes para la síntesis y utilización de la cobalamina. 

Se compara el factor de inducción (FI) de los genes pocR, cbiA, pduB, eutR y eutE en un entorno 
fur- (gris claro) y en un entorno fur- rfrA- rfrB- (gris oscuro). Las líneas rojas indican cuando se 
considera un factor de inducción positivo (>2) y cuando negativo (<0,5). Se indica la desviación 
estándar de cada experimento realizado un mínimo de 3 veces. 

 

 

Estudios paralelos a este trabajo utilizando la cepa mutante fur rfrA rfrB 

permitieron la publicación de un artículo (anexo B.1 337) en el cual se describe que 

Fur controla también de manera indirecta a través de los sRNAs los principales 

reguladores de la respiración anaeróbica de nitratos NarP y NarL. 
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3.4. Control positivo de genes asociados a virulencia 

 

La vinculación de Fur con la patogenia ha sido ampliamente descrita. No sólo por 

qué se haya relacionado a Fur con la regulación de numerosos genes de virulencia 
1 sino también porqué cepas deficientes en el gen fur de diferentes especies 

bacterianas ven disminuido su potencial de colonización y virulencia en sus 

respectivos modelos animales 280, 284, 338-341. Así sucede con mutantes fur de S. 

Typhimurium cuando son administrados oralmente en ratón, aunque se 

comportan del mismo modo que la cepa salvaje cuando la vía de administración 

es intraperitoneal 342, 343. Este efecto ha sido atribuido en la bibliografía a la mayor 

sensibilidad de la cepa fur al pH ácido, la cual dificulta su paso por el estómago. 

Sin embargo, la administración previa de bicarbonato, que tampona el pH del 

estómago, no supone el restablecimiento total de la virulencia de la cepa salvaje, 

así que otros factores parecen ser necesarios para explicar este fenómeno. De 

hecho, se ha demostrado que los mutantes fur parecen tener una menor 

capacidad de invasión de las células epiteliales 342. 

El estudio transcriptómico realizado permitió determinar que la mayoría de los 

genes asociados a la virulencia que están regulados por Fur y la presencia de 

hierro están relacionados con procesos de adherencia e invasión de las células 

epiteliales del intestino. De hecho, no sólo genes de virulencia, también aquellos 

implicados en la degradación de azúcares presentes en el intestino y sobre las 

células epiteliales como se ha descrito en el apartado anterior. Esto concuerda 

con el hecho que la alteración del proceso infectivo de los mutantes defectivos en 

Fur parece estar relacionada con los primeros pasos del proceso infectivo, pero no 

con lo que pasa una vez se ha superado la barrera epitelial. 

 

Como puede observarse en la Tabla IV.6 incrementan su expresión en presencia 

de Fur y hierro los genes del operón csgBAC (también denominado agf de “thin 

aggregative fibers” en Salmonella spp.). Este operón codifica las fimbrias tipo curli 

implicadas en el proceso de adhesión del patógeno a su huésped ya que 

interaccionan con matrices proteicas como la fibronectina, la laminina y el 

plasminógeno, y por tanto son muy importantes para iniciar la adherencia y la 

colonización de los tejidos 344. También se encuentra regulado positivamente el 

gen mviN, que fue descrito por primera vez en Salmonella como un factor de 

virulencia esencial en el modelo murino 345. Ni el promotor del operón csgBAC ni 

el del gen mviN dieron positivos en los EMSAs realizados en presencia de 

concentraciones crecientes de la proteína Fur (Figura IV.14) y por tanto se debe 
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inferir que el efecto positivo sobre su transcripción por parte del regulador Fur es 

indirecto. 

El control de la expresión del gen mviN de Salmonella no se había asociado con 

anterioridad ni al regulón Fur ni a la concentración de hierro aunque sí que se ha 

descrito que el gen homólogo a mviN en Burkholderia pseudomallei ve afectada su 

expresión en función de la concentración de hierro en el medio. Aunque en este 

trabajo no describen si la modulación de su expresión debida a hierro esta 

vehiculada por Fur 346. Los resultados obtenidos demuestran que en el caso de 

Salmonella, la relación con hierro está asociada al regulón Fur, aunque dicha 

relación es indirecta ya que Fur no parece unirse a la región promotora. 

En referencia al operón cgsBAC, destacar que su regulación por parte de Fur, 

aunque indirecta, está en consonancia con el hecho de que dentro de este regulón 

también se encuentren genes que forman parte de islas de patogenicidad que 

también están asociados con procesos de colonización (como es el caso de SPI1 o 

SPI4) 58. Apuntando el hecho de que quizá la concentración de hierro mediante el 

complejo Fur-Fe2+ pueda ser una buena señal para el inicio de los procesos de 

colonización del epitelio intestinal. 

 

Cómo se acaba de comentar, de los genes que disminuyen su expresión en los 

arrays y que están asociados a la virulencia de Salmonella destacan una gran 

cantidad de genes que forman parte o controlan diversas islas de patogenicidad. 

De este modo, el T3SS codificado por la SPI1, así como proteínas efectoras 

secretadas por éste (codificadas en genes que están localizados en SPI1 cómo 

sipABCD, sptP y avrA, o en otras partes del cromosoma cómo sopA, sopD y sopE) y 

el RNA regulador CsrB; el T1SS y la proteína SiiE de la SPI4; y los genes sopB y pipC 

codificados en la SPI5 disminuyen su patrón de expresión en un mutante fur 

(Tabla IV.6). 
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Figura IV.14. Genes asociados a virulencia con un valor de expresión <-1 en los arrays. A. 

Organización de las UTs policistrónicas mostrando el promotor mediante una flecha. En color 
verde oscuro se indican los genes con las dos réplicas reprimidas en el array Fur y en verde claro 
cuándo solo una de las réplicas se induce. B. EMSAs de cada promotor señalado utilizando 
concentraciones crecientes de proteína Fur (5, 25, 100 y 375 nM, carriles 2-5) o en ausencia de 
proteína (carril 1). C. Zona promotora del gen hilD. Las secuencias subrayadas indican las zonas 
promotoras -35, -10 y el inicio de transcripción (+1). En minúsculas se indica la región de 
codificación del gen hilD. En azul y gris se indican las cajas Fur identificadas con el programa Virtual 
footprint (caja A y B, respectivamente). En verde se indica la zona de unión de HilD y HilC. 

 

 

Los análisis de movilidad electroforética realizados con las diferentes regiones 

promotoras de los genes reguladores de la SPI1 (hilA, hilC y hilD), del RNA csrB, de 

siiA de la SPI4 y del gen sopB de la SPI5 demuestran que Fur sólo se une a la región 

promotora del gen hilD (Figura IV.14). Se realizó una búsqueda in silico de posibles 

cajas Fur en la región de PhilD que se expande de la posición -247 a la +90 respecto 

al codón de inicio de la transcripción (+1) 300. En concordancia, se predijeron dos 

cajas Fur (Figura IV.14): la CajaA, en la posición -191 a -163, corresponde a una 

región rica en AT (contenido dG + dC inferior al 15 %, respecto al 50 % del total del 

genoma) y está localizada 100 pb upstream de los sitios de unión de HilD y HilC; y 

la CajaB, en la posición -48 a -30 (contenido dG + dC de aproximadamente un 

30%), que se solapa con el elemento -35 de PhilD y está situada 30 pb downstream 

de los sitios de unión de HilD y HilC 300 (Figura IV.14). 

 

3.4.1. Unión de Fur al promotor PhilD 

 

Para saber cuál de las dos cajas, o si ambas unían Fur se realizaron deleciones del 

promotor PhilD, generando los fragmentos FrgB, FrgC y FrgD (Figura IV.15). Como 

podemos observar en la figura IV.15, sólo el FrgD (que abarca el intervalo -247 a -

123) es capaz de unir Fur, mientras que cuando se utiliza el FrgB (-170 a +90) o el 

FrgC (-16 a +90) no se observa unión. Así pues, es evidente que Fur interacciona 

con la región comprendida entre -247 y -123 que contiene la CajaA (-191 a -163), 

así como Fur-Mn2+ no interacciona con la región central del promotor de hilD (-91 

a -57) que contiene los sitios de unión de HilD y HilC 70, 300. 
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Figura IV.15. Unión de Fur al promotor PhilD. A. Diagrama de la región PhilD. Las cajas Fur A y B 

están marcadas en azul y gris respectivamente. La región de unión de HilD y HilC se muestra en 

verde. Todas las posiciones indicadas se refieren al inicio de la transcripción +1 del gen hilD. La 

región de codificación de hilD se señala mediante rayas. B. Experimentos EMSA utilizando los 

fragmentos de DNA FrgA (PhilD), FrgB, FrgC y FrgD del promotor de hilD en ausencia (-) o presencia 

(+) de 50 nM de proteína Fur. C. Ensayo de Footprint de PhilD utilizando concentraciones 

crecientes de Fur (1,5-100 nM). Las posiciones están relacionadas con el sitio de inicio de la 

transcripción. Los tres hexámeros de la CajaA están enmarcados y orientados mediante una flecha 

D. Secuencia de la CajaA salvaje y la CajaA* mutada. Los 3 hexámeros de la caja Fur y su 

orientación también están indicados. Se muestra el EMSA utilizando las sondas de DNA PhilD o PhilD* 

en presencia o ausencia de 50 nM de proteína Fur. 

 

Para determinar mejor la especificidad del sitio de unión de Fur a PhilD se 

realizaron ensayos de footprinting. A bajas concentraciones de Fur (0,5 dímeros 

Fur/PhilD DNA), sólo la región de -189 a -170, que contiene la CajaA, se protegió del 

ataque de la DNasa I (Figura IV.15, carril 4). La CajaA contiene tres copias de la 

secuencia hexamérica consenso, separadas cada una por 4-pb. Dos hexámeros (I y 

III) están orientados en directo y el otro (II) en inverso (�44�), formando una 

caja Fur típica 221. 

Finalmente, para demostrar la implicación del operador rico en AT (CajaA) en el 

reconocimiento de Fur a PhilD se obtuvo una sonda de DNA con la CajaA mutada 

(PhilD*) que se utilizó en estudios EMSA (Figura IV.15). Como era predecible, Fur 

reconoce y se une específicamente al DNA que contiene la CajaA intacta, pero no 

se puede unir a PhilD* que contiene mutaciones en la región de la CajaA (Caja A*) 

(Figura IV.15). 

 

3.4.2. Fur activa directamente la expresión de hilD in vivo e in vitro 

 

Los estudios EMSA realizados en este trabajo y expuestos anteriormente 

confirmaron la unión de la proteína Fur con PhilD. Un estudio paralelo demostró 

que Fur activa la expresión de la SPI1 aumentando la cantidad de proteína HilD 

mediante la utilización de fusiones génicas transcripcionales y traduccionales 243, 

347. Además, estudios recientes han descrito que Fur puede modular la expresión 

de hilA controlando negativamente los niveles del regulador global H-NS 348. En 

presencia de Fur-Fe2+ la expresión de hns se reprime y la disminución de la 

concentración de H-NS reduce por tanto la represión que ejercía sobre el 

promotor de hilA permitiendo de esta forma un aumento en la expresión de este 

gen 348, 349. Sin embargo, el mecanismo de activación de la expresión de hilD 
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mediada por Fur continuaba siendo desconocido. Los resultados obtenidos aquí 

expuestos fueron publicados en el artículo del anexo B.2 de este trabajo 350. 

Para determinar si Fur incrementaba la utilización de PhilD in vivo se ensayó el nivel 

de transcripción basal del gen hilD en diferentes cepas mutantes de S. 

Typhimurium. Las regiones promotoras salvaje PhilD  y su variante PhilD*, cada una 

con una cassette KanR upstream, se integraron en su loci nativo, dando lugar a las 

cepa salvaje PhilD::Kan y la cepa mutante PhilD*::Kan, respectivamente. Cabe 

destacar que las mutaciones en la CajaA* (PhilD*, Figura IV.15) están localizadas 

upstream de las regiones de unión de HilD, HilC, RtsA y de la RNA polimerasa 

(RNAP) 70, 300. Además la presencia de la cassette KanR delante de la CajaA no 

modificó la expresión de hilD, ya que el nivel de transcripción de este gen fue 

similar al obtenido usando la cepa SV5015 salvaje (Figura IV.16A). Los niveles de 

mRNA hilD fueron analizados mediante qRT-PCR y normalizados respecto el gen 

recA que no está asociado con el regulón Fur 351. Como control, se determinó en 

las mismas condiciones de cultivo, la expresión del gen foxA que es reprimido por 

Fur 307. No hubo ninguna evidencia de que la mutación PhilD* afectara a la 

expresión de foxA, pero en ausencia de Fur o en presencia de EDTA la expresión 

de este gen se vio incrementada (Figura IV.16A). En condiciones de saturación de 

hierro el nivel de mRNA de hilD fue 10 veces mayor que en condiciones de escasez 

de hierro (Figura IV.16A). El hecho de que el nivel de expresión de hilD en las 

cepas, PhilD*::Kan y fur fueran muy similares sugiere que la inactivación de la CajaA 

no tiene ningún efecto sobre la expresión basal de este gen. 

 

En condiciones de saturación de hierro la expresión de hilD en el mutante 

PhilD*::Kan fue similar al observado en condiciones de baja concentración de hierro 

(Figura IV.16A), sugiriendo que la activación de PhilD no se da a través de un 

mecanismo de des-represión transcripcional. Además, en la misma cepa mutante 

los niveles de hilD fueron similares a aquellos medidos en el mutante PhilD::Kan fur 

(Figura IV16A), lo que implica que una secuencia de la CajaA salvaje en cis es 

necesaria para incrementar la acumulación del mRNA hilD. 

Sin embargo, en el estudio realizado por Ellermeier et al. 243 no se observó 

ninguna disminución en la expresión de hilD en ausencia de ambas proteínas, HilD 

y Fur, mediante fusiones transcripcionales. Estos resultados se confirman con los 

obtenidos por experimentos de qRT-PCR utilizando la cepa fur hilD en la cual, 

como era de esperar, la expresión de hilD se incrementó con un factor de 1,2 ± 

0,18 respecto a la cepa salvaje. A pesar de que la ausencia de Fur o la disminución 

en la concentración de hierro resultó en una clara reducción en la expresión de 

hilD (Figura IV.16A), las dos proteínas, Fur y HilD, parecen ser necesarias para la 
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completa expresión del gen hilD in vivo. Esta respuesta tan compleja puede 

explicarse por el hecho de que, solamente cuando la proteína HilD alcanza un 

nivel significativo es capaz de activar la expresión de hilA y más allá inducir su 

propia expresión 352. 

 

Finalmente para acabar de confirmar que la presencia de Fur es suficiente para 

activar la utilización de PhilD, fueron llevados a cabo estudios de transcripción in 

vitro con el DNA de PhilD o de PhilD* linearizados con HindIII y la RNAP de E. coli 

(Figura IV.16B). Se obtuvo una única banda de tránscrito utilizando el DNA 

linearizado, indicando que hilD se expresa a partir de un único promotor (Figura 

IV.16B, carril 1). La longitud de este tránscrito está totalmente de acurdo con los 

tránscritos iniciados en PhilD determinados por primer extension 300, confirmando 

que el tránscrito de 116 nt corresponde al tránscrito genuino desde PhilD. Los 

tránscritos con pesos moleculares menores fueron atribuidos a sitios de pausa de 

la RNAP ya que no se predijo ninguna secuencia promotora obvia en las regiones 

upstream. 

En presencia de Mn2+ y en ausencia de Fur los niveles basales de los tránscritos de 

116 nt provenientes de PhilD y PhilD* fueron similares (37 ± 3 AU (arbtrary units)), 

sugiriendo que las mutaciones en la CajaA no afectaban la utilización de PhilD*. En 

presencia de Mn2+, la utilización de PhilD o la acumulación de tránscritos de 116 nt, 

incrementó con el aumento de concentración de proteína Fur, alcanzando un 

punto óptimo cuando fueron añadidos aproximadamente 2.5 dímeros 

Fur/molécula de DNA (123 ± 5 AU). Niveles similares de utilización de PhilD se 

observaron cuando se usó como molde DNA superenrollado (PhilDsc), descartando 

así cualquier requerimiento topológico para la activación de su transcripción. A 

concentraciones de Fur-Mn2+ por debajo de la saturación la utilización de PhilD 

incrementó más de 3 veces sobre el control sin Fur-Mn2+, mientras que la adición 

de Fur-Mn2+ no produjo un aumento de los niveles de transcripción de un 

promotor no relacionado (Pv) (27 ± 5 AU) (Figura. IV.16B). 
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Figura IV.16. Activación de la expresión de hilD in vitro e in vivo. A. Niveles relativos de mRNA de 

hilD en diversas cepas bacterianas y concentraciones de hierro. Estos niveles se estimaron 

mediante qRT-PCR en las cepas PhilD, PhilD*, Δfur PhilD o salvaje (wt) crecidas en concentraciones 

de hierro altas (LB) o bajas (DPD). Para demostrar que la utilización de PhilD no se ve afectada por 

la cassette kanR se muestra el nivel de hilD en la cepa salvaje. Como control se muestra el nivel de 

expresión de foxA que está reprimido por Fur en todos los entornos genéticos. Para cada condición 

el nivel de expresión relativa fue calculado como el ratio entre la concentración relativa de cada 

mRNA con respecto a la obtenida en la cepa isogénica PhilD. Se muestra la desviación estándar de 
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tres experimentos independientes. B. Transcripción in vitro de PhilD en ausencia (-) o presencia de 

concentraciones crecientes de proteína Fur (1,5-200 nM). En la grafica se muestra la síntesis 

relativa de mRNA desde PhilD (círculos rellenos) y PhilD* (triángulos vacios) en ausencia o 

presencia de concentraciones crecientes de Fur. También se representas las unidades arbitrarias 

(AU) del vector pGEMT (cuadrados vacios) como control no específico 

 

 

La utilización de PhilD* no se vio incrementada a concentraciones iguales o incluso 

más altas de Fur-Mn2+ que aquellas requeridas para activar este promotor. Como 

puede observarse en la figura IV.16B, el complejo Fur-Mn2+ interaccionó con la 

CajaA, sugiriendo que la proteína facilita la utilización de la región PhilD por parte 

de la RNAP in vitro. Por tanto se puede concluir que Fur-Mn2+ actúa como un 

activador transcripcional de la expresión de hilD en S. Typhimurium. Sin embargo, 

en presencia de aproximadamente 20 dímeros Fur/molécula de DNA, no se 

observó dicha activación del promotor PhilD, al igual que tampoco fue observada 

en PhilD* ni en Pv (Figura IV.16B). Fue descartada la posibilidad de que alguna 

RNasa contaminante o algún otro efecto no específico fueran responsables de la 

reducción de la síntesis de RNA a concentraciones constantes de Mn2+ y mayores 

de Fur, por ello se hipotetizó que el complejo Fur-Mn2+ evita la activación de PhilD 

debido a su unión cooperativa. Así pues, la unión de la proteína a lo largo de la 

región promotora está interfiriendo en la interacción de la RNAP con PhilD en lugar 

de estimularla, devolviendo la expresión de hilD a sus niveles basales. 

3.4.3. Fur activa indirectamente la expresión de genes de las islas de 

patogeneicidad 4 y 5 

 

HilD es uno de los reguladores principales de la SPI1 y que justifica la disminución 

de la expresión de todos los genes de la isla y de algunos de otros genes situados 

fuera de la misma, por el efecto cascada mediado por el control sobre otros 

reguladores transcripcionales ejercido por HilD. 

El gen sopB (también conocido como sigD) se encuentra dentro de otra isla de 

patogeneicidad, la SPI5, que contiene 4 genes más (Figura IV.14) que contribuyen 

a la enteropatogénesis de Salmonella 353. La isla puede dividirse en dos regiones, 

el extremo serT que codifica para los genes pipAB, y el otro extremo que incluye el 

gen sopB. La proteína efectora SopB es translocada por el T3SS1 354 gracias a la 

asistencia de la chaperona PipC codificada en la misma SPI5 355, y su regulación se 

coordina con la expresión de los genes de la SPI1 356. SopB ha sido caracterizada 

como una inositol polifosfato fosfatasa que provoca la secreción de fluidos en el 

lumen intestinal 357 y que juega un papel importante en la invasión 358, 359. Por el 
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contrario, la expresión de pipB y pipA está relacionada con la expresión de la isla 

de patogeneicidad SPI2 360. Los EMSAs realizados con la proteína Fur y PsopB (Figura 

IV.14) dieron resultados negativos. Así pues, se puede atribuir la disminución de la 

expresión de éstos genes en la cepa fur o en presencia de EDTA a un control 

indirecto de la proteína Fur a través de la regulación de hilD y por tanto de la SPI1. 

La SPI4 es otra isla de patogeneicidad implicada en la unión a las células epiteliales 

y que contribuye a la enteropatogénesis en el modelo murino 361. Está constituida 

por 6 genes: los siiCDF codifican componentes de un sistema de secreción tipo 1; 

el gen siiE codifica una proteína de secreción; y los genes siiAB con función 

desconocida 362. El T1SS es el responsable de secretar la proteína SiiE que se 

asocia a la membrana externa y funciona como adhesina cuando está en contacto 

con las células epiteliales 53, 362. Se ha demostrado que la regulación de la SPI4 se 

solapa con la de la SPI1 361. La proteína reguladora de la SPI1, HilA, se une a la 

región 5’ upstream de siiA y es requerida para la expresión de la SPI4 363. Más 

adelante se sugirió que HilA promovía la expresión de esta isla actuando de 

antagonista al silenciamiento por la proteína H-NS 364. Fur, junto con el hierro, 

están regulando la expresión de los genes de la SPI4, pero parece ser que este 

efecto no es directo ya que Fur no se une a PsiiA (Figura IV.14) y, como sucede con 

los genes de la SPI5 puede ser debido a un efecto indirecto a través de la 

disminución de la expresión de SPI1 en estas mismas condiciones. 
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Se ha podido observar que el regulón Fur de S. Typhimurium es muy extenso y 

abarca des de la captación y utilización de hierro hasta la regulación de funciones 

vitales para la célula bacteriana como el metabolismo o la virulencia. La proteína 

Fur ejerce el control sobre todas estas funciones a distintos niveles y con 

estrategias diferentes en cada caso. 

Por un lado existen genes que están regulados en un primer nivel, es decir que Fur 

actúa uniéndose directamente sobre su promotor, y otros que lo están a un 

segundo nivel a través de los sRNA rfrA y B o a través de reguladores controlados 

directamente por Fur. Además los mecanismos de control de Fur pueden ser tanto 

de represión como de activación. 

El papel de Fur cómo represor de la expresión de algunos genes es el más 

conocido y estudiado, aunque aún aparecen trabajos dónde se revelan nuevos 

genes controlados por este modulador en distintas especies bacterianas. En este 

estudio, aparte de confirmar el control que ejerce Fur sobre todos los genes 

relacionados con la captación y utilización del hierro, se ha demostrado que Fur 

controla directamente dos nuevas proteínas codificadas en los genes STM0363 

(regulado transcripcional) y STM1587 (receptor de membrana externa), y que de 

algún modo también controla genes importantes para la síntesis del LPS. 

En cambio, el papel de Fur como activador es más controvertido. Muchos estudios 

de expresión génica global han dejado claro que Fur controla positivamente, de 

alguna manera muchos genes. El sistema de control indirecto mediante sRNAs es 

el más aceptado y globalizado en muchas especies bacterianas, pero también es 

verdad que cada vez más aparecen nuevos mecanismos para explicar el control 

positivo que ejerce Fur. En este trabajo se demuestra que Fur de S. Typhimurium 

puede actuar como activador de la expresión génica uniéndose directamente a la 

zona promotora de los genes que regula, así como ocurre en algunas especies 

como Neisseria. 

Además se ha evidenciado una función de Fur como sensor de posición en el 

huésped gracias a su capacidad de unirse a hierro y a su poder de discriminación 

entre el estado de oxidación de éste elemento. Así pues, el control de Fur sobre 

genes tanto de virulencia como del metabolismo anaeróbico, estaría indicando a 

la célula bacteriana su posición dentro del organismo y por tanto permitiría 

adecuar la expresión de ciertos genes en el momento en que los precisa. 
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Las conclusiones de este trabajo son las siguientes: 

 

1. El regulón Fur de S. Typhimurium está compuesto por 1646 genes de los 

cuales 733 están regulados negativamente y 913 están bajo un control 

positivo. 

 

2. En el presente trabajo se han identificado 62 nuevos genes que se 

encuentran controlados negativamente por el complejo Fur-Fe2+. Entre 

éstos se encuentran reguladores transcripcionales, genes cuyos productos 

están implicados en la síntesis de pared, codificantes de proteínas de la 

envuelta y genes metabólicos. 

 
3. Los datos obtenidos en este trabajo han permitido identificar 190 nuevos 

genes regulados positivamente por el complejo Fur-Fe2+  cuyos productos 

comprenden reguladores transcripcionales, proteínas de la envuelta, 

proteínas implicadas en el metabolismo energético y del metabolismo del 

coenzima B12, y proteínas necesarias para la virulencia de S. Typhimurium. 

 
4. El complejo Fur-Mn2+ puede actuar como represor o como activador 

transcripcional. De los nuevos genes identificados que están regulados 

negativamente se une a la región promotora de STM0363 y STM1587. De 

los nuevos genes regulados positivamente se une a la región promotora de 

STM3215, hypO, STM2186 y hilD. 

 
5. Los sRNAs RfrA y RfrB de S. Typhimurium actúan conjuntamente para 

regular, mediante un mecanismo indirecto, algunos genes activados por el 

regulador Fur. Entre ellos destacan los genes pocR, cbiA y pduB implicados 

en la síntesis y la utilización de la cobalamina. 

 
6. El complejo Fur-Mn2+ activa directamente la transcripción de hilD, el 

principal regulador de la isla de patogeneicidad 1 de Salmonella (SPI1). 

 
7. Fur, conjuntamente con el Fe2+ es un regulador transcripcional global y 

además ejerce un papel como sensor de anaerobiosis y localizador de la 

célula bacteriana dentro del huésped. 
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1.  Composición y preparación de medios de 

cultivo 

1.1. Luria-Bertani (LB) 

Medio de cultivo utilizado para el crecimiento habitual de cepas de E. coli y S. 

typhimurium. 

Disolver en 1 L de agua MQ: 10 g de triptona; 5 g de extracto de levadura; y 10 g 

de NaCl o 5 g en el medio LB para obtener células competentes. Añadir 15 g de 

agar para obtener LB sólido. Autoclavar durante 15 min. a 121º C. 

 

1.2. Terrific Broth (TB) 

Medio utilizado para el crecimiento de las cepas de E. coli y S. typhimurium 

transformantes a los que se realizaron extracciones plasmídicas. 

Preparar dos mezclas por separado: (i) disolver en 900 ml de agua MQ 12 g de 

triptona; 24 g de extracto de levadura; y 4 ml de glicerol. (ii) disolver en 100 ml de 

agua MQ 2,312 g de KH2PO4 y 16,432 g de K2HPO4 3H2O. Autoclavar por separado 

durante 15 min a 121º C, dejar enfriar y añadir la solución ii a la primera para 

obtener un volumen final de 1 L. 

 

1.3. Brain Heart Infusion (BHI) 

Medio de cultivo utilizado para la expresión fenotípica de los cultivos de E. coli y S. 

typhimurium electrotransformados. 

Preparar siguiendo las especificaciones del fabricante (Oxoid). 

 

1.4. Super Optimal Broth (SOB) 

Medio utilizado para el crecimiento de células competentes para 

electrotransformar en el procedimiento de inactivación génica mediante un paso. 

Añadir a 1 L de agua MQ: 20 g de triptona; 5 g de extracto de levadura; 0,5 g de 

NaCl; y 0,5 ml de KCl 2,5 M. Mezclar, ajustar el pH a 7 y autoclavar 15 min a 121ºC. 

Antes de su utilización añadir DL-arabinosa 20 mM estéril. 
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1.5. SOC 

Medio utilizado para la expresión fenotípica de cepas de S. typhimurium 

electrotransformadas en el procedimiento de inactivación génica mediante un 

paso. 

Preparar justo antes de electroporar añadiendo al medio SOB DL-arabinosa y 

glucosa a una concentración de 20 mM cada una. 

 

1.6. Placas verdes 

Medio utilizado para la selección de cepas transductantes no lisogénicas. 

Disolver en 966 ml de agua: 8 g de triptona, 1 g de extracto de levadura, 5 g de 

NaCl, 15 g de agar, 833 mg de amarillo de alizarina y 132 mg de azul de anilina. 

Autoclavar 15 min a 121º C y añadir 34 ml de glucosa al 40 % estéril. 

 

2. Miniextracción de DNA plasmídico con LiCl 

 

i. La noche anterior preparar un cultivo de la cepa o clon seleccionado en 3 

ml de TB con los antibióticos adecuados 

ii. Centrifugar los 3 ml de cultivo en fase exponencial 1 min a 12.000 g en una 

microcentrífuga y eliminar el sobrenadante por aspiración 

iii. Añadir 100 μl de solución I y resuspender con ayuda de un vórtex 

iv. Añadir 200 μl de solución II y mezclar por inversión. Dejar en hielo 5 min 

v. Añadir 150 μl de solución II y mezclar por inversión. Dejar en hielo 15 min 

vi. Centrifugar 10 min. a 12,000 g y recuperar el sobrenadante en un tubo 

nuevo 

vii. Añadir 1 volumen de isopropanol (450 μl) y mezclar por inversión. Dejar 5 

min a temperatura ambiente 

viii. Centrifugar 5 min. a 12.000 g y aspirar el sobrenadante 

ix. Resuspender el pellet en 200 μl de TE y 2 μl de RNasa (25 mg/ml). Incubar 

20 min mínimo a 37º C 

x. Añadir 400 μl de LiCl 5 M y 500 μl de cloroformo 

xi. Centrifugar 10 min a 12.000 g y recuperar la fase acuosa (la de arriba) en 

un tubo nuevo 

xii. Añadir 1 ml de etanol absoluto frío y agitar por inversión. Precipitar el DNA 

durante un mínimo de 30 min a -80º C 

xiii. Centrifugar 10 min a 12.000 g y aspirar el sobrenadante 
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xiv. Añadir 500 μl de etanol 70% frío 

xv. Centrifugar 5 min. a 12.000 g y eliminar completamente el etanol 

xvi. Secar el pellet en un speed-vac 

xvii. Resuspender en 40 μl de agua MQ o TE 

xviii. Visualizar la extracción en un gel de agarosa al 0,7 % y conservar a -20 ºC 

 

Soluciones utilizadas 

 

Solución I 

Se prepara un stock 2X autoclavado: 

   50 mM Tris HCl (pH 8) 

   20 mM EDTA (pH 8) 

La solución de trabajo es 1X y se conserva a 4 ºC 

 

Solución II 

Se prepara al momento y se conserva durante 2 semanas como máximo 

   5 ml SDS 10% 

   1 ml NaOH 10 N 

   44 ml MQ 

Solución III 

Se prepara directamente la solución de trabajo 

   600 ml acetato potásico 5M 

   115 ml de ácido acético glacial 

Ajustar el pH a 4,8 con HCl y ajustar el volumen a 1 L con MQ 

 

TE 

Autoclavar una vez preparado 

   10 mM Tris-HCl 

   0.1 mM EDTA 

 

Cloruro de Litio 

Preparar una solución 5 M de LiCl en agua y autoclavar 
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3. Maxiextracción de DNA plasmídico 

i. Hacer un cultivo overday de 10 ml de medio TB con los antibióticos 

correspondientes por la mañana, por la tarde hacer un cultivo overnight en 

100 ml de medio TB (dilución 1:10) 

ii. Repartir el cultivo en dos tubos de polipropileno de 80 ml. 

iii. Centrifugar durante 10 min. a 8.300 g a 4º C. 

iv. Eliminar el sobrenadante por decantación y resuspender el pellet en 4 ml de 

solución I (2ml a cada tubo). Una vez resuspendido con ayuda del vórtex 

juntar en un único tubo. 

v. Añadir 8ml de solución II y agitar por inversión hasta a observar la 

formación de un moco. Dejar el tubo 5 min en hielo. 

vi. Añadir 6 ml de solución III, agitar por inversión y dejar 10 min en hielo. 

vii. Centrifugar 10 min a 8.300 g a 4º C. 

viii. Recuperar el sobrenadante (intentando no coger precipitados blancos) y 

pasarlo en un tubo corex de 30 ml. 

ix. Añadir 0,6 volúmenes de Isopropanol absoluto (10,8 ml aproximadamente) 

y tapar con Parafilm® para mezclar por inversión. Dejar 15 min a 

temperatura ambiente. 

x. Centrifugar 10 min a 9.000 g a 20º C 

xi. Decantar el sobrenadante y dejar a temperatura ambiente unos 30 min o 

hasta que se evapore el isopropanol. 

xii.  Añadir 1 ml de MQ y 10 μl de RNasa concentrada (25 mg/ml) e incubar en 

un baño a 37º C durante 30 min o hasta que se resuspenda el DNA 

xiii. Repartir en tubos eppendorf 500 μl de la solución y añadir 1 ml de Tierra de 

Diatomeas. Agitar por inversión y dejar 5 min. a temperatura ambiente. 

xiv. Montar en una gradilla tubos de 5ml con las columnas Wizard® y jeringas de 

5 ml. Pasar como a máximo 3 ml por columna. Cambiar el tubo de plástico. 

xv. Pasar por la columna 3ml de etanol 70%. Colocar la columna en un tubo 

eppendorf. 

xvi. Centrifugar 5 min a 9.700 g. Colocar la columna en un eppendorf nuevo. 

xvii. Poner 50 μl de MQ previamente atemperada a 50º C en el centro de la 

columna. Esperar 5 min y centrifugar 5 min más a 9.700 g. Repetir este paso 

para tener un volumen final de 100 μl. 

xviii. Visualizar la extracción en un gel de agarosa al 0,7 % y conservar a -20º C. 
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Soluciones utilizadas 

Soluciones I, II y III: las mismas que las utilizadas en el protocolo de la 

miniextracción plasmídica. 

Tierra de Diatomeas 

Autoclavar previamente el material: botella de 500 ml, erlenmeyer de 250 ml y 

probeta de 250 ml. 

i. Poner 3,5 g de Tierra de Diatomeas en el erlenmeyer de 250 ml (utilizando 

guantes y máscara). 

ii. Añadir 50 ml de MQ estéril. Dejar 3 h mínimo para separar el sobrenadante. 

iii. Preparar la solución GM-TE: 100 g Guanidine hidrocloride, 14 ml EDTA 0,5 

M, 8,75 ml Tris-HCl 1M pH 7.5, 50 ml MQ. Disolver hasta que quede 

transparente. Enrasar con la probeta hasta 175 ml con MQ. 

iv. Eliminar el sobrenadante de la Tierra de Diatomeas. 

v. Tapar la botella con papel de plata. Añadir la solución de Guanidina y 

mezclar. 

 

4. Preparación de células competentes con 
CaCl2 

 

El día anterior preparar: 100 ml de LB para competentes temperado a 37º C, 100 

ml CaCl2 (100mM) frío y un cultivo O/N de la cepa adecuada con los antibióticos 

correspondientes. 

 

i. Resembrar 1/100 en 100 ml de medio de cultivo a partir del O/N 

ii. Incubar a 37º C en agitación hasta llegar a una DO550 de 0,4-0,6, que 

correspondería a la mitad de la fase exponencial del ciclo de 

crecimiento de las células (aproximadamente 108 cél./ml) 

iii. Equilibrar 2 tubos de polipropileno estériles con el cultivo. 

iv. Centrifugar el cultivo a 8.300 g 10 min a 4º C. 

v. Eliminar el sobrenadante. Resuspender el pellet en 25 ml de CaCl2 100 

mM frío (sin vórtex). Juntar los dos pellets en un tubo (vf= 50 ml). 

vi. Dejar de 15 min. a 1 h en hielo. 

vii. Centrifugar a 8.300 g durante 10 min a 4º C 

viii. Eliminar el sobrenadante. Resuspender suavemente el pellet en 5 ml 

de CaCl2 100 mM frío. 
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ix. Dejar el tubo en hielo durante 1 h para permitir que las células entren 

en estado de competencia (protoplastos) 

x. Añadir glicerol para obtener una solución al 20 % (1ml de glicerol al 

100%) 

xi. Hacer alícuotas de 100 μl y conservarlas a -80º C hasta el momento de 

su uso. 

xii. Con uno de los viales, hacer un recuento de viables y un control de 

resistencia a los antibióticos correspondientes. 

 

5. Preparación de células electrocompetentes 

 

El día anterior preparar: 1 L de LB para competentes atemperado a 37º C, agua 

MQ estéril fría, glicerol al 10 % frío y un cultivo O/N de la cepa adecuada con 

antibióticos si es necesario. 

 

i. Resembrar 1/100 en 1 L de medio de cultivo a partir del O/N 

ii. Incubar a 37º C en agitación hasta llegar a una DO550 de 0,4 o 0,6 

dependiendo si son células recA+ o recA-, respectivamente 

iii. Equilibrar 6 tubos de polipropileno estériles con el cultivo 

iv. Dejar el cultivo en hielo durante un mínimo de 15 min 

v. Centrifugar el cultivo a 8.300 g durante 10 min a 4º C. Eliminar el 

sobrenadante 

vi. Añadir el resto de cultivo a los tubos y repetir el paso v 

vii. Añadir MQ estéril fría y disolver el pellet con la ayuda de un vórtex 

viii. Centrifugar a 8.300 g durante 10 min a 4º C y eliminar el sobrenadante 

ix. Repetir los pasos vii y viii 

x. Añadir 20 ml de glicerol 10 % y agrupar todos los pellets en 2 tubos 

xi. Centrifugar a 8.300 g durante 10 min a 4º C. Eliminar el sobrenadante 

xii. Añadir 0,5 ml de glicerol 10 % a cada tubo y disolver el pellet con la 

pipeta. Juntar en un tubo 

xiii. Hacer alícuotas de 45 μl y conservarlas a -80º C hasta su uso 

xiv. Con un vial hacer un recuento de viables y un control de resistencia a 

los antibióticos correspondientes 
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6. Transformación de células competentes por 
choque térmico 

 

i. Descongelar en hielo la alícuota de células competentes y mantener en 

hielo durante todo el proceso 

ii. Añadir el DNA plasmídico a transformar al tubo con las células 

competentes (mínimo 10-40 ng de DNA en un volumen máximo de 10 

μl) 

iii. OPCIONAL: para permitir un mejor intercambio de calor, trasvasar la 

mezcla a un tubo de cristal 

iv. Dejar el tubo en hielo un mínimo de 15-30 min 

v. Hacer el choque térmico durante 90 s a 42º C 

vi. Incubar en hielo durante 2 min 

vii. Añadir 1 ml de LB al tubo i mantener en hielo durante 2 min más 

viii. Incubar el tubo a 37º C en agitación durante 45 min, para permitir la 

expresión fenotípica de la resistencia antibiótica 

ix. Sembrar en placas con los antibióticos adecuados (típicamente 100 y 

300 μl de la suspensión) 

x. Incubar las placas O/N a la temperatura adecuada 

 

7. Transformación de células 
electrocompetentes 

 

i. Descongelar en hielo la alícuota de células electrocompetentes y 

mantener en hielo durante todo el proceso 

ii. Añadir el DNA plasmídico a transformar en el tubo con las células 

electrocompetentes 

iii. Pasar todo el volumen dentro de la cubeta de electroporación (2 mm 

electrode gap de Biolabs), en el espacio que queda entre los dos 

electrodos, vigilando que no queden burbujas 

iv. Preparar el electroporador (MicroPulser
TM de Biorad) ajustando el 

pulso eléctrico a 2.0 o 2.5 kV/cm2 para las células de E. coli o S. 

Typhimurium, respectivamente 
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v. Colocar la cubeta con la muestra en el electroporador y dar la descarga 

eléctrica 

vi. Rápidamente recoger el contenido de la cubeta con 1 ml de BHI frío y 

pasarlo en un tubo nuevo 

vii. Incubar los tubos durante 45 min. a 37º C como tiempo de expresión 

fenotípica de la resistencia 

viii. Sembrar el cultivo en placas para permitir la selección de les células 

que hayan incorporado el plásmido transformado 

ix. Incubar las placas O/N a la temperatura adecuada 

 

8. Obtención de mutantes de S. Typhimurium 
mediante el método de inactivación génica en 
un paso 

 

Método basado en el protocolo descrito por Datsenko et al. 

 

8.1. Obtención del fragmento de DNA a transformar 

 

i. Diseñar los oligonucleótidos apropiados de 100 pb que contengan: 80 

pb flanqueantes a la región que se desee substituir y las secuencias P1 

(5’- GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC -3’) y P2 (5’- 

CATATGAATATCCTCCTTAGT -3’), ambas flanqueando la resistencia a 

Kan del plásmido pKD4 

ii. Realizar una PCR con los oligonucleótidos apropiados utilizando como 

molde el plásmido pKD4 en un volumen final de 200 μl, siguiendo los 

protocolos estándar del laboratorio. La temperatura de hibridación es 

de 56º C y el tiempo de extensión de 1 min 30 s 

iii. Cargar la PCR en un gel de agarosa al 0,7 % y verificar que el fragmento 

obtenido tiene el tamaño correcto (1,6 kb) 

iv. Recortar la banda de DNA y purificar utilizando el kit illustra
TM

 GFX PCR 

DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), siguiendo las 

especificaciones del fabricante. Al final eluir con un volumen de 90 μl 

de MQ 
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v. Para eliminar los restos de DNA molde digerir el producto de PCR 

purificado con el enzima de restricción DpnI (en un volumen final de 

100 μl añadir 3 μl de enzima) 

vi. Incubar a 37º C ON 

vii. Purificar la digestión utilizando el kit illustra
TM

 GFX PCR DNA and Gel 

Band Purification (GE Healthcare), siguiendo las especificaciones del 

fabricante 

viii. Dializar el producto obtenido durante 20 min con un filtro de diálisis de 

0,05 μm de diámetro de poro (Millipore) 

 

8.2. Obtención de células electrocompetentes 

 

Para permitir la recombinación, las células competentes deben presentar el 

plásmido termosensible pKOBEGA, que contiene la recombinasa Red del fago λ bajo 

el control de un promotor araB inducible por arabinosa. 

 

i. Preparar un cultivo O/N en LB con Amp de la cepa con el pKOBEGA e 

incubar a 30º C 

ii. Hacer una resiembra 1/100 del cultivo O/N en 50 ml de medio SOB con 

Amp y DL-arabinosa 20 mM 

iii. Incubar a 30º C hasta una DO600 de 0,5 (aproximadamente 3 h) 

iv. Centrifugar las células 4.600 g durante 15 min a 4º C. Eliminar el 

sobrenadante 

v. Resuspender el pellet en 20 ml de glicerol 10% frío 

vi. Repetir el paso iv 

vii. Resuspender el pellet en 10 ml de glicerol 10% frío 

viii. Repetir el paso iv 

ix. Resuspender el pellet en 5 ml de glicerol 10% frío 

x. Repetir el paso iv 

xi. Eliminar completamente el sobrenadante 

xii. Resuspender en 300 μl de glicerol 10% frío 

xiii. Preparar alícuotas de 100 μl 

xiv. Utilizar las competentes el mismo día para incrementar la eficiencia. 

Mantener en hielo hasta el momento de usarlas 
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8.3. Electroporación 

i. Añadir a la alícuota de células competentes 10 μl (1-2 μg) del producto de 

PCR purificado y mezclar suavemente 

ii. Dejar en hielo de 10 a 15 min 

iii. Transformar con el electroporador ajustando las condiciones a: 25 uF, 200 

ohmios, 2.5 kv 

iv. Recuperar las células de la cubeta con 1 ml de medio SOC frío 

v. Incubar durante 1 h 30 min a 37º C 

vi. Sembrar la mitad de la transformación en placas con medio selectivo. 

Reservar la otra mitad del cultivo a temperatura ambiente 

vii. Incubar las placas O/N a 37º C 

viii. En el caso de no obtener transformantes se siembra el resto de cultivo 

(paso vi). 

ix. Comprobar los clones transformantes mediante PCR, utilizando los 

oligonucleótidos externos a la construcción y los K1 y K2 internos a la 

cassette de Kan del plásmido pKD4 

 

8.4. Eliminación del plásmido pKOBEGA 

 

i. Incubar los clones transformantes en medio LB con el antibiótico 

adecuado (Kan) a 43º C O/N 

ii. Resembrar el cultivo 1/100 en medio LB e incubar overday a 43º C 

iii. Sembrar diluciones del cultivo (típicamente 10-5 y 10-6) en placas LB 

Kan e incubar a 43º C 

iv. Hacer réplicas de los clones aislados en LB Kan y LB Amp e incubar O/N 

a 30º C 

v. Seleccionar aquellos clones que ya no crecen en Amp 

 

8.5. Eliminación de la resistencia a antibiótico 

 

i. Preparar células competentes de la cepa resistente a Kan (protocolo 4) 

ii. Introducir el plásmido pCP20 en la cepa por electroporación (protocolo 6) 

iii. Sembrar las células transformadas en placas selectivas para los antibióticos 

e incubarlas a 30º C 
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a. Para eliminar la cassette de resistencia, preparar un cultivo O/N de 

la cepa que contiene el pCP20 en medio sin antibiótico e incubar a 

43º C 

iv. Resembrar el cultivo 1/100 en medio LB e incubar overday a 43º C 

v. Sembrar las diluciones 10-5 y 10-6 del cultivo en placas sin antibiótico e 

incubar O/N a 43º C 

vi. Hacer réplicas de los clones aislados en placas LB, LB Amp y LB Kan. 

Incubar las placas a 30º C 

vii. Seleccionar aquellos clones que solo crezcan en las placas LB sin 

antibiótico 

viii. Comprobar por PCR con los oligonucleótidos externos a la construcción 

que se ha eliminado la cassette de resistencia 

 

9. Transducción generalizada con el fago P22int7 

HT 

 

9.1. Obtención del lisado 

 

i. Hacer un O/N de la cepa donadora (la que contiene el gen mutante) con el 

antibiótico adecuado 

ii. Resembrar 1/50 en 10 ml de LB con el antibiótico adecuado 

iii. Incubar a 37º C en agitación hasta una DO550 0,4 - 0,5 (aproximadamente 

2·108 cfu/ml) 

iv. Añadir el fago P22 int7 HT para obtener una MOI de 5-10 (109 fagos 

aproximadamente) 

v. Incubar 20 min a 37º C sin agitación 

vi. Incubar de 4 a 5 h a 37º C en agitación 

vii. Centrifugar el cultivo 10 min a 9.000 g 

viii. Recuperar el sobrenadante y filtrar utilizando un filtro estéril con un 

diámetro de poro de 45 μm 

ix. Titular el lisado y añadir cloroformo (5-10% del volumen) 
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9.2. Aumento del título de un lisado 

 

En el caso de obtener un lisado con un título inferior a 108 pfu/ml, se necesitó 

realizar un aumento del título siguiendo el protocolo: 

i. Preparar un cultivo de la cepa donadora a una DO550 de 0,4 – 0,5 

ii. Mezclar 100 μl de la cepa y 100 μl de una dilución tal del lisado fágico que 

permita obtener de 1.000 a 10.000 calvas por placa 

iii. Sembrar la mezcla en doble capa de agar e incubar a 37º C O/N. Sembrar 

varias placas 

iv. Añadir 2 – 3 ml de MgSO4 10 mM a las placas y dejar en agitación 

moderada a 4º C durante un mínimo de 4 h 

v. Recoger el MgSO4 de las placas y la capa de agar con las células 

vi. Seguir los pasos vii-ix del apartado anterior 

 

9.3. Infección de la cepa receptora 

 

i. Hacer un cultivo O/N de la cepa receptora 

ii. Resembrar (1/50) en 10 ml de medio LB y dejar crecer hasta una DO550 de 

0,4 – 0,5 (2·108 cfu/ml) 

iii. Preparar cuatro tubos: 

a. MOI 1: 500 μl cultivo celular + 500 μl lisado fágico (2·108 pfu/ml) 

b. MOI 10: 500 μl cultivo + 500 μl lisado fágico (2·109 pfu/ml) 

c. Control cepa: 500 μl LB + 500 μl cultivo 

d. Control fago: 500 μl LB + 500 μl lisado fágico (2·109 pfu/ml) 

iv. Incubar los tubos 25 min a 37º C sin agitación 

v. Incubar los tubos 3 h a 37º C en agitación 

vi. Sembrar en placas selectivas 0,3 ml y 0,5 ml 

vii. Incubar 24 – 48 h 

viii. Comprobar por PCR los clones transductantes 

 

9.4. Selección de células no lisógenas 

 

Los transductantes que nos interesan son aquellos que han introducido la 

mutación pero que no son lisógenos por el fago P22 int7 HT. Para seleccionarlos 

haremos varios pases en placas verdes, seleccionando aquellos clones con 

coloración verde claro. 
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10. Microarrays de DNA 

 

10.1. Preparación de la muestra 

 

Para los ensayos realizados se escogió el final de la fase de crecimiento 

exponencial como momento óptimo para los posteriores estudios de expresión. El 

cultivo se preparó siguiendo el siguiente procedimiento: 

i. Partir de un cultivo O/N en placa de LB, con los suplementos antibióticos 

requeridos en cada caso 

ii. Preparar una suspensión de la placa en 1 ml de LB 

iii. Añadir a una botella con 15 ml de LB una cantidad de suspensión tal para 

tener una DO550 de entre 0,04 y 0,06 

iv. Incubar el cultivo en agitación a 37º C hasta que llegue a una DO550 de 

entre 0,9 y 1 

v. Dividir cada cultivo en 2 tubos para centrífuga con 5 ml cada uno 

vi. Centrifugar el cultivo a 8.300 g durante 10 min a 4º C 

vii. Descartar el sobrenadante por decantación. Dejar los pellets en hielo hasta 

el momento de su procesado 

En el caso de los cultivos tratados con quelante se añadió el suplemento de EDTA 

a una concentración final de 1,5 mM a la botella con los 15 ml de LB y se dejó 30 

min en agitación a 37º C antes de añadir las células. 

 

10.2. Extracción de RNA 

 

Para evitar la degradación del RNA, todo el material utilizado fue libre de RNasas. 

Las soluciones preparadas se trataron con DEPC (dietil pirocarbonato) siguiendo 

las instrucciones del fabricante (Sigma). El material de vidrio se trató a 180º C 

durante un mínimo de 3 h y todo el material fungible utilizado estaba libre de 

RNasas. 

Se procedió a la extracción del RNA total de cada pellet de 5 ml utilizando el kit SV 

Total RNA Isolation System (Promega): 

i. Resuspender cada pellet en 100 μl de Buffer TE RNasa-free (Sigma) con 50 

mg/ml de lisozima (Sigma) 

ii. Incubar 10 min a temperatura ambiente 

iii. Añadir 75 μl de reactivo de lisis. Mezclar suavemente por inversión 



 

176 VII. Anexo A 

iv. Añadir 350 μl de la solución RNA dilution. Mezclar suavemente por 

inversión 

v. Calentar a 70º C durante 3 min 

vi. Centrifugar 10 min a máxima velocidad. Transferir el sobrenadante a un 

tubo nuevo 

vii. Añadir 200 μl de etanol 95% y mezclar con la pipeta 

viii. Transferir todo el volumen a una Spin Column Assembly y centrifugar 1 

min a 12.000 g. Descartar el eluido 

ix. Añadir 600 μl de Wash Solution. Centrifugar 1 min a 12.000 g. Descartar el 

eluido 

x. Añadir 50 μl de DNasa mix (preparada previamente: 40 μl de Yellow Core 

Buffer, 5 μl de MnCl2 y 5 μl de DNasaI) free directamente a la membrana 

de la columna 

xi. Incubar 15 min a temperatura ambiente 

xii. Añadir 200 μl de DNasa Stop Solution y centrifugar 1 min a 12.000 g. 

Descartar el eluido 

xiii. Añadir 600 μl de Wash Solution y centrifugar 1 min a 12.000 g. Descartar 

el eluido 

xiv. Añadir 250 μl de Wash Solution y centrifugar 2 min a 12.000 g 

xv. Transferir la columna en tubos eppendorf, añadir 100 μl de Nucleasa-free 

Water a la membrana y esperar 1 min 

xvi. Centrifugar 2 min a 12.000 g 

xvii. Cuantificar las muestras mediante el espectofotómetro GeneQuant 

y las cargar en un gel de RNA para comprobar el estado del RNA 

 

10.3. Eliminación del DNA 

 

Para eliminar cualquier resto de DNA presente en la extracción de RNA se 

procedió al tratamiento con DNasa con el kit Turbo DNA-free
TM (Ambion). Para 

cada extracción de RNA (90 μl aproximadamente): 

i. Añadir 10 μl de 10X Reaction Buffer y 4 μl del enzima TURBO DNase
TM 

ii. Incubar a 37º C durante 30-45 min 

iii. Añadir de nuevo 3 μl de enzima e incubar 30 min más 

iv. Para inactivar la reacción añadir 10 μl de DNase Inactivation Reagent y 

dejar a temperatura ambiente 2 min, resuspender el contenido de vez en 

cuando 

v. Centrifugar 2 min a máximas revoluciones 
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vi. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo sin llevarse el precipitado 

blanco que forma el inhibidor 

vii. Repetir los pasos v y vi dos veces más para asegurarse de que no queda 

nada de inhibidor ya que podría interferir en los pasos posteriores 

viii. Cuantificar de nuevo las muestras con el GeneQuant, cargarlas en un gel 

de agarosa y hacer una PCR para comprobar que no hay DNA cromosómico 

en las extracciones 

 

10.4. Purificación y concentración del RNA 

 

Para eliminar cualquier resto de inhibidor de la DNasa que haya podido quedar, y 

concentrar las muestras de RNA se utilizó el protocolo de Clean-up del kit RNeasy 

Mini Kit (Quiagen): 

i. Juntar las dos extracciones de RNA que provienen de la misma muestra 

(200 μl) 

ii. Añadir 350 μl de Buffer RLT, mezclar suavemente con la micropipeta 

iii. Añadir 250 μl de Etanol absoluto frío. Mezclar suavemente con la 

micropipeta 

iv. Transferir toda la mezcla (800 μl) en una columna montada sobre un tubo 

de elución 

v. Centrifugar 15 s a 8.000 g. Descartar el eluido 

vi. Añadir 500 μl de Buffer RPE 

vii. Centrifugar 15 s a 8000 g. Descartar el eluido 

viii. Añadir 500 μl más de RPE 

ix. Centrifugar 2 min a 8000 g. Descartar el eluido 

x. Opcionalmente se puede centrifugar 1 min más para asegurar que no 

queda RPE 

xi. Transferir la columna a un tubo eppendorf nuevo 

xii. Eluir la columna añadiendo la cantidad de MQ RNasa-free para obtener 

1,5 – 2 μg/μl de RNA 

xiii. Cuantificar el RNA, cargarlo en un gel de agarosa y hacer una PCR para 

comprobar que no hay DNA 

xiv. Preparar una alícuota (unos 2 μl) que esté a 300 – 500 ng/μl para 

comprobar el estado del RNA con el Bioanalyzer 

xv. Conservar el RNA a -80º C 
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10.5. Obtención del cDNA 

 

10.5.1. Retrotranscripción 

 

Se procedió a la obtención de cDNA a partir del RNA total mediante una 

retrotranscripción utilizando el kit SuperScript
TM

 III Reverse Transcriptase 

(Invitrogen). Se llevaron a cabo 3 reacciones para cada muestra de RNA: 

i. Combinar en un tubo: 15 μg RNA; 150 ng de Random Primers (Invitrogen); 

3 μl de 10mM dNTP mix (Invitrogen); agua RNasa-free hasta un volumen 

final de 22 μl 

ii. Incubar la mezcla en un termociclador a 65º C durante 5 min y mantener a 

4º C 

iii. Añadir a la mezcla anterior: 7 μl de 5X First-Strand Buffer; 3.5 μl de DTT 

0,1M; 200 U de SuperScript III RT; 40 U de RNaseOUT (Invitrogen); y 0.5 μl 

de agua RNasa-free 

iv. Mezclar e incubar en el termociclador: 10 min a 25º C, 50 min a 50º C y 5 

min a 85º C. Conservar a 4º C 

v. Añadir 3 U de RNase-H (Epicentre) 

vi. Incubar a 37º C 10 min 

 

10.5.2. Purificación del cDNA 

 

Tenemos 3 reacciones de retrotranscripción que provienen de un mismo RNA. En 

el siguiente paso el cDNA se purifica y se concentra juntando las 3 reacciones en 

una columna de purificación del kit QIAquick PCR Purification (Quiagen): 

i. Añadir 5 volúmenes (176,5 µl) de Buffer PB a cada una de las 3 reacciones 

ii. Montar las columnas dentro de los tubos recolectores 

iii. Recoger las 3 reacciones en una sola columna y centrifugar 1 min a 9.700 g 

iv. Descartar el eluido 

v. Añadir 750 µl de Buffer PE y centrifugar 1 min a 9.700 g 

vi. Descartar el eluido. Volver a centrifugar 1 min a 9.700 g 

vii. Poner la columna en un tubo eppendorf nuevo 

viii. Eluir el cDNA añadiendo 50µl de H2O RNase-free a la membrana de la 

columna. Dejar reposar 1 min y centrifugar 1 min a 9.700 g 

ix. Cuantificar el cDNA con el GeneQuant y conservar a -80º C hasta el 

momento de su uso 
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10.5.3. Obtención del DNA genómico 

 

10.5.3.1. Extracción de DNA genómico 

 

Para la extracción de DNA genómico de la cepa SV5015 de S. Typhimurium se 

utilizó el kit Genomic DNA (Quiagen) (Genomic DNA buffer set y las columnas de 

purificación Genomic-tip 100/G): 

 

i. Partir de un cultivo de 6 ml en fase exponencial 

ii. Centrifugar durante 10 min a 9.000 g a 4º C. Descartar el sobrenadante 

iii. Para cada extracción preparamos las siguientes soluciones: 

a. Buffer B1+RNasa: Añadir 35 µl de solución RNAsa A (20 mg/ml) a 

3,5 ml de Buffer B1. Quedando a una concentración final de 200 

µg/ml 

b. Stock de lisozima: disolver la lisozima a una concentración final de 

100 mg/ml 

c. Stock de proteinasa K: Preparar una solución de proteinasa K a 

concentración de 20 mg/ml 

iv. Resuspender el pellet en 3,5 ml de Buffer B1+RNAsa vorteando a máxima 

potencia. Es importante obtener una solución homogénea para 

incrementar la eficiencia de lisis de las bacterias 

v. Añadir 80 µl de stock de lisozima y 45 µl de stock de proteinasa K 

vi. Incubar a 37º C durante 30 min 

vii. Añadir 1,2 ml de Buffer B2 y mezclar por inversión varias veces. Incubar a 

50º C durante 30 min 

viii. Centrifugar la muestra durante 10 min a 9.000 g a 4º C 

ix. Mientras se centrifuga la muestra, equilibrar una columna de QUIAGEN 

Genomic-tip 100/G con 4 ml de Buffer QBT 

x. Colocar la columna sobre un tubo, añadir los 4 ml de Buffer QBT y permitir 

que éstos pasen a través de la columna por gravedad 

xi. Recuperar el sobrenadante de la muestra del paso viii y vortear durante 10 

s 

xii. Añadir el sobrenadante a la columna equilibrada y permitir que vaya 

pasando por gravedad 

xiii. Lavar la columna con 7,5 ml de Buffer QC 

xiv. Repetir el paso xiii 
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xv. Eluir el DNA en 5 ml de Buffer QF atemperado a 50º C, recogiendo el 

eluido en un tubo 

xvi. Añadir 3,5 ml (0,7 volúmenes) de isopropanol a temperatura ambiente 

xvii. Agitar por inversión el tubo de entre 10-20 veces 

xviii. Centrifugar inmediatamente a 12.000 g durante 15 min a 4º C 

xix. Eliminar el sobrenadante y limpiar el pellet con 2 ml de etanol 70% frío. 

Vortear brevemente i centrifugar a 12.000 g durante 10 minutos a 4º C 

xx. Eliminar el sobrenadante y secar al aire durante 5-10 min 

xxi. Resuspender con 200 µl de MQ 

xxii. Incubar a 55º C durante 1-2h 

xxiii. Determinar la concentración en el GeneQuant, cargar en un gel de 

agarosa al 0,4 % y conservar a -80º C hasta el momento de su uso 

 

10.5.3.2. Fragmentación del DNA genómico 

 

Juntamos 3 extracciones de DNA, obteniendo un volumen final de 600 μl. El DNA 

se fragmenta por sonicación durante 1’ a 50 W en ciclos de 0,3 s, utilizando un 

homogenizador ultrasónico Braun Labsonic U (B.Biotech) con una sonda pequeña 

de titanio (40 T). 

La fragmentación se chequea cargando la muestra en un gel de agarosa al 1% 

 

10.5.4. Marcaje de las muestras de cDNA y gDNA 

 

Para marcar las muestras de cDNA y gDNA se utiliza el kit BioPrime® Plus Array 

CGH Indirect Genomic Labeling System (Invitrogen). Este sistema utiliza un 

mutante del fragmento Klenow de la DNA polimerasa I (exo-Klenow), 

aminohexilacrilamido-dUTPs (aha-dUTP), y fluoróforos Alexa Fluor® (Alexa Fluor® 

555 succinimidil éster y Alexa Fluor® 647 succinimidil éster) para marcar las 

muestras de DNA diferencialmente. 

 

10.5.4.1. Amplificación y marcaje del cDNA y el gDNA 

 

El primer paso permite la hibridación del DNA con los random primers, seguido de 

una extensión mediante una reacción de polimerización usando el enzima exo-

klenow. Así se obtiene una amplificación de 7 a 10 veces el material de partida. 

Para cada reacción: 
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i. Añadir: 20 μl 2,5X Random Primer Solution; 4 μg cDNA o gDNA; hasta 44 μl 

de agua RNA-free 

ii. Incubar a 95º C durante 5 min y enfriar en hielo 5 min más 

iii. Añadir a cada tubo: 5 μl de 10X NucleotideMix aha-dUTP; 1 μl de Exo-

Klenow Fragment (volumen final de 50 μl) 

iv. Mezclar e incubar 1h 30 min a 37º C 

v. Añadir 1 μl más de Exo-Klenow Fragment y repetir el paso iv 

vi. Añadir 5 μl de Stop Buffer al tubo y mantener en hielo 

 

10.5.4.2. Purificación del DNA marcado 

 

Se purifica el DNA amino-modificado utilizando columnas de centrífuga del 

BioPrime® Plus Purification Module with PureLink para eliminar los nucleótidos 

que no han sido incorporados, siguiendo las instrucciones del fabricante: 

i. Añadir 200 μl de Binding Buffer B2 a cada tubo y mezclar con la 

micropipeta 

ii. Pasar la mezcla a una PureLink
TM

 Spin Column 

iii. Centrifugar 1 min a 7.000 g y descartar el eluido del tubo colector 

iv. Añadir 650 μl de Wash Buffer W1 

v. Repetir el paso iii 

vi. Centrifugar 2 min adicionales para eliminar restos de Wash Buffer y 

colocar la columna en un tubo eppendorf nuevo 

vii. Añadir 50 μl de MQ RNasa-free e incubar 1 min 

viii. Centrifugar 2 min a máxima velocidad 

ix. Repetir los pasos vii y viii 

 

10.5.4.3. Marcaje con los fluoróforos 

 

Para precipitar el DNA con etanol: 

i. Añadir a los 100 μl de la muestra purificada: 3 μl de acetato sódico 3 M; 2 

μl de glicógeno y 300 μl de etanol 

ii. Incubar toda la noche a -20º C 

iii. Centrifugar a 4º C a máxima velocidad durante 20 min y eliminar el 

sobrenadante 

iv. Lavar con 250 μl de etanol al 70 % 

v. Centrifugar 2 min a máxima velocidad y eliminar el sobrenadante 

vi. Dejar secar el pellet 10 min 

 



 

182 VII. Anexo A 

El siguiente procedimiento es para marcar el DNA con los fluoróforos Alexa Fluor® 

reactive Dye correspondientes: el 555 (rojo) para marcar el cDNA y el 647 (verde) 

para marcar el gDNA: 

vii. Añadir 5 μl de 2X Copling Buffer. Es importante proteger los tubos de la luz 

a partir de este momento 

viii. Añadir 3 μl de DMSO 

ix. Añadir 2 μl de DMSO al vial de Alexa Fluor® reactive Dye para resuspender 

el fluoróforo y pasar todo el contenido al tubo del paso vii 

x. Incubar el tubo a temperatura ambiente durante 4 h mínimo 

 

10.5.4.4. Purificación del DNA marcado fluorescentemente 

 

Paso de purificación mediante el mismo procedimiento del apartado purificación 

del DNA marcado, añadiendo primero 40 μl de MQ RNasa-free a cada muestra 

antes de empezar, hasta el paso viii. 

Se cuantifican los marcajes con el espectrofotómetro NanoDrop 2000c (Thermo 

Scientific), en la opción de cuantificación de para obtener la concentración en 

pmoles/μl. 

 

10.6. Hibridación de los chips de DNA 

 

Antes de empezar con la hibridación se fijan los cristales a 600mJ y se incuban en 

100 ml de solución de prehibridación (SCC 6X; 0.5% SDS; 1% BSA) 1h a 42º C. 

 

10.6.1. Hibridación 

i. Mezclar el marcaje de gDNA y cDNA en una proporción 1:3 

ii. Secar la mezcla en el Speed-vac 

iii. Añadir de 70 a 100 μl de solución de hibridación (50% formamida; SSC 3X; 

10% SDS; Denhardt’s 5X; 5% Dextransulfato) 

iv. Desnaturalizar 5 min a 95º C y mantener en hielo 

v. Aplicar la muestra encima del cristal 

vi. Incubar a 42º C en la oscuridad O/N 
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10.6.2. Lavados 

 

Lavar los cristales con 50 ml de cada solución de lavado en agitación (500 rpm) y 

protegidos de la luz: 

i. Lavar 5 min con solución 1 (SSPE 0.5X; 0.1% Tween20) a 42º C 

ii. Repetir el paso i dos veces más 

iii. Lavar 5 min con solución 2 (SSPE 0.5X) 

iv. Repetir el paso iii dos veces más, para eliminar bien el Tween20 

v. Lavar 5 min con solución 3 (SSPE 0.1X) a 37º C 

vi. Repetir el paso v 

vii. Secar en una centrífuga a 600 rpm. Guardar a temperatura ambiente en la 

oscuridad hasta el momento de escanear 
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