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RESUMEN 

EL PAPEL DE RmrR EN LA REGULACIÓN DE LOS GENES DE 
RESISTENCIA MÚLTIPLE EN Rhizobium etli. 

En la interacción Rhizobium-leguminosa, el primer intercambio de señales es iniciado 
por la planta a través de la exudación de compuestos orgánicos como flavonoides, 
isiJlavonoides o litoalexinas hacia la riz6sfcra. Los llavonoides e isollavonoides inducen 
la expresión de genes críticos en el establecimiento de la simbiosis, las iitoalexinas, en 
cambio, constituyen un mecanismo de defensa de la planta en respuesta al estrés y en 
muchas ocasiones pueden ser tóxicos para las pobleciones bacterianas. 
En la bacteria Rhizobium etli (el simbionte del frijol), se han encontrado un conjunto de 
genes organizados a manera de operón involucrados en la detoxificación de fitoalexinas. 
La secuencia de las proteínas es similar a proteínas de extrusión de antibióticos en 
bacterias patógenas. Dichos genes han sido denominados rmrA, rmrB y rmrR. Las 
proteínas putativas RmrAB son homólogas a proteínas de resistencia m(iltiple .de .la 
familia MFS (del inglés m'\ior facilitator family). Adyacente al operón y en dirección 
opuesta se encuentra un gen que codilica para una proteína designada RmrR, homólogu 
a proteínas reguladoras de la familiu TetR-AcrR. Se ha encontrado también unu 
secuencia similar a los factores cr-70 de B. ja¡wnic11111 y E. coli así como una secuencia 
palindrómica entre el 5' de rmrA y rmrR, es probable que en esta región se encuentre el 
operados de dichos genes. El gen rmrR abarca 357pb y la proteína es de 13 kDa, esta 
proteína presenta un motivo de unión a DNA hélice-vuelta-hélice (HTH) con 
aminotícidos altamente conservados entre las proteínas de la familia TetR. 
Se ha clonado el gen rmrR en E. coli para su sobreexpresión y posteriormente se ha 
purüicado la proteína RmrR. Por medio de ensayos de retardamiento de interacción 
DNA-proteína se ha demostrado in vitro que la protema RmrR interactúa 
específicamente con la región intergénica de los genes rmrA y rmrR. Se ha determinado 
que la afinidad de la protema por el DNA disminuye b~jo concentraciones crecientes de 
exudado de frijol. Estos resultados constituyen la primera evidencia de que la proteína 
RmrR regula la transcripción de los genes de resistencia múltiple uniendose al operador 
de los genes rmrA, rmrB y rmrR inhibiendo su transcripción. Es probable que la planta 
en los primeros estadías de colonización reconozca a Rhizobium erli como patógeno 
respondiendo con mecanismos de defensa como las fitoalexinas. El hecho de que la 
bacteria sea resistente a la respuesta de la planta podría constiuir una ventaju en cuento a 
la competencia por hábitat. 
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GENERALIDADES 

Los microorganisin()S son los pobladores 1mís antiguos de ·la Tierra» Su tiempo de 

generi1ción e~~co~to y sus. p_oblélci9n~s_son grandes, por: lo que• han. cvolu~ionado a· una 

tasa mtL~'a1ti1: c~óri ~~~;~ecto a otros o'rgm1ismos:: El resul~~~o,·~~·- c:{~1\s ·~~:e los 

micro organismoi'póseen· una ·~n1n ·diver'sidad' gené¡i-da -~'.:ciá~hábitaé. ~6~i6·~;;1er~I se_• les 

encuentra. •.ii1terélctllal1do. ·coi:i· .. otras (_ esp~7,i~s;.'·-·, ta:nto··:; en Crelac10nes ''".mutualistas o 

patogé"'';;;i.,E:~~~J~,!~,,~1~'~3~afrfü;:~·2E~0i~~\~~i1;~~~~~~~;o:c,º" 
entre _ lcis ~mteractuantes) p()r: medI() ;:de: señales','quumca_s,• _que\Uiduc_en~l¡i ·expresión e.de 

:::cc'.:,c:ti[,J~~~4~~ll;~~~J,~~~~;~{ff~~~~~~1r~:~~:::::: 
, ~ ·,· -

muy importaí1td qúe e~ el & las bactcrias'~apac~~·d~lii~r'1~itrÓgcno . .. . · - . ' .· ' .·· ,__ - . ·,,. , .-.. -

Simbiosis entre rizobia y leguminosa; · . · .. · 

El modelo 1mís conocido de interacción .-entre' h,¡¿:¡-()()~gall,isrrio-pJanta 'es el de la 
.',,, -.... , .,.., .·.<·. ~ '· .. ·· - .. , , ·-' 

.. -'~" 

simbiosis entre plantas legurrimosas 'i-0 b~ct6fias iiz~bÍas; Újad?!"t-l~: de/~ flilrógeno. El 

nitc6geno º' uuo de 10, ele~et~:;~~,;~i&;~~~~1¡~~:~~¡~0~0~fa'~; :~ 
plantas no pueden aprovecharloféñ)sü.~:· (ó~~ma ':; ~lerri_ent~I;J.;J,.a;~'fi.ia.ciórtyi~iol.6 gicá ··.del 

. ,: _ ~ · ·.·:~ .. ::,·.:/;::~·-~?::J2,~~f~7 :;i;~iI~pii~~h~~t~~;~~~t\~.}X§;>~\~f ~~~~s~ii:r:·;ri~I~'.liíi~~-i?i:~f~;:~~~~~~~!f~):~~~~~:,~~/.:\:;~ ·,._; ·: ;~-,;- .· .. -:· 
nitrógeno (FBN) es·· el :pn:ices9p~frfol.:cual¿Ia!()bacteriás,'éorivierteh:~. ,,.···ira éno:libre a 

amonio de man6m~aJ ~t~J~~~11!¡f Jj~i~~i~~~1;1~f if1~1;~:~:t~~~~~C¡e 
lleva a cabo cri estructuras\especiabzad· -'· ue :·1rcc1ben·;; el?trió.mb ·:·dei:-'1iódulos;. Lás 

. ' · .. ·._-· ... · .. ' ::?:."~·'~{(f~i~$~\i;'·~~;:?~$i•:·:~~~:k·X~}~:; ~\l;:i~0~f;~;~ti~~lir~Mi,;?;;·} ·~w:·!;~;G~~:· _.· . . 
bacterias que son ci\paces:cte•:nodulárX(las egúmi116sas· pe_rtenec·eri)i grüpo,rizóbia que .. · 

- - ., ... _-.- ··._·. -: . -_:5.~.< :~;~:-~ .. ·\~:1:~f~~;~:~{:r·'::·: -~ ·· ;_:Ft: -\:.~r· ;{iii~~~f2i~{~~i;;;~.:::_~'.i~·;/.Y,'~~-·-~:. 7~;:_~··~·:0?::;,;;~~·~~fi~~y.-: ·-:'.::·\:.;/\:· · .. ;.,::·· :·" _,.·' 
incluye a los . généros · Rhizo~iú1~, · :Sinorhizob.it~m, ·· Brady~~),'Z.ó~iuf!!, Aún:hizohimri y 

:~~:·: ~'. > ... ·:~: <\.~'":>_.<·.\" . , 



Mesorhizobiuin. J .. as b:.icterfas rizobias tienen una·· rela.cÍÓn . !ilógenéti~Ü cefcuna. . , 

Recientemente se han éi1é:ont1;Ud(J otros géneros; en este casb P~proi~~bacteritis (como 
- 7·- __, -'--_'.~;,. =.~·¡."c¡o~"=¡.=, ':._--"..· ·-~-:.-;=..,=~o::-";';o~-3-~; .. - ' • .· ,. ' ... - 'c.:_:-_--,.,_ ·, --~· -=-co':~-~-:; >'. 

.. Ralstonia y Burkh~ld~ri~)~'6üg'ci6e{dé nodular y; fijar nitróg~rio' e11.•s~bi,osifcon pl~ntus 

leguminosas::: se:-»sa,,9e,:lí,~·~.?i~11 {gi.~ ,-~;,m~.ia,•' ~in' ac"ti1l1~tl1ic~i()''¡(}~aiñi ti~gátivo. fija 

. .. nitró ge11<1 as~c.il~E ,,~r1,~~i~AF;~~~Üdb~~í~i~~~;~.~· . _ 
;., ' ;~: .;~_:i'.1~~~~---~_i:--~~::;.-~:-'.>':·;._ :::~~~-- ;/,~-- ~- -

_:,,.· - . ,:--:")~:~~~~-r'.-~ --~-·-~ - -~ 
·_, - ~:-' ~-.:.··:'.·--~··, ·,>·-,.'.(.- - ·<.-':• ,_-_._;;~·::.· 
,_.-. ,---.·--:::"i. ~<:"" .. ; , ":'>:/ ·' -

un req L;is'itci 'bá~i66 pa~!i~í~f'su11§io_sis ,:Rhizo biurrl-fogumiriosa es la .. existéneia de un 
- . . .- -_.: - ~--:.; __ i::~·:,,~&~:~<8~~~~~,\-:;'.~::::;.~,:::~-~~:::.:.;·::._§·:',_~:~~·:,:::.:.'. ~~-'~ ._:::'. ~~:;>. 

d ilÍio go moieculifr érii.l"e'i fas~· ititeracútantes;< Las pfaritus exudán corripu~stos específicos 
.•, -~( -< ·~·,,\:"· .. -:- ;f 

que riciórin f ~~.~6{s~fi'ril~~: '6ripa~6s :de; ;it~rier, a · 1as bacterias, en algunos' 'casos, los 
:.-; .'.~~-'.'.~:·::;·_-/- -,:.~;·:· ," 

atrayentes s8n ri;~1in6á6idos ~fi1v61HJÍdes. 
·- -· . . ; -~--~:-~:<~.:~r--,: :~ 

_ .... _._ 

Durante la info,~ei~h , deda a los pelos radicül~res. La .. -,.. ,-

respuesta tempr,<Í~Q,ci~¡j,1·:pl~~hi .·incluye•' Ja ~efonnación .• de .·los pelo~-.radic~Iar~s,' . la 
-',!,:·.' ;::-•• \,·,~::·.-,':•:~.~~; '-:._·;,~". ,¡':,':'.' - ;_;.:./ ,': ,••. ·-·· •:. -•.· c,"-,-c, -.l ..• , '·•,' 

inducción. de· nú~ti~~~i~?~~, i,~?i~_i~ 'g\ tr~jj;~\ls~·'_1}1~],~i~G;~ ¡,,~1;ª10,~~:ir,~J:F;~~{~;·0jr;~:ª ,,,de . · 

calciq i saHdii d,C''.!,~.'ii~iWl~.I:c;l~2~:?\,P~l'.l~~sio;,\Y, I_~}I~ .-111,~~i?gz?~:~ ~~~í~}·I~~:.'.~~f~ª:~~~; ~·en ,el 

''lº'
01 •c3il~1;trr~;t~~$l¡¡~S~;;[{~f f i~,;;~~~t5;~i~t(.;f ~~~~F~~f~~~~,~~l,~1,~n~:J"º·.· 

estimulan: la;fórll1áci6n -:'ele'; Jósfmedste1nds ''deó;JOs:frl·ódülós"'en~ raíces.)EI :iécesO/,al 
· ... ·. ·. •·• · :;.••.? :-:¡:~~c<:J:J?<~:I·.?0:><.,';'.\{· .. ·•·· / ·; ;·;,. •ff·:;:;~;~i"';¡i~~~;m'?i~~,0t-1füt~~;~},:;~:~f~g:~J;ti~~-.~i;"~\::,c .. ·. 
citoplasma celular.d~:Iaplanta · se'd.a •,por endocttos1s'de,'·la membn:i11a;'adyacente'al hiló' de.· 

·>:<::,;::·/:;\'/,~~-:;·,~. ·:··i·~'·.···":_,,--;.'-:_'.- .- ·· ... _:· - -., ·:. · ... , -~.---;:~;~\¡ .. _;~;;~<\X''.~~·-·:~:f?~- ~>:.;r:'._·:::f.~.·~~J).:~tz:~};~~~/.-;.-~~'.~r:/~0~:;~:1.:-·~~~~:J(.:.;~:/..,-;·:.:~. ·-
infecciól1. Denti·o .. de· Ja• célula· vegetal;' las bacenas" quedan encapsuladas eh• la: membrana 

de I;~··· pla11t~i· .. ~~t;···:L~~J···.e;tru~tur~ .·Jfn()i~lnad~,i.sJ~~fgs'¿·;~~.<eh•':~~~dr·,·sk.;áite~encÍán . 
'' ;_' '~: ~ ,_ ~-,t{' ·'-

postedorrnerite'e1{b~cteroides. 

La FBN se lleva a cabÓ por los ba~teroide~ por 1nf!~i~ enzima 11itrogenasa 

codificada en el operón nifHDK. Los bact~rolcles: ya nb sc:il1 capaces 'de di~idif~e, sin 
'.'.; ·.· . 

5 



, , 

embargo, las, poblaciones bacterianas que se encuentran en la rizosfera reciben el 

beneficio de nutrientes producidos por la planta. 

Exudados de Plantas leguminosas: Flavonoides y Fitoalexinas 

Flavonoides 

El primer intercmnbio de señales· entre• la planta ·y el Rhizobium comienza. con la 
>'.·y>' :,-

exudación de compuestos orgániccís''d~ja:.plánfa haéia Ja rizósfera entre Jos que se 
- ··.· · .. ·. :·· ·- , );'·.'.·\~:;':~5:.·.;~~·1~<~'.:,~Jef.~¡~·-?~\~:''.~/.~.}~~\~~.'.~~~.;~i~:;~'.\>:· .,.:,.,· .· - -.· . ·>.:.> _ .... :~'·;'' . 
encuentran los. llavonáides {Pi\lúrnbo· é(a/.~i: 1998);' Los flavonoides constituyen un grupo 

, :· -_,, '· ·-_ - ~'"--~·- -:·,_; .:-:,; ., ·.>):; ?.:7~:;,-;) .. ;.~:·'.::<' .n:·-> ·-r\·<~:=·;:._;~¿~,,_ .. :·: :-- .. : .:;-:_:.. -. :< 
·· ·.·······,.:·;_. ·'. ::.><·-:_:· .. ··-:-:·:-.?-v~-C ... -'::._~L):_-:.:"<c::J\·<~·-.:=-.,,,,..-'.·:--_<.~''º··:,.-. . . .. ·._· .. _:-: ... _·.-.· 1.'. 

de. 1mís. de. 4500.c_61tipiiéstosi'Cíclicós de') 5(carbonos cuya estructura basal consta de ti-es 

anmo, m~~ülca~~ ;~~~;'.~!:; ~~~~~- ~l anmo A y el anmo B(Fig ·l) 'ºª 
btísicamcnte ·bence1tos~y.el ;íríilJÜ .cerÍtral/cs· un éler. · Lo.s llavonoidcs frecuentemente 

esttín JocaJizados Cll VaCtÍoJas de céJuJasepidérmicas. 

o 
e 

Fig.1 Estructura búsica de un tlavonoidc. Los dos anillos en cada extremo se les ha denominado anillo A y 
B. El anillo B y los tres carbonos del anillo central son derivados de la vía del Fenil propanoide. El anillo 
A y el oxígeno del anillo central derivan de la acetil CoA (Kirsch, 2001). ·· 

El anillo B y tres carbonos del anillo central se sintetizan por la vía del fenilpropanoide, 

usando como sustrato Ja fcnilalanina o la tirosina derivadas de Ja vía del ácido shikimico 
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(Sulisbury ,and · Róss, 2000); el.·. anillo A y. el oidgencr del' u.i1illo e.entra! derivan de 

unidades de acetato provenientes .de la acetiLCoA(Kirsc,h, 2001). ~a .apari~ión ,de 
- - - - --- · --_-e _co- -o;--_- ·---'---- --,_• ---·- '----·'· · _ • __ -'-·- _;__'__.· _ _ '_¡_ 

sustiluyentt'.s. en cada anillo· detertÍ1ina eÍ tipo d·~n~~o11oidg, S~ c.mmcen\.~i~~rs~;,s; g;up()s 
---..e, 

entre Jos que destaca11.las;antociárlhihs (ql.1e furic:i{)11iiri como pig\f\~~rt¿s);·isofl~vbtlóides· 
'.,: "'_"<! ;:: .. 

(componentes de _defensa y J11()lécul~s señalizado ras),.• chalconas; a'Urb;1a~; náv6í;onas, 
.·' - ;- ·.- - . ---· - -, -.-· ,-- ·----- --_-,_ -;_-¿_-_,,~_--·------,-~~'-"-;'-=-.;--,'-o-~2o;'-~---,--=:.-o'---º•"' -

flavonas; l1avon9Ies, 16ucoantoéianidinas, y catequinas (Buchanan, 2ÓÓO)} . 

Ciertas especies de plantas, de las que destacan los familia 

Papilionioidae de • las, legu111inosas acúmulan. · isofl1Í.~orioid6s. ~~l~s · difidr~ri de los 
"'-' 

flavonoide{¿n el:1Üiillo·B;qu6 c~ilÍ unido dire~ta1nci1t¿"~1 ~.1~ilio·~6ry(r~I ·po~'lin'títoi110. Je 
,,, ;'._::: 1; ;''., ·,.·.;~;~;./· --~::, _·.:-' :· :¡.<-- . ' 

carbono; la'esth'.1ctura :de los .. isofla:\ronoidcs es.rrÚís tiieri pareCida. á'•IÍ1 de. lbs cstrógenos 

de los animales (S~Üsbt1r)/andR.óss~ I 992): 

El tipo de 'f1aV~)l10,ld~ váría según la Iegu1~inosa y scg(m. proyenga d.~ raíz o semilla; 

Li1111bién ..• élepe1~<l6;·cichk;,~¿¿t~fi,~ .~ón .. la qtie._~stt ;:int~ra6t~l1Í.1~d~ .··la' leg'u1liiÍ1oia ... ·La 
... ,-·-· • .o.· ··~.· "::·- ~ ••• .' : '· '•' J.. .• '.,·,,.··· "··. :' •. ' '- · ... 

:::::::%~~~~~~~;·;~;r ·~{i~~~~~~J~~~~¿;!¡~;~~~~~,;:~~: 
dihidrnxilla vona; · lá.iritéraccJón :,~·iltr~. soya~~B/'tidyrhi.~~.biúin:'japó11iciii~~pfü.Játd¡iidzeíria. ·. 

y geni,¡cína····Y ;N ~f JH~1i~~~i~~~~ll~lf~~t!~i~ii~i~f~!~fft1)f:~t~íJ~J.ei• 
eriodictiol •y .Ja'hespéretiriri>lfo:Sfflavónoidés rnás,abi.iridáútés'.·en:Iatnzo:S era:déFchícharo•· 

' ·. ·. . .' · ..• : '.'•:?/ i~;'.~:~f:Fi~fr ;;'~'·@il!;y-~~~@1,~~j)*~\; ;;~~;g»Hi0/:Y~·::•\~J;:¡;:;¡;,;:~Wi.i{;t;).;i-¡¡~;~tj:~t~;\l~·r¡.;:·~.~'.¿J, ';/ . 
y ·Jalent~Ja son la narmgenma .y la hesperetma\(Ara•Begum·etal;·20C!l );\lbs;exudados 'de . 

. . . ···• ,: ;·· .. "· :·.··· J;·~$ ·::~1\•}~;·;,~¿;·; ;~~,:: ;~~;:.!- :~{~it~;¡fü1fr~'XNZ .'.''~i:~'~fí;i'.{4iif:¡1 ;¡¡;;f 0;9;¿;1N;;t;\~f tJf i?t;. ,:; · •· . ·•.·.• 
alfalfa• .. iúclt1y~ii ~ri'. Jos :(1:Sq1Jt1x,o.11()1~es:;¡f º.fll1Dno)e.tu~a:c,cu~l!s~rol ;;~yk:".111~.d1carp111a·< (la 

. '.,. '·.:/''}.~:~~~:}~~!~~\ :f~}~~~~~(~~~:}~'t{~X~é~B:.~'.~i~\~};fi}Jv~}~}~f·'.*~~~~~~~:t:~i~/~~~~~~sv~iiS·';it·?-:.-~~:frL/.':;~~'\.:,:~; ''<·>·-:·~:;_·~:·-.~.': ~:·_·/ ' - ., 

medicarpiliá ·es'. la•priÍlcifüil);"fiió'álexiiúl;;cxudada por/ali'affa); ··así~ corl1~) s~\ponjJ'lus, ácido 
. . . ' '' .. ' .. · . :.~_'.: ·, . ·,· .; ~--~>·· ~::~/;~:-~·).i/:'.:~~~;_L~/.~:~j~:':;~~~:'.~~;f ?'~:1~~;~~:~ ~-'.~;~~{;:~~,~-:-'.'.:f.:\"/~-;~; ~-~~·:::::·:,t.:::~:·:~-;:-_:_-;,'.'.'.->.:::'· : --~- -. \ .. \ 

med1cagé111coyhederagenina(Palumbo;et a/,:1998),' ··" 
'.'.'· - ··- - ;~,_; .. ,_,- ... ' ...,.,. ,_ - - . ·" - "., 

: - ' --- ----··---~--- --- ·---·-



,. ·--. ,: •. ·, ·, .:_:,_ - . 

Para el caso del frljol (Pha~;~~hisyúlgaris) .. Ya se,há~ía'c;aract.eriz~do qÚ(!durante la 
' , .. , . . ( . . . . ., . . . - .. -- - .- . - -, ·-"" . --- - -- --- .. 

interacción) con sus 's~nbiolites' Rhizobi:un;•tr~pi~i, -Rhiz~bi¡1mi eúl· .. 'Y.:Rhi~obium 
o - -º - -~ ""'~"" - - . ·-·-= -,-·~ --- ---.--;-,.,-~ -- - - -,_ - --- "-,_;;--,~';--.=-.:'- ;c~-;o',"O.~ --= _ _;_.- .. _"-.~.-.-;.~_:· 7«:;---- _;,.~~__;,,..:,. -·. -·-_;e_:_; ..... ---

1 eg u111inosa rum , b\l ¡}hás'eoli/la: pÚntá 6kt1Ú~-priri~i~~Í1l1e1~te '. Ios{t1a~·~¡{~Ídes ctline~trol y 
-··· " .. : -~,- ,.~·'.~~~;·:5.__,:,.~:_ .-:('~: '''" ';..:\;:_ i::; ~ --~-'.'(~:~,··_,·_.;" ~- ~ -~~·-· - ., 

daidzeína (Dakora •. . et (//, i 99)))j>()'S'ieriori~e11te/sé:,enc0ritr(): ~qÍ.1elos . coriÍpúestos 
. ._ ,. -: _ ... ·) .-.. :: .. ·:: ".>·:. . - ;·:.~;-.-·.;~:/::_·Y~-~-;:_:-_·;~~;."~_.~;_/:_~~.~·;'.~:~~-:> .-~:'.(:_;}_,.::::':·y-; .. :'::::~:~~f)~::~ .. ;;'.~-:.'_~//;·:~r .-~~-<>:.)i:'.<· ·<::~ -,:·.. ;· .. »·.' 

. exudados i11ás abundántes ,despll~S ~c!e:,I_á)1195:,.~1Jº1.1_~i.l1122~2ré~stas',~a~~,erias adC1'nás de.· Jos 

antes l11encionados, s611·' Jo~.':;lla~onÓides ;,~~rÍlstcína, \Jitji.1iritigeii11a; naringenina e 
.,,~ -~;:.:·::." '/,:.<:/,; :·' »:'-'.-< 

En Ja interncció,n riz~bfa~leguíniI1'osa; 1~}~u1ció~ principal de los· 11avonoides radica en la . 
''. ·"-, - ··"<·:.;~~~~:"·._ .. ,,-. ' 

::~::.:.1;;~~f !!!~~~:::i~~i!!if~¡~¡f lll!iiil:t~~ 
sustitüyenies · (Oldroyd. et al;é2001 ).(Fig;¡'2); lcíXfaciores de riodülación···son, Ioflnductores 

)'·· 

•," ' .;:'; .. :' -,"?ú'.. . ; :.:·:-\~ - ~~/~e::'; ;~ ~ -'.~º: >- :i -e'. > 

en las q u~ ·sC.;;,e;2'.?~e.~.· •. ·.•.~ .. ·,: ... ~i.}'_.:···~t.i'.~.l.f.·. ·s···.·~···• .. i-.~~·~~?: n~( ," '.:·;;· -"-' . ~ - ;~.,, , . , ::> ' ,:. ,, ,; "' ·,;~ '_:_' ':~>·:-'"'.-: ', ;; :~:-*\~:~);~?- , ,·,.I ,.·. 

secund¡1ria< d~;¡r-.¡ 9,~i:f tiellé :2dÓn1li1ios, tino .de ~ini~~¡~ '.i{1 P!'SA y ótr'ó, '6~p~~íl1co para 
. .. r" ~'- ,"';.,·-; :" - ·-' . -'.~':': .• _.' .: '. 

unión a flavo116i&;S: · 
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Fig. 2. Estructura general de los factores de nodulación. 

En S. melilori existen. tres proteínas NodD (NodD 1, Nod02 y Nod03), NodD l] NodD2 

son activas en P.resencia del exudado de. la planta y NodD3 en su ausencia. La ac .. tivación 
- - .. ··- ._ . . .. - . ':-'~.-· .. ·. ., ".·.. ···. ·-: ... '·· 

de los gen6s nocl d~pe11de de qu~ · N odD ( f~rl11i:~,i0c6~plbJd:¿b~'tÍ¡~~~:i~bicl,6s. (~~heÍal, 
.. ::. .' · ·. · · · · . ::·:::á:;·:.•·,.;\:: .. ·',¡::/,,.c"·' ·:'1·,i,<>::': .. :· .':·•·'·<··:;.:-: ..• · :· .. .,. 

2002), En.á caso de esta bacteria el .~Ó11lpu6~t¿iind~1'¿für'·',~á.s',~6ti~d:6s"la lL{teolina ( 

::::'y :;~~,::,~::::·:~e;::::::;~ri~;!~~Ji~i~il~~Y:;r·~~" ::~:.~:::·:: 
- ·~ . ·. . ! . 

luteolina y su posterior unión al DNA.(Yeh ~iál, 2oo2) 

Los flavonoides además, .son capaces d~)rlducir otro~ procesos. Se ha encontrado que la 

incubación de Azorhizobium caÚlb10dans en. presencia de altas concentráciones de 

naringenina permite su penet~aci6ri en células. de ra.íz y cofia lateral de plantas de trigo 

(Webster et al, 1998). 

Fitoalexinas 

Durante la colonización. de las leguminosas; el Rhizabium es reconocid,o comó patógeno. 

Las plantas, en condiciones ·de e~fré.S coriÍi11üainente .'descncad~nari ri1ecanisrncis de 
.-... -, ... ·~--- : -.,· ·, .. -_ .... __ ,· -~: .-·. -~·:> :-· ... ',;.(:-~-'::: .'..'' . ; ' :· .. •'··, .· ··.' ·: ..... · .· 

def~nsa, e11 este ~t\S~:,'P~Ft~(el.Jt.~(;;;:;:~~:~J;?~ki~ •• ¿~r~:fh~~~ngos, lnvcrtebrados. y otras 

plant<ls (BUc1{a11rltiÜ, 'Íooo)'. Enfre'i ~st~1f.mec~nis1~ós' e~tán-1.a.· respuesta localizada como 

la inducción 'de·ap~~tosis en el sitio. de· iÍ1fecásh; la degradación de las enzimas 
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. ·~ . 
. ' 

excretadas · pór. patógenos, .. la. inducción . de .. lisis. en pare,éI cel{1Íar,:}a ~ altéración en 
'':>, . :.-:· 

membranas de p~t.9g·é1}_?§L2d~)DªSÜ~ll:t;i6[! d,c ribos.?~11.¡\s y la activación de vías 

metabólicas ¡iJtcÍJ~\~~,','.íJ[fü~fü~J:t~~;;tc. para'. Ja i ~rodLí6ci~.11 :d~ • titoalexinas (Tarchevskii; 

2001 ), .·. L~~· :'ti;J~1'6~iri~~·i:··~61~0;>~¿111W~11~~[~{.;}~ióttc:~s: de· b~jo . peso molecular, 
···:-·, ,,-- " .. ,;~. ,-~:·', ',,~,.· _· .. :• .. :-:· ' ·.; .. ~" ::,... t'::·.-~: '• 

·quí1~i6am~nt{:56'1~j{~{1;y2di~~~s~~".;~~;'M1~J~§~1déti~d~.ºs~d~ diferentes vías metabólicas 

sccL111~:1rf~-~ •. (~~í~·.t~.iW~\~)ci~}1~§~ilJ}D.~~;.!~·~i;f~~-ifi;a··d~1 ·•·1e1iilpropanoide c11 ·1,1 qu~····está 

~:v::"::~c;zj~~~~~~t4~J~J;t~:i~~tW~li~;~;:::q::· ::: ~:;~.":::;~::: 
:_-,., .. ',.,·. ·:,'.'.'¡:·:·:- ,,._ .. : 

iitoale~inas .cilie 'rei-t'ene~tbl1 ri ilimisinri 8i~sé q úúnica; 
e "'·::_ ,::::.· :>.·: '',;-. 

·. . •' ·:/; -
- . -:,~~;-·>..· -. . ; ... 

Debido a qt1c tis .· Íito~leitu;~ cleriv~11 de ,:0ías, metabólicas distintas, existe una. gran 
" ·';;. '.~ {" :· ' ·_;,:-~ ·., :.:.- .~. '.;- ,, 

riqueza de, é~;ds f~~;-q~~~ i'se<6l~c.tí6111.'ia1~ .ámpliamente distribuídas en las plantas. Por 

.ejemplo~ •(Jl~ntil.s•;;cié·}~.;~s;,·;'.f¡{Ínili~s S~la11dceae y Malvaceae liberán ,,, litó¡11exinas 
;; :~>:;..~~>.' <:·.:)~· ;'::~~.: .::·/;;<.·. ·; ' ·._ ·-~:: º' _.,. ':.;~:~~;,< ,, ·---. 

sesquiterp~noi'cic~; la'.s<'f;í~btiis' de üti;co .. y pimiei1ta. verde' liberan c.i{psidiC1'(fe{;~1~Í~Í~á~o 

libera la pi~~if:1t~.~\~·~i;1~~h~)~Ü~ liber~ lito~lexinas derivadas de los. poIÍ~~·~i~:~. ;l~~· ·~~en¡~,. 
~'-·-.. .,r.~'..O. ,,.,.:_,,~;_~;}\·.-, ~ •. ~ __ .-¿-.,-.:·. ·-·-".-·i·:;~_--' .· ... ;- ,'···'.~ -::~.- " 

a v;nalrn~iírn'.i'· )/it\' t~~~le~iim, .. es·· 1a litoalexina '~aracterísÚc~ de ia p1itritaé Af~·bÚÍ~pÚs 
' ';, :_ - :' '.-_ ~· -;· '• • '. ·. :; . ~: <' ; _·., 

rhaticina (Harnrriérs~h1ni<.it; ¡999y; 
: - ' .>._.·,• ':;.::" f'< ., 



. ..· .. -. . 

litoalexina. camalex.ina en Arabidopsis thaliana, la· cu~l _afecta, 1~ <integridad de la 

membrana dd ptitógc1fo (Rogcrs, 1996); La .rnig<~ri11:1;, LU~ anti~,i?_~i-~o p1yducidó por la 

tipo litóa11ticipina (litoalexinas invo1Llúada~.·c,n:Uai?r~s~~i~st'1 ipusiva en 
, __ :·,:. ·<•!;·· - . .·,:' -·-

plantas"), causa la disipacicSÍ1 del potencial cte,)TI,~§~~·~'iW:fY3,hf.K0s\eTenfo .e11 •· 1a 

__ permeabilidad~e· .. 1nfmpran¡¡,r]e· 1aE~ª-~teria.q!Cl~~f~f;!~f1/ji~~f~~l~:fa~~~·~~(E~fYW~;-··et<1l, 
2001). En li~1ngosi.~omic6tes,·. baioÚ pre'~~ri'~¡¡{.d6:: füé1~1cixii~as' s6:t1b~~;:va í'.111 ·C:í\mbio. en 

··: . -.. '; .- .. '. ·:· ;- ·, -.-.-<·:' "·.,.: .. ,,..~ ...•. ' ·. ,·_:;~;/. ~.,:_·;:,;_-... . .- . . - ... , 

la localizac,ión de· lo~ filamentos. de . á~til1~; 'c!e tüfüílilla\y ~hap~roninas ;cf>~~chewski, 

2001). 

A pesar de que para las bacte;ias·l~~ litoaleximis: pucc.ÍC:h ser tóxiCas, '1lgunas .son capaces 
' ' "•' .-: • - •• • • > :· :·~·'., ;·. '..~ .": ... - - - - • -

de colonizar las plai~Üts ''aúii:-bajc1.fo pf:~sdi1cia' de· estos comp[1estos, -esto es pc1rque 
-: -: ;.r.,:· -·.:- ;_ .... ; ,_-· ... · _ .. ~ . "":.>:~~.,~(-.. -:~- -~./.: _'.·:·~-~-~: ~-3.::-· .. >~; - ·~ ... -

presentan mecanismos de rcsi~tei~d.t.ie¡l'.1~.¿.;, lá';il1áyoría··a~·.1os casos son. indt1cibies:· •• se 
. . : : . ~ ·. --.·:· :}:->.:).:/)F:'.·~~:-~·j¿'(\~:~~:-,~>{~~:::~~t~:J/~<-~/ ~~~;· :F~¿J\~~~'.~<f ~·::._:> .. !)J~ :. -.· · -·. . . · . . · .. ·.:.. _ _. -. 

ha observado que,al' incubrirJb1ícierjas::hi1jó; la''preseíióia. de flavonóides estas: resisten. a 
_ _ -. . . , :~· :'.-.:~<_~:~ (·:~:\ '.~'.fr}f{~~~-- f·~:;~~~(:·:r.1;~~;~;;~~~:~~-~:~i:g~;~~:::J?~:f-~~~~~~:t~i~t~~::;;·;~;-w;:? -~1'f:;h .... ··.::: __ _ ,-.:· . '. ;" . .... :'~ ·: ;' ... _;:_:-~'.: '·~~: {> /~_:_ '.\·. ·:_~-,_:;~: 

concentraciónes i · tóxicás)de:;;f litoálcxifüis;i:·.'. éasos)~dc:: este : ,estilo ->SC~- encuenfrtú1 en 

Bradyrhi~olJ_i.11:tffJ_~~rt~1:.~~1n•:_ •. ' .. _ •.... Yc'.;•0.~S·n;.i.c~ejºn}.:thr'a_·_lfc:f1;06n[•e:_[s~i.'j~de,;,_'.'.~._··:gtli·]c•~e'\01e.•.lin;f eao,);,<~',;~¿;,?~j¡~~~,¡,C¡nft. ·Y 

daidzeína ~;:~¿~·ri:-~:~ri'<~1\~s -. . .;. üí1~t?¡?:~i6~~~ d~.-s'oya 
(Parniske et cit ·19~i·j·,'·eh •·~~te· ca~~ ·;~~/~e ·~abJ?tii~n éle qU~·ci~~~g i:~ b~C:t~ria es 

'"":,·". <:,> ,, 
resistente. 

", . - -

Reciente1'nent6 ~eencidnfró .qlie los·.f1avonoides pu~déri i1duCÍr l~e~pr~sión de,genes·cte 
« ... ,':'. -.· .. _·· '<.:...=~ .. · ·.;¡-_: ... ;.;;,-~ :·>:i." .. ":'. ··.''.>):'·,:._·,-'),:~.,\.',_·:_~,<<::'.':<\~~' .~ .. :,: . .-~ ·.::·-- -

:'.:::::1.:~Ji;~if ºXJr;!t'ririt~f t;~!.~itr :&~&~]~f i~K~~c1[%~~iJ~;;¿d;:º ~: 
. -. .. ". ·-·;" :-:-··,«){):~~':_-_:-, ::;; .-:,:-::,:"".'..~" 

colonización· por la reducción de lá acumulaCión de isol1avónoldes :exlldados Ú alfall'a 
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'. ·~ ''''·' ....... -· ' - ... , ' ........ ,,~ .. ,. ,.·.~~ 

m ucs.Lran•.••su11ili tu.d~?~·.o'(Jc~ncS/codiJicanLc\ ·.··para :.bombas·· .. de·. extrusión .. · q uc .co 11 licre11 

:~::~:~;itliití\~~~¡~11~~Jlf ~i:~~i~,;~\r~::::~~~::: 
gen Gpabc;que''c?;pifi~il;p:q~~;ú11;fr~1.l'.~p·o·rt.ridor,del.·tip().:ABC,,(ATP-binding cassette), es 

. ' •· .. , .. ':·~«: i";""·°:' ., ,_;·.·r:'. - ·-· .. -- ·- y·.·· ... ._.. .. ., 

neces<lrio pati\'1a\6'ier'a11ti~ á las füóalexfuas. rishitifla··,Y IL;b~~ina y para Ja virulencia en 
f - J.' . ., ;"</., 

la papa (Feiber et at, 200 l) . . 

Las bombas de extrusión son el mecanismo miis común de' resisLencia ·a tctraciclina en . . . 

varias especies de baclerias. Algunas bombas simples esüin enmembr~na.'ph\s1~iíticay 
. -.. ~ -_, . : 

contienen protemus transportadoras aunque estás'resi.lltan poco.eílcÍentes.;OLr;is,;tienéll 
· .. _ __ ,.- :·-~ -~:::-'. .. :.?(.:·::,,e'.~:·< _:~:~::~S>-.:··.}~~~/):t;~\~)i\\~ )~:·~;~f. ·~-~{'/!:::/"~:{-t~~.:~:i"f / ·:_:.{';\):.--~~~~i,~-:~ -~\:~:··. -_."~/?.~ · 

una. esLrucLura más compleja t'ormadá por· üna; prót'.eiJ•iu:,frai1sjiortádoriü;qüé c¡ipLlíra al 
-.-_~ . . ·. .:. _ . -..... -.:-_'. :· .;::~- ·-:_:_ .:;:-~_- _ ·;~t<·_: \t:-\· --~'/;:::::: .. ~::~,/:-~:-~~):e::~·:{~~\~)_,:·~:i~x::~ .. ;s~:Si;:_)?~l;~;:··~-flf}.~\~ ~~r;·J~~-~~~:1;·'.~.::~~;~<;:~:~~:~'.·~'.;L;,:_._:·~\::::: ~-:;.'.-~ 

sust1·aLo (ino.léculas .. hidrofóbica•s·yo•anlifilicas)'desde'EeJ'citoplasma.y~¡lo.'s~ca·,a:{trav~s •• de · .. 

"". 'ª"ª1. ,~;'"ádP'.;i;i~M:?~ii~~~,~~ ~,,t~'~i'#~~.~t'¡f ~:~-¡'~~Wg~t~¡~~ 1~ 
bombas de<, resistencia ~.so!f·~ mlly, semejantes :~11 '•'.si~{ disefio'; ''apirt::~t~riiente han 

evolucionado ele forma distmta (LewiS, i 994). 
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Tabla 1, Familias de proteínas de resistencia multipe a drogas y sus transportadores. Abreviaturas: EB: 
bromuro -de ctidio, AC: acritlavina, CP: Cloranfenicol, CCCP, carbonil clanid m-clorofenilhidrazona, 
CV:cristal violeta, NA: ácido nalidixico, QA:compucstos mnino cuaternarios. 
famllla 

Transportadores 

MFS QacA 

EmrB 

(Major facilitator 
superfamity) 

Bcr 
Bmr 

NorA 

SMR Smr 

(Smalt multidrug 
resistance) 

RND 

(Resistance 
nodutallon ' 
famlly) 

MFP 

(ATP _ 
cassette 

Organismo Sustrato 

Escherichla co/i 

Thlolaétomicina, 
NA.,CCCP 

Bacillus subli/is 
EB,AC,CA,FQ,R6G, 

puromlcina 

Slaphy/ococcus _ 
aureus. 
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Caracterfsllcas 

Usan motivos protonados. 12·1_4 
Segmentos transmembranates _ 

Protelnas que se expanden en la 
membrana y aparentemente torman 
oligómeros. 

Casi todos los miembros de esta familia 
están involucrados en la secreción o 
excreción de múltiples ligandos 12 

segmentos transmembranales. 

Las glicoprotelnas·P llenen la habilidad 
de exportar muchos agentes anllcancer. 
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Regulación de bombas de resistencia múltiple por proteínas de la familia TetR­
AcrR. 

La similitud funcional entre Jos sistemas de las bombas de resistencia múltiple en 

bacterias con el de mamíferos (glicoproteína-P) así como su presencia en importantes 

patógenos de ·Jmmanos;:,como~.Staphylococcus . aureus, Pseud~l:nmias aeruginosa, 
·. "• ·, -:-,: .. ~ / .-;; . .';',.:~, ._-.· ,-7 --:--.. ,,,-,--,-.::;.-.--::.,··.o~'. - " - - - . : -:- " ... --:--.. -_-=;::-·<e,=---'.,-,---:·:-,-.~-:--:-·._,-,,- -o;o;·-~- - . • - -

·Nei.\:.1·eria gon~,:,:h~éá~~y' M;;~ob'acte.rium tubercul~sis:hacen de· la ·~omprensión de los 
.. ··.·.·.: ·. :._.'"e ;:.._~'"'\,.';'"~f-«•f·· :··.:, ·>)··:''·'• ' '.'-•, >-<·~:- • :;.:,;·'~i'",~·'}.,_f, -'--'. " ~~.'"-, 

lnecanis1nos 1l101ect1larés 'de J¡1s; b'o1:¡,bJs db resistéi1¿fa' ih~ÍÜple ~~ 1iin~ort~nte te1~a de ' 
___ , :.'·~··, __ ,, ,.,,,, ... ·- -.. '-\.· ·.: ;:·:':' .;• . - ·- ·' ·.:J.::,;.::-:·>-·~;- ; " ·:' 

investigadón (Grjo~ibk~e/'.~/1, 1~:98)'.U1~ p'u11to·.c01~sider~bJci es' el conocer Jos factores 

involucrados cnlti regulacióndc h1, síntesis de proteínas de' transporte. 

El modelo más cóiíocido·y estudiado de regulación de bombi1s de resistei1cia múltiple es· 
' ··· ... _ . ·,, .. -.·,; ' . -. .' . ·,- ' >· -· 

el del control.de la-expr~sión el~ la protefua résistéritea tetracicllna:por' larroteí11a TetR 
.. , .. :. '."'r .. ,,· .. •.'. :;::··, ' - ;, , . .'-> .. :.,• •' ,· • '···> .· :: '·':· .', • '·~:' -~< ·<:···;. 

(de la .ra1niliá deproierrias TetR~A'.d~íé~en·:hacterias .. braln '~~gativas.El lneC:~hismo .• dc 

'º''"·~~'.ª,~,'~~~~1~12f:~I~l~¡~¡~~~¡it~~t~~1~~;,~~~it~~:~i~~~W~de 
extrusión que ;,bom.bea;,alyextenor; el. ·ant1b1ót1co y; p()r{ tetR ,\q ue .. esc.el;· regulador;" te tA y·· 

:::: ·:~~d~21~7!!r~~~~!!J~!~~iil~~lt~~il~~';I~[~!~:: 
sobrep.uestos .•.1Js •. · ... ~r¿gil~;r~~~J~1:· i:Jgfü~ciói. ·~ .·j'~l·;~¿n-¡:~~·]:;¿~'¡~~d;~~~~'. ~~;~1~~s· ·éJe · dos 

: ·: ·,· ;.:._·;:: ~1-:; .''.-::~~- '.~'. ,··.>-

operadores·(op 1 yop2) que~on se~¿en6i~sp~llndró1Tli6as'(p¡g'_.3), 
. . . ' . ,·- - " . ·. . ... ' . 
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.35 ·10 

----------;¡ tetOl t-1---------11 tet02 1 .-- .... _......,....--._---' .... _.......,......--.__.....,..... 
lelR lalA 

·10 .35 

Figura 3. Organización dt!l opt!rón di! rl!sistcncia a lt!traciclina. Las !lechas indican la dirección de la 
transcripción de los genes tetA y tetR. Las regiones tetOI y tct02 son secuencias palindrómicas. Las 
n:gimll!s de unión de la RNA polimerasa se indican con líneas grm:sas enumeradas como -10 o-35. 

La proteína TetR es un homodímero (TetR)2 con dos monómeros idénticos, donde cada 

uno está formado por 1 O a-helices: a 1-a. I O y a. I '-a 1 O'. La molécula está dividida en dos 

dominios, el de' ünÍóí:i 'alD.f.rA,fn31 extremo amh10, terminal y í.m .dominio regulatorio 
· .. : ·.·:. ;· .~:-~;<··:. :.;~..: ........ :f~:;,~;. , ~ ::·-. /·i.:<:~- ~:: · ,\.:·;~·- -'.:~~,-·//;·~ :: :<··{X'..i:;~.f:-:: :.;;:~~-;~!.;; ·;--:~.-~>-.::::-:.:: :- -. : .. ::-.·_ ·._·-. -_. _ .- : -_: . 

coi1 estiuc.tura: glcibl.ilar.','.Los: dé>1niriios'.;de-.únión''al :DNA están .formados por• las hélices 
-~- ,.;~ .{ ;L; ;··,.,., ~-- :·._ · · .. ~,::>.;, ; "~~~~,-._·:~::):)ti;{:)·.· .;,>'i ::'.-~~ .. ::S :J~·-.:~~~'.· ·--·-t,~;:,_-~::.·::-.~': \.-;;, ·. : ::.~:_ · 

~,'.,;~.~:' ,[~·.:~~~~~¡J~~i~liYil~~l~~¿~~t¡;r;,:_::::::~:,:~:~-::li':,:,:, ·:~ 
tetraciclina ca~~,dí1~1~r~~J'e·i~ ~.;·ote(~;;;~'ei.me;a un operador bloqueando la transcripción 

. •\: ~;.:-~ "',.;.;: ;· ·~:~~-:~ .. -'-,-:·,_,_)/ :7;-f-;,:.;. ::~(-;i/<·-~"~·-_; :--.::-...,:_¡-,'-: < ~~-'._ ·- ' .,_ 

de rerR yrerA.,csii¿1i~6~0~';');¿\i(;¡:lO)•\}:; 
, -...~g\S'.. ~.1 ~'.¡· ·::·.':\·.-~~(.{(:L~::>_-'.~{> .. ·--e,;: .. -. 

. ~· . . ~~ 
_/'.'.,-''·.'·,T ... _':~" . .J~:~~;_·,: ,., . ·<;.¡-

~.;.'~¿,\ :';~~>~i:-~·:;j\:,;:;,.';';~~~~--~::'~.;_·;~_-·:l_~-f~ .. ,. ':\;'> ; : -'. __ -.-. '. ·'. 

Cuando 1ii tef+~f~\~{~t'i?·é~Q·~iii~~~~~i~y~s,de la célula, se. forman C()t~pué.st?s qüelados 

::,:~,J~jJXi~'fiif~~Ml~:eJZt1; .. ·:"?~,J·~~:~-Jº{'~·:trFs'.g~ ~'.-y~ 
.-,,_. __ 

9, ~ 9-, deestá man~r~ la proteína redüce su afinidad por los ope~ad;re~. 
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~ 
00 

oº 

tetraclclina 

Mg2+ - _- I 
(MgTc)+ ~ 

tetA 

Figuru 4. Mecanismo de resistencia a tetraciclina. TelR se pega a los operadores opOl y op02 
impidiendo la transcripción de tetA. Cuando hay difusión de telraciclina a través de la célula, de forma 
el complejo [Mg Te]+ y la proteína se despega de los operadores, es entonces cuando se transcriben- los 
genes rerR y tetA 

Existe otra proteúia, QacR, que regula negativamente la expresión de la bo;;,b~ de 

cc,fatcndo QacA de Staphylococ"" ª"'"~; Qac~ º' ."~ª peo Íeúm mÁ, Pe~~60,(dc 23 

kDa), !O cm.a un. tetc~mcco (: ~lf ;'~~;'';i~~j:*i~i:~J:¿~~Zti?~f~~~~~tt~'~t?t,~~;on . 
el operador del gen qcicA 'y:rideniás interáctúa_c611::i:lifoi'éñl:es\caifones'liP.'ófílicós dé los 

,_ ---- --- •••· ;>-.•-•- 'e' ::;:-.Yff é;·j.2t· ;é::~ -:c;>.'.~>~~;_\:i~{·i/r'Ni1 :;~_;;~t;~¡¿;r:t~~~~:.;~\M'.i~füi!;¡~·~:'.p'(· ~:-. . -
cuales algunos son sustratos _de,la- préítefoa·QacA(Schúmrilácher:etiál/r20Q2):~:( .. -. 

' ····•. i ·.i 1~~~,~~1!~~~~i1:?+~·:·"; '.; . 
La transcripción de_ ~ada gen es_ iniéiada<por ún eletnéiító;'promotor simple, cada uno 

_',~~-->:-•_<·/{:,:,~ ,-. .,._ _,_,·>::'.·.-··' _,._ 

sobrelapado porsitios potendales de LtniÓn a pr~thrh~ (~st~ssitios están designados . . ' . ' . ' . .. 
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como IRl e IR2) que'se encuentran en Ja región intergénica'de los genes qacÁ y qacR. 
- ·' - - -- • - . - - ' ,,co - --· -'--· ~; - - - • - -- ' • 

Al principio se pensaba . qu~ QacR; ·t1demtís'·de' regular. QlcA. era capaz de 

.· autoregul:r~e;····st:iiriend~ ·.que ·1a .. e~~j~1Íd~~/d~.;:~=J~'·~~~rt~~{~~1~~it.~:~l~~·~r .... ,inúl~ti¿les 

:::::::;d;º;f :~1d:~~~:q :r~fl~~~~~~~cifaf if~]y~if ¡;~'~:t~'~;:º;':~ 
·:-\ -. 

inhibiendo la transcripción del gen qacA mas no fo súya·, Cl~:1~ÍJ·~·~1'Jdct~·én 61. cÍ1s~1 de otras 
''~-- -

proteínas de la familia TctR que autoregulan su transcripciób CsJh;:O,~ic:, 1998). 

ANTECEDENTES ESPECÍFICOS 
- . . . : . . 

. ' . . . . ' 

En Rhizobium etli, con el objetivo de encontrar genes it1ducidé)s phr exl.íctadl1s de frijol, 
. . ·-··.,, - .. ··. -, ,.- ,_ -·. ' " -

se hizo mutagéncsis al azar de la cepa CFN42; utili;¿a1~do:cLJra11spós6hTn5.~B30 
'\ ... :.:,,'.f···-· .. ,,',,.:;.-• .;-~--~----~.---~- -· ... . ,:,:·.:··--,_, .;··: 
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. . . 

. .' . _. ' . •, . :·_:· . . ' 

coli, VceA de Vibrio;chol~rae, yEmrA dé Hae1i10phÚus inflúenzae. Un segundo ORF 
- _-,-__ •-''-COoc- _!O - -·,,',_ -----~-'-C-"r',--;".~- .O•·'-~'.'-.-', ;-.'.•;- • • ;~,:.~: _-. ,,•'• - -., --·- - ''....,••_:,_ 

(ORF2) de_ 1,581 pb se ide1ii.iÍicÓ después de ORFl .y: COI) la_ misma hrienÚ1ción._~Dic~o 

ORF codifica ··p~inr~l~r~~~i:r~:a-~e .·:~r~-:it~~~I111·~~{~~¿·:1:
0

krir'J~1e:~s-t~~tirr·¡;-~~eB .de. 
<~:··-< t~' :" :' , >; ·r:·" :. \"·.''-:• , :-·' <" <:': :_:.·.:-~.;-· ;;,~-> ·'.Y ·'r: "'··~- ·¡·~:.'.~ ;< ... ;,· ... _:;.<:;-.. :\~--~'·- '.:"~~,~--,\~·-,,_/.; ~>::_/_··· , -~." ;. , . 

v. chol~_,~ªe·:~~r~I~~:f .~~¡~·~:~-l~t~·H0{~?i~~li~~~~~tf ;~:-~w~~-~~~;,;.~-~i%<f ~,~1f~,"~rf tefoa• 
se identificó· lln mótivo .ahame11te:conserv.ado·entre._export~d~res.·deda '.f~mihaMFS:'En 

la cade11a c¡~ 111~~ l;;;n;;ir~:~:11~;Í,1~f ~.'.~\é(~-~c;~~c-~~;·
1

c'~~?~~>!~¡l~:~\l;i:~1,~~~~~1::~¡;~~s· ~e _ 

o RF 1 . Este ·~,RF_1.~is·~~; .. ~}7~-~~tj;}.f f ;:ir~1~s~j~~~~.~~,~f jf~s~\~1;i~;~f~1~~,~~t,.·~·,·1~~t·"(t·~·,;s• dós •Y 

codilica· pára·t)•~f ':·{I~jefJ:}t~~~/~hr.~·i;~:J;t:.-~~-·:t?.;.~~}f,:'·1rD.t;6,;:8'.:ve~.}~~1.~~:~j;~~ •.•. pl·¡t~~nas. 
reguladoras deXla;fümiliá' . .TetR~AcrR;··adenü1s' se Jdcritilicó. uri :'rnolivo'ide\í.i11iói1 .. a· DN A 

hélke·vuo.1~~~~~#~¡\(~~il~f &Ji~~/f ii{~.'~~M>i ¿o;; i~inJái;;ii¿~··~¡~*C"~· ~0~\6;vado' 
en las proteínas dediéhá>.faínilia;,7'·/ 

- .. -.. ·' (:;~~>; .;:':~··~'.-:::f.~tr~~:):. _,,-.. , ::-"· 
-. ··-{:._:~·:_:.):'.~~~ --~--.\. -'~.~(, ... ,.,.~: ·{ .. . :·:~··:~:: .... ~-·~.~-,; 

. ··:< ... :.\'s./:/ :·1t-?;;·;i-· . ..-•·~ ·,..::L,:. ·.:>_<··. : . . 

A los . oRr c~dt~'.6~ij~é~t~ára 'fas .. supuestas ·. p~oteínas de. resistencia nÍúltiplc se les 

:::.:~,~~~Jíi!f ~~~~~~1~01~~:;.::;a,::: ;~:;"::e~:lz:b:: • 
multiresistance,; ~egll_lat,()r)'.,'. J3~~()~'\'g~,\1es¡~e)enc;ue1~tran organizados a manera de operón 

::~::til~IiJillf Jl11f llll~~lí~t:~:~:::.~:~::::: ::~:~:: 
cr-70 de ;Bl'ádyÍ'hiz'bbiti,-1f'jáponf~j¡,;;;SElj~'rolT\-ol.oF &?rmrA. y rmrB está sobrepúesto al 

. ,~_.: ·-.: .:,:·~;::,".~~ :);·;<. ;;<~;>~(-~~~f'.!:~;7~:~\~A~.;~;.:W. :.>~'.:~·:~ Jé.~~:~:~!:~C\-:~~:{i~~~~~~:~1,~'¿\U~~;;·~/~L~.·:~j.;:_:'.-~~~_.>:-,~-.\,;; ._ :· - : :_, ---~ --~- . ·. : ___ ; e .- ~·-'. ·:· ___ ;_,: ,_ • - • 

gene rmrR y el promot_or dei:!ni·R sobr.cpuesto a i:inrkEntre_ el -_l O del operador de rmrR 
\·: ,·'. 

y e1 - 1 o de1 ~perncior cÍe'ánrA ;exist~u~a· regió~ p~lindrómica . 
• - • ,· ! •• -.· " o : -· ' • • •• , 
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rmrR 

-35 -10 
Tn5B30 

rmrAB 

- - ~ 
y 

... ... 
opetadorJ ... - -

-10 -35 

Flguru 5. Organización de los genes dL:_resistencia múltiple en R. etli. L;~~ flechas indican la dirección de 
transcripción de los genes nnr A X rn1rR. El: prohahle operador es una Sl:CUcncia palindn~mica: Las 
regiones de unión de la RNA polimernsü ·se indican con líneas gruesas enumeradas como -10 o-35 
(secuencias homólogas a las del factor cr-70 de 8:Japonic11111). 

HIPÓTESIS 

La proteína R1'rirR esfo1i.i~ ¡:ié¿úeñaj~ s.Ólainénte éxiste un motivo de unión HTH con 
. ' :-. './'.:·~_; '::,:·-·'.;:·.:.·~,·~;;\~·;; ,:.-i:\\~(_-_.:,:i\··-~··'>/:/:;_-r<> ~>./~-, <-J':;:(<··'<f:: : ·t.-~'~ -/ ·-~- :. >. . --~ .. :· ~--· ... •' ".. .. -.:_ . . -.: :: ·:/> ·:.~:' . '. ' 

respecto a TetR~ s~1 embargo;. sé: propone que'.'débido a la homología de la proteína así 

Como •1:~¡",~~~$~~~;¡;~!~~%~~;,tf ~~,~~·;~'~babl~ ~"e. la ;'~'0'."~;~li'.~ <eiu10 
la transcrip~ión de;Iós:gc'n~s_:·;·,nf,4;!rínl'f3.'-idclimisino gen rmrR.• En .este, caso ;la·prüteíria 

se ui1fría ,(1; 2d!1¡~~~ 1r~~{ghl·~;{JK&·;:.~ib&·~~o1~~ serí:' en ei caso 
1
cie Ía ~~~:fi1~~i~n por 

. --, ·_: '.',~Í~-~ ( ·;-~~~ -~:· ;~~---~-- -:;:~;;'.~:~>;';::~'..~;'.~(s.c·:;(-~ '._· ·~ ·>:;:;º-·:_-: \-:~:-: -·: :·,... . . ,: _.:::,, : .. ,_, 
-.... ,_ 

. QacR) b1mfuca11dl).:cl~p.e'gi1dO·llb. 'It{~~ A 'pólirncrastia • lós opcradoi·cs .'de .r11i'i·,4 y .rn1rR 

(Fig. 6). 
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Figura 6 Propuesta de reg~}ación .. ~e Ícis gc1wsde resistencia' muitiple enR. etli. Cuai1doei gene rmrR. se 
traduce en la proteína RmrR; ésta se pega a la región palindrómica e impide la transcripción de rmrA, 

rmrn y rmrn. ..: /> : · ' , ·. ·· ;. :;·,,;'.::/L.} ' . 
. ' ~ :'i,"· -,;.,. .. , ·-· .<·,,_:_; __ :~>·:_ - ' .. , :_:~-~>:.;:,·\.\/.:: ".i: .· .. ·- '. ::0e::-.~--.~-· :, ·._ •,- .. 
-·_,_;ii~ .... :7 -~:-~:-· .. . ·;'.\-:.: ... ;.::\\ ,, ::·., _:~-.-~:~·?:.,.· ---,; .. 

Se ~ropone.•· ~~~1ti~'.';,~:~.iXt:(/j:.:11:~t~;:~~'.·ó,:'~1r;.J1.~l:·.~~¡~rs.l01~·.J~f ~;~~~~i~f '.:;.:,~~L~!:i,·. está 
medmda ,pór ')lavono1des . producidos·• .. por ;la;¡: Rlanta); de<': .. tn.iol; +'estq ?es•·• porque 

·.·, ·., .. '•: .,. ',·~',:)):\•//•;·;, ~·{: ·~·2\ ... ·.~~·~, f:• ..•. : '.:.~. :;¡;':/~.;¡y:w;i,l;~~f(;:~:~L·::'J:'i:);;~.·: ;'f,':, ;J; ~¡{) /.( ·.;.;···· .·· 
estructúi:alrrie~tf ·son/anulo gas /a·.· la'.tetraciclma'<. (ambris·~son/.coinp'üestos t neferOcíclicos 

· 'º" dóblos.·e~t~~~;.\~:~jf ltB:r~~¡1;;~~l~~~~mi~~~~~r~~g~,~~ti~~~l~"r~~,~ ,1. 
interacci61i ternj:fr:iná::e:oúila>büctéria;;~C:1iando:e1··tlavi:ínoidé eiitra·a lá:célula'y.se•pega al. 

oomple¡ri '.;t~~S1,0!~1~~iit~Jj¡·¡~~l~l¡'J[f4•'p,Ót~~':;~~~~l1E~~'• 05 

entonces ,ctiándó' ;1a:; pb!iriieriisa ·;pí.iedé ;transcribirJos ,:genes ,dé. resisforida'. y';é! fr'egulador 
· ·.·.··.·;~ :<; B~·· i:~~;.t:~:lf :K~~i;t~i;:~f ;;:~;J.,·:,;:~~;.ti.l·:n·r: 'ti .~:g¡.::s:c~·•·.:,;;: ·•·:;;:: .. ;,t.··. ·;:x~ :·~t~;·;y.~~·~,'~i{%:;~1,'.;.:d .:::·.•.···.·· . 

(Fig. 7): Probableinente'.'R.'•et/i:en''el estadío .·iniéial;de;'cólonizaCión:es:rcconocido'¡:ior. la. 

planta ·.como.•: pa~ógei:iq,;;proyo~~ndo, ¡1necam~mos;~;de.'.\·.re.spuestal';? Elfque}lascc bacterias 

dwbia< r:i:~~:tf ~;·~;K~~~~;:'~~·,~~f ;ri;,~··f j~;1~f :J~¡~f \6:~~!'·~~~:~.i;:~,~ los 
pcrlniti1;fa l11ia' coloiliz'acióí1 exitosti:' Esto le. fülrfa' á· Ia: bacteriá\ventaja adaptativa sobre 

,. ·. . ,._ ,. , .. , - . (, ~·: . ' .. · '. ' . -:: "'' .... , <· : . . ,.-- ·,·· ', '::. '·~ . . - ·' ,. -~. -' ·', ·. • . 
',_:i· 

otras; así como la'. posibilidad de usar CCJlllO nicho ecológiCo ab planta. 
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Figura 7. Propuesta de expresión de los genes de resistencia múltiple en R. etli. Cuando el llavonoide 
entra a la celula, se pega al complejo [opcrador-RrnrR] y la proteína con el llavonoidc se despegan.del 
operador. Es entonces cuando los genes de resistencia se transcriben. 
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.OBJETIVO. 

En esle lrabajff se esludianí in vitro si luproleína RmrR se pega a la región promolora de 

los genes r111rA y ¡.mrR y si dicha unión es afeclada po;)a presencia ~e flavonoides 

ext1dados. d~l .frijo1 .. {P_rc)r?i1~~;1os · ltl.JJrdldí11tr.~n~rR:~. t1ct(1~1,}n~ibi;e;nd{).~.1a;:u1~i~\n··•J,e )¡{. R~ A·· 

polimer~s<~ .!1.,h~;:_1·~?.i(),1i>º~-crado~ti.}dl!.·.1~li,:.'.·g~J{(!~;'.J~i1:~.·.}~~,-,;i;·1?~ .f:slos· .. ~slÚdiós 
pro por~io11:i~1·fo; iíi1'on~a6i61~~~KIJ1~~ 1~(p~\(J~í'~ de Ía; ~rótqí1~,1'R.1,'.{1:R ¿¡{la. rcgU lacicí n de los 

• • - • • ~- - - - _,.,. _ •• _ ·- - : ·,'\•.,_.·', • <. _.. • • _;_: ' , ••• - .'. ' .-: • • 

genes ue la boi11b;i cte resisLei1cia múlliple de RhizvÚiwf1 etÚ. 

MATERIALES Y MÉTODOS. 

1.- Clonación del gen rmrR 

1.1.-Plásmidos v cepas 

1. 1. 1.- Plásmidos: El sislema nET. 

Para clonar el gen nnrR se usaron plásmidos del lipo pET (Tabla 2). Eslos plásmidos se 

caraclerizan pórJa posesión. del promotor T7, qÍ.íc pen~i~eJa expresión cH~cclade ··los 
. . , '. . --' . - ·. '. . . . . ; .. . ., . . . _; -. -. . . . . ; . . . ._. ~~- - ' - - ~,-. ' -· .·. ·- -,.-.,,,,, 

genes. _cioy•1d;f ~;·;s6f~.J~1~,í~.l}s~~~";~.rnt~·r:i1~1~{f •··t~~;ltl,J~cg~~s·y{~~:~1j.~~~((:~~1/~l~~,1f 
1
:;3Rª.iJ·: coli ·• 

DHSa. dondé_húicónfról dé:expresión'dcbidó:'ií:la:úí.tsenCia de11a}RNApoliineras'<i .•. T7 y. 

::::::~~E~~~lílil~jf illliitli~1f 1t~1ep; · 
de· E. • co./i.·'del:tipo>l.DE3~;.tienen ... el.'·gen.•para;la,~.A:pblimerasa'de¡T7 ' .•. que.·se .. encuentra 

bnjo. el c~ntco;¡;it1i~~,~~[i~fü~Yl~¡~J¡~~f:'~~cilfiJ~yj:¡i]~; ~¡ ~bt<rnido' del tipo 
pET. pósecn 25 pb dél operadcJr lac, localizados. 17 ib ~ntes d~ la región promolora, la 
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unión del represor: la~.en'est6 si~io disminuye la tran~criJ~iÓ~ de,laf7~NA polllTierasa. 
-- -•-• • •' --'---;'··':-·- ,.---_- ~ • ·~-·--=·oc;-;,.,.·,=-· • ~-:.: __ <• • :. ,·•· - •• • ••• :,. ,_•, •,_-, _'• r 

En este caso existe dert~ grado de transcripción en'~stadÓ.no i11c.h.1cido,'expresá!1dose · 

s0Ia111ente genes··:ii~o-'pr~·du~~~-~:-;~:~l~.~~:1·c"~6l~~ie:1i;'.;:de:sr·~éi\fr~:~~j~~56.r~.···P·a;a•.~1 
caso de. q~1e 116v'e elplás*.fcio)LysS;esfo codifica para'ja'Iis~~~~~{rf::que e¿ .un 

inhibidor de ia T7 RNÁ. pblbri~;U.sa y reduce la probabilidací':)d6(ir~Ü~cribii genes no 

inducidos con IPTG (~forendorfet al, 1994). 

e ___ ,_ •o.' ·--~o_-_ _;i-·--·, • ~- ::_~-__,__;,_ '-'.;. 

Tabla 2.· Plásmidós utiHzados para la clonación del gen rmrR 

P/ásmldo .. Caracterfstlcas 

···iJE'f"fiib ................ ~ ... ?réim'éiio?f7~···r0sisia·ñaa .. a"caibeiiicfffña .. {ciJ);·0;¡ii;:e;5¡15·ñ·a0 .. ii'fsiia·¡¡:¡¡¡;; .. e;¡;··0xrieñi'éi.aiiiii1éi·¡·0ITTiiii'ai .... . 
. ,. .·. . ···.'\ _, 

pET9a Promot~r T7, r~slstencla a kanamiclna (Kn). 

- ···:··_·.:':.-
.. ·--

1.1.2.-. CéQas:· .~: ·· .. /: <:->.~~;' ·,· .· 

Tabla 3) C~~a~ útiÍÍ~actri~;~~~ IÚ,cloriaéión y expresión de' rmrR 
'.' :. <-','.'·,.·.,. /.';,.··~-:f_:-;~:-~-·~>:~, '.'}h'<-" . ' .-· ·, .:; 

Cepa:· .,,_. ·c;,:•;:·Xc• .,.... Referencia 
: -·:'· ··· .. :..1..·.,.,.:·;~-,-~,;~~-'-"'/··. __ ",::--.:·: .. •:.;-i·,.".·'.,:- ... \'_'.' .. · · ..... : . ·;·:· . . ·, .' ·- .. "•." 

···Fiii7io&lüm"eiii'c·i=Ñ4·2··;·:,:·:::·::-··:~·;;···;:·cei:Ja·s1iv·05r;e;·;· .. \··::·:·: ........... : ..... '. ...................... : ......... se9'éii.iia"eTai; .. ni9:r ........ :··: ............. . 
' \ H .:'·,,-;'· ~ : ,y-, .-~ 

· Rhizobium .et1foFNEA31 · 

E.co/i_ DH5a · 

E.coli _BL21 DE3(pLysS) 

CFN42 m7fA::T~·5B~O· resistencia 

· l~traclcllna 
Cepa receptora 

- ' .. 

a González-Pasayo . & Martfnez· 

Romero, 2000 

Cepa receplora. Resistencia a cloranfenicol 

(Cm), plásmido plysS, >.(DE3) 
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1.2.-Amplificación del gen 

Se aisló DNA total de la cepa CFN42 utilizando el kit "Quantum Prcp Aqua Purc 

genomic DN A kit" (Bochringer). Se diseñaron oligonucleótidos a los que se. les 

insertaron sitios de restricción para las enzimas'. Nd~I eri el exfreino 5'y BaniHI en él 

extremo 3' (Tabla3). Se amplificó un lragtnento dé 357 pb que incluye. a rrnrR llsarido la 
- - _-o_- o--,~- - _.; - -._::.s. --"'== 

enzima Pwo polimerasa (Roche) usa~do l~ tempe,~atura de fusión ú 6:i0 c,y'éie extensión 

de 72ºC. 

Tuhlu 4.- Secu~ncia de. Óligoí1Úcleótidcis diseñados para la runpli~fación .del gen rmrR 

Ollgonucleótldo · .. · Secuencia (5'-3') 

BamHI AAAGGATCCTCACTGTGATCGTGTCGAGAG 

1.3.-Clonación en pET16b 

1.3. ! .-Ligación. 

El plásmido pETl 6b y el producto de PCK, fueron digeridos con las .enzimas Ndel y 

BamHI. El plásmido fue defosforilado.:con)a,érizima fosfatasa alcalina;:(ciP, Ne\V 
- ,' ! -,,.·. ·-·-~·:t .. .'_,"'·.·,,·.-~~· ·_;..f: . ' ,.-, .... , .. :::::'.:-.::;.,., . ··,; 

England Bio_1:~~)-\A~.~ndiS~):;,r.t:a.~tk".~1;~Jefi~icl? ''como el 'fragflleri~() ·;F·liri1p,i~;on ' 
utilizando'elm~t(Ício 'd~:'s~ca;ii::;(pl~~J;;id()''~;:~i:ins.erto se·. ligaron· usando · .. la enzima T4 

~ : ·: :"',_·. ";,,.>_:~-:\2~:::·>:~·-:''~-- ·:-_: ;-__ ,,_ ... :;:.: --:>.-i·.")~.'-: ':'~-·,·'.<;::. ;''.· '":"'.·, \'- -. , _, .. - -, 

DNA ligasa <B.oeh~~ger) t~élaila nocfi~ a 16ºC. 
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1.3.2.-Transformación · 

El producto d.e la lig'.\ción se usó para transformar a E.coli DH5a (Apéndice). El cultivó 

obtenido se plaqúe6 en cajas de medio LB (Apéndice) con el antibiótico carbenicilina 

(Ch) (100 µgf~I, concentración final) 

1.3.3.~Aislámiento de plásmidos 

Las colonias obtenidas se inocularon en medio: líquido LB (apéndice) con Ch (á una 

concentración final de 100 µg/ml), se dejarOn en inc~badÓn~ 37ºC toda la:n~~he~ Por. 

medio de centrifugación se obtu~ieroí1 tas pastillas celular~s 'Y s~ aislaron lós plásrnidos 
.·· ·>· .. _':. : ... · ·~.~ ... '<""i·;··,• .. ' , ____ .-.,_',\,,. --~- -- .• f:_'"::~: ... ·_-'·y,~ ·-~·· -, -

>: ' 

Para co¡n.probar que el fragmento Ndel-BamHI se haya. msertado en el plásmido 

pET 16b, s{fozo i.ma digestión utilizando la ·enzima Sphl, e~ta enzima éorta una vez tanto 

al gen rmrR como al plásmido, si el gen se insertó, se espera unfra~mento de 668 pb. 

. . . . 

~: ~~~:"::::,:: •:T,:: plásmido' pET~~ :;, pI,~~()3)P,•+ o blenOi .a J~agffiento 
•. '.-. J ~ . ;_ -•" ' . . ...... -- ; . ' 

correspondiente a rmrR) con la enzunas)~dH.Y'13&ínHI .• El.plásinidd pÉj9a~fÚé, ad~más.· 

defo,fodloJo con la enz~~;~~':t~~~;~ti~4ti~§; ioni1a~· Ói~I~b,;; Jo~ i\~~w~?'9' •. 
obtenidos se liínpiar011;.coÍÍ:~íÍic'Uiry[tse:fagarb1Í '.a: l 6ºC toda la noche. El prodi.icto ~se 

::.~ ·'.:~: ~<~~;:ti (i.~~;~;;.k~~~.'.~~~~1Z~f~:~~H~~t1!~1~W?~::~· \~~;r:·.'. ·.~~x~-~ '. ; . ~ '•'.\· ... -;::·/,: .. ::\~~:.;.~_: ~if~ ~~" --
transformó en E.:cóli DI-ISéi yiseisembró'én placas con LB, Kn (50 µg/ml, concentración 

. . .. ·:·. ~: .. ~·: .:;~}: .. h~:;f~. _ ·:~~~~·;~·:/:'.'E:_·~:~:;::t;;1.r~·:,?;i~;~::~::1~:~J\.·1:\::?.:.:... . . . . ~. ~< .. ··-~~- ... 
iinal).Debidá a qu(exisiNla p6'sibilidad de que el plásmido pET16b (resistente a Cb)se 

' ' : ',:'.. ·-'::· •·'.".", ;•-.:·: .:::.·<·:,' '".~".;;"t.- . .':"\ e-"";.·.:'.· .. · ', ·. . • 
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' ' ,· . ',,, 

ligara a pET9a (resist~n~ a}<n) se' !~izo una s~lección resembrando cada pmüble clona 

obtenida en dos placas:una de 1iiedi~ LB con los antibioticos Cb yKn y lá aira con LB y 

Kn; se eligieron las colÓnias resistentes sÓlo a Í<.í1: ,Se purifi~~r~h.10~ piás~idos por 
: _·, :· . '. '. - .. ' ;'., · ... , ' ... :·. '·. ·, '." .. ~; . '. :.'·>·_;_';:.·.. ' 

. :::·· .~.--· ---· .- ----·:· ·:'--~ ._.·, : -.-·:. -, ,.:.:·.·. : -·.--,,·.~··-" .")· .::\"<·\1.-:.'~,:·.:-"··. '. .--
medio de minipreps alcalinas: finalmente, para: comprobar,qt1~r~11rR¡se hay:~ msertado se· 

hicieron digestiones con las enzitrius Xbáry EcoR:Í ésp6rri~d6 obtenÚ lln fragmento de 
.- --· - .- - -- > ___ o,;·,~·'.- - __ ._1._ ,'_•> - -·-__: -- -

945 pb Al plásmido resultante se le llamó pLRV06. 

2.- Expresión de la proteína RmrR 

2.1.-Transformación 

Los phísmidos aislados por lisis alcalina se usaron para transformar a la cepa E. coli 

BL2l(DE3) (pLysS). De esta manera se obtuvieron las cepas BL21DE3 (plysS)pLRV03 

y BL2 I (DE3) (plysS)pLRV06. 

2.2.-Inducción de proteína. 

Para sobreexpresar las protefuas se estriaron las cepas BL21(DE3) (plysS) pl_,RVO} y 

BL2I(DE3) (pLysS)pLRV06 en c~jas con uLcb, c'fl1 y LB,k~;'.cln:respedtiva1nente 
. . ,«- ;.- . ..-_-.... ' ...... .·· '; '. ·,'" ..... ' . .... : .. ; ."• :. " ·<'«''· .. - : ·. : . 
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tomaron los .cultiv°'s· Y.se ·centrifugaron a_ 1400(),rprl1 ~llr~i:i.t~~~.omirl; a'..~ºC e11_~n• rotor 

sorvall SS34; Se desechó el sobrenadante,. los s~dim~nt()s se ~~suspe~~iJrori6n .un• buffer 
~ --- -,-- -~----~·-':t;~-.::-':'~--,~-,---.o;-; __ -e:'· .. :._'.;:.:_•~.:! <·J-'o"'._ ..-.e "" .. 

de 50 mM Tris HCl, 0.1 M KCl pH :6.8.· El prod\l~toi·s~ 'anaÚz~; #n·u11 gel ·de 

poliacrilamida al 15% con SDS 0.1 % (apéndic~)> Lti~ piotiírla:§~¿ lifi~(on'ccin azul de 

_ coomasie. 

2.3.-0btención de extracto crudo 

Para la obtención del extracto crudo se emplearon dos métodos. En el primero, se usó la 
. -: -

prensa Franccsu a unu presión de 20,000 lbs/pulgada2
• En el segundolas (;élulas se 

descongelaron a temperatura ambiente y· secdrig¡lar~11.a ~so~t\re~'.\leces.' Se:aplic¡tron 
. _ '.· _ _ _ ~::._ > ~·· ;\}:'. ~ ;·::~\'.~;:~<~f..;:'.·::::·\:··:<~~-.-f-::?<{ ~;<.~::,·:.: .. ·:~~;~~~·'.(·/:(}'.:~;·:7Y:.:\~·-'-. :\:;·~~-~::, :f<.~~~": ··t:·-.·~·:.··: 

~µI de DNasal ·incubando a temperatura.ambiente-:duraritlti.óminufos:'Eri los oos casos, 

después ·•cie~6~ten~r·• ei .· .. e~.~r~ct6;; s~;;_c~~t~~~{~-~~'{1.~'.\1~@{[ 1;;-~~~Xt~iª~·~yi,:#);'~l:4~~;; ··;•·se· 

,epararnn • ~;u~i ;;~b~~,h~itb!J~·¡~~~; Jkécy~~J i~f f ~~,~~~~fü:j~~~·~;.~~f i ;i61 de 

póliacrilamida al lSo/; con sbs ó. í % (Apé'rÍciite): Las proteínas se tiñeron con azul de 
(~ . .. · :.. "'"' ..... · .. . ·.: •, .>, :. . . 

coomasie. 

3.- Purificación de proteína RmrR 

3.1.- Solubilización de proteínas 

3. l. 1.- Desnaturalización 

Se hicieron tres lavados del extracto crudo con Tris HCl 50mM pH 8.0 y Tween 80 al 
' ' 

0.005% (apéndice). Se solubilizaron los cuerpos de inclu~ióry. en 5Ínl del buffer: 5M 

Guanidina HCI, 50mM Tris HCI; pHS:o, ·O.Ol)~o/o Tw~~n '.so incubando a 4ºC tOda la 
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• 1 • • . . . 

noche. Al día sigúierit~ se centrifugó a 14000 rpm para quitar los restos de protefua no 
:-_ ,_ "'""'·~- ·-· . , . . ,· ,_ -.. ··. ·· ... '";. ';,. ': 

soluble y se recuperó el sobre11adante; 

3.2.-Renaturalización 
--- - - ~ -. .- -= = - - -. . 

Se midió la DO a 280 nm, se ajtlstó la densidad óptica a aproxitTiadmnente 0,8 diluyendo 

el sobrenadante en 2.5 ml delbuffer.l•.(ApéJ1dice)'_S~ dµuyÓ,el:prodü~toen22inLdel 

buffec 2 (apéndice) parn obtcnec.~na¡je"''d~ ~J',;~~\~9¡;~¡,n~j ffienOca 0.1, (el 

vol(1men final .d.espué(~~>~sti'..~~~p.t:L~~:~~,2~ ~{J;h··~6·:,fu~~~~·p.Ó"s• )~~sé· 1~c;1bó. a ·4:ºC 

durante·.n horas. Despi.1és del ii~1i1pti'd~;;¡1{é:i.i~tiCi'Ói1··~~ Íljustó el Tween 80 a una 
···~<'¡·-~ , 

concentración de 0.05% agregando 260µf de Tween al 5%. 
. ·-.·:.··, ' 

3.3.-Diálisis 

La muestra con la protefua se puso dentro dé unél ~émbrande .diálisis (SIGMA, lfu1ite 
,.·, 

. ';· 

de exclusión de 12,000kDa) previamente este~iÍizáda (hiiViendo en agL1.i trici~stilada); La 
' . . ·: ',,, •- .. ' .. . ·.-· .. , . ·;·,,.' -· ,· 

membrana se puso dentro de un.vaso c·o:n btlii~i'dectiáusis (apénc1ice). se ~bübÓ ctu'.r~ríte 

tce' boca.' a ·.4 ºC. De'p~é' 'd~•~¡~<,~'\~~~.;~[d~11 ~c~~~"t5~. ~~\t~g¡J~til~~;tt!tid•• 
la noche. Al día siguiérite; tódó¡'el'coritenido :dé la parte iÍlterria:.de'• a emtJrana se puso 

) - - · . _ . ~ · .. :>:~· .:;~:};~::;~.· ;·:~~·~.\~.~.;·~·~\;:. ~~·;~:{;:,:\~:Jf;::rJ;fi~~, ~:>:>:~. :rx!_~_:, ~ :::::·_._,< ,;-'':~ ..... -_ > ,.- :::.: ·:::~\·:~: ·'.:· !_-.~~;;;xX·J:~._;¡ú~!fK~;;~~~~~~:~}~:~?r}/t>:;>·'.~~~-:-~-. ,: . ,,. · 
en un tubo de\,c~ntrífugá:rS,S3~?Sé centrifugó .10 )Tiinuto,s,i1'±;799().';Í-p,ri1t'ác4°C y se· 

rect1peró.el·s~~f¿j1·JN~~t~;;''~FJi[jti~ta·.·~~.~~'1~zÓ.•'6n.up••·~'r1·ª'~',~~Ü~~iil1~I~~···,~¡ ·.!~%···con 
,• '1 '. ';· , ' ~:-' 
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3.4.-Concentración de Proteínas 

Las proteínas se concentraron 1/10 con respecto • de su volumen inicial usando 

memebranas Amicón (centriplus, 15 mi) con poro de 10,000 MWCO (molecular weight 

cut out) El producto se analizó en un gel de pofüicrilamidá al 15% con SOS 0.1% 

(apéndice). Las proteínas se tiñeron con nitrato de plata. 

3.5.-Cuantificación de proteínas 

Las proteínas se cuantificaron en espectrofotómetro auna DO de 750 nm por el método 

de Dulley and Grievc (Du1ley and Grieve, 1975). Previamente se hizo una curva patrón 

con la proteína BSA (Bovine Serum Albumine). 

4.- Ensayos de Retardamiento 

4. 1.- Marcaje de oligos : Kinación 

Se diseñaron oligos para amplificar la región intergénica de los genesrmrR y rmrA que 
.. ,· .-'· .. :·,· ,··.· 

abarca 197 pb y que comprende Ja zona donde se encuentr~n Jos pr6Í>'ables operadores de . . . : ,· :: .· .·. . . 

estos genes (T~~la4). 

"/" ,,.,- ~-->; -~-~- :~::;::.·.: .. ·.········•· .. ·., 
;' -~-. . ' . 

Tabla 4.: Secuen'~iade oligonÍiCleÓtidos disefiados pára la ampii!icación de!~ región de ~peradores 
' , . ;··~ .. >7"<;·¡;_:,··~ . ·. .. . .. . , ·~ . . . . ,. 

'"ougonuefieótid~; ::~ t§~uencia (s1-31) ~ .... ; ..... '. .. ·--· • __ ;;; • ...;,.-.-... " 

... 'ü'i)iJer:P'riiñ~¡:::::,~ .. :: .. ;;, ... :;;;:.c~A'ftrrdtG;;.:T"Trr·cfüABc:: ...... ,: ....... : ........ : .. , . 
.. "'•"• .,. " 

Lower primer .· TGCGTTGTTGTTCAGAGCCT ·.· ·, 
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Se marcó. el aligo "upperº en su extremo 5' con y-CTP e2P] ~1sandola enzima T4 

Polinucleótido Kinasa (Gibco) (Ver apéndice), se incubó a. 3'7°C por 

posteriormente se detuvo la reacción incubando a 65ºC por 1 O minutos •. ·. 

4.2.- Amplificación de la región del operador 

Se amplificó la región intergénica de 197 pb usando la enzima Taq polimerasa a una 

temperatura de fusión de 60ºC. 

4.3.- Limpieza de DNA 

Para Hmpiar el producto de DNA se hizo pasar por columnas (Centrisép) con Sephadex 

G-50 (a 3000 rpm durante 4 minutos) previamente equilibrada con agua. 

4.4.- Ensayos de interacción DNA-Proteína 

Estos ensayos tienen el principio de que las proteínas de acuerdo a sus cáracterísticas de 

peso molecular, carga, punto isoeléctrico, etc. tendrán diferente oiovÍlidac:l e~ u~ gel de 
... ··), - - ·;:-"<-,'·-~'. - . !.' .-.-~'(_,,.-

poliacrilamida .. no . desnaturalizante._ .. Para .. el. caso .. de I~ ;forl11ricióhlde>col11pl~jos Ó~A-

pmte1~· .• ~;,C,i~~&~;t~~*•'~~J~t(;¡~¡~¡ttj':'.i1*~~J~~~~~i~k¡¡tí~~t~~[rt•• 
más·. lenta. que' l_a\<:lel ;D NNCJ ue. -:no :lllteractu.a ·con n111gun a :p rqtema;.; ~arri'.\ poder; observar · 

· esto; se .haé:é1(reaccióné(dC\DNAéoriio~smfprofoíria\aÜas:qul2';se.1hú<igrega'.i1íilií.iffer ·el· 
. :·•.·· .•. \_ .. ;¿.~~m_;,¡;fi.·:•Jif, t~·1t~§:n~~g:¡s~~~,~~X?i~r1·'.Sfrf"~\i0X1 if r.;1;J4;;'ff{l~;fü~)·}fiW~f):~::;l:'~Y.0iH"~l:\' ••'.'.:· . · .. ·· · .. 

cual 'funge COffiO'}.Cata]izador;';¡este '.,•buffer, '•ttene'• compuestos<neces.anos·:para 'algunas 

interacci~1~e/·i)~~f ~~Ji~~~~;¿·JJ~~Í~~+~'.~{~gVg~~tiá:~;~~'.·W~{f i~#~~g9'sf i~-~~-.. "DN A··· de 

esperma d~ sálmón9 BSAyd6ter~ente~·· (Laniel ~tal, ioo·1). · 
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Pura estos ensuyos'se hid~ron:r~acdónese~ lc1s 'qtie séfucub,ó DNA(de t97pbmarcado 
. __ -"r.-:--·--:--- -,,,,-- .. 1--- '· - ,- --·~· ---·.-- ,- -.--- ~-·,-. r--=-=---c--~-"-'--,~- -~:-- ,.::· -· -·~~; ... · -,~-~;:--:; .. -: .,, __ ,._._-· -

con L32P]) con, J sri~ p;:ote~~a ~ :un b~ffer d~ pe~ado céfostÍt~ido •hor SO,tnM KCl, 3 mM 
<'"'-=.~:;- ''f·.-,=~:~ .;=_~- (.C~~~:;'.}.,":·/~_:·=[~~"'7~\.~----,:-:'~--- '- ·-· ·'- - ' -.... '":"''<--~~- -"-.,~~ '.,-~~;;-o;:-;-'-·>=<~ '-:e:_ ,--_';··-· c:=:-;~_>'--'.~.7~~:- ;~.- ... 

MgC12,' Ú.S~rnrvt !DTI;' 0Tsjí:r\g)1n(BSÁ «s~rlltri bovi~etáibumin) y glicerol al' 10 % 
.: -·- ·_ ··:: ;; __ :- ·::·::~·\ ·":~·.::~; __ '.~,-->~-- -~- ·-~,:'.ti~t /~:· > -:~:: ·:··.f-0:'.,: -~·/ ,<'°·:. ~;.:~.<-<::· :>, ~ /.::\.-::>;:~-'~'.:.-... ::.~;/:· ~-'.-.: ... -.-: }';·:-·:·.~ .'_. · ... -.. :1:_.. .·. r ~, . -

::~:~~·~~~!;~~t~~!~~~~]ii~~~l~Wgl~d::~;~h~l~\~;di'.:;;~~~ 
L~• ,é>{co;g~·f,;'~~;~r·;~~~~~f i~íf ·~~~\*~~ '~z~~'~; J;.'ruib;¿ry~e; ~~~Jét~e. i''; 
tiempo ·se analizar,6n·en uri gel, de:poliiicrilamida,el.4%en·. 0;5Xde/fBE,á ;4~C'.(antes de 

cácg"' l~;g~~f l~~~~i~~fü~f~i'~gj[iiJ';~'~\n~(6;}~ 4~)~),It~~~~~~~·'i,e 
cómpletó la•eléctróforesis'ise··puso ''en· papel Whatman, se cubrió con plástico (egapack) 

.. · ... '. "'' '. ·::i, _, '' .. ';,··>'> ' . .'.<-
' ·:·· 

, y se seéó a 80ºC durante 30 t'ninutos. El gel se puso a exponer sobre u~a· placci de rayos 

X en un cassette de autorudiografía. 

4.4.1.- Ensayos de retardamiento con proteína pura 

Se hicieron 1 O reacciones en las que se usó DNA de 197 pb marcado con. [32P], proteína 

RmrR03 ó RmrR06 y buffer de corrida. En la primera reacción se ihc11bó :el ;fragmento 

de DNA sin ninguna proteína, en la segunda se incubó ÓN)\::+,BSA;:á ~artif de la 
\ .. ·, ' • .· - . •. - -,·, . :'.''; :-.,'":-'·; •'/¡'"";,· ;_···r;;,--: __ ;;.:'/ 1,- . ;, ~ •'! •.,, •.• -'. .. :, ·,- '. 

tercera el DNA fÜe in~l\bado con cantidades creciente's-~ctk.;Í~~".p~6t~fuJ~''.k1~rR03 o 
• • - .• ..,,, ~-· -~ ¿""'' ... ·' - " • .' - - . ,. __ ; ·_·.,, • -:.-:·" ";''"¡_¡·., ... ,,. .'· ·--.,-·", : ... ., .~ -: . '. ,. ·' } . . ·'-': ~·'' _- ·•. -~ 

, R1rirR06; ',',El, b{11:/~~'1:~;'> ¡;~~=~áb. ~~si dogd'.j~s'l'c;oriaib~~l1¡s' d~: ~~~B~d,i,Ón,co i~imiento' y 

secad~ del gelso~,las que se indican en el punto 4.4. 

4.L2.- Ensayos de competencia con proteína pura y controles de DNA no marcados. 

Para demostrar que la interacción de la proteú1a con el DNA es específica, se hizo el 

siguiente experimento: Se utilizó DNA de 197 pb marcado con [32P] en Ja misma 

concentración que el experimento anterior, la proteína RmrR06 y dos controles de DNA, 
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uno es el. fragmento 'de 357 pb que codifica para rmrR y otro es un fragmento que 
~ . '- •-

contiene el ge1~ nlfD ~e;k.Le~tÚs~ hicieron diéz reacbio11es, ~~'la pril~~ra si~~sc) qN A 
-- - - e~:_~_,; .:_,:.:,.,;:_,--':."i'--~-o:_-c;;:=;.,--=-.;:. _ _,_·_.;_..;;.--.-·.=-.,:O '._._.:_,_.,_, ___ - --'~-··, .-_:;.:.:.:·:_·-- .•.• :·_,i_'.___oo'_,~~-··~· • 

··.:- · .. :~-_.,-'.i:'· . .< .. -. t·:(··.-: _"·/,"_···_:_·,, .. ·. ·' .:·. _:'"'·.: ~:·<·-<.'.1'·_·.;··-·. >\,'.:,-._:';--:·, ·,¡.·'.-~ ·,,-.'-•· .• ~· ... --, ::: .•. -·; 

de 197 pb sin,nfrigú1ia proteíila, en la segunda, DNA:+ BSAy;(!iijla:tercera:[)NA + 
·. - _. : '.--~~·_·. c.!-~~~; _::...~-~;~_-:-:~<;~--: .. >::~::~,-,~-_:<;:~<-:_. ~-s < ~ _:·~:. ·: -··,:_.< ::< --_/_ ._ . -- . · - . ::-~::~- ~--:_:_ .:<.:'.~\~::·:~~-;,,,,:·;L~:_.¿i;.-~~:¿~~F~,i~~:t{:~:'-::::\~·::~-_:_·;_;:·?~;·_. -/-; : .. -.~, .. 

proteína RmrR06•.•(de"Ia:1nis:11m'ma~era • qüe la.se~tarea'ccióndel ex¡J1riménto:antérior): · 

: i:·~::,;~.:~¡~}~J[ ;~~l~~~f :~~e~i;~~e~~;ii,i~f ~t~~f i~"füY::. 
décilna reacdón se hizo \lo ;mism(); péró .eón el pN_N:de nifP/ El buffer de pegado, así• 

,. ._:' .. -... ··-\< '- ;;'··',·· ... ~·:~ ... ·,:-.~ ... ;,:>,· .. . ·:··;:.< ,,:;\:~.>:~\:.!,;:; ¡':·::·.:.:,:_\-;:::".<.-: ;:·+: ,-.:>·:"'';_'::;_'\\:7?:-:· :: -<>>. . . . :. . - -

como·. las 6o~dicioÜ6~'''de ~~6~ba~iÓ~. ~óidhii~~t~':y ~(!¿'Je!~ ~on las que se indican en el 

punto 4.4. Este experilnento se repitió con el DNA de 197 pb (región intergénica) no 

marcado como competidor, en lugar de nifD. 

4.5.-Ensayos de retardamiento con exudados de raíz de frijol 

Se hicieron tres experimentos. En el primero se utilizó el DNA correspondiente a la 

región intergénica marcado con [32P], la proteína RmrR y naringenina· a ··.• una 
,,, --

nffiguna ·. P[Otefua\' eri(ía).;¿Jnda, ~. WIA• + •BSA e orno prntefua, ºf Ja' ib,0~~· bNk+ 

a una concentrac1ón~fmal de 1 O, mM;:¡En; el ;tercer> ex enmentoi',enJugár,:de1narmgenma 

'~ •a~Íeionó .··~xu~a~~'if •if~l~~ttf 11J~J;'~j,j;~f ~~'~l(~"i~l~l¡t~'~6;· .•. 
d!luyendolo en .agua.en'proporc10nes:'il :2,') :~~'_0h~;'r.l: l 6;·;.s,e1h1c1eron'8'reacc10nes;'donde 

· . .. -. · · > " •>:, ~-~.,~Jr?c'.~fü~~~'.~~iift~.¿~~W~~~~~lf:J~'..~~~'.i~~K iW~f ~"i: WE"i~;fJI~i;';~~lt'~~r . . 
las tres pruneras son· las' m1smas;,que:,eri':los'<doiLexperunen os{ anteriores.>; En:; la;e,;i.mrta 

reacción se agregó exudad() de rru,z d1lmc.Io, :J.: l 6;:eri1la'.qumta;se;agregó;~ la;dill1~1ón' Í ':'8,· 
~ ,:,,::'- > -~ t :. " ,. ;,, ··<·:' .. : .· .. ;:.://\''': - ,l ·.\J:·;_ -,';> :··:.:::---.:- :·~:;:_'. . ~- ::,-:\ . 

. ~'. (' ~ ~. 
:··-· 



. . .•. ·. .. ... -" . - ·:: . .:> ·.:· ·. -

en Ja sexta la dilución 1 :4;'en la s~ptimal:2 y en la :ocl~~~ se agre~ó exuda~o no diluido. 
. . - .. } :- ---, ·.·.--.,~ -:~::·-.;,;. ,- --.- "~""'-:;---- -.,' .. -.--.- -~~- -;--- -:1:,=-:··--:.--=c.--·~-~:~_:·~~·~ .. «;.-··, .·-'· .. - . , _·_, 

En todas las reacclo nes. ~den1ás sé agregÓ CaCl2 ·a: có11cél1tr~ciÓri final .de '1 O µM. 
-- =· ---=··- ·.-<-~--==--- -- -- -"---- _.- --·-- _.·. ·-=·~. 
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RESULTADOS 

Clonación de rtlirR 

Se amplificó lll1~ regió,n de 357 pb correspondie~te al genrmrR: para ;e~ clpnacla en los 

sitios Ndel. y Bai~Hl.'deL pÚsiliicÍ():.pET16b;~cle;esta··.manerase ;obtuvo.el ,pláslnido 
····f· ,·.;'-; . ...,. ··\{' 

designado pLRV03~> La blo~~6ió;1 s6 cci~;'~()¡j~'¡J{;;~ ~ihesÜ'óh;e:¿ri/iKé~.i~~ Sphl;• con la 

·····" 

sÁ).'Á 

sitios· tidei( y• 8~111~~ . e , ,e· , , ~st~.'~,;~h~r.é~l .pl~mido 
designado pLRV06. Tal clo~~c;¿.~ ri:;éci()niP.~o~~d~·¿g.~ clig~~fas11 con las enzimas Xbal y 

. ' . . -· .. ,. " ·' ~ ·- :¡ . ' 
.... ,:.-' .c;-.:.·'.:-.'r· 

EcoRI, con las cuales se esperaba u11 fragmc1ltó de 945 pb para el phísmido con el 

inserto (Fig. 8B). 

A 8 

Fig. 8.- A.- Digestión de los plásmidos pET16b con el gen rmrR insertado. Los plásmidos fueron 
digeridos co la enzima Sp/zl a 37º C obteniendo unos fragmentos de 668 pb y 5 kb. La flecha indica la 
banda de 668pb. B.- Digestión de los plásmidos pET9a con el gen rmrR insertado. Los plásmidos fueron 
coru1dos con las enzimas EcoRI y Xbal a 37º C obteniendo fragmentos de 945 pb y aprox. 4.3 kb.' Las 
flechas indican las bandas de 945 pb. 
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-._ . . 

Los plá~midos: P!-:-RY03 .·Y PLI~VO§, s~ transformaron .én ·la c~pa:E:coli BL2l(DE3) 

pLysS parahac~r la e~presión de la prüteína, de esta rrianera se obtt~vieronlas cepas que 
--_ ~------ - :::,--.=,·e _e'_,_ .. , ' . , . ' ' • ·.' 

se describen en ia Tabla 5. 

Tabla _5.· Cepas obtenidas después de la clonación de rmrR en los plásmidos pET 

Cepa Caracterfsticas 

BL21(DE3)plysD pLRV06 pET9a, rmrR, Kn,Cm. 

Expresión de proteína 

La expresión fue, como se indica en la metodología con 10_0 µM de IPTG a 37ºC, 

durante 4 horas de incubación. De esta manera, a partir de la ce.pa BL2l(DE3)pLysS · 
' ,' : ' • '. •• < • -· ;, •• , -" ·: :--:é;. ..;·-· -~: .. , ___ .. :. '," - ' ' .. - '/ , ·- - . ' ::_- • 

pLRV03 se sobreexpresó. una prnt¿fu~de)~p~b~i)S,;kba c:Óri't~s~~d'to••<\i~archcio~ de 
peso molecular ,y,. a partir: déláfoéparnL2 l (DE3)pLysS '.pLRV06 úna proteíriá: con peso . 

. · .. ·· .·. ·: .. · .· .. ? .. '.~ ;:;:;;:i';;·~i.·.::~;:!. ::r~!i'J~¿q•JW.~;~;;::¡.~;z:;;;i¡,Ri~; }~5:~;;::;¡;:¡~;fs%;~.;:t~:f:·c:~'~'.1~r5;··ji;> ·:;r ;·. '/' .. · .· .•.. ·· 
molecular de' aprqi;c:\132,k.[)a,(J,:ig;:.~):'; ~l_:pes,o·'m,9lecülar/corié:\iei:dá'~on'.:él •'pi:édi,C,ho • p'or el 

:::::::;~~tL~~~~~~:!ot!~r~::~~ló~:~~~!!~~ª~f ~~i~~~~::.:: 
: ~' '', 

terminal. 
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1 2 3 4 5 

~~~ 

~ 
:;~:: .. ·~:; 
~ 
~~· 

·~· 

. Flg.9-Expresión de proteínas a partir de las cepas BL21 (DE3) pLysS pLRV03 y BL2.1 (DE3) pLysS 
pLRV06. Carrriles 1 y 5: Control negativo pTB5116 que expresa una proteína de 27 kDa (Nod O de S. 
111e/iloti sp N. 33). Carril 2: BL21 (DE3) pLysS pLRV03 (cepa que expresa RmrR con cola de histidinas). 
Carril 4: BL21 (DE3) pLysS pLRV06 (cepa que expresa RmrR sin cola de histidinas). Carril 3: Marcador 
de peso molecular. · 

El extracto crudo se separó en .dos fracciones: una fracción no soluble (pellet) y una 

fracción soluble (sobrenadante): 'Podemos observar que las proteínas sÓbreproducidas 
.,. ·., ,.·· 

Cinciucidas a piirtk aéü~s :v~cto~~s pEf)s¿ • c~nc~l1t;~n,prá~Íid~ITI~n'ie ·~~ 1a t~aC:Ci6n ·no 

soluble mfoiltras. ~ue:'~riJ¡¡' fracción solüble riQ;;se.observ:a:·.1a••prót~úia;sobreexpresada~ es 
>>..\'::;;~:: , i;.,,, ;:)_?t',''.,ii~'. ·,>· ,-, :: .... : .. "· ... , ~,; '/', ~.~ -;~\;-~" -~:.<~ .. ::·/~d .,..~ .. _.,_ ~ :_:;.~~:·:.~'_t\:-.·> _r::··. ';-' -.. 

decir .. · qu~ )~~;:~·.r>:~ª:i~~1~J.E.~#Y:.~~'.~r~~rt~sa8· r~r~~nd,.~. c~er~C>i·· a~i:. ~1·~1~~:·6;i}; 1tl~ . son. 

agregadós.de.ias';1nolécülas' ~orho resulta4o d~ laiformación ele p~entes disulfúro entre 

estas.· (Fig. l O) 

1 2 

... 
3 4 5 6 7 

1 • 
~-­.. !!! -

Flg.10.-Extracto crudo de las proteínas r111rR sobreexpresadas. Carril 1: pellet del control pTB5116, Carril 
2: sobrenadante del control pTB5116, Carril 3: Marcador de peso molecular, Carril 4: Sobrenadante de 
pLRV06, Carril 5: Pellet de pLRV06, Carril 6: Sobrenadante de pLRV03, Carril 7: pellet de pLRV03. 
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A1 inicio del proyeci.o sk l1Übía;p1ahte~acio¿C¡ué1a'rrqte~{a•R.ím~:5~·'~i~riJidaríá por medio 
'.'. -. ;_ ;·' .. ·" ~::o...:~ ; _".:.: -:',~:.-

::2:;:E:;:~1i~K~f ~Jc"~~l~~~ii¿~·~~r.~f~il~~~¡~~~~~~~~~~~:: 
tener suficiciúe · cáhtidad de'cxtraéto. C'rudó co ñ Ja proteíñ.iei1 es'lado· solúble;' Se. probaron 

ctiVC,,U<:O¡"~)~~f~t~~~~~~~ó~l1t~1i~~~~r~~¡~~~~"*~~;~itf ;~;i~~f i:§"iJ[ d,~ 
IPTG de 100. µfyl'á lQ;µrvt.y)iµM);.·Ia·reducc1q!1'delt1,e,!npo'de'mcubac16n;después de la 

, .... > ~\f.:~~·~/ .... ;~-·~!·'~~I~~;: ~~-:~+-~,'.~~:~~:;'. -~~·:'< ·\,·~:;: ·:;::'.:_~-irf·~-~~~~< >(:{:;;;:-~ _ -'::~,-~~:-:'é.;: .. -:F ___ :;;?: ·-r~~~-·iJ;_\~w~::_ /?·;~<-~~-- -~-~~:::;.~-, ~/~~ _." :~·~;~~--. ~ _ .. -
ind i.icció n~ co11·.:iPTGde: 4'o'hóras/a 2. horas;\0.i.·: hora••y•3o;·:rnmúfós :~1á,rei.lúcci6n ··de .. ·la 

_.· .'; : .. :'~\d.: .. ,_'::_~:t ~;;~~~~J+.~·' !~~}~:<.;\'.\'~ _::.::-; \~.~· ; ~('.<:~~ :. ~ :\~ '1 ~ ·:·;. ?-\-~:/~J"'.~'.~;; {: ~~:> :'l~:(t~·:'. :''.?i:~~.~ :.'.' '.{7.~:.-. ::._·'. ~-·.á:>~.t~:·:<~ ,,_,;:~-";!.~;-:. ·_:·;:\:::~ ~ .>~~:: '.' -·- :/:., ·.:_: ·, ,. 
temperatura ae .iÍ1ducCiórí. de•37ºC 'a 30ºC'y 2:2°c/ Scilamén'ie para el.'easo de la expresi6n 

· b<\io coridic;'one~ v'~riClbles de I;Td se ob~uvo ci6r~~·éca~tlcl~cl .. ·~·~· :~roteína en estado 

soluble, 110 obstante esta no se consider6 suficiente para hacer la purificaci6n (Fig. 11). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Proteína 
...-- RmrR 

Flg.11.-Gel de poliacrilamida al 15% con SOS 0.1 % que muestra el extracto crudo de la proteína RmrR 
con cola de hislidinas después de ser inducido con diferentes concentraciones de IPTG. Carril 1: marcador·.· 
de peso molecular. Carril 2: Inducción sin IPTG, Carril 3: Pellet RmrR03 con 0.1 µM IPT.G, Carril 4: 
sobrenadante, Carril 5: pellet RmrR03 con 1 µM IPTG, Carril 6: sobrenadante Carril 7: pellet RmrRcon 
IO~LM IPTG, Carril 8: sobrenadante, Carril 9: Pcllct RmrRcon IOOµM IPTG. 
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' ' ' ' ' 

Se optó por_ solubiliz~r la proteína con utl_ método de dcsnatur~Jizaci611~rd1úituralizadón. 
, ,- :. ,-.··- .. -.. ----".- -!~;-- ... ~---- ---.·-.- -----'-~'. ..".:-!''·_;,. __ -;_; __ •-_.,_,·_~---"-·--•-";o--_>~---.-:·'.: _ 0 _,o·~-'_;;>-·-__ .,,;; __ , •· : 

Las fracciones riS e scíit{blés: de,' los extractos., crÍ.Ídós i~ desnltturuliz~tron ·, e11 '', s',_. M ,. de 
~-- :;;-,~:7",_,-=;:'.';o:_~,-~-;3--'= • '"--

-___ de 

purificitctS! 
';. ;-·::,: . •·:· .- '.'¡_'~ 

histidinas ')' y R1:ri'fJt5p'6'; (p'¡ifa"híprotefua sincalá, deihistiéiillas)-(Fig.12)::_Las'proteínas 
(• • ·: - - -... ;:; - -<-:-: ;: '-:~~-·>~l ¡~<; ~-,.,>¡". "':,:-.,;~!~·~'(. ::--; : <'; -~~ ·>~-,':-"':· :;/:'.:~.;_j::~.~'-}~j~!~ ::; - --~.;\~ ~:¿·. ': ¡-~-'.-::): :, '.·; --;<,\t -~-"'.'· 

están a unas coí1centr'aciÓnesde':225_'-f.lgJml ·para RITlrR06._yae·180 ¡:(g/1füpará':RITltR03. 

1 

-il.:--~ 

2 

,¡¡,;¡¡¡• ,,. 

3 

Fig.12. Proteínas RmrR03 (carril 1) y RmrR06 (carril 3) puras. Carril 2: Marcador de peso molecular 
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Geles de Retardamiento 

Los geles se hicieron con el objetivo de demostrar que existe interacción entre la 

proteína RmrR purificada y el fragmento d~ l)~A corrá~pond,iente a la región 

intergénica ( 197 pb) entre los genes r1rirA'.y r1nrifd~nd~ se'encÜenfra el p~tfudrome y el 
·" ·:· ';.~,.; ,; .. ;,-< 

sitio homólogo_ al del factor e;~ 19 de B:'%f;b/i'icimL ' , 
. . . _::---~·.:.,; -~ ·: :-·.- '. ~-~:: :~~',~-~ ,.--~'*~--;~"'"·-=--=~-~·~o:-:-""'._ ~-;'-~ .. :-f/-t~'.~-; :'·--' 

' -:•._ .::.~.,. ' ,- ,_, -·--,..-~ _,-.,·.-,~.·.(~~.· .. :::. ,·::<~~ 
.· ·-:<·: ;1 ~~::_~\t\\\'~, f'.f - -- - ~-'--'.-e; .·;::t:. -~/~~:-V': 

. El · pd~e' e~~@ ~á gii~(f i~if ~,~~~d,' lli{Ji,iJ~iCo 'ai rmiA y nnrR, incuqado con 
cantidades cred~nt~s· de;'1ii''pr6tefua~~R.h1:rRÓ3 y R.rnrR06'; Se utilizáron. dos controles: 

. .·.;_;~> .. <;<_:._,_ ::.:_::.r_.<·.:_"··> .. :.:._"-. ·.. . :':-" :< -.:··,_:_.·,/':.' ·_:-.· . , ·::.: 

uno de DNAsii1 proteínas yotr¿ d~ DNAy BsA en lugar de la proteína .. 
·. . ' ,, . •• • '-· , .• ·._. .·' ·,1 . :, 

. .. -

En el ens.iyo dc.inteni.éción RrrirR03-DNA intergénico; no se detecta ninguna señal de 

retardi~miento, todas las bandas, incluyendo las del DNA libre y la del DNA + BSA 

presentan la misma movilidad en el gel (Fig. 13). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

DNA libre 

Fig.13.-Gel de retardruniento para evaluar la interacción entre la región intergénica de los genes rmrA y 
rmrR y la proteína RmrRO 3(con cola de histidinas). Carril 1 :DNA sin proteínas. Carril 2: DNA y BSA, 
Carriles 3-10: DNA m{1s concentraciones crecientes de proteína RmrR03 
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En el ensayo ·de interacción RmrR06-DNA intc~gfoico, se.detecta señal dcJctardamiento 

en todas las reacciones de DNA~RmrRc6n respecto a las de DNÁ_siI1 proteínas y bNA 
~ ~:~~~'._:,:~~~~~~-~~~·-~~~ L~· -- _., .. ~ __ :~-~-·= 

intensidad·· se in~reitienta 
. ' ... ···~,. . .. . ·.:·_};; 

lo 

que indiéa que ia prote'írm pllci~~ isi~rformaridb éÍi~~~Íbs d~mplejos 'ai hiieractuar con el 

operador. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

.__ Bandas de 
rclardamicntn 

DNAlibn: ~ 

Flg. 14.-Gel de Retardamiento con DNA intergénico (rmrR-rmrA) y Proteína RmrR06. Carril l:DNA si 
proteína, Carril 2: DNA+BSA, Carriles 3 a 10: DNA + concentraciones crecientes de RmrR06. Las 
Flechas indican las 3 principales señales de retardamiento del DNA al ser incubado con la proteína 
RmrR06. 

Con el objetivo de yer si existe pegado específic~.· e11trc ;Ja. región intergénica. y la . 

proteína Rm~Rse hici2~0n ensayos de corripet~nci~; s{t1s6 ~~:mo DNA competidor al de 
• . . ·: • • .• · -·· ._.,,;,. :··,·:-':-. '.-'·' ; .·. ,:, .. ;:;-::'., ':" ·, • , .. "'" _,_,. :::·_,._." ! '• 

397.-pb ·_~omisp~ontlierife,~ig~~:~1hrk~·~:_·~_-trb.~NÁ~~~~r~spondiente ai gen nifD ·que se 
. ,•·,', 

aplicaron eri canlid~cie{crecientes .• L,os"~~su!t~dosmuestran que el DNA competidor no 
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marcado es incapaz _de alterar; .. la· señal de ~etardamiento provoca¿ por _61 DNA 

intergénico c011 la prot6Ú1~RinrR (Figs: l 5A y ·IS B);' En unsegund~ ~~~aYo, ~ola~ente 
- - -- - '-- ----- ='"º=-~-'-..;-;~ ' ----- ,-- ---- - -- - '·'º·-=-,_• __ ;:,-~. -., ·o'.c; ;: -- '-

se observa ' dis;ninucii6n'\ de \la ~eñal de :, retardall1i~~tó en ·,las ; rea¿~ioi1es donde' el 
,·. > • ',._:,._ ' •• , ,·. ., •• - - • '.: • 

competidor esei mis1iikBNAÍrite~g'éni6ü cie i ~nrb ~º ¡~~rca<l6 con. r32f>1 qu6 searEcó 
.. - '··. ,..... . . ' ' .. · . '· . ' 

·<<·,;;<· :':t;-_·: 

en concentdciones creCiénteS:(Fig. 16); 

A 
1 2 3 4 5 

DNA libre 

B 1 2 3 

DNA libre 

6 7 8 

4 5 6 7 

9 to 

8 

,,,,,,,,,....____ 
, ... ...____ 

._ Bundas de 

._ retardamiento 

Bandas de 
retardamiento 

Fig. 15 A. Gel de retardamiento con DNA intergénico (marcado con P32
), Proteína RmrR06 y como competidor 

un fragmento del gen nifD (sin marcar). Carril 1.- DNA intergénico, Carril 2.- DNA intergénico con BSA, carril 
3.- DNA illlergénico con RmrR06, carriles 4-10 DNA intergénico con proteína RmrR06 y DNA de nifD en 
concentraciones crecientes. B. Gel de retardamiento con DNA intergénico (marcado con 32P), Proteína RmrR06 
y como competidor, DNA del gen rmrR (sin marcar) . Carril 1.- DNA intergénico, Carril 2.- DNA intcrgénico 
con BSA, carril 3.- DNA intergénico con RmrR06, Carriles 4-8.- DNA intergénico con proteína RmrR06 y DNA 
del gen rmrR 
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.Fig. 16.-Gel de retardamiento de competencia con DNA intergénico (marcado con 32P), DNA intergénico 
(frío) y proteína RmrR06. Carril l. DNA intergénico, Carril 2.- DNA intergénico con BSA, Carril 3.­
DNA intergénico con proteína Rmr06, Carriles 4-10.- DNA intergénico con proteína RmrR06 y 
concenLraciones crecientes de DNA intergénico no marcado. 

Ensayos de retardamiento con Flavonoides. 

Para conocer si algunos de los flavonoides presentes en exudados de frijol tien~n efecto 

en la interacción el~. la proteína· RmrR con la·. región intergénica. de. l 97~b)~e ;hicieron 
. · ·, , . \,:/.:·:· }~:'.:::·~x;~~~ti\\~~1~r~~;~~~\1}~~··:.~1~fo~:'..~.~;~;t.~~.;;;i;:\~i· >· ).·::-",·~.·~_-::.· '· :; ~:r.: :~~-: _ .. ;.'.~:~/: )~\~ :~:_;_ :'. ~--v;:;. :;::;i::·:· .;,~~'.·:.{':. :.,~:~·~;l\:.~:ii}<2~);~~:_:_<:/.:;f.t··)~:~~:-·,;·:-~~~-:~ \., -' 
ensayos;de';retardám1entc(enHos:que.las .reacc1ones;'además:de.111clurr;JaJprotefua'RmrR 

y ~, ~~frf ~1~¡1¡~f~i~t~:~¡~~~~1;¡i¿ry~~~r (~\~~~,~~~~¡¡~!i~~r?~¿de. 
nanngenma.)En" el ,;primer ~·ensayó¡;~aplicando'·.'solamente. •narmgenma·~~(veri: materiales : y 

. · /·-~·i \;:;;Y,&~":\¡\~i:~;:i;;:';i,.ViJ{~t·~·;;;':>t>,<;-·.···•;•·· .. ·• .·.· · ; ·_·· 't:':c~t·;i'i!i;'·1~r:ú~1,:~;j:;;;~?.'·?i'.:·:):_·<·' .•. 
métodos). no'• se observii:iefectoidél 'flávonoide sobre la•señal de rettirc:lámie'fi'to~'(Fig~ l7A) .. 

·. ~, '··:·.~.;;?.¿:·~,.~<~.:::; ~;},!~~)~f ;~~t,t,ffi~T~~·~f~f~!::~)~;/~~·ii~.:>=~:·:.~-. ~·· .-_ -·' .. '.-. ~ . ..· .:· : .. : : .. -~:--~».- - :-.~:~:~.;: ___ ·:~ .. ~:-~f ~/~t_:f~~~:~.:Jti1;2f.~~t~~~~::~j~1~H;~~}~:~,;~~~:~~j:.~'. .. ~ ;'. ·_: __ ': 
En un. segu~do .• e~sayo_<ade.t~.á,s:d.~ .. narmgenma se aplicó,-.C~Ch ª_. l1nn..~onc;e_ntr¡ic1.9~;tin¡il···· 

::n':6ciil~~¡~~t~~;~i";:::::::ti::::,;~~i~f f ~j@~i1~1i~:f 
conforme· se ~inererrienta;~·Ja'' cantidad del . flavonoide. •·No obstante la'' banda de 

. . .·:··. • -; . ''.'·._://}. ::·::': :;~;-~c~-~:::~~·~;_:::··~·:2'.· -~_;<·:~ ,." -. ·. :< , . -'. , . . . . :.," ,:'. :•, >· , ' :·; ··, .." ·. 

retardamie,nto e11"~stas r#~éC:Í~nes no. se ve alterada (Fig. · l 7B). 
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Fig. 17 A. Ensayos de retardamiento con DNA intergénico, proteína RmrR06 y concentraciones crecientes 
de naringenina. Carril 1: DNA, intergénico, Carril 2: DNA con proteína Rmr06, Carriles 3, 4 y 5: DNA 
con proteína RmrR06 y concentraciones crecientes de Naringenina. 

B 1 2 3 4 5 6 7 8 

Bandas de 
retardmnicnto 

Fig. 17U. Ensayo de retardamiento con DNA intcrgénico, proteína Rmr06, naringenina y CaCl2 
(presente en todos los carriles). Carril 1 :DNA sin proteína, Carril 2: DNA con BSA, Carril 3: DNA con 
RmrR06, Carriles 4-8: DNA con RmrR06, CaCl2 y concentraciones crecientes de naringenina. 
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' ' . . ' 
, ._ ' : ' .· : ' .. ' '._ - . 

Se realizó un tefC:er ei1sayo para el cual se agregó exudado de frijol, en este caso se 
-. ' -- -- ---. -- ------ --. - . - __ - - ~ _- - - ----- --· ·,_ -- . -· -;e 

utilizaroí1 las· si~~liÍ!nte{·
1

éOnce1~fraciones; ·dllllcio~es .·. 1:.16, :.1;8, .• 1;4.('1 :2.y. ex~1dado sin 
-=-c'-~,~.=~~~-~=;S;occ-5~o;-~ ---c;o;':~- -;--o_ ~- --c_ .-.-.:;...- --.,--:-.-. _. __ , ·.o...'...o:'=-~-~-"'"'·'°" ____ _ 

diluir. ·Los .• resultact6;fmtie~t'rái~\~Ge bb1~forme 'se incf~1Tii~1h··1~}col1~~1~fración ·de 
··;·/:.· d•~-·· '.:. >"""• ''-.e··.·;·:,;_·_.·, ',.;·-·, ·-·._•/.- :·;_-.,_,. -·:\.'·'. ·.· 

exudado, .. 1a'.'seft~1.<leo~~ li~f~··~s<füríyorN~ 1ii:~e-firi1-;cte•.redf~füni~¡~ú{,disrfíii1üye (Fig. 

18) hasta llegm·ÜJ'·~Üri~(-~'-~~}1'Cjue.~eapr€ci~·~óld la'biriciac6rr~s~?~dle11tt~f DNAlibre. 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Fig. 18. Ensayo de retardamiento con DNA intergénico, proteína RmrR06 y exudado de raíz de frijol. 
Carril 1: DNA intergénico, Carril 2: DNA intergénico con BSA, Carril 3: DNA intergénico con proteína 
RmrR06, Carril 4: DNA intergénico, proteína RmrR06 y exudado de raíz diluido 1:16, Carril 5: DNA 
intergénico, RmrR06 y exudado de raíz diluido 1:8, Carril 6: DNA intergénico, RmrR06 y exudado de 
raíz diluido 1 :4, Carril 7: DNA intergénico, RmrR06 y exudado de raíz diluido 1 :2, Carril 8: DNA 
intergénico, RmrR06 y exudado de raíz no diluido. 

Bandas de 
retardumicnlo 

DNA lihrc 
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DISCUSIÓN 

La comprensión de los mecanismos de regulación y funcionamiento de las proteínas de 

resistencia múltiple ha generado gran interés debido a que est.as proteínas confieren a las 

bacterias Ja capacidad . de sobrevivirren ~resencia d~,· rnúltl~l~·¡;' aril.itiilSticOs y: ()tros 

'º'""º"'º' tóxioo,, 10;";~º hi C~n'.titll'.dº. "º g'aVé irnhÍ6~a ~e ~hl.u[; p~ b~eh ~n . él 

mo de Rh;wbfom.eili,'f I'~{f~~;~;::~ju~~~~jtl~!~i~;i~i~~t~¡~i.~~\f;•;~ 
este simbionte con .su )hÓsperador:')Éldescúbrfuifonto\é:le'YprÓteúuis~fovo!Ücradas;:en la.· 

extrusión• de. cornpu~stos J6xfoos:¡en;'RhjzóbJ~1ni,;·e,tli;. (Rini:~; :~IT1r.B 'y/R,rnrR) reve.h1:.que 

.:;:~.:~;~~~11!~f ~~~~~~~f~jif~~~~~~~ltt·ll~~~~~~~t~:. 
de··que:.Ia ·proteína:'RmrR:.'de•.•Rhii.obiú1it>etli::está,:iiivolucrada:;en;Já:;regúlac16n':.de,•.'la 

expresión .de' los :ge1\es ;<le\ ~esisieíicia)l;iú Itip le r;r¡r A:yhitr B,.·;c ~árá~dem(> sfrar Itj .· an ted.o r la · 

estrategia. ut1hzada'fue·,.1a:·Clonác16n ·del :genirmrR•en':K:,co!z';para su. sobreexpres1ón, la · 

purificación de la próteÚla ¡y¡a . realizació Í1; de; ensayos; de'. re.tárdámientéí q úe . revelári ; la 
. . . . . •. ·: i¡., . - .. . , . . . ' ' . '~ . 

••F 

·_ ' . . . . 

· En p~im~ra instancia• se· había pro~úesto. purificar. Ja•· protefua RrnrR haciendo 

pasar el extr~cto •ci;uctci a tfav~s' de una.601l1rriniae níqte1· ~ue .ti~ne'<lririid~d a ~Ístidinas; 
, .. .. •,, '(~ ~ '~·« . ~--. :;',' , ... , _· ... -:.:·,·._; ·. 

por tal ráz6n.· ... el1gg1~·~,1~r R'tu~;::c.lo nado en .. e! .. •vecto~ ...•. pET l.6b que· .. aña~e:i his.tiJ~.as 'en.· el · 

extremo ·~fo~J,.\~~~~¡~~~:i~~~,;~;~i•E'"éto~o ~ep~Ofic~i~n ~~.~~~ii1~•tUque · 
al· hacer la inducci6J:! 'de' la;.prqt~ína está se depósitabá casi totalirieriteteri, el' pellet 

: ·:_.=.:<.~~: .' ~ :}~'.,Y·:~·-.·~:.~::L.·~·"> : .. ~·· ·- ··:·:.::;-:· ·.::/ ~-- :-\• ~'..'/_.-~:_'-. : -: ~:1-~-<. . . . ._- : ·. ~ > : <: _; ·'.:;. :_. :.;.'¡\;::·.:: ::~:~f~;;}.:·-'.·;:/¿~: .. ~n~~:-~:;::~.\-~~'.~~): ··:'~< ·: ~·;-~ . . .. 
(fracción .no;solubie) del extracto crudo' formando. cllerpos. d.e ~Clusión'.;:Lcfs;éüerpos de .. 

inclusi6Í~.s~1ri···agregados no solubles. cle·•·¡~·prÓteÍnas···~te•~g•e;:~~~~1{:~~·i·~::·~lfk~)l6sas.·'a'·Ja 
formación de puentes disull'uro entre las cisteírÍas (en•est~'.caso nl.1est;<(prói.efua presen'ta 

,·, , •.• '!. .,_ •.• ,; . • . 
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. ·••·· . , .... ·· , ,·. ··.·• ·•, ·' , , , ·. 

una cisteín~)., a infor~~Ciones hidrofóbÚas (} ·1~.fonnaéión de puentes de· sal.de, manera tal 
' - ... ··,.. -· ·-" '·' - - \" - . - : .,- --··.· "' - -- _,._ ,' 

. que la ... próteú:i~a:iJI"<?.s.~é .. 1lf'1.:~11~:r;,9A~.·pr_ll}ª~i~h,q~_e~~~.}ª~ llJ~YÜ,rfa· •. ··de .. 1º.s .. C:ª.sº~- no .. es 
·-j', ":..,'' - ,;·,:·_,.· 

runcio11a1>La'.forlnridóíl''cte,'cUerpos'de 'friclusión;es muy com(m ·cuando las proteínas se 
'~!/-:::·_'. __ -:. :~/~;i:'.::~:~~-::1~;A~~.:.~~f;·;~~~f~~:~\:'~~Y~-',::,~\:W'.:·: __ -?-~~:~"; :~~~~:_ ~~~~\;:·-~ ._,~ .:- -_,:. -·_··.. . -- ,_ .: . ,_ .. : : -.· _:··. _ .. -. ~ -_---_-_-.. --~ -__ . , 

expresan·én .• grandes':o~ce.ntraciones.•Laformación de .. cuerpos·de·.inclus1ón•tamb1en ha 

_ • sido· o bse;~actié¿~ .i¡::p:;~tg¡~-~e ~j¿]¡{~y'tJc;cci;s'. aÚre_u§ 9ácl{q ue, es.l!Lregulador de, la 
. ·~e -:»' -' ~-' .. :_: < ' . , -

;•. 

exprcsió11 defgeI1'ctéresi1t~I1Ciá'm~lÜple qacÁ (Gkovic et ál., 1998):. 
' - ". . -. '. ;.,.-; -· ---:.- ._,_.. . . . --- _.:_:. ·'-

Se d~cidlÓ lrii'iar'..~ ·la.• proteína ,por. un método de desnaturalización­

renatuializac.ión p ,pCo't~Jo ;;~e Je~''"'~Cft~ª "'" guanidhlá · Hci(6M: ·.10 ·. gllanidhla 
actúa so br~ ··l.{ :r.~~¿ei~irf ·~~~G~~I6s¡~{1dí~rt;:s~~~.nga~!~~/ijí6ct@~~tjd~···su.~pl.~g<t~ie~t6. ·a 

una p~t~f,,~i~~~ií~~C}!~~~\~;CTi:~~~J~~~¡~;Í~;f it~i1ff i~~~~!+~í;A~~¡'ón 
oxidado,' ;gltlt~dc'S~ 'reducido : y/con fargmin'ii;cSe;. sabe~ique :proporc1ones {,vanablés ··de 

glutatión• soí1 ·capaces deíilodülárr,el •replcgamk:'fifo'.dé~la''protCím\.'evitarido .. ·la;formación · 
< • •• •• - ~. • • ,· :.>.·~:,:~. ;.;:--:~f-f'i_-, '.-.-"f ~ ~:~ ')A:t,_~:t~E:.f.:\º;f:·.i~}~:¿(·;~_:::.i1~} ,f~;~/)~:~ i-~1~~/jt{i~?-;·1 ¡;~)~f}ji'.:~-~~~;:;~;~.f~~-.,<: .fi~~~·~!;.g~:,y~~:~:; ;~--- :-~\''.~i~'.., .:::;~~~\~,-~\~~:· r. :,' _: .: 

· · depuerites · disi.11fufo .y; eqüilibrarido ·las ,iriteraéciones ócrvalerites:entre.:'las" ifrcfrernas'; En 

cuanto a·.1a argiriinri;raún'iió esclarofol;pápel. q·ue.:;pueda'jú,. "eiffeI \esfablecirriieilfo de 
. , • •. ', i •.. ·. . X i : . •x ~~;'·~·{;: :<\i(sh:;it\; c0''.:.·;~~~\.~fü;',~.;tz~~~ i~t;K:~;!:*Yfr)t*;¡,;-H , ;~t~·i~lH'i:i,,~}@¡~¡J!;;¡ i ',• ; , ·. 

una conformación·. correcta: en :la:;prótefua/:flnálirienfe.:se::;:o tú vieron idos ,•pi:óteírias:. La 
· •.. · ·. ··•·· .• :·•:··. · '\ G1_':, T;~·:'~:·i::'.;::~r'h:é:f ,·.;;· -'1~'.·?~i~i~??~•;i; ~ifüff.füb~~':i~J~:iJf,(~'.~i;~··~f~?'i~'·~.~;;~:; ?·.e·. · • 

proteúm RmrR· con•col¡¡· de;his,tidirias:cúy9r@tiáño[e_s;d 5,.,J<P.l\:,(d~ilohiiriadá .RrrirR03) y 
· . . ~ · _: . .-..-- , .. · .= .; : _· ?_:._;:~~~_:/: }:;~;~~ ',~<~~~~~ '.~~-~~~:,:k~~ ~tt~~;-:{f;_;~_::::{~t:{~~~~-:~~~~~:~:i~-fflf~)~~:'.~~~~'.i~t.~tVf:~4~~,;~~~~~~~~:~i~~:1:::~-~)~·-;:r> ?:~\ · . 
la proteúm RmrR sin cola'. de~hisiidiñás "coñ:tamaño'de~~l 3~kDá;(denomiriada RmrR06) . 

. · ... · ...... ·'~!d:~~:;··,,f;g~!¡.;,·~;;}Jii'Viit::.t.'1't::,;'X.·x!~}J:·l~~f;l.i;~.\s<J; .. · .. ·· .. 
Para los dos casqs el _ta111l\ñq_1;de)a•protefua\es<seme.iant~.1al~predicho, por tal razón se 

. · ·: · · · · :· · · 7~ .. ;'·L·/.:~~-·~?i;\~~~~'.:f~::;~~)4{~'.:. ~:~~~}·~~:'t~:J~{t'·~·~l~~i.-·:~~~;f~: }~:;f~·:~~:5~~:;~:<:!_-;· 
puede concltur que se purificó,correctamente la protefua RmrR. 

·.'. -~ .. ,_.< ~-1.:>.-:\~~~}_·:~~~<:·:_.,_(:-.r\~3s~.~!~.\.~~~>;<~~~~_?· ~ -~~;~~~:~~::~-.~J:~:.:~")~f~:?¿:;~ :{~:· .. -;\-·.:·>'-! ,. . ,, 
.. :. ,;:.~;/~-.;:·:1 ...... ·.,·; ·\'::'¡ '.'..;~/ .·\ ' 

·. _;.,[i.,;~;·<,:: .• ,,, <;: . .; ;.;;::>-';?\}'\{r;f .wo> 

En 1
• ~~\~~f Jíll~~¡~~~~~~Í~f f~,it~A'.,Iif 'r\~ cxi"c """ 'ccucncia que 

posiblement~ .ftincii:ínaj\~(5,mó:~<6pe(ádor;· ~quí;,'sé(ericuéntran las probables regiones 
·- -~·.·:>~: ... ·<;;<~: .. :;\:if~-<-"·.x::--f:;1f~~\::.~,.-· · '(,. ..... :,.::.-.::· <:. :_: :.,,_,. ·,· .. -.. · .. ~ 

promotoras -10.·.:.:.35 :de estas. geriesiá~'Í·cómo ·~fl'~ ~écuencia palindrómica en la parte 
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. . ' . . - . 
,·' -

-, ., ; ::· . 

media, por tal ra~ón.se\~'.·µro~uesto que)a p~oteína RmrRal ..• pegarse ~~~~a .·.región· es 

·.· __ · .. :_,~_::,,;·.;.:-~~''.(._,·~.::_·~<-~-,-..... :\·:~-:·_-. __ ·.·.: -- ... :-:·-:· ; . .... ·. '·.· ' .... 
. que la .. proteín.a iiú~rác;~ga'c911. eLfrigi11e1~t() de,D.N A prnpuesto co1110 .. el .. ~peradofde·.1os 

::::.dt6;i~~¡~!? í~~~~~~lf~:9,~~ir\;?:::;~"E::~~¿;~::"::~·~:: 
.... _· .. ·.'-... ~- <~~- : ~~.,,;~~,_:;. '-·'::::C-;.:.:)¿-i'.·.·-~ . ·.:, -'.:.:.'.'-·' 

32P. sé uti1Í;a~o'í{'1~r·:i.J6~ pi~t~Íiías<:puras~bteríidas, así e o ni o los. extractos crúdos en los 
• - ' <" _, ._.. \" ·' ;1:' ,·· ,,,,,, ... - -. • - .• . ., - .. ' -

En p~imera instancia, lo's. ensayos. se· hicieroi1 en geles de , poliacrilamida al 6%, 

sin embargo. el resultaci6' ~bienid~;110 Jue claro ya q~~ se t'or~abi1n agr~gados .entre' las 
- - :- - . ·_· ... ·_-·::· ~.:;:::~:.. ..,: .. ,··:f .. ·11 < ·- :'· •.. · -:.·, ¡¡·1 ___ ,_;·.: . . : :::-.. ·.:<_,~ ;':·-~·.:·····,-:·.<-.:~::_,.-;·· .. !·.-·'':··.-; .. "l._'··._,- .. _~·· .. _ ·. 

'proteínas;. en':losgeles•pal"e(;í~J1aber n~tárdatnienfo','pero nc?;,se~'o~.seryaba'.:ni~·gu11a banda 

es pecüica. • deblcta·· .• ~::q·~t~~1i·:·~~~ro;;~ú1§;~V~~ÍMa~~n'i~;;~~··/~;n~;f{~~'..~K··ef ~~g~Í'!. (datos ··.110 

presentados).· No. rúe ·.tta~ti{qi.1e.la·Co11~enfradól1'deÍ gel se 'redujo a•4%que se' ~btuvieron 
::·;_: :·>> ".-,'.-~': ·. 

resultados not~bles.: .•. 

En el . primer 
,'..-· ···: '~ . ' . ' . ; ·;-: 

proteína . utili~ancioXbon~efltraciohes' cr~Cientes/de i1l1.S •••··protefuas RrnrRoi.y. RmrR06. 

So lamente· para':~1 ·'c~j~:·~~·.'1~,i~bleú~~ siJl . óol:;de' ~istidinas •se . ha enco n tracto. señal de 
' ...... ,-.! ""'" ,.-- ~,- ,;.-: 

retardamient'o. ~is~re~~ft~~ó~·/111~isfrán q~e'1a'proteína RmrR06 (purificada sin 'cola de· 

hi,.id;nn') ' ' ~~i:~:i~:~i&~~~1~~¡~~~~¡¡ •¿{i~, ~º"" de re,i,.encia m.~~i;pi• de 

Rhizabium .. eilif:y ·¡foi:(lo·:\fanto pueaé:'estar iÍlvolucrada en . su regulació~ ... Lk 6osible · · 
... ; . ·-. :.:, ... ·-~-.. :·'.··c.:'.~</';-.:~'. !-~·;~-:\:~ ::,,,.'<\!--<~· ~t->C;·:./·':-~º~¡, _.1:,"_,·. .- _,.. _,, __ .• ~,_::.« '·: .· .. 

explicación '(¡¿;,por.;{¡~~fafa;?rff éi.~~ª·;·t~p· c.~la ;~e histidin.as. ·110. int~fac~~~;~~?r:e,l'PN~ ... 
podría estribar• en el.rnéfodo:Ci<; puriticadóri. Alrenaturalizar una protefria cori histidinas 

• '· ·.'· ' .-· - ' _, ' •."· , •• • ''· ," • e 
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adicionales, cabe' la. posibilidad de 'que., estps aminoácidos hayan interferido en la 

conformación.u.ÓligbmedzaÓióncotrect~de la prÓteína. 
- - r - •· e- .. -' r-,-~,.--c-; ·-- -....-,- ..• --,'"- - --0:0----·, .;~;" -; --~- e.e·, -o._o= _•. _e -· ;;-.='.~ --_• -=O-- ·. ~-

.·•· .. -,.,: . -

.·· .·:,~· .;\:,, 

.··-·,.··h''> -
;o_ .. l 



' . . . 

de Ja protefua c.on el r·~Xen reau~.~d no 6s muy;ir~érie; se~ha.reportad~gue aÍgurms 

veces, .. cuando .. la pf,ot~Wª.~()~*e ;Reg~~~·~1~fa~gi~~;¿~t)i~Ai~~g:fc8!:~.ªi.;i.~ª ~ª!~~~~pr~1~ipaJ 
. que. es la más •.¡ri'r6h~~:;:~iíhd~ ;~,~~~¡~~ri~ia~·~J~ ?~¡;~:':fuá~ ciéBií6~; <Lanie1. ·~t~at;, . 2oci 1 ). 

· P•m e onoee;• ¿~~~~;1i,~,i~~ff ¡¿~&~,~~J;;i·d~.'a p,ó\~0~·,~w·¡;Mf i ~ iécrr,· q~é 
ccl'nrormacióri Üeríkcií~C pr~foína, cuando se tlne al cDN1(\e JéJdr}a ·c¡{1e" hacer la 

, -·.-:/~:'._~-/:{~~:: .. ~~~ , _· .. -~,:_:_:·:o· .; ;~-:-

El segundo,; ~nsayo de reta;damiento se' llevÓ a cabo. para demostrar que Ja 

interaccióndeJapr~t~~u1 ~s esp~cífica a ~n sitio. con¿rét~ ,del' p~A,·;es decfr,. que nuestra 
,~·::~:·· ." ~ •. ."/·'.~ - ·,,~_,, ,: _,: '-1-. ·.·~· ,,, 

proteína no s~ p¿g~\:·ll1<lil~ie~i61~e·nt,e a:Ctia1qúierregiók<lé1 oNf\. p'br,~sta· razónse •.. han 

heehº ... ~~··&~'..~d~~~~~~~ªtt1i~~~~J~,:;~~~1~~~1~Tit~~Jf ¡'[8~~Vlii·:\~0•)Ano. 
marcado), la pnmera,'foe¡una'reg16n'..de aproxunadamente-300. pb que abarca al gen nifD 

· ._:.,: ~-: ... '. -. :. :,~_.;:~?h~_~?~:'.<· .. :.·;~~Íft~t)~~~X~-~.~;{~~~~t~:~:·~~(;;~t:(-~;~.(· :~~:u-~·.i·~~~'.l}~:~:),/~.~'.{·~_.'.;i~\~~:.~:!:¡·~;:n/:,~~~~y~·~·:~.~~'~/ ·<.~~;~:- ·/:i:~::! :_. ·<< .. ·.~: ;;·.:.:.:'· -.,.,~ :';,.. · .. ;: :'_ 
de R. etli,.la.segün.~a'.fúe· .. 1aregi6n ..• inte~génicade•.Ios:gé;n.es•rlnrA·y···nnrRr Sóló,cuando' se 

Upliea un :~~l~~ii~t~l~~1Wt~~~~~~~f fü!;~f:il~~,%~!{ti!!:·)~f ¡1~:de · ia . 
protefua. poh el\ DNAi.marcado;)"de.mO~trando.~;qu,e RmrR~~e· Uf!e{específicámente a. l.a 

región. mtergémca. dermrAy .. . · rmrR:/.Algo:;,notable•''.del; ex,pe~11nénto}de;; co.mpetencia 

contra el gen···rinrR, es.·el • hecho.·de é:¡mf si':~~t~'.:no~ccjmpg~J¡:i,9r{e~'pég8.,~é)L9e.'.';laprofoína 
· · · -- · · · · · · · · , · - -·.. . .. -, -:·:r .: / './_·:.,.-) :·: __ ~'{;\¡.::(1~f::id~:;?:.~{~'gtf~&ct~~t1f:1J~}-~~~~~:1¡~;(~f~~~s~.g~.:~ti:~r'.!Ht~~#i/~~~, ~~l;::.l<<---/:'· 

descartá. la•;pr~lmbilid~d de que la protefuá regule ali gen{ úriiénd6se?áliSitiO~dedniciói de' 
·. '·•··· ... ····•··· . ·. . . .. •·· ..•...... : ... ··:·.( H0'ff ifi~. 1::i:>;;t;;t:~:·b:tÍ:~;t[W:···,~x,t·H,t:t~%~ff;,.:¡'.:~~ ;:s{,·:·'.:.·· .. 

tradu~ciÓn de este o que el operador.se'encuenfre sóbrelápádo''con;•el g'en:;esfrüctúral 

rmrR; este .resultado· delimita 1n'ás ·.a ·1a:r~~i~~::~~t~;~:é~,i~a!11J~~~~r·.;füib'.!1~~.~~~~c~ de 
'\• . : ':'' .. · _. 1: ... i ' ,, . 

"' ,-: :·::::·::_:_·,: ., '.· '_.:; 
;" . J_ 

inducir la e~presiÓri d~ gen~~ :de' r~si~tencia múÍtiplci; Cl~ro Clls~ ha skid des~rito. para A. 
;, ' :;" " ,. . :· .. : .,"- .'-'· ·:·.,. ,,·,-: '.: <· " ' " '.. . . ':'.· ' : '. : 





'·' ,' .· ,- , - . ··, ·- ··:- _; 

»'. ,. . ' .. - · :· 

bien la inducciÓl1 de·, los' genes este mediad~' por fit~ale)(Í11as; l~' expiesión de algunas 

bombas de~extr_usión' se' p;esenta' cuando el. su~trato 'que,necesit~ ~er- ellininado 'es el que 
-- -- - ' ,_-- -·--.- _ •• ,_-_--_ ----~-'---.-.--·-·-·- ·--·.------·-· ,· ,,.-·· .· '. '-~-- :: • L.~-·- •· __ 

se pega a la proteína reguladora como justamente s:1cede ~o.nla proteínáTet~.: 

Un experimento postt:dor~en el_cual ·.el competidor del DNÁpor la proteína es el 
; .-,-,,·:- - •. ·.<---,_:o-,,. ---~7 --, -_---------~; -o.---·o;;--c_-c,-<-=-- ·--=,.·'-- ·-,·-c-.-.;.'o•-_,--~---__ --·,_ ,·~·--

-r.-•-

exudado •ptiroobfo~icto•ae,rfüz.~e frijol.muestra que la· prÓtem¡i és capaz de perder su 
- ._, '·.":,.·,.:_:-· 

afinid~d pbr er[)NA:'si '.la' concieiltdció11 del· exudado' s~ i~crerrÍ.entÍl:. De ~sta manera se 
,':·: .. ,~ :·.·,".' 0 "<·::.-·,";--~,'::.,-, ..• c:--, :.,';' ::.:;;;·:--'e ¡·:'. -- · ····;~ .. ·_;.:.·_1 .,-.~.' .• .-,:.:.-·.·'..:,~.··:,_·:: •. ':·,::;::_·, •• -.-, ."""-... :-7 .. : 

afirma que el .. c61~~~{~~i() 6:6o•fafa1J~i-oi qtlept1ed~IÍ 18ttlar Jb~i)11du·~~bri~cie lo~· genes 

rmrA, rmrB y rmrR .son j~~~~~(}s:dda ;aíZdel fdj~L· 
' ·-- .;. - :.·.· >: . . ' . ·-· . .. 

.·'. :_ .. ,.... -. . .. -.: ... ' - . . 
' . ' . . 

La región varfáble ·~e' las proteínas de la famiiia TetRdetermina su unión al 
. '" ,'J·: 

sustrato, la prcitemri; R.!ri;~ é~tá ~form~cla ,pcir 4' hélic~~-• ct9nct~ las :hélic_es_. _1 y 3 
:~.'- :._·:'~ ._::: .. -: .:_·~,:~.\:~·:-.'I:~~?:\~;'.{·>,>~;.: : . .. /,;,~_; .. .-_}.::.:;.<~-}~;.>\.:.· '. '::\.':~·~:-:;· ,'.-~·/:· .-.. _;;·!_;_'.' ... :':>:~·~·'<,' }{/.-:. :._:>._._ ::\{.· .. :·:-·' {.:, ,-._.->:;; :::·::·· :·'·:.:,. : 

conformarían el inolivo::cie-Únión.al;DNAHTH; Probábleínente"'la'cuarta,hélicé·(1ahélicc 

.;::::,'r"~,t~l~~l{f t~l/~itl1\~1~~1if lt~¡(~Í~;i¡c;·. · · 
de .. RmrR'deJ?hiz()bl Uln etlt_:_cabe Ja: pgs1qj}jdad _de,_que esta;pro:teíria peqtieñai;forme otr.o 

''Pº. de;p~~~~tWit!t{~f ~;~;~~~~1f i~~;f ;~~lli!~it~1~~~!;i~1qp,~ 
co nformeri; de: alguna)11an~ril: PélrA,; p~gár:~el Sis~rat~J. t?,,sta:ideá'fse · apo Y<l yri ;~l.· liécho, .·de. 

. -·-:·· ·,_ ·, >·; .: :: _·.;··;.'~;:i:f>:;~!.'. --~'.·J0,~{'~~:~1r~tfr\~~-~1:~t ::-~'..}~}-éiN)/.~:~:,~~,~::~'.;~r~~~ ~;-~~"< ·.~:~:t>:,::,\~ .·; .. ; ·~· :\>\.~--:0~;~~-;.~ -'.:}Y~~,:, :~\-.. 1: ":-: !:_·_'.>.-· . :-': ~.r ,._ \ '. :. : ~ , ·: ·, _<'..: ~ . , 
que·.1a proteíriaQacRfal'se~;n1uy::·péqueñ~a,se.confor111aa_inarieradetetrámero para su 

oni~n ,,q~(í~é~~~~~'~'.'_: .. _ .. :.:.r .. :.•_ .• _:·.;º-i:.,~.-.'.· ... ;.· __ ._:2_',,_'.:_,_~_, .• _-.·.\:·.·.,_-.·_:····-.·:::: .• • .•. ·.:.,:., .• ,:_:_ •• _ •. ~.,_:.•_:_·t' . •' .. ··· .. ·· .. ' > .. ·. . 
·l • •·.·;. :::_~L::;·~:-'.--'.~·~~;:~t~!~:-:-":.~;S-; _ _, 
·., . -':\~ ~;. -; ·;-;· , :-,·r·1c:-·-~ ·· · -- .. ···:---::--. -~:;:;·~·-

Lá P~I~~;~¡¡~)¡Nt~~~~~i;~~l'Jg;;t~;esi~~ ~émoliVo .. HTH ~l~enlo 
conservado eritred~~: p_roteínas<de": la;:rarnilia".fetR; se. hán encontrado otras proteínas 

semejantes a ~Í~~~¡;;~~~t,~~i!~~~f¡'~t~~·:.¡¡~'~;~~~: ~~ ~esorhizobium loti (Númern de 
·<-f ·~::·_.):'/,lo• -'.:-./'_:·,·;,;·.·, >. 
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acceso NP _1.0560 i~';qu~··h,a sidb deno111inado c6J110 probablb regula~o~t~a:nsc~ipcional 
de . !u famiHa;!étR'.)1 y'.;·~f11~j·hiz.~biu11.1j~elil~!{ :~M~~8~~~;~~~-s_: p~~~.~~~~~.~~Y:;Ú~:.e.~i~~encia 
de pr6teínas :trd;1s~c5~ta~g;~;,:~¿· ~é~l~~e1~~ii'1hó)ti¡)i6i~¿ri es~116ia1 :~;~ ~ie~t1~bÍecti~iénto· de 

üna··· simbioJl~ '6teJ~~~·;.gi~f:";:••• ~1.1rii~·;t:spe~ej~;Y:~ior.'ta~í6\~~~·~1···· .~ec~nlsmo. de 
.. , .. _.,, .. _, ,,. · .. _,:;· 

-regulación•. por~ prcite0as ''de:la fa,1l1iÍi~TetR-A~rJ:l.~e ~ e~c1.1entre 'a,mpli~n:ll?n_t~ distr_ibuido 

en bacteriasrizobiáceas. 
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APÉNDICE 

Dcrosrorilaci6n. 

Se agrega al plásmido digerido 0.5 µI de Fosfatasa alcalina. 

-Incubación a 37º C durant~ 301llfuuios. 
. _· ,· ... _:_ . . ::;;,-

-Incubación a 52º Cdu~lin't~ 3o 1llmutos . . . ,. . .;_' . , 

-Se añad~ EGTA P.~ 8.b ~ ¡11~a~c~nce~tración final de 20 ~M (de una solución stock de 

250 mM). 

-Incubación por 20 ininutos a 65º C. 

Li1rnción: 

- En un tubo se.pone el fragmento de DNA de 357 pb digerido con Ndel y Bamm (4µ1) 
' . . 

-Se agrega el plásmido. pET16b digerido con las enzimas Ndel y BamHI y defosforilado 

(8 µl). 

-Incubación a 65º C dÚ1'ante 5 minutos. 
. . 

' ~ - ' .·"'. 

-Se agrega.bu((er 'd~ ~gaia· (de una solución stock concentrado al IOX) a una 

concentraéfoh :i~~~ld6;ix. 
·:. .·· ,. 

-Se agr~ga °la ~n~i~~ o}-J·kli~asa ( 1 µl con una concentración de l U/µl ) 
'- ::- ,_:o:·'.~, - - !< 

e El volúmen finhi cÍ~ l~~é~·6cióri es·de20.µl.· . 
. \_ . ' . . .~ (·' ". .· ,. ' . : . - . 

-Incubación~ 16º c::todaJa noche. 
¡ . . - . 

TransformaCión: · 

El producto de la ligación se transformó en células competentes E. coli DH5a. de la 

siguiente manera: 
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-Se pusieron, 10~1 · d~l P!~cti:cto d~ ligación en 200 µl de células competentes E. coli 

DH5u. 
·-~·,~~-~·;-=·:' . ·-· ~-- ;·- - .· ·. -~ ~~:-- ,- _,-,~~---

611 hi~lo tÍli~~di~3óitiihutos. - Incubación 
- . :.:.,-·:·> ,-:~:'<¡~~~·\· ...... ~~·:·: - ::, :;:·.:: 

-Se hiZO ,¡; é~ci$.~~i.~~~j~~(ª~f~:t~~tni{d0i ~inüto, e ll\mediatamento se P"ó a 

. :·:~.g'°g~,~~'.'¡~'~!~i1~~~~~~~Sf ;i[i,;~"~cLa>*· 
-Incubación ri' 37°, C'eri J~Tt~¿¡¿¡-¡ cia~~rit6 i 't16r~ 30 1ninutos. 

·. .·... , __ : ··- \"'' -: , ··, ,·,,·.-~.' :/.:,e_.-.<:.-'.•.;.: .. J.\;,:~~- ·'-·~ . .''.···:-~.:, '· <:;:~·:'.-'. ·::< ··. : , . , 

-El cultivo obteriido' s~ plaq1.it:!ó 'en f<\iasº de. inedia Luria-Bertani con el antibiótico 

carberiicilina ccb) c1ooµg11l11, concentradón final). 

* Medio Ll.lria Bertani: 
Para 1 litro. 
- Peptonade caseína 
-Extracto de:levadüra· 
-NaCI 

_ 10 g. 
5 g. 
10 g. 

Para medfo s'ólidó".se ~fiade~ 15 g. de agar por litro. 

-·."'·· .. · .. 
. i---\·-, ·,c. ,-~·.:_::- '·,. ~ 

-Resupénd~i;/irki11~t>e~i1pO µLde la solución t ( 50 mM de glucosa, 25 mM Tris HCI 
_ < ~---. ~: :~)'~::::.' ,-r~:~~~~~;i~~v~~·~-~~~~:{::~-~'f.:f::Z.'.?c~~/ ~·:, ~- ~-~'.-~-,>>> , ___ ~· : · / :: - ·· -_, -

pH8.0; 1JnM,EDTNpH8.0), ;-' ' 

::~:~=~~~r;~~j~Ji~f~~~~J~~\¡~~~~~~~yO. I % a6 SDS) 

-IncubaciÓ;1 ~~l~i~Í~'~_:,_,_u_:~:J1{t~!i:t~ilí'tlt6S:' /T ·.{e,,;.· 
."'~·::.·_: ":-::.:~~·>-:: • ';;-•e,··,, •;: '?"1/ ~-

~se añade11.f5ó,>~l,d~ 1a:~oli1~i6~ ÚI(5Mde acetal~d~ Potasio y 10 % de ácido acético 

glacial). 

-Incubación por 10 minutos en hielo .. 
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.,,. ' ·, 

-Centrifugaei6n.a):'+P09ÍP!UPºr IQ minutos. 

-Recuperar el ~obrenida~~h 6n un tubo nuevo. 
-- - - . - -- .:.."_ ·,-. . ~--:-.~~-~';2'°"-'~~:~;:;.-_;-¡c;--"-,··=. 

-P1'ecipitar el DNÁ'C:bri'cÍ()~~~6'1ó~~~~es de. etanol al 100% . 
. -· . . ,,., ..... ·_:,;.,_. ,::,:,.'~ .. ~-- '..>·:¡-.:.:'~,,. .... ~"--·'·, '• . 

-Incubación P:()~ dÜs·~f (1·~~?.•.~.~).·-.-.e .• ,-._n-_1 -pt!rat'ur~ ambiente. 
'·i.\. ;'tY ~· .:)::> 

-Centr~ug~r-.2,,füt+:~t~&~i;.~ig~'.9i{P.~;• --

-Rc1n6 Ve~ -'e1 .. ~h i1Fe·11aCiáhlé:\~\: : _~·,·_ :·_.,·:·-

. :~:::1i§'~~~J~[~i~l~tf ;~rr: el ,obmnodante. 
. '- ~ :·: ' ::.:, ~ 

-Dejar se~á; _ ;)'·p~µc;:tr~92:'.~ o::U~1'uto\ atemperatura ambiente. 
-.. : . .-: .. · ::::·/;. f~-~.:· :'~~.,:x·~" '.::,· .. >· .-."'· ... , 

5 M GuanidinaHC:I; 50 rnM T~Í~HCL, pH 8.0, 0.005% Tween 80. 

50 mM Tris HCl-pl-LS.O, 0.005% Ti-reen 80, 2.5 mM glutation reducido, 0.025 mM 

glutation oxidado. 

Buffer 2 ria~~ R.:\~~tlir~liiaciÓn de Proteína: 
":.-·_·<-·::' · .. · :.z '. -~· ~;_,)..- .::.:·:. . '· '~-

·- .;.:~ . ~. 
50mMTris HCl_'pH8:0, 0.4 M arginina, l M guanidina HCl, 0.005% Tween 80, 2 mM 

glutation reducido, 0.02 mM glutation oxidado 
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