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RESUMEN

EL PAPEL DE RmrR EN LA‘ REGULACION DE LOS GENES DE
RESISTENCIA MULTIPLE EN Rhizobium etli.

_En la interaccién Rhizobium-leguminosa, el primer intercambio de sefiales es iniciado
por la planta a través de la exudacién de compuestos orgdnicos como flavonoides,
isiflavonoides o fitoalexinas hacia la rizésfera. Los flavonoides ¢ isoflavonoides inducen
la expresién de genes criticos en el establecimicnto de la simbiosis, las fitoalexinas, en
cambio, constituyen un mecanismo de defensa de la planta en respuesta al estrés y en
muchas ocasiones pueden ser téxicos para las pobleciones bacterianas.

En la bacteria Rhizobium etli (el simbionte del frijol), se han encontrado un conjumode

genes organizados a manera de operdn involucrados en la detoxificacidn de fitoalexinas;

La secuencia de las proteinas es similar a protefnas de extrusién de antibidticos en
bacterias patdgenas. Dichos genes han sido denominados rmrA, rmrB 'y rmrR. Las

protefnas putativas RmrAB son homélogas a proteinas de resistencia miiltiple de Ta
familia. MFS (del inglés major facilitator family). Adyacente al operén y en direccibn
opucsta sc encucntra un gen que codilica para una protefna designada RmrR, homéloga

a proteinas reguladoras de la familia TetR-AcrR. Sc ha encontrado también una
secuencia similar a los factores 6-70 de B. japonicum y E. coli asi como una secuencia
palindrémica entre el 5” de rmrA y rmmrR, es probable que en csta regién se encuentre el
operados de dichos genes. El gen rmrR abarca 357pb y la proteina es de 13 'kDa, csta
protefna. presenta un motivo de unién a DNA hélice-vuelta-hélice . (HTH) con
aminodcidos altamente conservados entre las protefnas de la familia TetR.

Se ha clonado el gen rmrR en E. coli para su sobreexpresién y postenormeme se ha
purificado la protefna RmrR. Por mecdio de ensayos de retardamiento de interaccién
DNA-proteina se ha demostrado in vitro que la protefna. RmrR interactia
especificamente con la regién intergénica de los genes rmrA y rmrR. Se ha determinado
que la afinidad de la protefna por el DNA disminuye bajo concentraciones crecientes de
exudado de frijol. Estos resultados constituyen la primera evidencia de que la proteina
RmrR regula la transcripcién de los genes de resistencia miiltiple uniendose al operador
de los genes rmrA, rmrB y rmrR inhibiendo su transcripcién. Es probable que la planta
en los primeros estadfos de colonizacién reconozca a Rhizobium etli como patdgeno
respondiendo con mecanismos de defensa como las fitoalexinas. El hecho de que la
bacteria sea resistente a la respuesta de la planta podria constinir una ventaja en cuento a
la competencia por hdbitat.,




GENERALIDADES

Los microorganismos son: los- pobladores més’ antiguos-de, la"Tierra.. Su’ tiempo de

~ Simbiosis entre rizobia y leguminosa.

:El modelo mds conocido de . interaccién . entre microorganismo-planta 'es el de la

plantas no” pueden ‘apro'v‘écl:i rl

- ﬁilrégeno (FBN) ¢s’ el

zorhizobium'y -




negativo - fija




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

bcn@]ﬁicri()’:'qi(‘:‘l\Llii‘iCiilGS producidos por la planta; =

Exu;la;di)s‘ de Plantas leguminosas: Flavonoides y Fitoalexinas

o Flavonondes

: El pnmm intercambio dc scna]u. entrela: p];mla y cl Rhuoblum oomlcn _conla;

badsicamente bence ‘cs‘un éter. Los Mavonoides frecucntemente

estdn localizados en vacuolas de'células epidérmicas.

Fig.1 Estructura bdsica de un flavonoide. Los dos anillos en cada extremo se les ha denominado anillo Ay :
B. El anillo B y los tres carbonos del anillo central son derivados de la via del Fenil prop'lnonde. El '1mllo B
A y el oxigeno del anillo central derivan de la acetil CoA (Kirsch, 2001), SO

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

usando como sustrato la fenilalanina o‘la-_vtirosina'derivadas de la via del 4cido shikimico
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Fig. 2 EerucLura general de los factores de nodulacion.

En S meliloti existen. tres protefnas NodD (NodD1, NodD2 y NodD3), Nole y NodD2

Ld aclwdcxén .

son acuvas en presencm del exudado de la plama y. NodD3 en su‘ausencm.

: lulcolma y su posterior unién al} DNA (Yehetal 2002)

"Los ﬂavono:des ddcméS, son capdceﬁ de: mducu otros proce%os Se ha cncommdo que Ta

‘mcubacuin de Azozhzzobtum caulmadam n: prescncm de altas concentracmneq de

i narmgenmd permne su penetramén en célu]asvde l‘dlZ y coﬁa lateral de plamas de mgo -

(Webqter ct ‘11 1998)

Fitoalexinas

c] Rhlzob' mz cs rcconoudo como patégbno

Durante la colonizacién de las leguminosas,

Las plantas,. en condxcxoncs “de estrt,s continuament descncade an: m‘ecamsbm_os; e

dclcnsa, cn cste c'aso ontracl taque. de:bacterias, S, mvcr(lvcbmdos‘y otras

plami{éfAV(B:LVfChanﬁan 2000).:Entre’esto. stdn la respuesta’ localizada como

lefihducbiéxi ‘de‘apoptosis en. el.sitio " de - infecci6n; " 1a ‘degradacién de las enzimas
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inducci6n® de! lisis ¢

de ba_,o_j“pefs’o filmo’léciilai‘{

metab6licas -

e diferentes vias

v ‘D‘Ev‘«biq(j): ~ av'”,‘que

‘riqueza -de’ és

vj,cjmnp}lb. dceae.'y ;Mal\)a‘ce‘avé:‘ hbe

,plmléhui, verde liberan ‘capsidiol;icl

casos. en-1os cual

ejemplo, la bacter




togeno (Ro gus ;1996): La- fra "ﬁ'in;l

“fitoanticipina (fitoalexinas - involucra

T disipaC_ié_i,‘" dcl ’:pb‘ién(':i 1

‘la’ bacteria

i ‘2(");(‘)bi)b;;En' hongos’

a locahzamén dc*xioSﬂ_ﬁ]‘améﬁtdi

nas pueden ser téxicas, algunas.son c:

de. colonizar las . plantas ‘aGi I stos: compucstos, csto ¢

presentan mecanismos’d

1




afitoalexinas.

geno_ de papa:Gibe e‘lla;pic;liéari.s-!er]:

- Las bombas ‘de extrusién son el mecanismo mds comun de- resistencia'a tetraciclina en .

varias especies de bacterias. Algunas bombas simples: plasmdtica’y -~

“ sustrato (molécu

un canal formado_por

bombas de. resistenia

-~ evolucionado de forma distinta (Lewis, 1994). -
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Tabla 1, Familias de proteinas de resistencia multipe a drogas "y sus transportadores, ‘Abreviaturas: EB: .
bromuro “de etidio, AC: acriflavina, CP: Cloranfenicol, CCCP, carbonil cianid sm-clorofenilhidrazona, .. .

CV:cristal violeta, NA: dcido nalidixico, QA:compucsios amino cuaternarios,

. | nodutation - d
family) 77

Familla -~ s e e e
v Transportadores Organismo Sustrato Caracterfsticas
MFS -, QacA - Escherichia coli. - élprhéi(ldin_a;;;BE, QA |usan motivos  protonados. " 12-14
S EmiB B D O B R Segmentos fransmembranales
‘| Thiolactomicina, :
B ; | naccce
{Major . - facilitator | : . )
- | superfamil o i
pet .'y) Ber . 0 -
- Bmr - Bacillus sublilis
S i - EB,AC,QA,FQ,R6G,
phroﬁ_‘llcina
NorA '
Sfaphyiocochs i i
aureus. - ki £8,AC,QA,FQ,puromicina
SMA 'Slahhylaéocdlis aureus Protelnas que se expanden en la
S ) mgmbrana y apareniemente forman
(Smali" " 'multidrug E; AQ.VC, TPP. cligémeros.
| resistance) el )
B EmrE.
P Casi todos los miembros de esta familia
RND estan involucrados en la secrecién o
S excrecion de multiples ligandos 12
. (Résislance segmentos fransmembranales,

MFP .

{Mambrane
: ‘proleins)

ABC:

| cate

kP‘-élyycoprotel‘n

Las glicoproteinas-P tienen la habilidad
de exportar muchos agentes anticancer,

~p o
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Regulacion de bombas de resistencia maltiple por proteinas de la familia TetR-
AcrR.

La similitud funcional entre los sistemas de las bombas de resistencia muiltiple en

onocido' y estudiado de regulacién de bombas de resistencia miltiplc es -

or la protefna TetR - 8

[ TRSIS Cov
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-35 -10

—————
[ tetoy I - tetO2 [
[ S L
<+ > <« - <
tetR tetA
o —
-10 =35

Figura 3. Organizacion del operdn de resistencia a tetraciclina, Las flechas indican la direccidn de la
transcripcion de los genes tetA y rerR. Las regiones tetOl y tetO2 son  secuencias palindréomicas. - Las
regiones de unién de la RNA polimerasa se indican con lineas gruesas enumeradas como -10 0-35,

La proteina TetR es un homodimero (TetR)2 con dos mondmeros idénticos, donde cada

~uno cxt‘i (oxmado pm 10 a-h ‘ ‘al-al0y al ’-al()’. La molécu]a eéui.dividida en dos

vc_lominios,”- el ‘de:unién:al ' DNA ‘en‘el extremo ;amino ermmal y un’ domuuolregulatono‘

‘ »,h11eracc1611‘mvolucr la formacién e_un‘-"u’mel" 'entre ]as hélices a.'4, o 47, d’ 8 a 8 y a

9, a 9 de esta manera ld protema reduce su atmldad por los ope adores
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l tetraciclina . - R :

‘ Mg+ -
\ 2

[MéTc]{

Figura 4, Mecanismo de resistencia a tetraciclina,. TetR se pega a los operadores opOl -y op02
impidiendo la transcripcién de tetA, Cuando hay difusién de tetraciclina  a través de la célula, de forma - . -
¢l complejo [Mg Tcl+ y la proteina se despega de los opemdores. es entonces cuando se u"mscnben los L
genes tetR ytetA : : o

Existe otra prolema, QacR que regula negatlvament

{:-laf.ex;‘)résién’ de-la bomba de

r-simple,-cada uno

La transcripcién -de”cada: gen' ¢

sobrclapado por

sitios’ potenciales’ de unién cstos sitios estdn designados
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it iple EmrK y EmrA de Escherichia
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= la cadend com

-reguladoras

hélice-vuelt

e Rhizobium multiresistance) 'y al que

e gné rmrR (ORFR) (

se encontré ina secuencia similar a la del factor:
rmrA_y rmrB estd sobrepuesto al:

Entre ¢l -10 del ope

' ycl-lOdeloperad de'rmrA existe.un region palindrémica.
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TnSB30

-35 -10
. L . rmrAB
- ——— !
—_ +—
operador! B ¢
-10 -35

miR

Figura 5. Organizacion de los gen mu.nua muluplc. en R. etli. Las flechas indican la dlrLCCléll d(. v
transcripeion de los genes rmr Ay rmrREL proh.xhlc. operador ¢s una_ secuencia palindromica;’ Las
regiones de unién - de la'RNA" pollm(.rasa se indican con lmc‘\s gruesas enumeradas como - 10 035 -

(secuencias homélog,as a lm d(.l f'lClOl‘ a-70 db Bjaponlcmn)

HIPOTESIS -
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A B
Q=" ="

R.etli. Cuando el gehe rmrR se

sistencia multiple 1i. Cuand ¢
mpide la transcripcion de:rmrA,

Figura 6 Propuésta de regulacion’ ‘  mult
i6n palindrémica’

. traduce en la protefna RmrR% éste

otras; asf como' la posibilidad de usar.como nicho ecaldgico a la planta.’
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RmrAB

B rmrA . B
D —

rmrR

llavor@de
o0

Figura 7. Propuesta de expresion de los genes de resistencia multiple en R, erfi. Cuando el ﬂaVononde

entra a la celula, se pega al complejo [operador-RmrR] y la protefna con el flavonoide se dcspeg'm ‘del ..

operador, Es entonces cuando los genes de resistencia se transcriben.

TEAIS CON
FALLA DE ORIGEN

21



OBJ ET]VO

;En csu, Lrab‘uo sc estudml il m vm 0 si ]‘1 prmcum Rme se pcgd a ld rcyon pmmolou dp.,

MATERIALES Y METODOS.

.- Clonacién del gen rmrR

1.1.-Plasmidos v cepas

1.1.1.-_Plismidos: El sistema pET.

Para clonar el ;,t.n rmrR se usaron pldQITlldOQ dcl upo pET (Tabla 2) Estos plasmldos sc..

Posteriorme

22
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umén del represo: Jacien’ este sitio dlsmmuye'la ranscnpmén’d la T

En este. c,a.so existe ‘cierto” grado nscripciot

'ihdu"cidov’s cdn IVPTG'(Mv_i"eriendoyrf‘et'al, 1994). -

‘Tabla 2.- Plz‘xsmldos uuhzados pam la clonacxén del gen rer

Plasmldo _» Caracterfstlcas

- pET16b PromotorT7 Vreslstenciaa carbenicmna (Cb), expreslén de hlstldmas en extremo amlno termmal

‘PETQ‘?,’"“

stencla a kanamlclna (Kn)

dermiR .

Af, Referencia

RS Segowa et al 1993

S ! Romero, 2000
. E. CO/I DH5G - ""k"Cepa receptora '
E CO/I BL21DE3(pLysS) "Cep‘a receptora. Resistencia a cloranfenicol

(Cm), plasmido pLysS, MDE3)

23
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1.2.-Amplificacién del gen

Sc aislo DNA mml de la cepa CFN42 uulmando cl kn ”Quantum Prop Aqua Puu,‘

genomic DNA kit” (Boehrm;,er) Se dmenaron oh;,onucleéudos alos quc se leq

insertaron sitios de restrlcmén para las’ e" im NdeI n el extlemo 5‘ Y. BamHI en el‘ S

~extremo 3' (Tabla3) Se’ amphﬁcé un fragmento de 357 pb que mcluye a‘'rmrR usando la

enzima: Pwa pohmeras atura. de fu516n del 2°C y e extensxén

‘ de72°C k

L l.nhla 4 Secuencna de ohgonucleéudos dxsemdos pa:a l'1 amph{‘ Ondel gén rmrR

Secuencia (5'-3) :
- _F»Ndel N GGAATACATATGGTCCAAAATCACAAAATCG  -

. BamHl B AAAGGATCCTCACTGTGATCGTGTCGAGAG ‘

1.3.-Clonacién en pET16b

1.3.1.-Ligacién.

El pldsmido pET16b y el producto de PCR: fueron digeridos con' las enzmmsNder

BamHI. El pldsmido fue.defosforila

24




1.3.2, Translormamén

R : 7E] pmduclo de la hgauén sc usé para lranqlormar a E. call DH5a (Apéndlce) El cultivo

obtcmdozrge;plaqueé(\“en;cqlasde medio LB (Apéndice) .con el antibitico carbemc;lma

(Cb) (100 pg/ml, concentracién final)

o n 3 3 Amlamlento de plismidos

Las colomas obtenidas se inocularon en medl ;

’quidb_ LB :(a‘p_éhdkiée)v "qozﬁ_cib (a una
concentracién final de 100 pg/ml), se dg:_]ar : od :

medio de centrifugacién se ‘obt‘u'vjcr,qnllas, pastillc

por medio del método :

el plismido pLﬁVOB

- 1.3.4.-Digestié

1€ el tragmento NdeI BamHI se. haya msertado en el plésmldo

pET16b se hxzo una dxgesuén utilizando Ia enzxma SphI esta enmma corta una vez tamo :

al gen unrR como al pldsmido, si el gen se mserté se. espera un iragmento de,668=pb

1.4.-Clonacién en pET 9a
Se hizo digestién de los pldsmidos. pET
correspondiente a mmrR) con la cnz

defosforilado con la enzis

obtenidos se. Hinpiai' todd la noche E

trz_msfor‘m‘évr_éin, en lacas con LB, Kn (50 pg/ml concentracion -

'vqt_le el plzismldo pET16b (remstﬁme a;,Cb)v S,e'v";,




~ligara a pET9a(r31sLenL

obtenida en dos placas: una de medio LB con los antibioticos Cb y Kn y la otra con LBy

Kn; se eligieron las colonias resistentes’ s6lo ‘a Kn;-

_medio de minipreps alcalin

hicieron digestiones con las enzimias Xbal'y EcoRI esperando obtener un fragmento de

945 pb Al plismido resultante se le llamé pLRVOG‘

2.- Expresion de la proteina RmrR

2.1.-Transformacién
Los plismidos aislados por lisis alcalina se usaron para transformar a la cépa E. coli
BL21(DE3) (pLysS). De esta manera se obtuvieron las cepas BL21DE3 (plysS)pLRV03

y BL2I(DE3} (plysS)pLRVO06.

2.2.-Induccion de proteina.

Para sobreexpresar las protefnas se estriaron_las‘cepa‘sﬁBL_Z_ly(]jE:i)"( '1y$S) LRV03 Yy

respectivamente .

BL21(DE3) (pLysS)pLRVO6 en cajas c{ovnrva;;'_. Cb, Cm 'y LB, Kn, Cr
dejando en incubacién a 37°C toda Ia o
‘ml de LB, Cb(lOOp ),
dos ho_'r\a‘sl 4

“inocularon co




, tomaron los culuvos y se centrdugdron a. 140

de 50 mM TI‘lS HCl 01 M KCl pH 6

pohacrxlamlda al 15% con SDS 0.1% (apénd ). con”azul de

COO masxe

2.3.-Obtencion de extracto crudo

Para la obtencién del extracto crudo sc emplearon dos métodos. En el prvhﬁevro‘,lse‘usé la-

b pohacrﬂamlda al '15% con SDS 0.1%-

'coomasm.

3.- Purificacion de proteina RmrR

3.1.- Solubilizacién de proteinas

3.1.1.- Desnaturalizacién

Sc hicieron tres lavados del extracto crudo con Trn HCl SOmM pH 8 0 y Tween 8() al’

0.005% (apendlce) Se solublhmron los cuerpoq dc mclususf en: 5m1 dcl butter 5M

Guanidina HCI, sbome Tris HCI, pH8.0, 0.005
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: noche Al dfa sxguxem se emrxtugé abl4000 rpm pam qunar los restos de protefna no

solublc y se rucuperé cl sobrenadam@ it

- 3.2.-Renaturalizacién

Se midié la DO a 280 nm, se qii}’sté'_1a‘d}cins:idiadi‘6ptiré a aproximadamente ,Q,S'giti]iiyéhdd

conu,mrauén de 0.05% Agrcz,ando ,260;1] d

3.3.-Dialisis

La muestra con la proteina se puso dentro d membran de’ dx«ihsxs (SIGMA hm1te»'

de exclusién de 12,000kDa) prev1amente esterlhzada:(hn‘wendo en, agua tI‘ldeSlﬂdddV : La_f‘

membrana se puso dentro de. un vas” cc
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3.4.-Concentracion de Proteinas

Las protefnas se concentraron 1/10 con respeclo de su volumen mlcml usando

10 OOO MWCO (moleculax welghL

memebranas Amicén (centriplus, 15 mi) co‘n’fpgr,otd
cut out) El producto se analizé en un‘geyl 'dct‘, po f'" 1da,a1 15% con SDS 0 1% ,

(apéndice). Las proteinas se tifieron con nitrato de plata.
3.5.-Cuantificacién de proteinas
Las protefnas se cuantificaron en espectrofotémetro a‘unaDO de 750 nm por el método

de Dulley and Grieve (Dulley and Grieve,1975), Previalnel1le sc hizo una cur'\)uf patrén”

con la protefna BSA (Bovine Serum Albumine).

4.- Ensayos de Retardamiento

4.1.- Marcaje de oligos : Kinacién

Se disefiaron oligos para amplificar la reg16n mtergémca de los genes rer y~rmrA que,

abarca 197 pb y que comprende la zona donde se encuentran los probables operadores de‘ :

estos genes -(Ta

Lowerpimer . TGCGTTGTTGTTCAGAGCCT
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‘Se marcé ,ei:lﬂo‘ligro upper en su. extremo 5’ con

: ;Polinu'cleélvido Kihasa (GleO) (Ver apéndlce), se‘ mcu

postcrlormcme se detuvo la reaccién incubando a 65°C por 10 mmutm

4.2.- Amplificacion de la regién del operador

Se amplificéd la regién intergénica de 197 pb usando la enzima Tag polimerasa a una

temperatura de fusién de 60°C.

4.3.- Limpieza de DNA
Para limpiar el producto de DNA se hizo pder por columnas (Cemrlsep) con Sephadex

G-50 (a 3000 rpm durante 4 minutos) previamente eqm]lbrdda con agua

4.4.- Ensayos de interaccion DNA-Proteina

Estos ensayos tienen el principio de que las proteinas de acpérdd a'sus-caracteristicas de
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_ Para ‘estos ensayos

~con [?P]) con'o.

Ly s'elisveévé‘ a 80°C durante 30 minutos. El gel se puso 'h‘exp'oﬁ‘cr sobre una placa de ‘raﬁlos‘ _

X en un cassette de autoradiografia.

4.4.1.- Ensayos de retardamiento con proteina pura

Se hicieron 10 reacciones en las que sc usé DNA de 197 pb marcado cpnl[é?l_’»], ﬁroléf11éi

de DNA sin vningupa_pfote‘fpa,_ en la se’gu‘hdab se méubéi’D“l’\IA BSA,

tercera V‘el".Dl:\vij u

'scc'a“dqfdel‘ gelson las que se indican en el punto 4.4.

4.1.2.- Ensavos de competencia con proteina pura y controles de DNA no marcados.

Para demostrar que la interaccién de la proteina con el DNA es especifica, se hizo el
siguiente experimento: Se utilizé DNA de 197 pb marcado con [**P] en la misma

concentracién que el experimento anterior, la proteina RmrR0O6 y dos controles de DNA,

31




: punto 4 4 Este expenmento se repmé con el DNA de 197 pb (regién mtergémca) no

marcado como competidor, en lugar de nifD.

4.5.-Ensavos de retardamiento con exudados de raiz de frijol

Sc hicicron tres experimentos. En cl primero se utilizé ¢l DNA corrcspondicmc: ala




en la sexta la dilucién

En todaslas reacciones ademds se'agregd CaCly’

TESIS CON
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_ RESULTADOS

Clonacnon de rer

Se amphﬁc(’) una regién de 357 pb correspondlente al Agen‘ er, paraserclonadaenlos '

"EcoRl, con las cuales se esperaba’u

inserto (Fig. 8B).

Fig. 8.- A.- Digestién de los pldsmidos pET16b con el gen rmrR insertado. Los plasmidos’ fueron

digeridos co la enzima Sphl a 37° C obteniendo unos {ragmentos de 668 pb y 5 kb. La flecha indica'la-"

banda de 668pb. B.- Digestién de los pldsmidos pET9a con el gen rmrR insertado. Los pldsmidos’ fueron :
cortados con las enzimas EcoRI y Xbal a 37° C obtum.ndo Irdgmcmos de 945 pb y '1pr0x 4, 3 kb L'\q
tlechas indican las bandas de¢ 945 pb. ) : . 5 o .

TRSIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Los plkiémiddi p

pLysS para ‘hacer'la‘expresién’de'la proteum, de esm manera se obtuvieron las’ cepas quc

se descrlben en la Tabla 5 :

- ‘Tgbla;“.i.v- Cepas obtenidas despuss de la clonacion de rmrR en los plsmidos pET

' Cepa - Caracteristicas
' BL21(DE3)pLysD pLRVO3 pPET16b, 10histidinas, rmirA, Cb, Cm.
BL21(DE3)pLysD pLRV06 pET9a, rmrR, Kn,Cm.

Expresion de proteina

La cxpresién fue, como se mdlc.l enla mctodo]ogm con 100 uM de _lPTG a 37"C s

‘terminal.,

e

RS COV
| FALLA DE CRIGEN
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. Fig.9-Expresién de proteinas a partir de las cepas BL21 (DE3) pLysS pLRVO03 y BL21 (DE3) pLysS -.
pLRVO06. Carrriles 1 y 5: Control negativo pTB5116 que expresa una protefna de 27 kDa (Nod G de S.
meliloti sp N, 33). Carril 2: BL21 (DE3) pLysS pLRVO03 (cepa que expresa RmrR con cola de histidinas).
Carril 4: BL21 (DE3) pLysS pLRVO06 (cepa que expresa RmrR sin cola de lnsudmas) Caml 3 Marcador
de peso molecular, . . :

El extracto crudo se separ6 en dos fracciones: -una fraccién no soluble (pellet) 'y una . -

(incfigucidzis’ a:partir. de'los ;vectores: pET) ‘s¢ concentran: précticamente ‘en'la fraccién'no. . -
estas. (Fig.10) -
Fig.10.-Extracto crudo de las protefnas rmrR sobreexpresadas, Carril 1: pellet del control pTB5116, Carril

2: sobrenadante del control pTB5116, Carril 3: Marcador de peso molecular, Carril 4: Sobrenadante de
pLRVO06, Carril 5: Pellet de pLRV06, Carril 6: Sobrenadante de pLRVO03, Carril 7: pellet de pLRVO03,

36 “TRSIS CON
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fraccién  soluble (sobrenadante).” Podemos observar: que las- protefnas’ sobreproducidas '



Al inicio délrproyectots- bia planteado que’ la prot e purificar or medio
~de 'Lllia"', co ur
 BL21(DE3)pLy;

~tener suficict

Proteina
RmrR

. Fig.11.-Gel de poliacrilamida al 15% con SDS 0.1% que muestra el extracto crudo de la protefna Rer R
con cola de histidinas después de ser inducido con diferentes concentraciones de IPTG, Carril 1; marcador_‘_-'

de peso molecular. Carril 2: Induccién sin IPTG, Carril 3: Pellet RmrR03 con 0.1yM IPTG, Carril 4:
sobrenadante, Carril 5: pellet RmrR03 con 1uM IPTG, Carril 6: sobrenadante Carril 7; pellet RmiR" con;r'
10uM IPTG, Carril 8: sobrenadante, Carril 9: Pellet RmrR con 100uM IPTG.
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Fig.12, Protefnas RmrR03 (carril 1) y RmrRO6 (carril 3) puras. Carril 2: Marcador de peso molecular

“TRSTS CON
FALLA DE ORIGEN
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Geles de Retardamiento

Los geles se hicieron con el obleuvo dc demoslrdr que exxste mteraccxon entre la

protefna  RmrR punﬁcada y el Iragmento defDNA correspondxente a la reglén

intergénica (197 pb) ent’rey lgs ggnc;s‘ i : e' e encuentra‘el palmdrome y el

Se: ut1hz;1ron dos controles

‘C‘mtxdades crecientes: de-las proteinas:RmrRO3:y" Rer06“

uno de DNA sin protefnas y otro'de: DNA yBSA'en lugar de la. protema

En cl cnsziyo'. de mc_ LLIélI RerO3 DNA mtcrgumco, no’se dclccla nm;,und scnal de

‘ ,‘rxetaxdcumcnto, Lodas las bandas mcluyendo las dcl DNA hbre y-la del DNA + . BSA
prcscman‘ Ja mlsma movmdad en el gel (Fig. 13).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

«¢—— DNA libre

. Fig.13.-Gel de retardamiento para evaluar la interaccién entre la reglén intergénica de los genes rmrA y
rmrR y 1a protefna RmrRO 3(con cola de histidinas). Carril 1:DNA sin protefnas, Carril 2: DNA y BSA,
Carriles 3-10: DNA mds concentraciones crecientes de proteina RmrR03
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B En el cnsayo dn, mtel cménuRer()G DNA merg,énlco, se dctecta scnal dc lclmdanncmo

operador.

«— Bandas de

retardamiento

DNA libre ——P»

Fig. 14.-Gel de Retardamiento con DNA intergénico (rmrR-rmrA) y Protefna RmrR0G6. Carril 1:DNA si
protefna, Carril 2: DNA+BSA, Carriles 3 a 10: DNA + concentraciones crecientes de RmrR06. Las
Flechas indican las 3 principales sefiales de retardamiento del DNA al ser incubado con la protefna
RmrRO6.

Con el objeﬁvb;fdc ver.si exxslc pez,ddo especmco ‘emrc la: reglén mtergémca y la,

1, s usé' como DNA compeudor al de'i |

erespondlente al gen me‘que se

~ aplicaron ‘encantidades cre ientes.” os_-,Vrcs‘uyl_;adosfmuestran que el DNA competidor no

w0 TESIS COW
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marcado -~ esincapaz’ de -alterar: la - sefial ‘de retardamiento * provocada’ por el DNA

se observa‘ disminucién’d

competi'dér:‘és_el mismo DNAintergénico de 197 pb no gnarpad‘o‘ﬁcpni[‘?;z;l"] .,c']ueﬂ' se aplic6

10

«— Bandas de

DNA libre

Bandas de
retardamiento

L fp——

DNA libre —-—>

Fig. 15 A. Gel de retardamiento con DNA intergénico (marcado con P*?), Protefna RmrR06 y como competidor
un fragmento del gen nifD (sin marcar). Carril 1.- DNA intergénico, Carril 2.- DNA intergénico con BSA, carril -
3.- DNA intergénico con RmrR06, carriles 4-10 DNA intergénico con protefna RmrR06 y DNA de nifD en
concentraciones crecientes. B. Gel de retardamiento con DNA intergénico (marcado con 32py, Protefna RiNnrR06
y como competidor, DNA del gen rmrR (sin marcar) . Carril 1.- DNA intergénico, Carril 2.- DNA intergénico
con BSA, carril 3.- DNA intergénico con RmrR06, Carriles 4-8,- DNA intergénico con proteina RmrR06 y DNA
del gen rnrR

SIS CON
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

<___

S

Bandas de
retardamiento

DNA libre

‘Fig. 16.-Gel de retardamiento de compelencia con DNA intergénico (marcado con *2P), DNA intergénico
(frio) y protefina RmrRO6. Carril 1. DNA intergénico, Carril 2.- DNA intergénico con BSA, Carril 3.-
DNA intergénico con proteina Rmr06, Carriles 4-10.- DNA intergénico con proteina Rer06 y .

concentraciones crecientes de DNA intergénico no marcado.

Ensayos de retardamiento con Flavonoides.

.~ Para conocer si algunos de los flavonoides presentes en exudados de frijol tienen efecto

© en-la_interac

’ ret‘ardamlqmo,en ‘est ciones no se-ve 'alt"fer'ada ('F.igf.*17l3),

| TESIS CON
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Bandas de
retardamiento

DNA libre ——

Fig. 17 A. Ensayos de retardamicnto con DNA intergénico, proteina RmrR06 y concentraciones crecientes
de naringenina. Carril 1: DNA, intergénico, Carril 2: DNA con protefna Rmr06, Carriles 3, 4 y 5: DNA
con proteina RmrRO6 y concentraciones crecientes de Naringenina.

B 1 2 3 4 5 6 7 8

4  Bundas de

retardamiento

Fig. 17B. Ensayo de retardamiento con DNA intergénico, proteina Rmr06, naringenina y CaCl,
(presente en todos los carriles). Carril 1:DNA sin proteina, Carril 2: DNA con BSA, Carril 3: DNA con
RmrRO6, Carriles 4-8: DNA con RmrR06, CaCl, y concentraciones crecientes de naringenina.
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Se realiz6 un’ terce

Bandas de

44— = eardamiento

‘t— DNA libre

Fig. 18, Ensayo de retardamiento con DNA intergénico, protefna RmrRO6 y exudado de rafz de frijol.
Carril 1: DNA intergénico, Carril 2;: DNA intergénico con BSA, Carril 3: DNA intergénico con protefna
RmrR0O6, Carril 4: DNA intergénico, protefna RmrR06 y exudado de rafz diluido 1:16, Carril 5; DNA
intergénico, RmrR06 y exudado de rafz diluido 1:8, Carril 6: DNA intergénico, RmrR06 y exudado de
raiz diluido 1:4, Carril 7: DNA intergénico, RmrR06 y exudado de rafz diluido 1:2, Carril 8: DNA
intergénico, RmrRO6 y exudado de rafz no diluido,
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DlSCUSl()N

La comprcnqnén de.los mccanmnm dc regulacu’m y 1un010mmlcnl0 de la% prolclnas de

B 1’o‘rmac’ién de puentes disulfuro entre las Cistcinas,(e_h ste’caso nuestra prqtcina.prés,emzij




51d0 observadaicon‘la protefnaide Staphylococcus aureus,quﬁR‘que_es el rcguladp’rf@é ld

exbfcsiéh del gen de resist

la proteina RmiR 's

Para los dos:casos el tamaifio



€ Sus'extremos con.

sf como los extractos crudos cn los

Sdlafhenftéfﬁf el ci 2. pt lade- histidinas se ha encontrado’ sefial de
' frétar‘cyiiuﬁién‘t.o , oS ran:que la\;pro‘te{ng RmrRO6 (punﬁcadasm ickdla"'d'e:“'

ora ‘de’los genes de ‘resistencia m(i_ltlp]e ‘de

star -involucrada en su regulacién. La posible
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 Para conocer cémo ¢s.]

aplica un:

- f» protefna - p

descarta:la'p lidad de que la protefna reg
tradui_:mén de este o que el »’opéradbr se:encuentre: sobrelapadoicon:el

rmrR; estevriesrl.ilté'dbf'jde“lir»nitay ‘mds-a-la regiénintergér it
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1
i
1
|
|

tiunefacieﬁ.s!donde 1' cumestrol exudado . de alfalfa induce:la expresién de lo i‘g‘en@srd‘e‘

““interaccién del

“lamarca

mismo’ disminuye la interaccién’del
“diversas propuestas:-la pri
“"chaperona que r

k . umén del flavonoid

encuentre el dominio - de unién




semejantes " a

elic o de Mesorhzzoblum lotz
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~de la familia TetR

‘de protefnas_ transportador:

“-regulacién:por.

en bacterias rizo|
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_ -Incubaciéna 2° C

APENDICE

Deloslorilacion,

Se agrega al pldsmido diger 0.5 “g’l‘d‘c F»o‘s'fatas‘a alcalina.

-Incubacién a 37° C durante 30 mmulos S

~ -Se afinde EGTA pH 80 a una concentracién final de 20 mM (de una solucién stock de
250 mM).

‘ -Indnbac@i por20mmutos a 65° C.

Lmaclén
- En un tubo se pone el fragmcnto de DNA de 357 pb dlgendo con Ndel y BamHI (4ul)

' -Se agre;,d el plésm:do pET16b dlgcrldo con las cnzunds Ndel y BamHI y delostorllado

Translormamén ,

E] producto dc la hgacm’)n se tramiormé en células competentes E coli DHS_d. dela

mguxcnu, mamm._ “
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cind Peptona' de

mmutos EO
' ;*-El cu]txvo obte d

, 'carbemcxhna : (Cb) (IOOug/ml concentramény ﬁna])

ek Med10 Luna Bertam
~Para 1’ hlro :

10g -

» 'glacml)

. -Incubamén por lO mmutos en hlelo

54

, edlo Lurld-Bertam con el. dntlblétlco .

00 il de Ia solucién'1.( S0 mM de glucosa, 25 mM Tris HCl




5 M Guanidina HCI, 50 mM Tris HCL, pH 8.0, 0.005% Tween 80.

- Buffer 1 para Re alizacién de Protexm

' SOmMTrxs 1C1 pH8.0,:0. 005% Tween 80 2 5 mM glutanon reducxdo 0. ()25 mM

: glutatlon redumdo O 02 mM glutanon oxidado
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