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RESUMEN 

Se han identificado microorganismos que en su genoma contienen más de un homólogo de 

la superfamilia de transportadores de cromato CHR. Entre estos se encuentra la bacteria 

Gram (-) Burkholderia xenovorans LB400, con dos homólogos SCHR (Chr1NCa y 

Chr1NCb) y cuatro homólogos LCHR (ChrA1a, ChrA1b, ChrA2 y ChrA6). Recientemente 

en nuestro grupo de trabajo se han estudiado cuatro homólogos CHR de B. xenovorans, tres 

de la familia LCHR y uno de la familia SCHR. Se encontró que estos homólogos confieren 

resistencia a cromato cuando se expresan en Escherichia coli, aunque en diferentes 

condiciones de cultivo. El objetivo de este trabajo fue determinar el patrón  de expresión de 

los genes que codifican los homólogos CHR. Para ello se utilizaron ensayos de RT-PCR a 

partir de RNA total de células de B. xenovorans crecidas en caldo nutritivo (CN), medio  

mínimo M9 con alta (2 mM) y baja (0.04 mM) concentración  de sulfato. Cuando los 

cultivos se crecieron en CN, a excepción del gen chrA6, que no se expresó, los demás genes 

mostraron señal de expresión y para la mayoría ésta aumentó en presencia de cromato. 

Cuando los cultivos se crecieron en alto sulfato hasta la fase logarítmica de crecimiento, 

todos los genes chr se expresaron y además respondieron a la exposición de cromato. Al 

igual que en fase logarítmica, en fase estacionaria todos los genes mostraron expresión, sin 

embargo, en esta condición los genes chr1NCa no presentaron un aumento en su expresión 

por la adición de cromato. En condiciones de bajo sulfato,  a excepción de chrA6 que no se 

expresó, en ambas fases de crecimiento todos los genes chr mostraron un aumento en su 

nivel de expresión con respecto a los ensayos en alto sulfato y el cromato provocó cambios 

nulos o moderados en la expresión. Se concluyó que los genes chr se expresan en diferente 

nivel y que el sulfato reprime la expresión de algunos de los genes chr de B. xenovorans, 

mientras que el cromato induce la expresión de la mayoría de estos genes.  
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�� �N�R��U����N 

��� ����������� �������� ��� ����� 

El cromo (Cr) es el séptimo elemento más abundante sobre la tierra y aunque se 

encuentra en los estados de oxidación de Cr(��) a Cr(��), las formas trivalente Cr(���) y 

hexavalente Cr(��) son las más estables y abundantes (Cervantes y col. 2001). El 

Cr(��) es un agente oxidante fuerte, com�nmente presente en solución como los 

oxianiones hidrocromato (HCr�4
-), cromato (Cr�4

2-) o dicromato (Cr2��
2-), 

dependiendo del pH. El Cr(��) existe como un anión que puede persistir en el agua por 

largos períodos y es considerado como un contaminante importante en los sitios de 

desecho (Riley y col. 1992). 

Los derivados del Cr(���) son menos móviles y existen en el ambiente principalmente 

formando complejos estables con ligandos orgánicos e inorgánicos (�ayed y Terry 

200�). Además, el Cr(���) es menos tóxico debido a que es menos soluble a pH 

fisiológico. A pH neutro, el Cr(���) tiende a precipitarse como hidróxido Cr(�H)� u 

óxido hidratado Cr�-H2� (Ehrlich 2002). 

El uso generalizado del Cr en diversos procesos industriales lo ha convertido en un serio 

contaminante de aire, suelo, y agua (�hasim y col. 19�9). 

��� ����������� ���������� ��� ������� 

�� ���������� �� ������� �� ��������� 

Se ha demostrado en una variedad de especies bacterianas que el cromato atraviesa las 

membranas biológicas activamente por medio de la ruta de captura del sulfato, lo cual 

refleja la analogía química entre estos dos oxianiones (������ ��). El Cr(���) atraviesa 

la membrana celular con baja eficiencia debido a que forma compuestos insolubles  
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������ �� M��������� �� ���������� �� �������� ��������� � ����������� �� ������� 

������������ Los mecanismos de daño y resistencia se indican con flechas delgadas y 

gruesas, respectivamente. (A) La ruta de captura de sulfato codificado en el cromosoma 

es utilizada por el cromato para entrar a la célula� cuando se muta el transportador de 

sulfato (�) el transporte de cromato disminuye. (B) Reducción extracelular de Cr(��) a 

Cr(���), el cual no atraviesa la membrana. (C) La reducción intracelular de Cr(��) a 

Cr(���) genera estrés oxidativo así como daño a �NA y proteínas. (�) Enzimas 

destoxificantes están involucradas en la protección contra estrés oxidativo, minimizando 

los efectos tóxicos de cromato. (E) Transportadores codificados en plásmidos y 

cromosomas pueden expulsar cromato del citoplasma. (�) Los sistemas de reparación 

participan en la protección del daño generado por derivados de Cr (Ramírez-�íaz y col. 

200�). 

 

Plásmido  
Cromosoma 
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(Cary 19�2) (������ ��). �entro de la célula, el Cr(��) es rápidamente reducido a 

Cr(���), por la acción de diferentes actividades enzimáticas o no enzimáticas� el Cr(���) 

generado puede entonces ejercer diversos efectos tóxicos en el citoplasma (������ ��) 

(Cervantes y col. 2001). 

�� E������ ������� ��� ������ 

En bacterias, a nivel extracelular, el Cr(��) es altamente tóxico debido a que ingresa 

rápidamente al citoplasma donde puede ejercer sus efectos tóxicos (� ong y Trevors 

19��� �atz y Salem 199�). En el citoplasma, la toxicidad del Cr está relacionada a los 

procesos de reducción de Cr(��) a estados de oxidación más bajos, Cr(���) y Cr(�), en 

los cuales se forman radicales libres (������ ��). El daño oxidativo al �NA es 

probablemente responsable de los efectos genotóxicos causados por cromato.  

 

��� M��������� ����������� �� ����������� � �������  

Se ha reportado una gran variedad de aislados bacterianos resistentes a cromato, y los 

mecanismos de resistencia a este ion pueden ser codificados por genes plasmídicos o 

cromosómicos (Nies y col. 199�� Cervantes y Campos-García 200�). �sualmente, los 

genes localizados en plásmidos codifican transportadores de membrana, los cuales 

directamente median la expulsión del ion cromato del citoplasma celular (������ �E). 

Por otro lado, los sistemas de resistencia codificados por cromosomas están 

generalmente relacionados con estrategias tales como reducción específica o 

inespecífica de Cr(��), destoxificación de radicales libres, reparación de daño al �NA 

(������ ��), y procesos asociados con la homeostasis de azufre y hierro (Ramírez-�íaz 

y col. 200�). 

�� E�������� �������������� �� ������� 
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La expulsión de cromato es un mecanismo conferido por la proteína ChrA. ChrA es 

codificada por los plásmidos p�M�0� de �seudo�onas aeru�inosa (Cervantes y col. 

1990) y pM�L2� de Cu�riavidus �e�allidurans (antes Alcali�enes eu�ro�hus y 

�als�onia �e�allidurans) (Nies y col. 1990). ChrA de �. aeru�inosa, de 416 

aminoácidos, muestra una topología de 1� segmentos transmembranales (STMs) 

(�iménez-Mejía y col. 2006). ChrA expulsa el cromato a partir de citoplasma utilizando 

la fuerza protón motriz (�lvarez y col. 1999� Pimentel y col. 2002). 

��� S����������� ��R 

�íaz-Pérez y col. (200�) identificaron 1�� secuencias de proteínas miembros de la 

superfamilia CHR. �e éstas, 12� proteínas pertenecen a bacterias, una a arquea y seis a 

hongos (������ �). No se encontraron proteínas de esta superfamilia en animales o 

plantas, aunque se identificaron secuencias de proteínas homólogas CHR en el 

protozoario �ara�eciu� �e�raurelia y el alga verde �s�reococcus luci�arinus (�íaz-

Pérez y col. 200�). La amplia distribución (arquea, bacteria y eucaria) sugiere un origen 

antiguo para la superfamilia CHR. Se encontraron dos grupos de proteínas CHR (�íaz-

Pérez y col. 200�)� proteínas bacterianas monodominio con una longitud de �200 

aminoácidos, llamadas CHR de cadena corta (SCHR)� y proteínas bacterianas 

bidominio con una longitud de �400 aminoácidos, llamadas  CHR de cadena larga 

(LCHR) (������ ��). La distribución en la longitud de secuencias de las proteínas 

CHR en SCHRs monodominio y LCHRs bidominio, ambas con dominios homólogos, 

sugiere que las proteínas CHR surgieron por un evento de duplicación génica en tándem 

(������ ��). Es importante mencionar que los organismos con el n�mero más grande 

de diferentes proteínas CHR codificadas en sus genomas pertenecen a las β-

proteobacterias. Por ejemplo, la bacteria resistente a cromato Cu�riavidus �e�allidurans  



An�lisis de la ex�resi�n de los �enes chr de B. xenovorans 
 

�aurino �una �una                                                                                                         �     

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

������ �� ����� ������������ �� �� ������������ �� ��������� ��R� Las proteínas se 

agrupan en dos familias denominadas LCHR y SCHR. La familia LCHR se divide en 

seis subfamilias bacterianas y una de hongos. La familia SCHR se divide en tres 

subfamilias. Con asteriscos se indican las ChrA de los plásmidos p�M�0� y pM�L2�, 

que se ubican en las subfamilias LCHR2 y LCHR�, respectivamente, y que hasta el 

200� eran las �nicas cuya función se había estudiado. En letra azul se indica la �nica 

proteína de arquea ubicada en la subfamilia LCHR4 (Modificada de �íaz-Pérez y col. 

200�).  

MAGMA-UPI000038343D-UPI0000383C0E

GEOME-Q39S24-Q39S25

DESHA-Q24WV9-Q24WV8
BORBU-o51408-o51407

THEMA-Q9X2D9-Q9X2D8
TREPA-UPI000017CB17 456 aa

BURVI-A4JGN8 402 aa
BURSP-Q39E28 402 aa

BURFU-Q142U2 470 aa

LCHR hongos
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�� 

 

 

 

 

 

 

��  

 

 

 

 

������ �� ������������ � ������������ �� ��������� �� �� ������������ ��R� 

Análisis de distribución de las proteínas CHR. A) Las barras blancas indican las 

proteínas bacterianas SCHR. En barras grises se indican las proteínas bacterianas 

LCHR. Las barras negras indican las proteínas LCHR de hongos. B) Representación 

esquemática de los dominios de las proteínas SCHR y LCHR bacterianas (modificada 

de �íaz-Pérez y col. 200�). 
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posee tres LCHRs y un par de SCHRs, Burkholderia vie�na�iensis G4 posee cinco 

LCHRs y dos pares de SCHRs, Burkholderia  xenovorans LB400 posee cuatro LCHRs 

y dos pares de SCHRs y Burkholderia s�. ��� posee dos LCHRs y dos pares de SCHRs 

(�íaz-Pérez y col. 200�) (����� �). 

��� Burkholderia xenovorans �����  

B. xenovorans cepa LB400 (Goris y col. 2004) (anteriormente �seudo�onas s�. LB400, 

Burkholderia s�. LB400, Burkholderia �un�oru� LB400) es la bacteria que degrada 

bifenilos policlorados (PCB) más importante que se ha descubierto. Se aisló de un sitio 

contaminado con PCB en el estado de Ne� �or� (Bopp y col. 19�6) y ha sido objeto de 

más de �0 estudios relacionados con la biodegradación de PCBs.  

La diversidad del género Burkholderia es ejemplificada por la alta diversidad de nichos 

ecológicos ocupados por las diferentes especies, oscilando del suelo a ambientes 

acuosos, asociados con plantas, hongos, parásitos, animales, y humanos, de saprófitos a 

endosimbiontes, de agentes de biocontrol a patógenos (Landers y col. 2000� Moulin y 

col. 2001� Coenye y col. 200�� Chen y col. 200�� Partida-Martinez y col. 200�� 

Mahenthiralingam y col. 200�). Es com�n para la mayoría de las especies de 

Burkholderia tener un genoma grande, compuesto por varios cromosomas y plásmidos 

así como la presencia de m�ltiples secuencias de inserción que confieren alta plasticidad 

genómica, lo cual explica la versatilidad del género (Lessie y col. 1996). 

El genoma de LB400 tiene un tamaño de 9.�� Mpb, que contiene aproximadamente 

9,000 secuencias codificantes distribuidas en tres replicones circulares que se han 

designado cromosoma 1 (4.90 Mpb), cromosoma 2 (�.�6 Mpb) y megaplásmido (1.4� 

Mpb) (Chain y col. 2006). El replicón de �.�6 Mpb se definió como cromosoma 2 y no 

como un megaplásmido debido a la presencia de tres operones con genes ribosomales y 
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����� �. Redundancia génica en miembros de la superfamilia CHR 

LCHRa Parejas 
SCHRa 

Total de 
homólogosb 

No. de especies 
bacterianas 

Ejemplos 

� � � �� ���������������� 

� � � �� ���������������� 

� � � � ���������������� 

� � � � ���������������� 

� � � � ���������������� 

� � � � ���������������� 

� � � � Oceanobacillus iheyensis 

� � � � Magnetospirillum 
magnetotacticum MS�� 

� � � � Burkholderia sp. 383 

� � � � Cupriavidus metallidurans ���� 

� � � � Burkholderia xenovorans ����� 

� � � � Burkholderia vietnamiensis �� 

 

a. Se indica el n�mero de homólogos LCHR o parejas SCHR encontrados en los 

genomas bacterianos analizados. b.  Se muestra la suma de los homólogos LCHR y 

SCHR.   
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varios tRNAs, así como funciones celulares centrales involucradas en la replicación del 

�NA ��NA primasa (dna�), �NA polimerasa � (�olA)�, un factor de elongación 

asociado (�olB) y metabolismo de aminoácidos (Chain y col. 2006). 

El megaplásmido, por otro lado, no contiene tRNAs ni alguna función esencial y está 

mayoritariamente ausente en otras cepas de la misma especie. El porcentaje de GC del 

megaplásmido es 1� más bajo que el de los dos cromosomas, y, junto con los 

porcentajes de GC y la alta proporción de secuencias de inserción, este replicón parece 

ser un mosaico de material genético foráneo (Chain y col. 2006). 

El replicón grande (4.9 Mpb) lleva las funciones celulares centrales (ej. la maquinaria 

traduccional, replicación del �NA, división celular y metabolismo de nucleótidos) y se 

considera el cromosoma central. El cromosoma pequeño tiene una ruta funcional hacia 

metabolismo energético, metabolismo secundario, transporte y metabolismo de iones 

inorgánicos, metabolismo y transporte de aminoácidos. El megaplásmido lleva a cabo 

funciones altamente especializadas específicas de la cepa (Chain y col. 2006). 

��� R���������� ������ � ��������� 

La existencia de muchos �R�s parálogos dentro de un organismo puede reflejar una 

historia de duplicación génica y dominios conservados en esos organismos. M�ltiples 

copias de miembros de tales familias de genes proporcionan una redundancia funcional 

aparente de actividades proteicas específicas y algunas veces se explican por la 

necesidad de la célula para adaptarse a diferentes condiciones de estrés (Aslund y col. 

1999). 

Es importante entender los papeles fisiológicos específicos de genes que a primera vista, 

parecen ser redundantes. Estos genes son llamados áreas grises del genoma (Aslund y 

col. 1999). �n ejemplo se presenta en la familia de proteínas tiorredoxina. Mediante 
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análisis de secuencias y haciendo estudios genéticos y bioquímicos, se han descubierto 

nueve genes en Escherichia coli que codifican proteínas similares a tiorredoxina o 

proteínas que incluyen un dominio tiorredoxina. Cuando se encuentran varios genes que 

codifican proteínas con funciones aparentemente idénticas, estos genes son descritos 

como redundantes (Aslund y col. 1999).    

La redundancia génica y funcional parece ser un tema importante en genomas 

bacterianos grandes. Se encontró que 1��1 secuencias codificantes (1�.6� de todos los 

genes) tienen un parálogo dentro del genoma de B. xenovorans LB400 y no un ortólogo 

en 260 secuencias de genomas completos analizados (Chain y col. 2006). Hasta la 

fecha, este porcentaje de redundancia génica y funcional representa el más alto existente 

entre los genomas de bacterias de vida libre, donde el promedio de redundancia génica 

es �.6�. La lista de parálogos en el genoma de LB400 está enriquecida en genes 

relacionados a transporte (2�0 parálogos), transducción de señales (164 parálogos), 

elementos móviles (112 parálogos), proteínas de membrana (66 parálogos) y 

metabolismo secundario, incluyendo 120 deshidrogenasas, �2 di-oxigenasas y 1� mono-

oxigenasas (Chain y col. 2006). El alto n�mero de parálogos entre proteínas 

transportadoras se correlaciona con la gran proporción de genes de B. xenovorans 

LB400 dedicados a esta función. Existen más de 1�0 sistemas de expulsión, que incluye 

�9 bombas de expulsión de drogas, 1� sistemas de secreción proteica, 21 bombas de 

expulsión de metales pesados y 1� sistemas de transporte de aminoácidos (Chain y col. 

2006). 

La segunda clase de proteínas que tiene un gran n�mero de parálogos es la transducción 

de señales. Se ha propuesto que el n�mero de redes de transducción de señales aumenta 

desproporcionalmente con el tamaño del genoma. El 9� del genoma de B. xenovorans 
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está dedicado a la transducción de señales y utiliza casi la totalidad de dominios 

sensores y reguladores encontrados en la transducción de señales procariotas. Las 

proteínas de transducción de señales de un componente y un módulo regulatorio son el 

mecanismo dominante de transducción de señales en esta bacteria� la mayoría de éstos 

son sistemas citoplasmáticos solubles, lo que indica que detecta la mayoría de las 

señales ambientales intracelularmente, después de que han sido transportadas a la 

célula. Los sistemas de transducción de señales de dos componentes son menos 

abundantes (Chain y col. 2006). La extraordinaria capacidad de sensado de B. 

xenovorans se enfatiza por el hecho de que �hodococcus s�., un microorganismo con un 

nicho y un tamaño de genomas similares, posee 2�� menos de sistemas de transporte y 

menos de la mitad de sistemas de transducción de señales (McLeod y col. 2006)   
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��� �N�E�E�EN�ES 

A partir del análisis realizado por �íaz-Pérez y col. (200�) sobre la superfamilia CHR, 

se encontró que B. xenovorans LB400 contiene en su genoma cuatro homólogos de la 

familia LCHR (ChrA1a, ChrA1b, ChrA2 y ChrA6) y dos homólogos de la familia 

SCHR (Chr1NCa y Chr1NCb). Se encontró además que B. xenovorans LB400 confiere 

un mayor nivel de resistencia a cromato comparado con cepas de referencia (������ �), 

sugiriendo que los homólogos CHR presentes en LB400 son responsables de dicha 

resistencia. Recientemente en nuestro laboratorio León-Márquez (2009) determinó que 

los homólogos ChrA1a, ChrA2 y ChrA6 de B. xenovorans confieren un fenotipo de 

resistencia a cromato cuando se clonaron en vectores de alto (p�CP20) o bajo n�mero 

de copias (pAC�C1�4), se transfirieron a E. coli y las pruebas se realizaron en caldo 

nutritivo o medio mínimo (����� �). También en nuestro grupo de trabajo, �íaz-

Magaña y col. (2009) determinaron que el homólogo Chr1NCb de B. xenovorans 

confiere resistencia a cromato cuando se expresa en E. coli (����� �). �e estos 

resultados concluyeron que los genes chr probablemente se expresan bajo diferentes 

condiciones de cultivo en E. coli.  

Además se sabe que el ión esencial sulfato afecta la expresión de algunos homólogos 

chr como los de C. �e�allidurans (�uhn�e y col. 2002). Se encontró que los genes 

chrA1 y chrA� se inducen por cromato de manera más notoria sólo en un medio mínimo 

con altas concentraciones de sulfato (� mM) (�uhn�e y col. 2002). Estos datos sugieren 

que algunos genes chr se regulan de manera diferencial, respondiendo su expresión a 

diferentes factores externos. 
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������ �� S�������������� � ������� �� Burkholderia xenovorans �����. Los 

cultivos se crecieron 24 h con agitación constante en caldo nutritivo a �0�C, utilizando 

las concentraciones de cromato indicadas. Se midió la absorbencia a �90 nm. Como 

cepas sensibles se utilizó �. aeru�inosa  PA�1 y E. coli � �110 (León-Márquez, 2009). 

 

 

0 1 2 3 4
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

B. xenovorans LB400

E. coli W3110
P. aeruginosa PAO1

Cromato (mM)

A
b

s 
59

0 
n

m



An�lisis de la ex�resi�n de los �enes chr de B. xenovorans 
 

�aurino �una �una                                                                                                         14     

 

 

 

 

 

����� �. Susceptibilidad a cromato conferida por los genes chr de Burkholderia 

xenovorans LB400 en Escherichia coli 

 

a. Se indica el nombre de los homólogos chr. R� Resistente S� Sensible N�� �enotipo 

no determinado (León-Márquez, 2009�� �íaz-Magaña, 2009��). 

 

 

 

 �����  ���������  M���� ������ 

������ 
                       

������   

������ �������� �U���� �������� �U���� 

chrA1a*              S             S            R              S 

chrA6 *             S             R             S              S 

chr1NCa              N�         N�             N�           N� 

chrA1b             N�         N�             N�           N� 

chr1NCb**              S             S             R             R 

chrA2*              S             R             S              R 
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����  �US���������N 

Aunque varios homólogos chr de Burkholderia xenovorans confieren resistencia a 

cromato bajo condiciones de crecimiento específicas cuando se transfieren a 

Escherichia coli, no se conoce cómo es su expresión en B. xenovorans  

 

 

���  �����ES�S 

Los genes homólogos chr de B. xenovorans LB400 se expresan bajo diferentes 

condiciones  de crecimiento en esta bacteria. 

 

 

�� ���E���� �ENER�� 

�eterminar los niveles de expresión de los genes chr de B. xenovorans LB400 bajo 

diferentes condiciones de crecimiento.  

 

���  ���E����S ES�E������S 

1.-�eterminar la expresión de los genes chr en B. xenovorans en diferentes medios de 

cultivo. 

 

2.-�eterminar el papel del sulfato y del cromato sobre la expresión de los genes chr en 

B. xenovorans. 
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���� ES�R��E��� E��ER�MEN��� �ENER�� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Burkholderia xenovorans LB400 

Caldo nutritivo Medio mínimo con 2 
mM de sulfato 

Medio mínimo con 0.04 
mM de sulfato 

En presencia y ausencia 
de cromato 

Ensayos de inducción Clonar los genes chr1NCa y 
chrA1� en E. coli 

Extraer RNA total 

Evaluar la expresión por 
RT-PCR 
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����� M��ER���ES � M�����S 
 

��� R�������� � ������ �� �������  

Los medios de cultivo o sus componentes se adquirieron de los laboratorios Bioxon de 

México S. A., Merc�-México S.A. o Sigma Chemical Corporation. 

 Caldo Luria Bertani (CL)� NaCl 1�, peptona de caseína 1� y extracto de 

levadura 0.��. 

 Agar Luria Bertani (AL)� Al caldo Luria se le agregó 1.�� de agar 

bacteriológico. 

 Caldo nutritivo (CN)� peptona de gelatina 0.�� y extracto de carne de res 0.��. 

 Medio mínimo M9� sales minerales M9 (Sigma), glucosa 20 mM, CaCl2-2H2� 

0.1 mM y MgS�4-�H2� 2 mM (Sambroo� y col. 19�9). 

��� ����� ��������� 

Para este trabajo se usó la cepa� 

 Burkholderia xenovorans LB400 (Goris y col. 2004).  

Esta cepa fue donada por el �r. �es�s Caballero Mellado† del Centro de Ciencias 

Genómicas de la �NAM en Cuernavaca, Morelos. 

Las cepas de E. coli empleadas como receptoras en la transformación fueron las 

siguientes� 

 �M101. su�E, �hi-1 ∆ (lac��roAB) [F’, �ra��6, �roAB, la��qZ∆M15] (Yanisch-

Perron y col. 19��). 

 �L1-Blue. end A1, ��rA96, �hi-1, hsdR1� su�E44 recA1 lac [F’ �roAB la�1q 

Z∆M15 Tn10 (Tc)] (Stratagene). 

 � �110. �-, �crA, �crB in (rrn��rrnE) (Hayashi y col. 2006). 
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��� ��������� ���������  

 p�ET 1.2 (�ermentas), para la recuperación de los productos de PCR, con un 

n�mero de copias de �00 a �00. 

 p�CP20. Contiene un gen de resistencia a ampicilina y orígenes de replicación 

para E. coli y �. aeru�inosa (� est y col. 1994). En E. coli presenta un n�mero 

de copias de alrededor de �00 y en �. aeru�inosa, 20 copias.  

 pAC�C1�4. Es un vector de clonación de E. coli, con alrededor de 1� copias por 

célula y genes de resistencia a cloranfenicol y tetraciclina (Sambroo� y col. 

199�). 

��� ������ �� ���������������� ���� �� ������������� ��� ��R �� ��� ����� �� 

������� 

Se realizó la b�squeda de las secuencias de los homólogos chr1NC� y chrA1� en la base 

de datos del NCB� para diseñar los oligonucleótidos que se utilizaron para la 

amplificación de ambos genes. Los oligonucleótidos se diseñaron siguiendo los 

siguientes criterios� un n�mero de nucleótidos entre 20-2�, se eligió una región de baja 

homología a secuencias de otros genes chr de B. xenovorans, un porcentaje de GC muy 

cercano entre el oligonucleótido directo y reverso y que hubiera siempre una G o C en 

los extremos de los oligonucleótidos diseñados. Se analizó que no formaran estructuras 

secundarias en la misma secuencias de los oligonucleótidos. Para el diseño se utilizó el 

programa �ligoAnalizer �.1. En la ����� � se muestran los oligonucleótidos diseñados.  

��� ������������ �� �N� ����� 
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����� �� �ligonucleótidos para la amplificación de los homólogos chr1NCa y chrA1� 

 

 

 

 

a. Se indica el nombre abreviado del organismo, la orientación� directo (�), reverso (R), 

y la subfamilia a la que pertenece la proteína CHR. b. Se indica en negritas y subrayado 

el sitio de restricción para utilizarse en la subclonación.  

 

 

 

 

 

�ligonucleótidoa Secuencia (��-��)b Enzima de restricción 

Bxe�SCHR1a CCGTCA������GACCATTTC   Ba�H� 

BxeRSCHR1a GTCGAC������GGGCACCAG �ind��� 

Bxe�LCHR1b C������CGGCCCAATTTCAGTCAC Ba�H� 

BxeRLCHR1b CTCC������CAAGGTGGGTAAAC ��a� 
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Para el aislamiento de �NA total se usó una modificación del método de Ausubel y col. 

(199�). Se recuperó la pastilla celular de un cultivo crecido toda la noche, se centrifugó 

(Tris-HCl y E�TA) �0�20 y se resuspendió. Se agregaron 20 �l de lisozima (20 mg�ml), 

se vortexeó y se incubó �0 min a ���C. Se adicionaron 2� �l de pronasa (pronasa E o 

proteinasa � 20 mg�ml), se vortexeó y se incubó 1� min a ���C. Se agregaron �0 �l de 

S�S (dodecilsulfato de sodio) al 10�, se vortexeó e incubó 1� min a ���C. Se dejó la 

solución de CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio)�NaCl a 6��C. Se adicionaron 

100 �l de NaCl �M, se mezcló vigorosamente en vortex y se incubó a 6��C por � 

minutos. Se agregaron �0 �l  de solución CTAB�NaCl y se mezcló, se incubó 10 min a 

6��C. Se adicionó �00 ml de cloroformo�alcohol isoamílico (24�1), se homogenizó y se 

centrifugó � min a 10000 rpm. Se transfirió la fase acuosa y se agregó �00 �l de fenol 

saturado�cloroformo�alcohol isoamílico (24�24�1), se agitó y centrifugó � min. Se 

transfirió la fase acuosa a otro tubo y se agregó 1 ml de etanol absoluto. Se incubó 1 

hora a -20�C o 20 minutos a -�0�C. Se centrifugó a 12000 rpm durante 1� min. Se lavó 

la pastilla � veces con etanol al �0�. Se secó la pastilla y se resuspendió en 4� �l de 

agua HPLC o buffer TE, se agregaron � �l de RNasa y se incubó a ���C por 1� min. Se 

inactivó la RNasa a 6��C durante 10 min. Se corrieron 2-� �l en un gel de agarosa (1�). 

��� ������������� ��� ��R 

Para la amplificación por  PCR de los genes homólogos chr1NCa y chrA1� se utilizó 

�NA total de B. xenovorans como molde. Se usaron las siguientes condiciones de PCR�  

9��C 2 min (desnaturalización inicial), 9��C �0 seg (desnaturalización), ��-���C �0 seg 

(alineamiento), �2�C 1.� min (extensión) �2�C�� min (extensión final). La muestra se 

sometió a �0 ciclos. 

��� ����������� �� �N� ���������� 
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��� ����� ��������� 

El aislamiento de �NA plasmídico se realizó empleando el método de lisis alcalina 

(Adaptado de Birnboim y �oly, 19�9� �sh-Horo�ics y Bur�e, 19�1). 

��� E������������� �� ����� �� ������� 

El �NA aislado se sometió a un corrimiento electroforético. Para ello se preparó un gel 

de agarosa (Sigma) al 1� (p�v) en amortiguador TAE �Tris-acetato 0.04 M y E�TA 

(ácido etilendiaminotetraacético) 0.001 M�. El gel se depositó en una cámara de 

electroforesis horizontal, con el mismo amortiguador. �na muestra del �NA se mezcló 

con 2 �l de amortiguador de carga �azul de bromofenol al 0.0��, E�TA 0.1 M pH �.0, 

S�S 0.��, sacarosa 40�� y se descargó en los orificios del gel. La cámara se conectó a 

una fuente de poder  (E-C Apparatus Corporation modelo EC4�2) y se sometió a un 

voltaje constante de 120 voltios durante 1 h. Posteriormente el gel se tiñó con una 

solución de bromuro de etidio al 0.01� durante 10 min. Las bandas de �NA teñidas se 

observaron en un transiluminador  de luz �� de onda corta (��-Products �nc.). Como 

marcador de tamaño molecular de �NA lineal se utilizó el �NA del fago lambda 

digerido con las endonucleasas Eco�� y�o  �ind���. 

��� ����������� �� �N� �� ����� �� ������� 

Para purificar el �NA empleado en las reacciones de ligación se empleó el �it comercial 

“Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” de Promega de acuerdo a las 

instrucciones del provedor. 

���� ������������ ����������� ��� �N� 

�� R���������� ��� ������������� 
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Los �NA plasmídicos se digirieron con endonucleasas empleando una unidad de 

enzima de restricción (Promega o �nvitrogen) por microgramo de �NA e incubando a 

���C por un mínimo de 4 h o toda la noche. �espués de este tiempo las muestras se 

sometieron a un corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 1� para determinar 

el tamaño de los fragmentos obtenidos. 

�� ���������� 

�espués de la recuperación y purificación de los fragmentos de �NA del gel de agarosa 

fueron ligados utilizando la enzima �NA ligasa del fago T4 (Promega). Las ligaciones 

se dejaron toda la noche a 4�C y las proporciones inserto-vector variaron seg�n el 

experimento realizado. Se emplearon de �-5 μl de la mezcla de ligación en la 

transformación. 

���� �������������� �� E.  coli  ��� ��������������� 

�� ����������� �� ������� ����������� 

�e un cultivo de la cepa de E. coli �M101 crecido en caldo LB durante toda la noche se 

tomaron 4 ml para inocular  2�0 ml de CL contenidos en un matraz de 1L y se incubó 

durante � h a ���C con agitación constante hasta obtener una absorbencia  de 0.6 a �90 

nm.  Posteriormente se dejó el cultivo en hielo durante 20 min y se distribuyeron 

alícuotas en tubos para centrifugar durante 10 min a 9�00 rpm a 4�C. La pastilla se lavó 

dos veces por resuspensión con agua estéril fría y se centrifugó entre cada lavado con  

las condiciones antes descritas. �espués del �ltimo lavado la pastilla se resuspendió en 

agua estéril más glicerol al 20�. Posteriormente se distribuyó en alícuotas de 0.2 ml en 

tubos de microcentrífuga de 1.� ml. Estas células se utilizaron para la transformación o 

bien fueron almacenadas a –�0�C. 
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�� �������������� 

Se utilizaron de �-� �l de una mezcla de ligación de �NA, la cual se adicionó a 100 �l 

de células competentes. La mezcla se transfirió a una celda de electroporación 

previamente enfriada en hielo para después ser colocada en un electroporador 2�10 de 

Eppendorf al cual se le dio un pulso de 2.4 ��. �nmediatamente después se le adicionó 

2 ml de LB precalentado y se incubó durante 1 h a ���C con agitación constante. Se 

tomaron 100 �l de la mezcla previamente concentrada y se distribuyó en cajas de AL 

con ampicilina (100 μg�ml). 

�� ������� �� ��������������� � ������� 

Se prepararon tubos con 4 ml de CN o M9 con concentraciones variables de cromato de 

potasio (Merc�). A cada tubo se le agregaron 40 �l de un cultivo crecido durante 20 h a 

���C con agitación constante. Como control de crecimiento bacteriano se incluyó un 

tubo que no contenía cromato. Los tubos inoculados se incubaron por un periodo de 20 

h a ���C con agitación constante. La susceptibilidad se midió directamente en función 

de la absorbencia de los cultivos (crecimiento celular) a �90 nm en un 

espectrofotómetro Genesys 20.  

���� ��������� �� �� ����������� � ������� 

Se creció un cultivo de B. xenovorans 1� h a �0�C con agitación constante en CN o M9, 

posteriormente se distribuyó en tres tubos con medio de cultivo fresco� Control de 

crecimiento sin adiciones, inducido con cromato al tiempo cero y no inducido. Se 

incubaron a �0�C con agitación constante. A las 2 h de incubación se agregó la 

concentración tóxica de cromato. Se determinó el crecimiento bacteriano a intervalos 

mediante la absorbencia a �90 nm.  

���� ����������� �� RN�  



An�lisis de la ex�resi�n de los �enes chr de B. xenovorans 
 

�aurino �una �una                                                                                                         24     

 

El cultivo se resuspendió en 1 ml de reactivo TR� (Ambion), se centrifugó a 12000 rpm 

por 10 min a 4�C y se transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo. Se adicionaron 100 �l 

de cloroformo, se mezcló bien y se centrifugó a 12000 rpm por 10 min a 4�C, entonces 

se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo. Se adicionaron �00 �l de isopropanol, se 

agitó y se centrifugó a 12000 rpm por � min. Se descartó el sobrenadante, se adicionó 1 

ml de etanol al ��� por ml y se centrifugó a ��00 rpm por � min. Se removió el etanol 

y se secó la pastilla de RNA. Se disolvió la pastilla en �0 �l de agua �PC 

(dietilpirocarbonato). 

�� ����������� ���������� ��� �N��� 

El RNA total fue tratado con R�1 RNase-�ree �Nase (Promega) utilizando una unidad 

por �g de RNA. La reacción se llevó a cabo a ���C durante 10 min. Posteriormente se 

adicionó 1 �l de solución de paro y se procedió a incubar a 6��C durante � min para 

inactivar la �Nasa. Las muestras se almacenaron a -�0�C o fueron sometidas a 

corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1.��. 

�� ������������� ����������R �R����R� 

El RT-PCR fue realizado con el RNA total aislado y con el �it RevertAid™ H Minus 

�irst Strand c�NA Synthesis (�ermentas) de dos pasos, siguiendo las instrucciones del 

proveedor. 

�� ��R 

El c�NA generado se utilizó como molde para la amplificación de los genes chr de B. 

xenovorans. En la ����� � se muestran los oligonucleótidos diseñados para evaluar la 

expresión de los genes homólogos chr de B. xenovorans. Se utilizaron las siguientes 

condiciones de PCR. 9��C�1 min (desnaturalización inicial), 9��C��0 seg 

(desnaturalización), �4-���C��0 seg (alineamiento), �2�C�1 min (extensión) �2�C�� min  
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����� �� �ligonucleótidos para evaluar la expresión de los homólogos chr 

 

���������������� S�������� ���-3`) Tamaño del fragmento 
amplificado (pb) 

BxeDLCHR1 CTGTCGGATGCGAACTCGCTTC  

283 BxeRLCHR1 CGGTAGAACGACGCAAACAGCTCG 

BxeDLCHR2 GTCAGCACCTGGAAGCTCTCTAC  

348 BxeRLCHR2 GTACTCCTTGACCACTCCGC 

BxeDLCHR6 GCTCAATCACTTCAGCGTGGTGCTG  

397 BxeRLCHR6 GAATAGCGTCTTGAGCACCGGC 

BxeDSCHR1b CCGACAAATTCACCGACCTGCTG  

260 BxeRSCHR1b CACGGCCATCGAGATCAACAG 

BxeDSCHR1a GTGGTGACGCAAAGAGGCTG  

289 BxeRSCHR1a GAAAGCCCACCGAAGCGGTCATG 

BxeDLCHR1b CTGAAGCTGGTTGCCGTTACTGTC  

375 BxeRLCHR1b GAGTGCACCCGAGCGATAAAAG 

Bxeno-Fb TCCGGAAAGAAATCCTCTGCC  

580 Bxeno-Rb               TCCACCTCTCAGCAGACTTCC 

 

a. Se indica el nombre abreviado del organismo, la orientación: directo (D), reverso (R) 

y la subfamilia a la que pertenece la proteína CHR.  

b. Oligo para el rRNA 16S.  
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(e�tensión final), las muestras se sometieron a �� ciclos.  

�n todos los ensayos se utili�aron los oligonucleótidos para amplificar un fragmento del 

gen rRNA 16S que se e�presa de manera constitutiva y que se utili�ó como control 

positivo de e�presión (� ong��illarreal y col. ����) (Tabla 4). Como control negativo 

se procesó una muestra de �CR utili�ando como molde RNA total tratado con DNasa. 
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��� R�S�LTAD�S 

1�- �nd�cci�n de la re�i�tencia a cromato de B. xenovorans 

�ara determinar si una e�posición previa a cromato de B. xenovorans ����� induce su 

resistencia a cromato, se reali�aron ensayos de inducción de cultivos en CN y en ��. 

�ara esto se crecieron los cultivos por 1� � y se distribuyeron en tres tubos con medio 

fresco: Control sin adiciones� inducido al tiempo cero con una concentración 

subin�ibitoria de �� �� (CN) o � �� (��) de cromato y no inducido. Se incubaron y a 

las � � a los cultivos inducidos y no inducidos se les adicionó la concentración tó�ica � 

m� (CN) o 6� �� (��) de cromato. Se encontró que los cultivos inducidos aunque 

mostraron cierta in�ibición, tuvieron un crecimiento similar al control sin adiciones, 

mientras que los cultivos no inducidos mostraron una in�ibición clara tanto en CN 

(Fig�ra 5A) como en �� (Fig�ra 5B). Se concluyó que una e�posición previa a 

cromato de B. xenovorans induce su resistencia a cromato en ambos medios de cultivo.  

2�- Amplificaci�n por �CR de lo� gene� chr1NCa � chrA1b 

�ara evaluar si los seis �omólogos chr de B. xenovorans conferían resistencia a 

cromato, los genes chr�N�a y chrA��� que no se �abían anali�ado previamente, se 

clonaron y transfirieron a �. coli. �tili�ando DNA total de B. xenovorans como molde, 

estos genes se amplificaron por �CR y los productos de amplificación se corrieron en 

un gel de agarosa. �ara ambos genes se obtuvieron fragmentos del tama�o esperado de 

�1.6 �b (Fig�ra 6). �or este procedimiento se logró amplificar los genes chr�N�a y 

chrA��. 

3�- Clonaci�n de lo� gene� chr1NCa � chrA1b en p��T 1�2 

�osterior a su amplificación por �CR, los genes chr�N�a y chrA�� se clonaron en  

p��� 1.� que es un vector para recuperar productos de �CR. �os pl�smidos recombi� 
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Fig�ra 5� �nd�cci�n de re�i�tencia a cromato de B. xenovorans LB400� Cultivos de 

B. xenovorans se crecieron en CN (A) o en �� (�) a ���C con agitación constante 

durante 1� � y se  distribuyeron en tres tubos con medio de cultivo fresco. Control, sin 

adiciones� inducidos al tiempo cero con �� �� (A) o con � �� (�) de cromato y no 

inducido con cromato. Se incubaron a ���C y a las � �oras se agregaron concentraciones 

tó�icas de cromato: � m� (A) y 6� �� (�). Se midió el crecimiento a intervalos. �as 

barras muestran la desviación est�ndar de la media (n��). 
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Fig�ra 6. Amplificaci�n por �CR de lo� �om�logo� chr1NCa � chrA1b de B. 

xenovorans� �otografías de los geles de agarosa donde se corrieron los productos de 

amplificación de chr�N�a (A) y chrA�� (�). �, marcador de tama�o molecular (1�b). 

�, producto de �CR. A la i�quierda se indican las bandas del marcador utili�adas como 

referencia y a la derec�a la posición del fragmento amplificado. 
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nantes se transfirieron a c�lulas electrocompetentes de �. coli ��1�blue y a las 

transformantes obtenidas se les reali�ó aislamiento de DNA plasmídico el cual se 

digirió con las en�imas Ba�H� y �ind��� para chr�N�a y ��a1 y �ind��� para chrA��. 

�os pl�smidos recombinantes p���chr�N�a y p���chrA�� presentaron el patrón de 

digestión esperado: una banda que corresponde al gen de inter�s (1.6 �b) y una al vector 

(�.� �b) (datos no mostrados).  

4�- S�bclonaci�n de chr1NCa � chrA1b en lo� �ectore� pAC�C184 � 

p�C�20 

�ara estudiar la función de los genes chr�N�a y chrA�� se subclonaron en un vector de 

ba�o n�mero de copias (pAC�C1��) y en un vector de alto n�mero de copias 

(p�C���). �ara ello se digirieron los pl�smidos p���chr�N�a� con las en�imas Ba�H� 

y �ind���, y p���chrA�� con ��a1 y �ind���. Con las mismas en�imas se digirieron los 

vectores p�C��� y pAC�C1��, los productos de digestión se ligaron y se obtuvieron 

los pl�smidos recombinantes p�c�r1NCa, p�c�rA1b, pAc�r1NCa y pAc�rA1b los 

cuales se digirieron con las en�imas correspondientes. �n la Fig�ra 7 se muestran 

fotografías de los productos de digestión de p�c�r1NCa y p�c�rA1b. �os fragmentos 

obtenidos fueron del tama�o esperado: de �.� �b perteneciente al vector y de 1.6 �b de 

los genes chr. 

5�- �r�eba� de ���ceptibilidad a cromato 

�ara determinar si los genes chr�N�a y chrA�� confieren resistencia a cromato, a las 

transformantes se les reali�aron pruebas de susceptibilidad a cromato en CN y en ��. 

�a cepa que contiene el pl�smido pAc�r1NCa presentó un crecimiento similar a la cepa 

que contiene el vector pAC�C1�� (control sensible) en ambos medios de cultivo 

(Fig�ra 8). Se concluyó que los genes chr�N�a no confieren resistencia a cromato clo� 
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Fig�ra 7� Dige�ti�n de lo� pl��mido� recombinante� p�c�r1�Ca � p�c�rA1b. 

�otografías de los geles de agarosa donde se corrieron los productos de restricción de 

p�c�r1NCa (A) y p�c�rA1b (�). R, Restricción con las en�imas Ba�H� y �ind��� para 

chr�N�a y ��a1 y  �ind��� para chrA��. �, marcador de tama�o molecular (1�b). 
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Fig�ra 8. S��ceptibilidad a cromato de E. coli �3110 (pAc�r1�Ca)� �os cultivos se 

crecieron en caldo nutritivo (A) o medio mínimo (�) con las concentraciones de 

cromato indicadas  por �� � a ���C y con agitación constante. �ranscurrido el tiempo se 

midió la absorbencia a ��� nm. �as barras muestran la desviación est�ndar de la media. 
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nado en un vector de ba�o n�mero de copias en ambos medios de cultivo.  �or otra 

parte, la cepa que contiene el pl�smido p�c�r1NCa presentó un comportamiento similar 

a la cepa que contiene solo el vector p�C��� (control sensible) en CN (Fig�ra 9A), 

mientras que en medio mínimo mostró un nivel de resistencia a cromato 

moderadamente mayor comparado con el control sensible (Fig�ra 9B). �stos resultados 

sugieren que los genes chr�N�a se e�presan ba�o condiciones de cultivo específicas, es 

decir, sólo cuando se clonaron en un vector de alto n�mero de copias (p�C���) y las 

pruebas se reali�aron en medio mínimo. 

�a cepa que contiene el pl�smido p�c�rA1b presentó un nivel de resistencia similar al 

control sensible tanto en CN como en �� (Fig�ra 10)� de igual manera la cepa que 

contiene el pl�smido pAc�rA1b mostró un comportamiento similar al control sensible 

(Fig�ra 11A)� sin embargo, esta misma cepa presentó un nivel de resistencia a cromato 

claramente mayor con respecto al control sensible cuando los cultivos se crecieron en 

�� (Fig�ra 11B). �or lo tanto, de estos resultados se dedu�o que el gen chrA�� 

probablemente se e�presa sólo cuando se �alla clonado en un vector de ba�o n�mero de 

copias (pAC�1��) y las pruebas de susceptibilidad se reali�aron en medio mínimo. 

6�- An�li�i� de expre�i�n de lo� �om�logo� chr de B. xenovorans LB400  

�ara evaluar los niveles de e�presión de los genes chr de B. xenovorans se llevaron a 

cabo ensayos de R���CR a partir de RNA e�traído de cultivos crecidos en diferentes 

condiciones. �ara ello el RNA se utili�ó para generar cDNA el cual se usó como molde 

para llevar a cabo ensayos de �CR y los productos amplificados se corrieron en geles de 

agarosa. �n los resultados sólo se muestra una parte del gel donde se observan las 

bandas correspondientes a los genes chr así como su locali�ación (replicón) en el 

genoma de B. xenovorans. �l gen 16S se usó como control de carga de los e�perimentos  
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Fig�ra 9. S��ceptibilidad a cromato de E. coli �3110 (p�c�r1�Ca)� �os cultivos se 

crecieron en caldo nutritivo (A) o medio mínimo (�) con las concentraciones de 

cromato indicadas  por �� � a ���C y con agitación constante. �ranscurrido el tiempo se 

midió la absorbencia a ��� nm. �as barras muestran la desviación est�ndar de la media. 
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Fig�ra 10� S��ceptibilidad a cromato de E. coli �3110 (p�c�rA1b)� �os cultivos se 

crecieron en caldo nutritivo (A) o medio mínimo (�) con las concentraciones de 

cromato indicadas  por �� � a ���C y con agitación constante. �ranscurrido el tiempo se 

midió la absorbencia a ��� nm. �as barras muestran la desviación est�ndar de la media. 
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Fig�ra 11� S��ceptibilidad a cromato de E. coli �3110 (pAc�rA1b)� �os cultivos se 

crecieron en caldo nutritivo (A) o medio mínimo (�) con las concentraciones de 

cromato indicadas  por �� � a ���C y con agitación constante. �ranscurrido el tiempo se 

midió la absorbencia a ��� nm. �as barras muestran la desviación est�ndar de la media. 
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A las bandas de los geles se les reali�ó un an�lisis densitom�trico y los datos se 

graficaron en unidades de e�presión relativa en relación a la e�presión del 16S. 

a)   Ai�lamiento de R�A total 

�ara el aislamiento de RNA total se crecieron los cultivos en diferentes condiciones. Se 

utili�ó el procedimiento mencionado en �ateriales y ��todos y el RNA se corrió en 

geles de agarosa al 1.� �. �n la Fig�ra 12 se muestra una fotografía representativa de 

un gel donde se observa el RNA total aislado. Se concluyó que el RNA estaba íntegro 

debido a que se observaron se�ales definidas del RNA de las subunidades ribosomales 

��S, 16S y �S por lo que se consideró de buena calidad para llevar a cabo los ensayos 

de R���CR.   

b) RT-�CR  

 A partir de c�lti�o� de B. xenovorans crecido� en caldo n�triti�o 

�ara determinar la e�presión de los genes chr de B. xenovorans inicialmente se 

reali�aron ensayos de R���CR a partir de RNA total de cultivos de B. xenovorans en 

CN en presencia y ausencia cromato. �n ausencia de cromato se encontró que los genes 

chrA� y chrA�� pr�cticamente no se e�presaron, los genes chrA�a,  chr�N�a y chrA� 

dieron una se�al ba�a, mientras que el gen chr�N�� se e�presó en un nivel moderado 

con relación al 16S, empleado como control de e�presión (Fig�ra 13� barra� gri�e�). 

De estos resultados se dedu�o que los genes chr de B. xenovorans se e�presan en 

diferentes niveles en c�lulas crecidas en CN. Cuando los cultivos se e�pusieron a �� �� 

de cromato se encontró que, a e�cepción de chrA� que no se e�presó, y chr�N�a que 

mostró una se�al disminuida, todos los genes restantes presentaron un nivel de 

e�presión m�s alta con respecto a la mostrada en ausencia de cromato (Fig�ra 13� 

barra� negra�). Sin embargo, los genes chrA�� y chrA� respondieron de manera m�s  
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Fig�ra 12� Ai�lamiento del R�A total. Se creció un cultivo de B. xenovorans en �� 

por �� � a ���C con agitación constante. Se aisló el RNA total utili�ando el 

procedimiento descrito en �ateriales y ��todos. Se muestra la fotografía de un gel de 

agarosa (1.��) donde se observan las bandas del RNA de las subunidades ribosomales 

��S, 16S y �S. �ambi�n se indica como referencia el marcador de tama�o molecular 

(λ�ind���) (�). 
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Fig�ra 13� �xpre�i�n de lo� �om�logo� chr de B. xenovorans LB400 a partir de 

c�lti�o� crecido� en caldo n�triti�o� Se crecieron los cultivos en CN por 1� � a ���C 

con agitación constante. Se aisló el RNA total, se generó cDNA y se reali�aron �CRs 

como se indica en ��todos. A. �ocali�ación de los genes chr en el genoma de B. 

xenovorans� se muestra sólo parte del gel de agarosa con las bandas correspondientes a 

los genes chr y del gen RNAr 16S, que se usó como unidad de e�presión relativa (1.�). 

�. An�lisis densitom�trico de las bandas en (A) reali�ado con el programa �mage�. 

�arras grises, e�presión en ausencia de cromato� barras  negras e�presión en presencia 

de �� �� de cromato (representativo de n��). 
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clara a cromato (Fig�ra 13). �or lo tanto, en cultivos en CN la mayoría de los genes chr 

de B. xenovorans se inducen por la e�posición a cromato. 

 A partir de c�lti�o� de B. xenovorans crecido� en � 9 con 2 m�  de ��lfato 

 Fa�e logar�tmica de crecimiento 

�ara determinar cómo influye el medio de cultivo en la e�presión de los genes chr de B. 

xenovorans se reali�aron R���CR a partir de cultivos crecidos �asta la fase e�ponencial 

de crecimiento (1� �) en medio mínimo �� con � m� de sulfato, que es la 

concentración est�ndar de este ion en el medio. �n ausencia de cromato se encontró que 

los genes chrA� y chrA� pr�cticamente no dieron se�al, chr�N�� mostró una e�presión 

ba�a, los genes chrA�a y chr�N�a se e�presaron de manera moderada, mientras que 

chrA�� se e�presó en un nivel parecido al 16S (Fig�ra 14� barra� gri�e�) en las 

siguientes graficas no se presenta la e�presión del control 16S. Al igual que en CN, los 

genes chr mostraron diferentes niveles de e�presión. Cuando se reali�aron R���CR de 

cultivos tratados con � �� de cromato, se observó que todos los genes chr presentaron 

un nivel de e�presión m�s alto que en ausencia de cromato (Fig�ra 14� barra� negra�). 

Sin embargo, los genes chrA��, chr�N�� y chrA� se e�presaron de forma muc�o m�s 

pronunciada, incluso por arriba del nivel del 16S. Se puede concluir que en estas 

condiciones de crecimiento todos los genes chr de B. xenovorans responden a la 

e�posición de cromato.  

 Fa�e e�tacionaria de crecimiento 

�ara determinar el efecto que tiene la fase de crecimiento sobre la e�presión de los 

genes chr se reali�aron ensayos de R���CR con RNA aislado a partir de cultivos de B. 

xenovorans crecidos por �� � (fase estacionaria) al igual que el inciso anterior en �� 

con � m� de sulfato, en ausencia y presencia de cromato. Sin cromato se encontró que  
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Fig�ra 14� �xpre�i�n de lo� �om�logo� chr de c�lti�o� de B. xenovorans LB400 en 

� 9 (2 m�  de ��lfato) en fa�e logar�tmica� Se crecieron los cultivos por 1� � a ���C 

con agitación constante. Se aisló el RNA total, se generó cDNA y se reali�aron �CRs 

como se indica en m�todos. A. �ocali�ación de los genes chr en el genoma de B. 

xenovorans� se muestra sólo parte del gel de agarosa con las bandas correspondientes a 

los genes chr. �a e�presión del gen 16S se usó como unidad de e�presión relativa (1.�). 

�. An�lisis densitom�trico de las bandas en (A) reali�ado con el programa �mage�. 

�arras grises, indican e�presión en ausencia de cromato� barras  negras e�presión en 

presencia de � �� de cromato (representativo n��). 

 

 

A
 

�



Análisis de la expresión de los Genes chr de B. xenovorans 
 

Maurino Luna Luna                                                                                                         ��     

 

los genes chrA�� y chr�N�� mostraron e�presión casi nula, los genes chrA� � chrA� 

dieron se�al ba�a, mientras que chrA�a y chr�N�a se e�presaron de manera moderada 

en relación al 16S (Fig�ra 15� barra� gri�e�). Al igual que en  fase logarítmica, los 

genes chr presentaron un patrón de e�presión diferencial.  �n presencia de � �� de 

cromato se encontró que, a e�cepción del gen chr�N�a cuyo nivel de e�presión 

disminuyó ligeramente, los dem�s genes mostraron un aumento en la e�presión con 

respecto a los ensayos en ausencia de cromato (Fig�ra 15� barra� negra�). �s 

importante notar que los genes chrA��, chr�N�� y chrA� presentaron el aumento m�s 

claro en la e�presión, incluso chrA�� y chrA� dieron una se�al por encima del valor del 

16S. �os resultados indican que la fase de crecimiento no afecta considerablemente el 

patrón de e�presión de la mayoría de los genes chr en los cultivos crecidos en �� con � 

m� de sulfato. 

 A partir de c�lti�o� de B. xenovorans crecido� en � 9 con 0�04 m�  de ��lfato 

 Fa�e logar�tmica de crecimiento 

Se �a demostrado que la e�presión de otros genes chr puede estar influenciada por la 

concentración de sulfato en el medio de cultivo (�u�n�e y col. ����). �or ello se 

reali�aron ensayos de R���CR con RNA de cultivos crecidos en �� con ba�o sulfato 

(�.�� m�), una concentración �� veces menor que el medio �� est�ndar, que fue la 

concentración mínima a la cual se encontró que B. xenovorans a�n crece normalmente 

(resultado no mostrado). Sin cromato, se encontró que el gen chrA� no se e�presó,  los 

genes chrA�a y chr�N�� dieron una se�al moderada y los genes chr�N�a, chrA�� y 

chrA� mostraron niveles incluso superiores al 16S (Fig�ra 16� barra� gri�e�). �a�o esta 

condición, la mayoría de los genes mostraron niveles de e�presión altos comparados a 

los ensayos en � m� de sulfato (Fig�ra� 14 � 15). Cuando los cultivos se e�pusieron a  
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Fig�ra 15� �xpre�i�n de lo� �om�logo� chr de c�lti�o� de B. xenovorans en � 9 (2 

m�  de ��lfato) en fa�e e�tacionaria� Se crecieron los cultivos �� � a ���C con 

agitación constante. Se aisló el RNA total, se generó cDNA y se reali�aron �CRs como 

se indica en m�todos. A. �ocali�ación de los genes chr en el genoma de B. xenovorans� 

se muestra sólo parte del gel de agarosa con las bandas correspondientes a los genes chr. 

�a e�presión del gen 16S se usó como unidad de e�presión relativa (1.�). �. An�lisis 

densitom�trico de las bandas en (A) reali�ado con el programa �mage�. �arras grises, 

indican e�presión en ausencia de cromato� barras  negras e�presión en presencia de � 

�� de cromato. 

�
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Fig�ra 16� �xpre�i�n de lo� �om�logo� chr de c�lti�o� de B. xenovorans en � 9 

(0�04 m�  de ��lfato) en fa�e logar�tmica� Se crecieron los cultivos por 1� � a ���C 

con agitación constante. Se aisló el RNA total, se generó cDNA y se reali�aron �CRs 

como se indica en m�todos. A. �ocali�ación de los genes chr en el genoma de B. 

xenovorans� se muestra sólo parte del gel de agarosa con las bandas correspondientes a 

los genes chr. �a e�presión del gen 16S se usó como unidad de e�presión relativa (1.�). 

�. An�lisis densitom�trico de las bandas en (A) reali�ado con el programa �mage�. 

�arras grises, indican e�presión en ausencia de cromato� barras  negras e�presión en 

presencia de � �� de cromato (representativo de n��). 
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�.� �� de cromato,  a e�cepción del gen chrA� que nuevamente no se e�presó, los 

genes chrA�a� chr�N�a, chr�N��, chrA�� y chrA� mostraron cambios en su e�presión 

nulos o moderados  con respecto a los ensayos en ausencia de cromato (Fig�ra� 16� 

barra� negra�). �or lo tanto la e�presión de los genes chr no responde de manera 

notoria a cromato. 

 Fa�e e�tacionaria de crecimiento 

De igual manera se determinó el efecto que tiene la fase de crecimiento sobre la 

e�presión de los genes chr en �� con �.�� m� de sulfato. �ara ello se reali�aron 

ensayos de R���CR creciendo los cultivos por �� � (fase estacionaria). �n ausencia de 

cromato se encontró que el gen chrA� nuevamente no se e�presó,  los genes chr�N�� y 

chrA� mostraron una se�al moderada con respecto al 16S y los genes chrA�a, chr�N�a 

y chrA�� presentaron niveles de e�presión similares al 16S (Fig�ra 17� barra� gri�e�). 

Del mismo modo que en fase de crecimiento logarítmica (Fig�ra 16), a e�cepción de 

chrA� que no se e�presó, el resto de los genes mostraron niveles de e�presión de 

moderada a alta. Con cromato se encontró que, a e�cepción de chrA� que siguió sin 

e�presarse, los genes chrA�� � chrA� mostraron e�presión similar al ensayo sin 

cromato, mientras que el resto de los genes presentó un aumento en su e�presión con 

relación a en ausencia de cromato (Fig�ra 17� barra� negra�). �or lo tanto, a e�cepción 

de chr�N��� que respondió moderadamente a cromato el resto de los genes no 

mostraron cambios notorios. �n el caso de los genes chrA�a, chr�N�a y chr�N�� la 

e�presión con cromato fue incluso por arriba del 16S. Se concluyó que la fase de 

crecimiento no afecta el patrón de e�presión de la mayoría de los genes chr en los 

cultivos en �� con �.�� m� de sulfato. 
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Fig�ra 17� �xpre�i�n de lo� �om�logo� chr de c�lti�o� de B. xenovorans en � 9 

(0�04 m�  de ��lfato) en fa�e e�tacionaria� Se crecieron los cultivos por �� � a ���C 

con agitación constante. Se aisló el RNA total, se generó cDNA y se reali�aron �CRs 

como se indica en m�todos. A. �ocali�ación de los genes chr en el genoma de B. 

xenovorans� se muestra sólo parte del gel de agarosa con las bandas correspondientes a 

los genes chr. �a e�presión del gen 16S se usó como unidad de e�presión relativa (1.�). 

�. An�lisis densitom�trico de las bandas en (A) reali�ado con el programa �mage�. 

�arras grises, indican e�presión en ausencia de cromato� barras  negras e�presión en 

presencia de � �� de cromato (representativo de n��). 
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�� D�SC�S��� 

�a proteína C�rA es el determinante de resistencia a cromato m�s ampliamente 

estudiado. Se �a determinado que las proteínas ChrA de la γ�proteobacteria �. 

aeru�inosa codificada en el pl�smido p����� (Cervantes y col. 1990) y la β�

proteobacteria �. �e�allidurans codificada en el pl�smido p�O��� (Nies y col. 1���) 

confieren resistencia a cromato. �stas proteínas se agrupan en las subfamilias �CHR� y 

�CHR� de la superfamilia CHR, respectivamente. Recientemente se determinó que las 

ChrA de la α�proteobacteria �chro�ac�ru� �ri�ici� codificada en el transposon �n���hr 

(Branco y col. 2008), y la γ�proteobacteria �he�anella sp. ANA��, codificada en el 

pl�smido 1 (Aguilar��ara�as y col. ����), tambi�n confieren resistencia a cromato. 

Ambas proteínas est�n ubicadas en la subfamilia �CHR�. 

�n un an�lisis filogen�tico (Día����re� y col. ����) se encontraron bacterias que 

contienen en sus genomas varios �omólogos CHR (Tabla 1). Entre éstas está la  β�

proteobacteria B. xenovorans �����, la cual contiene cuatro �omólogos �CHR 

ubicados en la subfamilias �CHR1 (dos �omólogos, denominados C�rA1a y C�rA1b), 

�CHR� y �CHR6. �ambi�n presenta dos �omólogos SCHR (denominados C�r1NCa y 

C�r1NCb), ambos ubicados en la subfamilia SCHR1.  

Como no se �abía determinado si los �omólogos agrupados en subfamilias diferentes a 

�CHR� y �CHR� confieren resistencia a cromato, resultaba interesante conocer si la 

función de las proteínas de la superfamilia CHR es generali�ada. Debido a esto se llevó 

a cabo un an�lisis de los �omólogos �CHR de B. xenovorans (�eón���rque� y col. 

����). Se clonaron los genes lchr, se transfirieron a �. coli y se encontró que el 

�omólogo C�rA1a confiere resistencia a cromato en medio mínimo cuando se e�presa 

en �. coli, clonado en el vector de ba�o n�mero de copias pAC�C1��. �l �omólogo 
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C�rA� confirió resistencia a cromato en �. coli cuando se clonó en un vector de alto 

n�mero de copias (p�C���) y las pruebas se reali�aron en caldo nutritivo o medio 

mínimo. �or otra parte, C�rA6 confirió un fenotipo resistente en �. coli cuando se clonó 

en p�C��� y se crecieron los cultivos en caldo nutritivo (�eón���rque� y col. ����) 

(Tabla 2). �stos resultados de que los genes chr confieren resistencia a cromato ba�o 

diferentes condiciones de cultivo sugirieron que los �omólogos CHR probablemente se 

e�presan de manera diferencial en el �u�sped �eterólogo.  

�ambi�n se llevó a cabo el an�lisis del �omólogo de B. xenovorans de la familia SCHR 

(C�r1NCb) y se encontró que confiere resistencia a cromato cuando se e�presa en �. 

coli y se clonó en los vectores pAC�C1�� o p�C��� creciendo los cultivos en medio 

mínimo (Día���aga�a y col. ����) (Tabla 2).  

De estos ensayos se pudo concluir que conferir resistencia a cromato es una función 

generali�ada dentro de la superfamilia CHR, ya que se encontraron proteínas de las 

subfamilias �CHR1, �CHR6, �CHR�, de la familia de proteínas grandes (�CHR) y 

SCHR1 y SCHR� de la familia de proteínas peque�as (SCHR) que llevan a cabo esta 

función. 

�os resultados de que los �omólogos chr de B. xenovorans confieren resistencia a 

cromato ba�o diferentes condiciones de cultivo no son sorprendentes dado que B. 

xenovorans ����� es un microorganismo que �abita m�ltiples nic�os ecológicos, lo 

cual probablemente se relaciona con el �ec�o de que tiene un genoma relativamente 

grande (�.�� �pb) (C�ain y col. ���6). �or tanto, es probable que los genes chr se 

e�presen dependiendo de las condiciones ambientales o  de cambios nutricionales  a las 

cuales esta bacteria se e�pone, confiri�ndole venta�as adaptativas� es decir, tal ve� la 



Análisis de la expresión de los Genes chr de B. xenovorans 
 

Maurino Luna Luna                                                                                                         ��     

 

e�presión diferencial de los genes chr le permite a B. xenovorans sobrevivir en sitios 

contaminados con cromato. 

 �l �ec�o de que B. xenovorans ����� tiene m�ltiples �omólogos chr que se e�presan 

ba�o diferentes condiciones �acía pensar que una e�posición previa a cromato era 

probablemente capa� de inducir su resistencia al o�ianión. �ara determinarlo se 

reali�aron ensayos de inducción en CN y en �� y se encontró que una e�posición 

previa a cromato en efecto induce la resistencia a cromato en ambos medios de cultivo 

(Fig�ra 5). �s probable que el aumento en la resistencia a cromato se deba a que la 

e�presión de los genes chr se induce por la e�posición al o�ianión. �n e�emplo similar 

es el reportado en la d�proteobacteria M�xococcus xan�hus� que tiene dos etapas en su 

ciclo de vida, una fase crecimiento vegetativo y una de desarrollo donde la c�lula forma 

cuerpos fructíferos debido a la deficiencia de nutrientes. Se encontró que las c�lulas en 

crecimiento presentaban un mayor nivel de resistencia a cobre con respecto a las c�lulas 

en desarrollo, sin embargo, cuando las c�lulas en desarrollo se e�pusieron previamente a 

cobre mostraron un nivel de resistencia similar al observado en las c�lulas en 

crecimiento (S�nc�e��Sutil y col. ����). Se dedu�o que la e�posición previa a cobre 

posiblemente induce mecanismos de tolerancia a cobre, entre estos probablemente los 

genes par�logos que codifican las o�idasas de cobre (CuoA, Cuo� y CuoC). 

Dado que al inicio de este traba�o sólo se �abían anali�ado cuatro de los seis �omólogos 

chr de B. xenovorans, uno de los ob�etivos iniciales fue determinar la participación de 

los �omólogos restantes, chr�N�a y chrA��, en la resistencia a cromato en �. coli. Se 

dise�aron oligonucleótidos específicos para la amplificación de cada uno de los genes, 

incluyendo los posibles promotores y terminadores transcripcionales. �os fragmentos se 

amplificaron por �CR, se clonaron en un vector para clonar fragmentos de �CR y 
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enseguida se subclonaron en los vectores de e�presión pAC�C1�� y p�C���. Se siguió 

la estrategia utili�ada por Aguilar��a�aras y col. (����) que, al estudiar el gen chrA del 

pl�smido 1 de �he�anella sp. ANA��, encontró que �ste confiere resistencia a cromato 

a �. coli cuando fue clonado en pAC�C1�� y a �. aeru�inosa cuando fue clonado en el 

vector p�C���, cuando las pruebas se reali�aron en medio mínimo. Como no se sabía 

ba�o qu� condición se observaría el fenotipo conferido por los genes chr de B. 

xenovorans �����, �stos se clonaron en ambos vectores. �os pl�smidos recombinantes 

se transfirieron a �. coli y las pruebas de susceptibilidad se reali�aron tanto en caldo 

nutritivo como en medio mínimo. 

�os resultados mostraron que chr�N�a confiere resistencia moderada a cromato en �. 

coli cuando se clonó en el vector de alto n�mero de copias p�C��� y las pruebas de 

susceptibilidad se reali�aron en �� (Fig�ra 9A)� no fue así cuando se clonó en el 

vector de ba�o n�mero de copias pAC�C1��, donde se observó un comportamiento 

similar al control sensible (Fig�ra 8). �ste dato fue diferente del resultado obtenido 

para el �omólogo chr�N�� de la misma subfamilia, el cual confirió resistencia a 

cromato en �. coli cuando se clonó en pAC�C1�� y p�C��� y las pruebas se 

reali�aron en medio mínimo (Día���aga�a y col. ����). Al parecer, para que los genes 

chr�N�a confieran resistencia a cromato se necesita que las proteínas que codifican se 

e�presen en una cantidad mayor y esto sólo se consigue cuando los genes est�n 

clonados en el vector p�C��� y no en pAC�C1��.  

�ambi�n se encontró que chrA�� confiere resistencia a cromato en �. coli cuando se 

clonó en pAC�C1�� y las pruebas se reali�aron en medio mínimo (Fig�ra 11B). �ste 

es un resultado similar al obtenido para el �omólogo chrA�a de la misma subfamilia 

que tambi�n confirió resistencia a cromato en �. coli clonado en pAC�C1�� en medio 
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mínimo (�eón���rque� y col. ����). Sin embargo, cuando chrA�� se clonó en p�C��� 

no confirió resistencia a cromato ni en CN ni en �� (Fig�ra 10). Se sabe que el 

aumento del n�mero de copias de un pl�smido no necesariamente causa un aumento 

proporcional de los niveles de e�presión de las proteínas codificadas (Carrier y col. 

1���). Hay e�emplos en que los promotores de los genes son fuertes y con ellos se logra 

una e�presión m�s eficiente cuando se utili�a un vector de moderado o de ba�o n�mero 

de copias (�ergul�ao y col. ����), lo que podría ser el caso de chrA��. �ambi�n se 

sabe que cuando �ay sobree�presión de proteínas de membrana �stas se pueden 

precipitar y formar agregados con lo cual pierden su función (� agner y col. ����). �sto 

es lo que tal ve� ocurra con la proteína codificada por gen chrA�� cuando es clonado en 

un vector de alto n�mero de copias como p�C���. Se puede deducir que se necesita 

una cantidad peque�a de proteína C�rA1b para llevar a cabo su función, probablemente 

porque en cantidades mayores �sta precipita y no es funcional, aunque no se tiene 

evidencia al respecto. 

�l medio de cultivo en el que se crecen los microorganismos en estudio tambi�n 

proporciona una condición fisiológica específica en la que el gen se e�presa y la 

proteína funciona. Cuando las c�lulas bacterianas se crecen en un medio mínimo, 

aumenta la e�presión de genes relacionados con varios tipos de estr�s, incluyendo el 

estr�s nutricional (�ergul�ao y col. ����). �l que se �aya observado que los genes 

chr�N�a y chrA�� confieren resistencia a cromato en �. coli cuando las pruebas se 

reali�aron en medio mínimo probablemente se debe a que el estr�s dado por la 

deficiencia de nutrientes en el medio promueve su e�presión.  

�l �ec�o de que los genes chr confieren resistencia a cromato ba�o condiciones 

específicas cuando se e�presan en �. coli sugiere que estos genes probablemente 
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tambi�n se e�presan ba�o diferentes condiciones de cultivo en B. xenovorans �����. 

�sto no resulta sorprendente dado que es un microorganismo que tiene un genoma muy 

grande (�.�� �pb) y presenta a la fec�a el porcenta�e m�s alto de redundancia g�nica 

(1�.6�), siendo el promedio �.6� en bacterias de vida libre (C�ain y col. ���6). Se 

conoce que e�iste una correlación entre el tama�o del genoma y la redundancia g�nica: 

genomas grandes contienen un n�mero mayor de genes redundantes (�ordan y col. 

���1). A la fec�a no se sabe e�actamente cu�l podría ser la venta�a que les proporciona 

a microorganismos con genomas relativamente grandes, como B. xenovorans� mantener 

m�ltiples copias de genes �omólogos. Se �a propuesto que en bacterias que �abitan en 

ambientes �ostiles (e�. salinidad o temperatura elevadas), sus genes podrían no 

e�presarse en todas las condiciones fisicoquímicas del medio, por lo que para contender 

con este problema las bacterias tienen dos o m�s copias de genes cuya e�presión es 

modulada por las condiciones ambientales, cada uno reali�ando la misma función ba�o 

diferentes circunstancias (S�nc�e����re� y col. ����). Hay e�emplos de genes 

redundantes que se e�presan ba�o diferentes condiciones de crecimiento. �no de estos 

es el mostrado por los genes �omólogos �ox� y �oxM de la ruta catabólica de ben�oato 

de la bacteria de nuestro estudio, B. xenovorans �����. �stos genes son codificados en 

el cromosoma 1 y el megapl�smido, respectivamente. �l gen �ox� se e�presa cuando 

los cultivos se crecen sobre bifenilo y �oxM se e�presa durante la fase de transición a la 

fase estacionaria y cuando los cultivos se crecen en ben�oato (Denef y col. ����). Se 

dedu�o que los genes �ox se e�presan de manera diferencial y que son capaces de 

catabóli�ar ben�oato. �sto le permite a B. xenovorans �abitar sitios contaminados con 

compuestos recalcitrantes como el ben�oato. 
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 Otro caso interesante son los ya mencionados genes �omólogos que codifican las 

o�idasas de cobre (CuoA, Cuo� y CuoC) de la mi�obacteria M. xan�hus (S�nc�e��Sutil 

y col. ����). Se encontró que el gen cuoA se e�presa sólo en respuesta a cobre a las ���

�� � y cuoB tambi�n dio se�al en presencia de cobre pero a las � �, mientras que el gen 

cuo� se e�presa de manera constitutiva durante la etapa de crecimiento de M. xan�us. 

�n la etapa de desarrollo de M. xan�hus se encontró que cuoA y cuoB se e�presaron sólo 

en presencia de cobre, pero a diferencia de la etapa de crecimiento el gen cuoB se 

mostró se�al �asta las � �. �l gen cuo� se e�presó en condiciones de deficiencia de 

nutrientes (S�nc�e��Sutil y col. ����). De este traba�o se concluyó que los tres genes 

�omólogos que codifican las o�idasas redundantes de cobre de M. xan�hus� se regulan 

de manera diferencial. 

�or tanto, es probable que B. xenovorans al tener varias copias de genes �omólogos chr 

�stos se e�presen ba�o condiciones de crecimiento específicas. Sin embargo, a la fec�a 

no se �an determinado los patrones de e�presión de los genes chr en B. xenovorans 

�����. 

�ara evaluar los patrones de e�presión de los genes antes mencionados se reali�aron 

inicialmente ensayos de R���CR a partir de cultivos de B. xenovorans crecidos en un 

medio rico en nutrientes (caldo nutritivo). �n ausencia de cromato se encontró que 

algunos genes pr�cticamente no se e�presaron (chrA� y chrA��), otros genes dieron una 

se�al ba�a de e�presión (chrA�a,  chr�N�a y chrA�) y el gen chr�N�� se e�presó en un 

nivel moderado en relación al 16S (Fig�ra 13). �l �ec�o de que los genes chr de B. 

xenovorans �ayan mostrado diferentes niveles de e�presión en esta condición, puede ser 

una venta�a porque probablemente proporcionan un respaldo uno al otro, manteniendo 

un fenotipo estable de resistencia a cromato, es decir, cualquier gen chr probablemente 
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puede llevar a cabo la función del otro. �n e�emplo de genes aparentemente redundantes 

lo proporciona la superfamilia de tiorredo�inas en �. coli. Se encontró que las 

tiorredo�inas citopl�smicas y las glutarredo�inas son redundantes y proporcionan 

respaldo una a la otra, de tal forma que las mutantes en los genes que codifican a una 

proteína o a la otra son viables ba�o condiciones est�ndar de laboratorio (�rin� y col. 

1���). De �ec�o, en estas condiciones, sólo cuando se mutaron los genes que codifican 

las en�imas m�s eficientes se observó un fenotipo letal, por lo que aparentemente 

cualquier proteína del grupo podía llevar a cabo la función de respaldo.  

Cuando los cultivos de B. xenovorans en CN se e�pusieron a �� �� de cromato, la 

mol�cula probablemente inductora de los genes chr� se encontró que a e�cepción de 

chrA�� que no se e�presó, y chr�N�a� que mostró una e�presión disminuida, todos los 

genes presentaron un nivel de e�presión m�s alto con respecto a la mostrada en ausencia 

de cromato (Fig�ra 13). �or lo tanto, la mayoría de los genes chr de B. xenovorans 

respondieron a la e�posición a cromato. �l �ec�o de que algunos genes chr se �ayan 

inducido por cromato no es sorprendente dado que los �omólogos chr son genes 

adaptativos que responden a condiciones de estr�s, en este caso la e�posición a cromato.  

Como se mencionó anteriormente, el medio de cultivo en el que se crecen las c�lulas 

bacterianas �uega un papel importante para que los genes se e�presen y la proteína lleve 

a cabo su función (�ergul�ao y col. ����). �or tanto, para determinar cómo afecta el 

medio de cultivo en la e�presión de los genes chr de B. xenovorans� se reali�aron 

ensayos de R���CR de cultivos en un medio de cultivo mínimo (��) con � m� de 

sulfato, que es la concentración est�ndar del medio, crecidos �asta fase logarítmica. �n 

ausencia de cromato se encontró que algunos genes pr�cticamente no dieron se�al de 

e�presión (chrA� y chrA�), otros genes se e�presaron de manera moderada (chrA�a y 
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chr�N�a) y el gen chrA�� que se e�presó en un nivel parecido al 16S (Fig�ra 14). Al 

igual que en los ensayos en CN, los genes chr en �� con � m� de sulfato mostraron 

diferentes niveles de e�presión. �stos datos confirman que los genes chr posiblemente 

proporcionan respaldo uno a otro en diferentes condiciones de cultivo. Cuando se 

reali�aron ensayos de R���CR de cultivos e�puestos a cromato se observó que todos los 

genes chr presentaron un nivel de e�presión m�s alto que en ausencia de cromato 

(Fig�ra 14). Se puede concluir que en esta condición de cultivo la mayoría de los genes 

chr de B. xenovorans responden a la e�posición de cromato, como era de esperarse para 

estos genes adaptativos que codifican sistemas de e�pulsión del ión tó�ico. 

Resultados similares fueron reportados para los genes chr de �. �e�allidurans. Se 

encontró que chrA�, codificado en el pl�smido p�O���, y chrA�, codificado en el 

cromosoma, se indu�eron por cromato en un medio mínimo con � m� de sulfato 

(�u�n�e y col. ����). �ara el caso del gen chrA6 que a diferencia de CN (Fig�ra 13) 

ba�o esta condición sí mostró e�presión, aunque a un nivel muy ba�o (Fig�ra 14), es 

probable que el medio de cultivo proporcionó las condiciones fisiológicas para dic�a 

e�presión. �al ve�, al igual que para los genes chr de �. �e�allidurans la concentración 

de sulfato que contiene el medio de cultivo favoreció su e�presión, aunque no se conoce 

de qu� forma.  

Dado que est� ampliamente reportado que la fase de crecimiento afecta la e�presión de 

algunos genes adaptativos (�amana�a y col. 1���, Denef y col. ���6, S�nc�e��Sutil y 

col. ����), se determinó el efecto que tiene la fase de crecimiento sobre la e�presión de 

los genes chr. Se reali�aron ensayos de R���CR de cultivos de B. xenovorans tambi�n 

en �� con � m� de sulfato pero crecidos �asta fase estacionaria (�� �) en lugar de 

logarítmica (1� �). Al igual que en fase logarítmica de crecimiento, sin cromato, los 
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genes mostraron diferentes niveles de e�presión (Fig�ra 15) y no �ubo una variación 

notable en la e�presión en ambas fases de crecimiento. �n resultado contrario se reportó 

para los �omólogos cuo de M. xan�hus� donde se encontró que el gen cuoA se e�presa 

sólo en fase estacionaria (����� �), cuoB sólo en fase logarítmica (� y � �) y cuo� a lo 

largo del ciclo de vida de M. xan�hus (S�nc�e��Sutil y col. ����). �n presencia de � �� 

de cromato se encontró que el nivel de e�presión del gen chr�N�a disminuyó 

ligeramente, mientras que el resto de los genes mostraron un aumento en su e�presión 

con respecto a los ensayos en ausencia de cromato� incluso los genes chrA�� y chrA� se 

e�presaron por encima del nivel del 16S, lo cual indica que �ubo una sobree�presión de 

estos genes, dado que el 16S es un gen cuya e�presión de por sí es alta ya que es un 

componente de los ribosomas y su función es indispensable para la síntesis de proteínas.  

�ara comparar el efecto que tiene el cromato sobre la e�presión de los genes chr en �� 

con � m� de sulfato en las distintas fases de crecimiento, se tomaron los datos de las 

Fig�ra� 14 � 15 y se calculó el n�mero de veces que la e�presión de los genes chr se 

indu�o por cromato (Tabla 5). �ara considerar que �ubo inducción se tomó un valor 

arbitrario de aumento de la e�presión ≥2. En fase logarítmica de crecimiento se 

encontró que, a e�cepción de los genes chr�N�a� todos los genes chr se indu�eron por el 

cromato, con los genes chr�N�� y chrA� mostrando la inducción m�s clara (de 1� a �� 

veces) (Tabla 5). �n fase estacionaria de crecimiento, se encontró que a e�cepción de 

los genes chrA�a y chr�N�a que no se indu�eron, el resto de los genes respondieron a 

cromato y los genes chrA��, chr�N�� y chrA� lo �icieron de forma m�s eficiente ( de 

1� a �� veces) (Tabla 5). �or lo tanto, se puede concluir que el cromato indu�o la 

e�presión de la mayoría de los genes chr a partir de cultivos de B. xenovorans crecidos 

en �� con � m� de sulfato, independientemente de la fase de crecimiento. 
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 Tabla 5. �fecto del cromato sobre la e�presión de los genes chr de B. xenovorans 

crecida en �� con � m� de sulfato  

 

  

a. Se tomaron los datos de las figuras 1� y 1� y se dividió el valor de e�presión de los 

genes en presencia de cromato entre la e�presión en ausencia de cromato. �os n�meros 

indican el cociente resultante. Se consideró que hubo inducción con un valor ≥2. En 

n�meros ro�os se muestran los genes inducidos y en negros los no inducidos.  

 

�xpre�i�n relati�aa 

Gene� Fa�e logar�tmica Fa�e e�tacionaria 

chrA1a 2�6 1�3 

chrA6 3�3 2�5 

chr1NCa 1�6 0�8 

chrA1b 2�0 55�0 

chr1NCb 11�8 30�0 

chrA2 25�0 15�0 



Análisis de la expresión de los Genes chr de B. xenovorans 
 

Maurino Luna Luna                                                                                                         ��     

 

Sin embargo, se encontraron algunas diferencias como para el gen chrA�a que en fase 

logarítmica se indu�o ligeramente por cromato, mientras que en fase estacionaria no se 

indu�o. �ambi�n se encontró que chrA�� en fase logarítmica apenas se indu�o (� veces), 

mientras que en estacionaria se indu�o de manera considerable (�� veces) (Tabla 5). Se 

sabe que las c�lulas bacterianas est�n sometidas a diferentes tipos de estr�s en las 

distintas etapas de su crecimiento. �n fase logarítmica el metabolismo es m�s activo y 

�ay síntesis de numerosos componentes celulares. �n cambio, en fase estacionaria �ay 

escase� de nutrientes y acumulación de compuestos tó�icos (�roo�s y col. 1���). �as 

diferencias en e�presión de los genes chr probablemente se deban a los cambios en las 

condiciones fisiológicas proporcionadas por las distintas fases de crecimiento.   

�s importante mencionar que los genes chrA�� y chr�N��� ubicados en el cromosoma 

�, así como el gen chrA�� locali�ado en el megapl�smido de B. xenovorans� 

respondieron a cromato de manera muc�o m�s eficiente en comparación con los genes 

chrA�a, chrA� y chr�N�� locali�ados en el cromosoma 1(Tabla 5). �ste resultado no 

es sorprendente, dado que se sabe que el cromosoma � y el megapl�smido contienen 

principalmente genes adaptativos, como los genes de fi�ación de nitrógeno ni� que le 

permiten a B. xenovorans �abitar la ri�osfera (C�ain y col. ���6). �n cambio, el 

cromosoma 1 contiene principalmente genes de metabolismo central (e�. maquinaria 

traduccional, replicación del DNA, división celular y metabolismo de nucleótidos) 

(C�ain y col. ���6)� qui�� a esto se deba la ba�a respuesta a cromato de los genes chr 

locali�ados en este replicón. 

Se conoce que la concentración de sulfato influye en la e�presión de algunos genes chr� 

como los ya citados de �. �e�allidurans. �os genes chrA� y chrA� se inducen por 

cromato de forma clara en alto sulfato, mientras que en ba�o sulfato su inducción es 
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menor (�u�n�e y col. ����). �ara evaluar el papel que tiene el sulfato en la e�presión de 

los genes chr de B. xenovorans, se reali�aron ensayos de R���CR creciendo 

inicialmente los cultivos �asta fase logarítmica en �� con ba�o sulfato (�.�� m�).  �n 

ausencia de cromato se encontró que el gen chrA� no se e�presó,  los genes chrA�a y 

chr�N�� dieron una se�al moderada en relación al 16S, mientras que los genes 

chr�N�a, chrA�� y chrA� incluso mostraron niveles superiores al 16S (Fig�ra 16). 

�stos resultados  de e�presión moderada a alta de la mayoría de los genes chr y los 

mostrados en las Fig�ra� 14 � 15 (�� con � m� de sulfato) sugieren que el sulfato 

reprime la e�presión de la mayoría de los genes chr (chrA�a, chr�N�a, chr�N�� y 

chrA�). �sto debido a que la e�presión de los genes antes mencionados fue ba�a en � 

m� de sulfato con respecto a la mostrada en �.�� m� de sulfato (Comparar fig�ra� 

14 � 16). �ste es un resultado contrario al obtenido por �u�n�e y col. (����), quienes 

demostraron que los genes chrA� y chrA� de �. �e�allidurans no se e�presaron en 

medio mínimo con ba�o sulfato (�.�� m�). Cuando los cultivos se e�pusieron a �.� �� 

de cromato, a e�cepción del gen chrA�  que nuevamente no se e�presó, el resto de los 

genes mostraron incrementos nulos o moderados en su e�presión (Fig�ra� 16). �l 

�ec�o que el cromato no �aya provocado un aumento importante en la e�presión de los 

genes chr en estas condiciones de cultivo probablemente se debe a que la e�presión 

mostrada en ausencia de cromato fue de por sí alta, posiblemente debido a que los genes 

chr est�n desrreprimidos por la deficiencia de sulfato en el medio de cultivo (Fig�ra 

16).  

�ambi�n se determinó el efecto que tiene la fase de crecimiento sobre la e�presión de 

los genes chr de B. xenovorans, a�ora creciendo los cultivos en �� con �.�� m� de 

sulfato �asta fase estacionaria. �n ausencia de cromato se encontró un gen que no se 
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e�presó (chrA�),  genes que mostraron una se�al moderada con respecto al 16S 

(chr�N�� y chrA�) y genes que presentaron niveles altos de e�presión, similares al 16S 

(chrA�a, chr�N�a y chrA��) (Fig�ra 17).  Del mismo modo que en fase de crecimiento 

logarítmica a e�cepción de chrA� que no se e�presó, el resto de los genes mostraron 

niveles de e�presión de moderada a alta. Aguilar��ara�as y col. (��1�) demostraron que 

los genes chr de �. aeru�inosa, �he�anella sp. ANA�� y ��nechococcus elon�a�us no  

transportan sulfato al interior de la c�lula� sin embargo, es probable que algunos genes 

chr de B. xenovorans lleven a cabo una función dual, es decir, transporten sulfato al 

interior celular en condiciones de deficiencia del o�ianión, mientras que en alto sulfato 

e�pulsen cromato. �sto debido a que el nivel de e�presión es alto en deficiencia de 

sulfato, �ec�o que se relaciona con la e�presión de los genes que codifican los 

transportadores de sulfato cuyo nivel de e�presión es alto en deficiencia de sulfato 

(Dreyfuss, 1�6�). Con cromato se encontró que, a e�cepción de chrA� que siguió sin 

e�presarse, los genes chrA�� � chrA� mostraron e�presión similar al ensayo sin 

cromato, el resto de los genes presentaron un aumento en su e�presión con relación a los 

ensayos en ausencia de cromato (Fig�ra 17). �n el caso de los genes chrA�a, chr�N�a 

y chr�N�� la e�presión con cromato fue incluso por arriba del 16S. Al igual que en fase 

de crecimiento logarítmica, se puede concluir que la mayoría de los genes chr no 

mostraron cambios notorios en su e�presión con respecto a los ensayos en ausencia de 

cromato.  

�ara establecer el efecto cuantitativo que tiene el cromato sobre la e�presión en �� con 

�.�� m�  de sulfato, se calculó el n�mero de veces que los genes chr se indu�eron por 

cromato en esta condición (Tabla 6). A e�cepción de los genes chr�N�� que 

presentaron un valor de inducción de �.� en la fase de crecimiento estacionaria, ning�n  
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Tabla 6. �fecto del cromato sobre la e�presión de los genes chr de B. xenovorans 

crecida en �� con �.�� m� de sulfato  

 

�xpre�i�n relati�aa 

Gene� Fa�e logar�tmica Fa�e e�tacionaria 

chrA1a 1�4 1�5 

chrA6 �D �D 

chr1NCa 1�1 1�3 

chrA1b 1�4 0�9 

chr1NCb 1�0 2�0 

chrA2 1�2 1�1 
 

a. Se tomaron los datos de las figuras 16 y 1� y se dividió el valor de e�presión de los 

genes con cromato entre la e�presión sin cromato. �os n�meros indican el cociente 

resultante. Se consideró que hubo inducción con un valor ≥2. En números rojos se 

muestran los genes inducidos y en negros los no inducidos.  
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gen chr se indu�o por cromato en ninguna de las fases de crecimiento (Tabla 6). �stos 

resultados indican que el cromato no indu�o la e�presión de la mayoría de los genes chr 

y esto probablemente es debido a que los genes est�n desreprimidos en ba�o sulfato. 

De igual manera que en � m� de sulfato, la fase de crecimiento no afectó 

considerablemente el patrón de e�presión de la mayoría de los genes chr de B. 

xenovorans. Sin embargo, se encontraron algunas diferencias en la e�presión de genes 

chr entre fases de crecimiento. �os genes chr�N�� se indu�eron por cromato en fase 

estacionaria mientras que en logarítmica no lo �icieron. Adem�s el gen chrA� se 

e�presó en menor nivel en fase estacionaria con respecto a la fase logarítmica. �stas 

diferencias probablemente se deban a las condiciones fisiológicas  proporcionadas en 

las distintas fases de crecimiento anali�adas.  

�ambi�n se estableció el efecto que tiene el sulfato sobre la e�presión de los genes chr 

de B. xenovorans en las diferentes fases de crecimiento, se tomaron los datos de las 

Fig�ra� 14 � 16 (�ase logarítmica) y las Fig�ra� 15 � 17 (�ase estacionaria) y se 

calculó si la e�presión de los genes chr se reprime por sulfato (Tabla 7). �ara 

considerar que �ubo represión se tomó un valor arbitrario de disminución de la 

expresión ≤0.5. En fase logarítmica de crecimiento se encontró que, a excepción de 

chrA�� que no se reprimió, todos los genes chr se reprimieron por sulfato, con el gen 

chrA� presentando la represión m�s notoria (Tabla 7). �n fase estacionaria de 

crecimiento, se encontró que a e�cepción de chrA�a que no se reprimió, el resto de los 

genes chr se reprimieron por sulfato y los genes chrA�� y chr�N�� mostraron los 

valores de represión m�s clara (Tabla 7). De esta manera, se puede concluir que el 

sulfato reprime la e�presión de la mayoría de los genes chr de B. xenovorans 

independientemente de la fase de crecimiento. 
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Tabla 7. �fecto del sulfato sobre la e�presión de los genes chr de B. xenovorans 

 

�xpre�i�n relati�aa 

Gene� Fa�e logar�tmicab Fa�e e�tacionariac 

chrA1a 0�40 0�80 

chrA6 �D �D 

chr1NCa 0�24 0�40 

chrA1b 0�70 0�02 

chr1NCb 0�20 0�03 

chrA2 0�05 0�24 
 

 

a. Se tomaron los datos de las figuras 1� y 16b y las figuras 1� y 1�c y se dividió el valor 

de e�presión de los genes con � m� de sulfato entre la e�presión con �.�� m� de 

sulfato. �os n�meros indican el cociente resultante. Se consideró que �ubo represión 

con un valor ≤�.�. �n n�meros verdes se muestran los genes reprimidos y en negros los 

no reprimidos.  



Análisis de la expresión de los Genes chr de B. xenovorans 
 

Maurino Luna Luna                                                                                                         6�     

 

A partir de los resultados obtenidos se propone un modelo �ipot�tico de regulación de 

los genes chr de B. xenovorans (Fig�ra 18). �n concentraciones elevadas (� m�) de 

sulfato, la cantidad de o�ianión que ingresa a las c�lulas es suficiente para actuar como 

un correpresor que active a un represor que se encuentra en su forma inactiva (Fig�ra 

18 A). �l represor activo se une a la región promotor�operador de algunos genes chr 

impidiendo su e�presión (Fig�ra 18B). Cuando la c�lula se e�pone a cromato, �ste ión 

reconoce al represor que se encuentra unido al DNA provocando que se inactive y 

permitiendo la e�presión de los genes chr (Fig�ra 18C). Cuando la concentración de 

sulfato es ba�a (�.�� m�), la cantidad de este ión que ingresa no es suficiente para 

actuar como un correpresor, de tal manera que el represor se mantiene en forma inactiva 

(Fig�ra 18D). �l represor inactivo no se une a la región promotor�operador por lo que 

los genes se e�presan. Cuando las c�lulas se e�ponen a cromato, �ste ingresa y no e�erce 

un efecto inductor debido a que el represor no est� unido a la secuencia  

promotor�operador. De esta manera, los genes chr se e�presan (Fig�ra 18�). 
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Fig�ra 18� � odelo �ipot�tico de reg�laci�n de lo� gene� chr de B. xenovorans� �n la 

parte superior se indica el transporte de sulfato�cromato en condiciones de alto sulfato 

(� m�).  A. Activación del represor por la unión del correpresor, el cual reconoce al 

promotor�operador manteniendo a chrA� reprimido. �. �nducción de la e�presión por 

cromato mediante el despla�amiento del represor unido al promotor�operador. C. 

�uncionamiento de C�rA� en condiciones de inducción o represión. �n la parte inferior 

se muestra el transporte de sulfato�cromato en condiciones de ba�o sulfato (�.�� m�). 

D. �l represor permanece inactivo debido a la ausencia de correpresor por lo que no �ay 

reconocimiento del promotor�operador y la e�presión de chrA� se lleva a cabo. �. 

�uncionamiento de C�rA� en estado desrreprimido.  
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��� C��CL�S����S 

 �n el presente traba�o se demostró que los genes chr de B. 

xenovorans se e�presan de manera diferencial en las 

condiciones de cultivo anali�adas.  

 �l sulfato reprime la e�presión de la mayoría de los genes 

chr de B. xenovorans. 

 �l cromato induce la e�presión de la mayoría de los genes 

chr de B. xenovorans.  
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